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Resumo

Objetivos. Avaliar o papel do transplante de células hematopoiéticas (TCH) e da
interleucina 6 (IL — 6) sobre varios parametros de estresse oxidativo em pacientes
com Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD). Métodos. A
concentracdo de malondialdeido (MDA), o contetdo de carbolinas e sulfidrilas e
a concentracao de acido hexacosanoico (C,s,) foram quantificados no plasma de
pacientes X-ALD antes e apds serem submetidos ao TCH. E, a concentracdo de
MDA, a formacéo de carbonilas e a concentragdo de IL-6 foram quantificados
em plasma e o conteudo de glutationa reduzida (GSH) foi quantificado em
eritrocitos de pacientes X-ALD com fenétipos cerebral infantil (CALD) ou
assintomaticos no momento diagndéstico. Resultados. Observamos um aumento
significativo na concentracdo de MDA em plasma de pacientes X-ALD antes e
apos o TCH em comparagdo ao grupo controle e uma reducdo significativa
nesses valores apos o transplante em comparagdo aos anteriores ao procedimento.
Verificamos uma reducdo significativa no contetdo de sulfidrilas no plasma de
pacientes X-ALD antes do TCH em comparacao ao grupo controle e um aumento
significativo desses niveis apos 0 TCH. Nao observamos diferencas significativas
no contetdo de carbonilas no plasma de X-ALD antes e ap6s o TCH, em
comparacdo aos controles, apesar de observarmos uma reducdo significativa
nesta determinacdo nos pacientes apos o transplante em relacédo a antes do TCH.
Os pacientes X-ALD apresentam niveis plasmaticos de C,s, significativamente
aumentados antes do TCH em comparacdo aos controles e, apés o TCH, as
concentragfes de Cye foram reduzidas. Observamos uma correlacdo negativa
significativa entre a medida do contetdo de sulfidrilas e os niveis plasmaticos de
Cy0 de individuos X-ALD antes do TCH. Também evidenciamos elevados
niveis de MDA e da formacdo de carbonilas no plasma de pacientes CALD e
assintomaticos em comparacdo ao grupo controle. Ainda, observamos reducéo
significativa do conteddo de GSH nos dois grupos testados comparados aos
controles. A quantificacdo de IL-6 foi significativamente maior nos pacientes
cALD, o que ndo foi observado nos pacientes assintomaticos, apesar destes

mostrarem uma tendéncia de aumento da concentracdo de IL-6. Conclustes. Os



resultados obtidos a partir do plasma de pacientes X-ALD antes e apds o TCH
demonstram que esta terapia, quando bem indicada e bem sucedida, tem alta
efetividade em reduzir a concentracdo plasmatica de Cygq € € eficaz em reduzir a
peroxidacdo lipidica e o dano oxidativo as proteinas nos pacientes X-ALD.
Ainda, é possivel relacionar o acimulo de C,s,q € 0 dano oxidativo na patogénese
da X-ALD. Nossos dados permitem sugerir que a lipoperoxidacdo e o dano
oxidativo as proteinas possam de alguma forma estar envolvidos na
fisiopatologia da X-ALD. Além disso, podemos presumir que, nos pacientes X-
ALD assintomaticos estudados, o dano oxidativo e os aspectos inflamatérios
desempenham papéis importantes na evolucdo e nas futuras manifestacdes do
fendtipo neuronal. Também podemos supor que a administracdo de antioxidantes
deve ser considerada como uma terapia adjuvante potencial para 0s pacientes
assintomaticos e sintomaticos afetados pela X-ALD, inclusive para aqueles
submetidos ao TCH.

Palavras-chave: Transplante de Células Hematopoiéticas, Adrenoleucodistrofia,
Estresse Oxidativo, Radicais Livres, Peroxidacdo Lipidica, Dano oxidativo a
proteinas, 1L-6, Glutationa reduzida.



Abstract

X-linked adrenoleukodystrophy and oxidative stress: role of hematopoietic
stem cell transplantation and IL-6.

Objective. We aimed to evaluate the role of hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) and interleukin 6 (IL — 6) on various parameters of
oxidative stress in X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) patients. Methods.
Malondialdehyde (MDA), sulfhydryl, carbonyl and hexacosanoic acid (Cyg:o)
levels were measured in plasma from X-ALD patients before and after HSCT.
And, MDA, carbonyl and IL-6 levels were measured in plasma and reduced
glutathione (GSH) content was measured in erythrocytes from X-ALD patients
with different phenotype (asymptomatic and childhood cerebral (CCER patients)
at diagnosis moment. Results. We observed increased levels of MDA in plasma
from X-ALD before and after HSCT compared to control group, but there was a
significant reduction in MDA values after transplantation compared to levels
found before the procedure. We verified a significant decrease in sulfhydryl
content in plasma of X-ALD patients before HSCT compared with the control
group and we also verified a significant increase in the levels of sulfhydryl
content after HSCT. No significant differences were observed in carbonyl content
in plasma of X-ALD before and after HSCT, compared to controls. However, we
observed a significant reduction of plasma carbonyl content from X-ALD
patients after HSCT compared to before HSCT. X-ALD patients presented a
significant increase of C,.o plasma level before HSCT when compared to
controls and an important reduction of C,. plasma concentration in X-ALD
patients after HSCT when compared to before HSCT Cye.q levels. We observed an
inverse significant correlation between sulfhydryl content and plasma Csg.q levels
of X-ALD individuals before HSCT. We also evidenced high levels of MDA and
carbonyl formation in plasma from CCER and asymptomatic patients compared
to controls. Still, we observed a significant decrease of GSH content in both
groups tested compared to controls. The quantification of IL-6 is significantly

higher in CCER patients, which is not observed in asymptomatic patients, despite



these patients show a tendency of increased concentration of IL-6. Conclusions.
The results obtained from plasma of X-ALD patients before and after HSCT
demonstrate that this therapy, when well indicated and successful, has high
effectiveness in reducing C,.o plasma and is effective in reducing lipid
peroxidation and oxidative damage to proteins in X-ALD patients. Still, it is
possible to relate the accumulation of C,., and oxidative damage in the
pathogenesis of X-ALD. Our data also suggest that lipid peroxidation and
protein damage may somehow be involved in the pathophysiology of X-ALD.
Moreover, we can assume that in our asymptomatic X-ALD patients, oxidative
damage and inflammatory issues seem to play an important role in the evolution
and future manifestations of neuronal phenotype. We can also assume that the
administration of antioxidants should be considered as a potential adjuvant
therapy for asymptomatic and symptomatic patients affected by X-ALD,
including those that are submitted to HSCT.

Key-Words: hematopoietic stem cell transplantation, adrenoleukodystrophy,
oxidative stress, free radicals, lipid peroxidation, protein damage, IL-6, reduced

glutathione.
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1. INTRODUCAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sdo disturbios hereditarios causados
pela deficiéncia total ou parcial de uma proteina, geralmente uma enzima. A
auséncia ou deficiéncia severa na atividade enzimatica pode levar ao bloqueio de
uma rota metabodlica, o que resulta em acumulo de substratos tdxicos e falta de
produtos essenciais da rota. De acordo com a via afetada, a sintomatologia
apresentada é bastante variada, sendo geralmente grave e muitas vezes letal.
Individualmente s&o doencas raras, mas em seu conjunto atingem pelo menos um

para cada mil nascimentos (Scriver et al., 2001)

Saudubray e Charpentier (2001) classificaram os EIM em trés grandes

grupos, de acordo com a area do metabolismo afetada:

e Grupo I: Desordens de sintese ou catabolismo de moléculas complexas,

como as doengas lisossémicas de depdsito e as desordens peroxissomais.

e Grupo II: Desordens do Metabolismo Intermediario, como as

aminoacidopatias e as acidemias organicas.

e Grupo Ill: desordens na producdo ou utilizacdo de energia, como as
doengas mitocondriais da cadeia respiratéria e defeitos de oxidacdo dos

acidos graxos.

O presente trabalho trata de um EIM pertencente ao Grupo | da classificacdo
supracitada, a Adrenoleucodistrofia ligada ao Cromossomo X (X-ALD), uma

desordem peroxissomal.
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1.2 Doengas Peroxissomais

O peroxissomo é uma suborganela da maioria das células eucarioticas que
possui mais de 40 diferentes enzimas oxidativas e catalisa um grande namero de
reacbes essenciais de diferentes rotas metabdlicas, desempenhando um
importante papel no metabolismo intermediario (Olivier e Krisans, 2000). Um
dos mais importantes processos metabdlicos em que o peroxissomo esta
envolvido é a B-oxidacio de Acidos Graxos de Cadeia Muito Longa (AGCML)
(Wanders et al., 2001).

Comprometimento neuroldgico grave — retardo pscicomotor, hipotonia,
convulsdes, deficiéncia auditiva e comprometimento ocular — € a principal
caracteristica em 18 dos 21 disturbios peroxissomais ja descritos (Powers e
Moser, 1998; Wanders et al., 2001; Baumgartner e Saudubray, 2002). No plasma
de individuos acometidos com estas enfermidades, os AGCML, o acido
pipecolico, os &cidos biliares e os acidos pristanico e fitdnico acumulam-se em
graus variados (Ten Brink et al., 1993). Sua incidéncia ultrapassa de 1: 25000
nascidos vivos. As doencas peroxissomais estdo subdivididas da seguinte forma:

e Defeito de uma unica enzima peroxissomal: a estrutura peroxissomal é
presente e intacta, ocorrendo defeito em uma Unica proteina peroxissomal,

e, com isso, apenas uma via metabolica peroxissomal é afetada. Este grupo

abrange pelo menos 10 doencas: X-ALD (defeito no transporte da Proteina

ALD (ALDP)), hiperoxaluria tipo | (deficiéncia de alanina:glioxalato

transferase), doenca de Refsum (deficiéncia de fitanoil-CoA hidrolase),

forma rizomélica da condrodisplasia punctata tipos Il e 111 (deficiéncias das
diidroxiacetona fosfato aciltransferase e alquil diidroxiacetona fosfato
sintase), doengas da B-oxidacdo como a deficiéncia da acil-CoA oxidase,
proteina bifuncional e tiolase) e acatalasemia (deficiéncia de catalase)

(Powers e Moser, 1998).

e Doencas da biogénese do peroxissomo (DBP): nestes casos a organela ndo é
formada normalmente e varias funcbes peroxissomais estdo deficientes.

Assim, quando totalmente ausentes, esta disfuncdo afeta todas as vias
19



metabdlicas do peroxissomo. S&o divididas em dois subtipos: Espectro
Zellweger e Espectro Condrodisplasia Rizomélica Punctata (forma da

condrodisplasia rizomélica punctata tipo 1) (Powers e Moser, 1998).
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1.3 Adrenoleucodistrofia ligada ao Cromossomo X

A Adrenoleucodistrofia ligada ao Cromossomo X (X-ALD) é o mais
frequente distarbio do metabolismo peroxissomal que ocorre em
aproximadamente 1 em cada 17.000 nascidos vivos (somando-se homens
(hemizigotos) e mulheres heterozigotas) (Bezman et al., 2001). Este EIM
caracteriza-se por comprometer principalmente a substancia branca e os axonios
do sistema nervoso central (SNC), o cértex adrenal e os testiculos (Bezman et al.,
2001; Moser et al., 1992) e estd associado ao acumulo de AGCML, que sdo
quase sempre saturados, sem ramificacgdes, incluindo principalmente os de cadeia
de 26 carbonos (&cido hexacosanodico, Cyo) € de 24 carbonos (&cido
tetracosandico, C,40) (Moser et al., 1992; Moser, 1997; Moser et al., 2001). Os
AGCML acumulam-se em fluidos biologicos e tecidos na X-ALD devido a um
defeito na degradacdo dessas substancias, que normalmente ocorre nos
peroxissomos (Moser et al., 2001).

Em condi¢bes ndo patoldgicas, a mielina contém majoritariamente acidos
graxos de cadeia longa (C16 a C20). No cérebro de pacientes X-ALD, a mielina
contém um alto teor de AGCML, o que provoca uma reacdo inflamatoria que
leva a desmielinizacdo (Kemp e Wanders, 2010). Assim como na Esclerose
Multipla, na X-ALD ocorre ruptura na mielina, com relativa preservacdo dos
axonios neuronais, deposicdo de ésteres de colesterol e resposta inflamatéria
perivascular que ultrapassa a Barreira Hematoencefalica (BHE) (Moser, 1997).

A disfuncdo adrenal na X-ALD ¢ devida a insuficiéncia adrenocortical
primaria e a elevacdo dos niveis plasmaticos do hormdnio Adrenocorticotrofico
(ACTH) e a manifestacdo inicial. A acumulacdo lipidica anormal que contém
AGCML é responsavel por esta disfuncdo (Moser, 1997).

O defeito priméario da X-ALD envolve um Unico gene no cromossomo X
que foi mapeado como Xq28 (Moser et al., 1992; Moser, 1997; Moser et al.,
2001). Esse disturbio é devido a uma mutacdo no gene ABCD1 (gene que

codifica as proteinas transportadoras ABC — do inglés “ATP binding cassette”) e
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resulta em defeito na beta-oxidacdo peroxissomal (Moser et al., 2001). A
proteina codificada por este gene é denominada proteina ALD (ADLP) e €
homéloga & proteina de membrana peroxissomal pertencente a familia dos
transportadores ABC (Mosser et al., 1993). Ja foram identificadas mais de 1251
mutacdes do gene ABCD1, responsaveis pela auséncia ou insuficiéncia da ADLP
(Di Benedetto et al., 2009). A auséncia ou a disfuncdo da ADLP esta relacionada
com a desmielinizacdo (Moser, 1997).

O dano neurolégico na X-ALD parece ser mediado por ativacdo de
astrdcitos e inducdo de citocinas pré-inflamatorias (fator de necrose tumoral a -
TNFa, interleucinas - IL1B e IL6) (Powers et al., 1992; McGuinness et al., 1997;
Moser et al., 2001). Através de técnicas de biologia molecular realizadas em
tecido cerebral post mortem de um paciente X-ALD de nove anos de idade foram
demonstrados niveis aumentados de diversas interleucinas, inclusive IL-1, TNFa,
e IL-6, tanto em regibes com lesdo desmielinizante quanto em regides
aparentemente normais (Paintlia et al., 2003).

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X pode se apresentar em uma
ampla faixa etaria e com diferentes manifestacdes clinicas dependendo da
presenca e do tipo de achados neurologicos. Os fendtipos da X-ALD abrangem
desde uma doencga infantil (CALD), bastante severa e de rapida progressdao que
pode levar a um estado vegetativo e morte em dois anos a partir do primeiro
sintoma, até uma paraparesia lentamente progressiva com preservacdo do
intelecto que se manifesta na idade adulta e € compativel com a vida normal,
adrenomieloneuropatia — AMN (Moser et al., 1992). Estes dois fenotipos sdo 0s
mais frequentes (Kemp et al., 1998; Dubois-Dalcq et al., 1999).

E consideravel o nimero de mulheres heterozigotas (HTZ) para X-ALD
que desenvolvem sintomas que atingem a medula espinhal como paraparesia
progressiva, anormalidade do controle esfincteriano e distarbios sensoriais,
afetando principalmente os membros inferiores, sendo semelhante a forma de

adrenomieloneuropatia em homens (Moser et al., 2001).
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A X-ALD é caracterizada por uma ampla variedade fenotipica (Moser et al.,

2001, Stradomska e Tylki-Szymanska, 1996). Cabe salientar que 0s Varios

fendtipos podem ocorrer dentro de uma mesma familia (Fournier et al., 1994).

Além disso, ndo ha relacdo estabelecida entre genotipo e fenotipo (Moser et al.,

2001; Fournier et al., 1994). Moser et al. (2001) descreveram 7 fendtipos clinicos

para homens e 4 em mulheres HTZ. Os fendtipos estdo listados nas tabelas 1 e 2

a sequir:

Tabela 1 Fenotipos clinicos masculinos em X-ALD.

Fendtipo Descricéo Frequéncia

relativa

Cerebral infantil (cCALD) |Idade inicial:  3-10  anos. | 31-35%
Desmielinizagédo progressiva
associada a resposta inflamatéria
cerebral. Rapida e grave
progressao, insuficiéncia adrenal,
falecimento em 2—4 anos.

Cerebral juvenil Idade inicial:  11-20 anos. | 4-7%
Semelhante a cALD. Insuficiéncia
adrenal.

Cerebral adulta Sintomas cerebrais sem | 2-3%
envolvimento de medula espinhal.

Insuficiéncia adrenal.

Adrenomieloneuropatia | Idade inicial: 20-29 anos.

(AMN) Envolvimento da medula espinhal

AMN puro e nervos periféricos. Lenta 25-30%
progressao. Insuficiéncia adrenal.
“AMN” com envolvimento

AMN cerebral inflamatorio cerebral. 10-12%

Olivo-ponto cerebelar Envolvimento cerebelar (Ataxia | 1-2%
cerebelar) (1 caso infantil; 7
adultos).

“Addison only” Insuficiéncia adrenal primaria. | Variadvel com a
Sem evidéncia de anormalidade | idade. Mais de
cerebral. 50% na infancia.

Assintomatico Sem evidéncia de anormalidade | Diminui com a
neuroldégica ou adrenal. RMN | idade. Comum <
normal. 4 anos. Muito

raro > 40 anos.

Fonte: Moser et al. (2001).
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Tabela 2 Fenotipos clinicos em mulheres portadoras de X-ALD.

Fendtipoem HTZ Descrigéo Frequéncia relativa

para X-ALD.

Forma assintomatica | Sem evidéncia de Diminui com a idade.
anormalidade Maioria das mulheres < 30
neuroldgica ou adrenal | anos neurologicamente nao

envolvidas.

Mieloneuropatia AMN mais tardio e Aumenta com o0 avancar da
brando idade (> 40 anos)

branda 50%
moderada a severa 15%

Cerebral Raramente  visto na| 2%
infancia. Pouco mais
comum na meia-idade.

Insuficiéncia Adrenal 1%

Fonte: Moser et al. (2001).

O diagnostico da X-ALD pode ser sugerido pela sintomatologia clinica,
corroborada pelos exames de neuroimagem e deve ser confirmado
bioquimicamente pela deteccdo dos niveis aumentados dos AGCML no plasma
dos pacientes (Moser et al., 2001).

A avaliacdo de exames de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) pode
determinar o comprometimento do SNC. Loes et al. (1994) desenvolveram um
sistema de pontuacdo crescente para cada imagem de RMN. Este sistema
considera a localizacdo, a extensdo dos danos cerebrais, 0 acometimento
neuroanatdmico e a presenca de atrofias focais ou globais, sendo que zero
significa auséncia de lesdes e 34 é o escore maximo de lesGes e danos cerebrais
(Loes et al., 2003).

O diagndstico laboratorial da X-ALD depende da apresentacdo de niveis
anormalmente elevados de AGCML saturados em fluidos corporais como soro
ou plasma e/ou em tecidos acessiveis como fibroblastos cultivados, leucdcitos,
eritrocitos, figado e musculo. Pela facilidade de obtencdo, inicialmente a analise
de soro ou de plasma tem sido a mais utilizada na rotina. Uma grande variedade
de métodos cromatogréaficos tem sido descritos para a determinacdo de AGCML

(Moser et al., 2001). Muitos laboratérios utilizam o procedimento original
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desenvolvido por Moser e Moser (1991), o qual envolve a preparacdo de um
extrato de lipidios totais, o tratamento desse extrato com acido cloridrico
metandico (produzindo metilésteres), a purificacdo dos metilésteres através de
cromatografia de camada delgada (CCD) e a quantificagdo por cromatografia
gasosa (Dacremont et al., 1995). Para a correta interpretacdo do resultado das
andlises, é necessario medir a concentracdo dos &cidos hexacosanoico (Cys) €
tetracosandico (C,sg), bem como verificar as razBes Cye/Cyo (acido
docosanoico) e C,40/Con Apesar das concentracdes de AGCML em pacientes
X-ALD serem menos acentuadas do que outras doengas peroxissomais, na maior
parte das vezes (acima de 90%) todos os trés parametros estdo mais do que dois
desvios padrdes acima dos valores médios dos controles (Wanders et al., 1995).
A tabela 3 apresenta os valores de concentracdes em pmol/L dos AGCML
em plasma de pacientes com X-ALD, com heterozigose para X-ALD e de uma

populacdo normal.

Tabela 3 Valores referenciais das concentracdes plasmaticas dos AGCML
(Ca2:0, Cos0 € Cyg0) € das razdes (Cye:0/Crz0 € Cos:0/Co2:0) €M umol/L para
individuos normais (controles), heterozigotas (HTZ) para X-ALD e
pacientes X-ALD.

Individuos (n=30) | Cs:0 Caso Cas:0 C24:0/C22:0 | C26:0/Co2i0
Controles

Média 79,8 53,8 1,16 0,72 0,02
Limite 5%-95% 40,7-118,9 | 31-76,5 0,78-1,54 |0,6-0,84 0,01-0,03
HTZ (?)

Média 28,2 19,1 1,42 0,50 0,05
Limite 5%-95% 6,7-49,8 0-39,7 0,66-2,20 |0,32-0,68 | 0,04-0,06
X-ALD (&)

Média 57,2 71,6 4,32 1,31 0,08
Limite 5%-95% 29,9-84,5 |35,6-107,6 |1,62-7,02 |0,89-1,73 | 0,04-0,12

Fonte: Laboratorio de Analise de Metabdlitos do Servico de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

A deteccdo de heterozigotas € possivel na X-ALD através da analise dos

AGCML no soro ou fibroblastos ou pela analise de DNA. Segundo Moser e col.

(2001), 80% das heterozigotas apresentam niveis anormais de AGCML
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plasmatico. Tal percentagem é mais alta (95%) ao analisar os niveis de AGCML
em fibroblastos, o que indica que a deteccdo de heterozigotas pode ser mais
sensivel se este tecido é analisado (Wanders et al., 1993). Apenas as novas
metodologias moleculares de diagnostico sdo capazes de identificar a mutacéao
responsavel pela X-ALD (gene Xq28) no afetado, permitindo, deste modo, a
identificacdo precisa da mulher portadora (Migeon et al., 1981; Aubourg et al.,
1987; Moser et al., 2001).

Apesar das pesquisas e dos esforcos em andamento, o tratamento para X-
ALD é ainda considerado experimental, ndo havendo nenhuma terapia
satisfatdria. Varias opcOes de tratamentos (modificacdes na dieta, uso de drogas e
transplante de células hematopoiéticas) tém sido utilizadas na tentativa de atingir
0s trés principais objetivos de um tratamento bem sucedido: estabilizar a
insuficiéncia adrenal, diminuir a concentragdo de AGCML no plasma e diminuir
a desmielinizacdo no cerebro (Moser et al., 2001).

A insuficiéncia adrenal, caso ndo seja tratada, pode ser letal devido as
baixas concentracbes plasmaticas de cortisol e de ACTH, que devem ser
monitoradas em intervalos regulares. Quando esses niveis sdo considerados
insuficientes, o0 paciente € submetido a um tratamento de reposicdo desses
horménios esteroides. Essa reposicdo hormonal normalmente se da por
administracdo via oral de glicocorticoide (acetato de cortisona) ou de
mineralocorticéide (fludrocortisona). Esse tratamento auxilia na melhoria da
insuficiéncia adrenal, oferecendo uma melhor qualidade de vida ao paciente, mas
ndo altera a progressdo da incapacidade neurologica (Moser et al., 2001; Van
Geel et al., 1997).

Rizzo e col. (1987) demonstraram que a administracdo de glicerol trioleato
(GTO) juntamente com glicerol trierucato (GTE) diminui acentuadamente 0s
AGCML no plasma. A mistura 4:1 de GTO e GTE, chamada de “Oleo de
Lorenzo” (OL), normalizou os niveis de C,6,0 N0 plasma da maioria dos pacientes
em quatro semanas de tratamento. Sendo assim, a terapéutica para a X-ALD

consiste na administracdo da mistura Oleo de Lorenzo, associada com uma dieta
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pobre em AGCML, que produz a diminuicdo dos AGCML nos tecidos. Este
tratamento é controverso, pois ndo parece haver melhora clinica significativa nos
pacientes sintomaticos tratados, pois ndo ha& regressdo dos sintomas,
principalmente os neuroldgicos, ja instalados (Moser et al., 2001). Entretanto, o
OL mostrou-se eficaz em pacientes assintomaticos, como verificado em estudo
colaborativo com 89 individuos assintomaticos para X-ALD tratados com OL e
acompanhados em média por 7 anos, em que foi evidenciado que a redu¢do do
Co6 estava associada a um menor risco de desenvolver alteracdes na RMN
(Moser et al., 2005). Deon et al. (2008a) observaram que 0s niveis de Cys
reduziram significativamente em pacientes assintomaticos para X-ALD tratados
com OL, atingindo valores na faixa da normalidade.

A terapia génica podera ser o passo fundamental para a possibilidade de
cura da X-ALD. Estudos demonstraram a correcdo da beta-oxidacdo
peroxissomal depois de uma transferéncia viral de cDNA em fibroblastos e
células hematopoiéticas (Unterrainer et al., 2000; Cartier, 2001). Em estudo pré-
clinico, foi demonstrada a viabilidade de um Transplante Autélogo de células-
tronco modificadas geneticamente por vetor lentiviral derivado de HIV1(Cartier
et al., 2009). Resultados promissores, semelhantes aos de um TCH, estdo sendo
demonstrados em estudo clinico realizado em dois pacientes submetidos a terapia
génica cuja desmilienizacdo cerebral foi contida. (Cartier et al., 2012)

Além das modificacbes na dieta, utilizacdo de farmacos para manejar a
insuficiéncia adrenal e da expectativa pela terapia génica, a mais importante
alternativa terapéutica para X-ALD tem sido o transplante de células

hematopoiéticas (Moser et al., 2001).
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1.3.1 Transplante de Células Hematopoiéticas

O transplante de células hematopoiéticas (TCH), também chamado
transplante de medula dssea (TMO) é o método mais efetivo atualmente para a
terapia de cALD, nos casos em que a forma cerebral for detectada em estagios
iniciais da doenga, sendo o Unico método que melhora a desmielinizagdo cerebral
(Moser et al., 2001). O primeiro TCH ocorreu em 1984 em um menino de 12
anos de idade, ja& com comprometimento neurolégico importante. Suas
anormalidades cerebrais ndo melhoraram apds o transplante e ele morreu 141
dias apds a cirurgia (Moser et al., 2001). Estudos subsequentes afirmaram que
TCH em pacientes com maior incapacidade neuroldgica ndo melhorava o estado
neurolégico e poderia até acelerar a deterioracdo. O primeiro TCH bem sucedido
ocorreu em 1990 em um menino de oito anos de idade com anormalidades leves
na funcdo psicométrica, na funcdo motora, no estado neurologico e na imagem de
RMN. Apos o procedimento, as manifestagdes neuroldgicas regrediram e houve
melhora das fungdes cognitivas, apesar do leve aumento nos niveis de AGCML
(Aubourg et al., 1990). Shapiro et al. (2000) em estudo de acompanhamento de
12 pacientes cALD submetidos a TCH mostraram que essa intervencdo pode
interromper ou até reverter a desmielinizacdo em pacientes pouco sintomaticos,
pode manter os parametros neuropsicoldgicos em niveis normais e também pode
diminuir em 55% as concentracdes dos AGCML, deixando-0s pouco acima dos
niveis normais. Peters et al. (2004) relataram a experiéncia do transplante em 94
pacientes CALD entre os anos de 1982-1999 e concluiram que os resultados de
TCH em pacientes com leve envolvimento neuroldgico eram bastante
animadores e apresentavam muitos beneficios, enquanto que os meninos X-ALD
com avancado grau de comprometimento neuroldgico ndo seriam candidatos ao
TCH e sim a terapias experimentais. Baumann et al. (2003) avaliaram os dados
de 12 meninos submetidos a TCH por 5 anos e meio ap06s o procedimento, a fim
de elucidar fatores prognosticos. Demonstraram que o TCH pode cessar o

processo de desmielinizacdo quando realizado em um estagio critico no inicio da
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doenca e que o progndstico de curso clinico apos o transplante em geral depende
do estado prévio do paciente, embora possam ocorrer circunstancias inesperadas.

O tratamento seria indicado, entdo, para pacientes com alteracGes sutis nos
exames neuroldgicos, neuropscicoldgicos e de imagem, como RMN cerebral.
Para outros fendtipos sem envolvimento inflamatorio, como AMN “puro” ou
mulheres HTZ para X-ALD, e casos de avangado acometimento cerebral, esse
tratamento ndo parece recomendavel (Mahmood et al., 2005). Ainda, ha uma
necessidade urgente de marcadores bioldgicos que possam auxiliar neurologistas
e hematologistas na selecdo de pacientes que poderiam ser bons candidatos ao
procedimento (Cartier e Aubourg, 2010).

Os mecanismos de acdo dos efeitos benéficos do TCH ainda ndo estdo
completamente compreendidos. Acredita-se que 0s seguintes fatores estejam
envolvidos: a) o suprimento de enzimas normais ao cérebro através de células
derivadas do TCH (microglia); b) imunossupressdo associada com o transplante;
c) a transferéncia de um gene modificador favoravel. Sendo assim, a razdo para
implementacéo desse tratamento na X-ALD estd no fato de que a medula 0ssea
contém células precursoras da microglia e essas células provenientes do doador
migrariam ao SNC do afetado, onde seriam capazes de metabolizar os AGCML
acumulados diretamente no SNC. Ainda, acredita-se que 0 mecanismo esteja
relacionado a interrupgdo do processo inflamatorio no SNC associado ao dano a
mielina. Devido a seus altos riscos e a necessidade de se ter um doador
imunologicamente compativel, a indicacdo desse procedimento deve ser
cuidadosamente analisada (Moser et al., 2001; Peters et al., 2004; Mahmood et
al., 2005).

Apesar dos importantes avancos na area do TCH e da disponibilidade de
sangue de corddo umbilical como fonte de células hematopoiéticas, importantes
limitacdes ainda sdo encontradas. O TCH pode resultar em severa Doenca do
Enxerto Versus Hospedeiro e prolongada deficiéncia imunolégica. Para alguns
dos meninos que sobrevivem a estas complicacbes, as lesdes cerebrais

desmielinizantes podem continuar progredindo significativamente, fazendo com
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que o0s pacientes permanegam com significativos déficits motor, visual, cognitivo
e auditivo por longo periodo, resultando em ma qualidade de vida. Ainda, o risco
de mortalidade de TCH realizado com células de doador néo relacionado (com
razoavel compatibilidade HLA) ou com células de corddo umbilical permanece
entre 15 a 20 % em ciancgas e 30 a 40 % em adultos, quando realizada completa
mielossupressdo com ciclofosfamida e bussulfan, o mais comum regime de
condicionamento utilizado até o0 momento na X-ALD (Cartier e Aubourg, 2010).

Segundo Resnick et al. (2005), a reducdo da toxicidade, morbidade e
mortalidade associadas ao transplante é uma forma importante de melhorar o
tratamento da X-ALD. Com este objetivo, os autores utilizaram um protocolo
denominado RIT (do inglés — Reduced-intensity stem cell transplantation)
adaptado a pacientes pediatricos, para induzir tolerancia a Doenca do Enxerto
Versus Hospedeiro e os acompanharam por 3 a 5 anos apds o procedimento,
demonstrando que ndo houve deterioragéo clinica nem neuroldgica nos pacientes
acompanhados.

Na auséncia de uma estratégia terapéutica definitiva para a X-ALD, a
identificacdo de mulheres heterozigotas em tempo habil e o aconselhamento
genetico sdo imperativos. Métodos de triagem neonatal estdo sendo estudados e
com sua futura implementacdo sera possivel viabilizar aos pacientes terapias

antes gque seu sistema nervoso tenha sido afetado.
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1.3.2 Radicais Livres, Antioxidantes e Estresse Oxidativo

O termo radical livre (RL) refere-se a um atomo ou a uma molécula
altamente reativos, que contém nimero impar de elétrons em sua Gltima camada
eletronica. Os radicais livres sdo formados em um cenéario de reacdes de 6xido-
redugdo. Devido a esta caracteristica, os radicais livres sdo altamente reativos,
interagindo rapidamente com proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos
(Halliwell e Gutteridge, 2007).

Em nosso organismo sdo produzidos radicais livres de carbono, enxofre,
nitrogénio e oxigénio, mas os que ganham mais destaque devido a reatividade e
aos danos que podem causar sdo os radicais derivados do oxigénio como
superoxido (O," ) e oxigénio singlet (O',) (Halliwell e Gutteridge, 2007). O
termo espécies reativas do oxigénio (ERO) inclui ndo somente radicais livres,
mas tambem espeécies ndo radicalares derivadas do oxigénio, como por exemplo,
0 peroxido de hidrogénio (H,0,) capaz de levar a formacédo do radical hidroxila
(HO®) (Halliwell e Gutteridge, 2007; Halliwell e Chirico, 1993; Boveris, 1998).
As ERO e outros radicais livres podem ser produzidos por fontes exdgenas ou
enddgenas (Halliwell e Gutteridge, 2007; Harris, 1992).

Em sistemas aerdbicos, € essencial o equilibrio entre agentes Oxido-
redutores (como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Para proteger-se, a
célula possui um sistema de defesa que pode atuar em duas linhas: agentes
oxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. A primeira atua como detoxificadora
do agente antes que ele cause lesdo, sendo constituida principalmente por,
superoxido-dismutase (SOD), catalase e glutationa-peroxidase (GSH-Px). A
segunda tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido
ascorbico, glutationa (GSH), carotenoides entre outros (Halliwell e Gutteridge,
2007; Harris, 1992).

A Tabela 4 apresenta exemplos das principais defesas antioxidantes:
enzimas antioxidantes, antioxidantes ndo enzimaticos e antioxidantes que podem

ser obtidos através da dieta.
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Tabela 4: Exemplos de defesas antioxidantes.

ENZIMAS ANTIOXIDANTES ANTIOXIDANTES
ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS DA DIETA
Superoxido dismutase (SOD) Glutationa (GSH) Vitamina C

Catalase

Acido Urico

Vitamina E (alfatocoferol)

Glutationa Peroxidase

Albumina

Carotendides

Enzimas que repdem NADPH

Ceruloplasmina

N-Acetilcisteina (NAC)

Enzimas que sintetizam Metalotioneina Flavonoides
Glutationa (GSH) Polifendis
Enzimas que reciclam GSH Carnitina
Proteinas tidis Selénio
Enzimas de reparo Acido Lipoico

Quando ocorre um desequilibrio entre a formacdo dos compostos

oxidantes e antioxidantes do organismo, estabelece-se uma condi¢cdo denominada

de estresse oxidativo, onde 0os RL em excesso comecam a produzir danos as

macromoléculas bioldgicas como lipidios (lipoperoxidacao), proteinas e DNA
(Halliwell e Gutteridge, 2007; Halliwell e Chirico, 1993; Boveris, 1998; Harris,

1992; Wulf, 2001). Estudos demonstraram que os radicais livres participam do

mecanismo de instalacdo de inimeras doencas, entre elas: diabetes, doenca de

Parkinson e de Alzheimer, esclerose multipla, distrofia muscular, catarata e

retinopatias, aterosclerose, infarto do miocardio, enfisema pulmonar, cirrose

hepatica e varios tipos de céncer, bem como em alguns erros inatos do

metabolismo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Latini et al., 2002, Vargas et al.,
2004, Deon et al., 2006; Barschak et al., 2006; Sirtori et al., 2005; Sitta et al.,

2006). A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos mecanismos de

envelhecimento, de cancer e a exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos
(Halliwell e Gutteridge, 2007; Halliwell e Chirico, 1993; Wulf, 2001).
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1.3.3 X-ALD e estresse oxidativo

A X-ALD é uma doenca endocrino-neurodegenerativa, caracterizada
biogquimicamente pelo acumulo de AGCML em tecidos e fluidos corporais e por
uma desmilienizacdo progressiva. Muito pouco se sabe sobre a patologia e 0s
mecanismos envolvidos no dano tecidual que ocorre nesta doenca (Moser et al.,
2001).

Sabe-se que o cerebro é particularmente suscetivel ao estresse oxidativo,
principalmente devido ao seu alto contetdo lipidico em relagdo aos outros
tecidos, a sua modesta defesa antioxidante e a sua alta taxa de consumo de
oxigénio. Além disso, os RL parecem estar envolvidos em um grande nimero de
enfermidades como nas doencgas neurodegenerativas, nas doencas cronico-
inflamatorias, nas doencgas vasculares, no céncer e nos erros inatos do
metabolismo. O estresse oxidativo e/ou nitrativo pode danificar lipidios,
proteinas e acidos nucléicos das células e das mitocondrias, causando assim
morte celular. Evidéncias para existéncia de danos oxidativos e nitrativos dentro
de lesdes desmielinizantes incluem tanto a presenca de peroxidos lipidicos e
protéicos bem como de nitrotirosinas, um marcador de formacédo de peroxinitrito
(Halliwell e Gutteridge, 2007; Reznick & Parker, 1993; Smith et al., 1999).

Vargas et al. (2004) verificaram que varios parametros de estresse oxidativo
estdo alterados em plasma, eritrocitos e fibroblastos de pacientes com X-ALD. O
aumento da lipoperoxidacédo e a diminuicdo da reatividade antioxidante total séo
indicativos de que o estresse oxidativo esteja envolvido na X-ALD e sugerem
que 0 mesmo possa explicar, a0 menos em parte, 0 comprometimento
neuroldgico dos pacientes nesta doenca.

Aumento de produtos de é&cido nitrico (nitritos e nitratos) e anion
superoxido foi encontrado em células gliais enriquecidas com Cygeyo, principal
AGCML encontrado aumentado na X-ALD. Segundo os autores, a liberacao
desses produtos oxidativos indica que os radicais livres tém papel importante na

patogénese da resposta neuroinflamatoria na X-ALD (Di Biase et al., 2004).
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Além disso, Di Biase et al. (2005) observaram que L-mono metil-arginina e
N-acetilcisteina (NAC), um conhecido agente antioxidante, inibiram ndo so
nitritos, mas tambeém a producdo de superoxido em celulas gliais adicionadas de
Co60. Sendo assim, ao considerarem adi¢cdo de Cos.0 em células gliais de ratos um
modelo viavel in vitro para X-ALD, os autores acreditam que as células gliais
dos pacientes X-ALD sdo muito mais suscetiveis a agentes oxidativos o que
resultaria num aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e a
deplecdo da glutationa.

Estudos post mortem em cértex adrenal e cérebro de pacientes com X-ALD
demonstraram evidéncias de estresse oxidativo. O estresse oxidativo foi
evidenciado através do aumento da expressdo de VAarios parametros como
manganés-superoxido dismutase e hemoxigenase-1, pertencentes ao sistema
antioxidante. O dano oxidativo foi observado através do aumento da
lipoperoxidacéo detectado pelo aumento da produgéo de malondialdeido e de 4-
hidroxinonenal, e a presenca de proteinas nitrosiladas nas lesdes desmielinizantes
evidenciam a participacdo do peroxinitrito, uma das moléculas mais danosas das
especies reativas do nitrogénio (Powers et al., 2005).

Deon et al. (2006) observaram que o tratamento com 0Oleo de Lorenzo nao
protege ou atenua a producdo de radicais livres em pacientes X-ALD
sintomaticos e assintomaticos. Em estudos subsequentes, foi verificado um
aumento significativo da lipoperoxidacdo na X-ALD, independentemente dos
fenotipos e da manifestacdo de sintomas, pois até mesmo o0s assintomaticos e as
HTZ (assintomaticas) ja apresentam lipoperoxidacdo induzida no plasma (Deon
et al., 2008b). Além disso, foram observadas uma diminuicdo da reatividade
antioxidante total (TAR), indicando uma capacidade deficiente em rapidamente
combater um aumento das espécies reativas, em plasma de pacientes
sintomaticos e de heterozigotas e também uma diminuicdo do status antioxidante
total (TAS), que representa a quantidade de antioxidante ndo enzimatico tecidual,
em plasma de pacientes sintométicos (CALD e AMN) (Deon et al., 2007; Deon et
al., 2008b).
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Ainda, Yanagisawa et al. (2008) observaram em macréfagos de
camundongos knockout (KO) para X-ALD aumento dos niveis de AGCML, da
producdo de nitrato, de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e de citocinas pro-
inflamatérias. Estes resultados sugerem que o aumento de AGCML em
macrofagos pode contribuir na patogénese inflamatéria da doenca através do
aumento das respostas inflamatérias e oxidativas. Estudo semelhante em
linfoblastos de pacientes X-ALD foi realizado por Uto e colaboradores (2008)
onde foi observado que estas células produzem altos niveis de 6xido nitrico e
citocinas e também geram elevadas quantidades de ERO.

Evidéncias que malondialdeido-lisina (MDAL), um produto do dano
lipoxidativo a proteinas, se acumula na medula espinhal dos camundongos KO
ABCDL1 e em fibroblastos de pacientes X-ALD foram demonstradas. Foi tambéem
observado que trolox, um analogo da vitamina E, reverte essas lesdes oxidativas
in vitro, tornando-se, portanto uma possivel estratégia terapéutica para X-ALD
(Fourcade et al., 2008).

Tolar e colaboradores (2007) sugeriram que administracdo de NAC durante
0 processo de transplante de células hematopoiéticas protegeria os pacientes X-
ALD com sintomatologia neuroldgica avancada de uma fulminante
desmielinizacdo e de um mau prognostico pos-transplante devido as suas
propriedades antioxidantes. Essa boa resposta ao antioxidante corrobora com
varias evidéncias de que a fisiopatologia da X-ALD ¢é caracterizada, pelo menos
em parte, pelo dano oxidativo.

Neste particular, Foucarde et al. (2010) demonstraram que o0 acido
valpréico (AVP) induz efeitos antioxidantes na X-ALD, prevenindo dano
oxidativo tanto em modelo animal para X-ALD, quanto em paciente submetido a
6 meses de tratamento com AVP. Também foi demonstrado que uma
combinacdo de substancias antioxidantes (NAC, alfa-tocoferol e acido lipdico)
foi capaz de reduzir a producdo de ERO in vitro e normalizar lesbes oxidativas
em medula espinhal dos camundongos KO ABCD1 (Lopez-Erauskin et al.,

2011). Do mesmo modo, o tratamento com antioxidantes (NAC e &cido lipoico)
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preveniu dano oxidativo a proteinas e preservou os niveis de glutationa em ratos
ABCD™ (Galino et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o papel da IL — 6 e do transplante de células hematopoiéticas sobre
varios parametros de estresse oxidativo em pacientes com adrenoleucodistrofia

ligada ao cromossomo X.

2.2 Especificos

2.1.1 Capitulo 1:
e Auvaliar o estresse oxidativo em pacientes X-ALD antes e apos TCH ou
TMO, através dos seguintes parametros:

v" Avaliacdo do dano oxidativo as proteinas através da quantificacdo de
carbonilas em plasma e da quantificacdo de tiois totais (conteudo de
sulfidrilas) em plasma antes e ap6s o TCH.

v" Avaliacdo do dano oxidativo a lipidios (lipoperoxidacdo) através da
quantificacdo do malondialdeido (MDA) em plasma antes e apés o
TCH.

e Determinar a concentracdo plasmatica de Coso em pacientes X-ALD antes e
apos TCH ou TMO.

e Correlacionar a concentracdo plasmatica de C,e € 0S parametros de estresse
oxidativo estudados antes e ap6s TCH/TMO.

2.1.2 Capitulo 2:
e Avaliar o estresse oxidativo em pacientes X-ALD com diferentes formas
clinicas (assintomaticos e CALD), atraveés dos seguintes parametros:
v' Avaliacdo do dano oxidativo as proteinas através da quantificacdo de

carbonilas em plasma.
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v" Avaliacdo do dano oxidativo a lipidios (lipoperoxidacdo) através da
quantificacdo do malondialdeido (MDA) em plasma.
v Determinacdo de glutationa (GSH) em eritrocitos.
e Determinar as concentracOes de IL - 6 em plasma de pacientes X-ALD com

diferentes formas clinicas.
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3. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de capitulos referentes a artigos

cientificos:

e Capitulo 1- Artigo 1. The effect of Bone Marrow Transplantation on
oxidative stress in X-linked adrenoleukodystrophy.

Este artigo cientifico foi aceito pelo periodico Molecular Genetics and

Metabolism.

e Capitulo 2- Artigo 2: Investigation of lipid peroxidation, protein oxidative
damage and inflammatory process in plasma from asymptomatic and
childhood cerebral X-ALD patients.

Este artigo cientifico foi submetido ao periddico Clinical Bichemistry.
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Abstract

Oxidative stress plays an important role in the pathophysiology of
neurodegenerative diseases, including X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD). In the
present work, we evaluated lipid (malondialdehyde [MDA] content) and protein
(sulfhydryl and carbonyl contents) oxidative damage parameters in plasma from X-ALD
patients before and after bone marrow transplant (BMT), in order to verify if this
treatment is capable to alter the oxidative parameters studied. We also evaluated the
plasma concentration of hexacosanoic acid (C26:0) from X-ALD patients and correlated
it with the oxidative damage parameters investigated. We observed that MDA content
was significantly increased in plasma of X-ALD patients before BMT and after BMT
when compared to controls, and that it was significantly reduced in plasma of X-ALD
after BMT when compared to the before BMT group. These results indicate that lipid
peroxidation is stimulated in X-ALD patients but there is a significant reduction of lipid
peroxidation after BMT. Next, we observed a significant reduction of sulfhydryl
content in plasma of X-ALD patients before BMT compared to controls indicating
protein oxidative damage and that this measurement was increased in these patients
after BMT as compared to before BMT. We found no significant differences in plasma
carbonyl content in X-ALD patients before and after BMT as compared to controls.
However, we observed a significant reduction in this parameter in X-ALD patients after
BMT compared to before BMT. Finally, C26:0 plasma concentrationwas significantly
reduced in X-ALD patients after BMTwhen compared to before BMT.We found no
significant correlations between MDA and carbonyl values with C26:0 levels of the
patients before BMT and after BMT, but a significant inverse correlation between
sulfhydryl content and C26:0 levels was detected. In conclusion, the present study
reinforces the hypothesis that lipid peroxidation and protein damage are induced in
plasma of X-ALD patients and, in addition, demonstrates that BMT treatment is
capable to reduce this pathogenic process. Taken together, the data obtained from
plasma of X-ALD patients before and after BMT showing induction and protection,
respectively, of oxidative stress, allowed to suggest that BMT, when well succeeded
and under the recommendations, is effective to reduce C26:0 plasma levels and the

increased lipid and protein oxidative damage in X-ALD.
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1. Introduction

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is the most frequent peroxisomal disorder
with an estimated frequency of 1:21 000 males that involves mainly the white matter
and axons of the central nervous system (CNS), the adrenal cortex and testis [1,2].
Biochemically, this disease is characterized by the accumulation of fatty acids (VLCFA)
particularly hexacosanoic acid (C26:0) and tetracosanoic acid (C24:0) in tissues and

body fluids [3-4].

X-ALD presents a wide range of phenotypic variability sharing the same defective
gene ABCD1 located within the Xg28 region that belongs to ATP-binding cassette (ABC)
superfamily of transmembrane transporters and encodes the ALD protein (ALDP)
which is located in the peroxisomal membrane [2 5,6]. It is a heterogeneous disease
with seven different phenotypes in male patients being that the childhood cerebral
form (CCER) and the adrenomyeloneuropathy (AMN) are the most prevalents and with

five phenotypes in female carriers - heterozygotes [2,7].

The CCER form manifests symptoms usually from age 4 to 8 years, including visual
and auditory disturbances, decreased school performance, adrenal insufficiency,
walking difficulties, demyelinization and leukodystrophy, which seem to be associated
with a strong inflammatory reaction in the CNS, particularly in the white matter. The
disease progresses rapidly and patients usually die approximately 2 to 5 years after

symptom onset [7].

Current treatment options for X-ALD is limited on three modes of therapy and can
change as the phenotypes evolve: adrenal hormone replacement, Lorenzo’s Qil (LO)
therapy and bone marrow transplant (BMT) or hematopoietic stem cell transplantation

(HSCT) [7-9].

So far, bone marrow transplant (BMT) or hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) have been the only known method to halt cerebral demyelination [2,7,9]. The
first successful transplant took place in 1990 on an eight-year-old boy reversing his
neurological and neuroradiological manifestations and restoring his cognitive functions

to normal despite mildly raised levels of VLCFA [5]. In general, it is only recommended
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for individuals with mild evidence of brain involvement by magnetic resonance imaging
(MRI) but minimal neuropsychological findings (performance Intelligence Quotient (1Q)
>80) and normal clinical neurologic examination, because lower IQ levels are related
with BMT complications and early death. Further, boys with few neurological findings
(MRI Loes Score <10) have a survival probability of 92% after HSCT and seem to have a
better long-term neurological outcome [10-12]. The methods is an option for boys and
adolescents who are in early stage of cerebral involvement and can provide long-term
stabilization and even reversal of symptoms. BMT is not recommended for individuals
with severe neurologic and neuropsychological dysfunction (i.e., performance 1Q <80)

[10,11,13-16].

The lack of effective and curative treatment for X-ALD may probably reflect the fact
that the pathophysiology of the brain injury in this disorder is poorly known. In this
context, oxidative stress is believed to be an important mediator of neurodegeneration
since the CNS is highly susceptible to oxidative damage due to the relatively low
activity of antioxidant defenses, high iron content, high lipid content, specially
unsaturated fatty acids, and high oxygen consumption [17]. Preliminary results from
our laboratory showed a significant increase in lipid peroxidation and a decreased
antioxidant defense in symptomatic and asymptomatic X-ALD patients [18-21]. These
results are in accordance with some studies in vitro and in animal models of X-ALD
(knockout mice ABCD1) in which increased oxidative stress has been reported [22-24].
In addition, it has been reported that antioxidants (like vitamin E) reverses the

oxidative damage in fibroblasts from X-ALD patients [24].

In the present work, we aimed to evaluate lipid (malondialdehyde content) and
protein (sulfhydryl and carbonyl contents) oxidative damage parameters in plasma
from X-ALD patients before and after BMT, in order to verify if this treatment is
capable to alter the oxidative parameters studied. We also evaluated the plasma
concentration of C26:0 from X-ALD patients before and after BMT and correlated

plasma C26:0 levels with the oxidative damage parameters investigated.

46



2. Materials and Methods

2.1. Patients and controls

In the present study we evaluated different parameters of oxidative stress in
plasma from 4 X-ALD patients before BMT (at a “basal time”: diagnosis moment or
without any treatment for X-ALD) and after BMT (6 months to 4 years after BMT). The
ages and main clinical features of X-ALD patients before and after BMT, as well as

other characteristics (donor type, outcome, MRI findings) are presented in Table 1.

The diagnosis of X-ALD was established when increased concentrations of very long
chain fatty acids (VLCFA), such as hexacosanoic acid (C26:0), tetracosanoic acid (C24:0)
and the ratio C26:0/C22:0 and C24:0/C22:0 were found in plasma [3,25]. The
measurements of VLCFA plasma levels at diagnosis and after BMT were performed by
gas chromatography in Medical Genetics Service of the Clinical Hospital of Porto
Alegre, RS, Brazil [25]. The control group consisted of healthy male individuals with

similar ages to the patients (6.33+1.87 years-old, range 4 to 9 years old).

The study was conducted according to the recommendations of the Ethics
Committee of the Clinical Hospital of Porto Alegre. Parents of all patients and controls

gave informed written consent to participate in the investigation.
2.2. Preparation of plasma

Plasma was separated from whole blood samples obtained from controls (healthy
individuals) and from X-ALD patients before and after BMT by venous puncture with
heparinized vials. Whole blood was centrifuged at 3000 rpm, plasma was rapidly

removed by aspiration and frozen at —80°C until analysis.
2.3. Malondialdehyde (MDA) determination

MDA was measured by high performance liquid chromatography (HPLC) following
the method described by Esterbauer and Cheeseman [26], with some modifications.
Briefly, 600 uL of trichloroacetic acid 28% and 1.4 mL of distilled water were added to
100 pL of human plasma. Addition of trichloroacetic acid was necessary to precipitate

proteins and release the MDA bound to the amino groups of proteins and other amino
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compounds. Samples then were centrifugated at 1500 x g for 5 min. After
centrifugation, the supernatant was removed and MDA was separated by HPLC, using
an amino-phase column analysis with mobile phase acetonitrile, 30mMTris buffer, pH
7.4 (1:9; v/v). The flow rate was 0.5 mL/min and the eluate was monitored at 267nm,
the absorption maximum of the enolate anion form of free MDA. The system was
calibrated with a standard solution of MDA, which was used for quantification. Results

were expressed in uM of MDA.
2.4. Sulfhydryl content

This assay is based on the reduction of 5.5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by
thiols, which in turn become oxidized (disulfide), generating a yellow derivative (TNB)
whose absorption is measured spectrophotometrically at 412 nm, according to the
method described by Aksenov and Markesbery [27]. The sulfhydryl content is inversely
correlated to oxidative damage to proteins. Results were reported as nmol TNB/mg

protein.
2.5. Carbonyl content

Oxidatively modified proteins present an enhancement of carbonyl content [28]. In
this paper, carbonyl content was assayed according to the method described by Levine
et al. [29] based on the reaction of protein carbonyls with dinitrophenylhydrazine
forming dinitrophenylhydrazone, a yellow compound, measured
spectrophotometrically at 370 nm. The carbonyl content was calculated using a
millimolar absorption coefficient of the hydrazone (21,000 M cm™). Values of

carbonyl content were expressed as nmol carbonyl/ mg protein.
2.6. Plasma C22:0, C24:0 and C26:0 quantification

Plasma docosanoic acid (C22:0), tetracosanoic acid (C24:0) and hexacosanoic acid
(C26:0) were analyzed according to the technique of Moser and Moser that use gas
chromatography [25]. This laboratorial procedure consisted of the preparation of total
lipid extract and after a treatment of this extract with methanolic HCI (3 N) for the

formation of fatty acid methyl esters, which were then purified by thin-layer
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chromatography. The fatty acid methyl esters purified were extracted with hexane and
analyzed by gas chromatography. A Varian gas chromatographer with an HP-5 column
(5% methylphenyl silicone, 0.33 um film thickness, 0.2 mm inner diameter and 25 m in
length), a flame ionization detector, a split/splitless injector, and helium as the mobile
phase were utilized. C26:0 (hexacosanoic acid) concentration expressed in pmol/L was

determined. Heptacosanoic acid (C27:0) was used as internal standard.
2.7. Protein determination

Plasma protein concentrations were measured by the Biuret method [30] from

Labtest kit (Labtest Diagndstica, MG, Brazil) using bovine serum albumin as standard.
2.8. Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard deviation. For the statistical analysis, non-
paired Student’s t test was used to compare results from control and X-ALD before and
after BMT and Paired Student’s t test was used to compare results from X-ALD before
and after BMT. Correlations were carried out using the Pearson correlation coefficient.
A p value of less than 0.05 was considered to be significant. All analysis were
performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC-

compatible.
3. Results

In this work we evaluated oxidative stress parameters in plasma of X-ALD patients
before and after BMT. The parameters of lipid (MDA content) and protein (sulfhydryl
and carbonyl contents) oxidative damage were compared to controls with similar age

and same gender.

MDA values, a parameter of lipid peroxidation, were determined in plasma of X-ALD
patients before BMT (at a “basal time”: diagnosis moment or without any treatment
for X-ALD) and after BMT and in plasma of control individuals. Fig. 1 shows that MDA
content was significantly increased (321%) in plasma of X-ALD patients before BMT
[t(16)= - 5.458, p<0.05] and 184% after BMT [t(16)= - 3.552, p<0.05] when compared to
controls. It is also observed in Fig. 1 that MDA measurement was significantly reduced
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(32%) in plasma of X-ALD after BMT when compared to before BMT group [t(3)=
22.008; p < 0.01]. These results indicate that lipid peroxidation is stimulated in X-ALD
patients even after BMT when compared to control group. However, we can observe a
significant reduction of MDA levels after BMT when compared to the basal group. We
found no significant correlation between MDA values and C26:0 levels in plasma of X-

ALD individuals before BMT [r= -0.381, p>0.05] and after BMT [r=-0.368, p>0.05].

Next, we evaluated sulfhydryl content, which is a measure of protein oxidative
damage. Sulfhydryl content was determined in plasma of X-ALD patients before and
after BMT and in plasma of controls subjects. We observed a significant reduction of
sulfhydryl content (56%) in plasma of X-ALD patients before BMT compared to controls
[t(8)= 2.518, p<0.05] indicating protein oxidative damage (Fig.2). Fig.2 also showed
that this measurement was increased (122%) in plasma of these patients after BMT as
compared to the basal group [t(3)= -11.281; p < 0.01]. We observed a significant
inverse correlation between sulfhydryl content measurement and C26:0 levels in
plasma of X-ALD individuals at basal time [r=-0.991, p< 0.01] (Fig. 3) and no correlation
between sulfhydryl content measurement and C26:0 in plasma of X-ALD individuals

after BMT [r=0.808, p>0.05].

We also examined the plasma carbonyl content from X-ALD patients before and
after BMT and controls (Fig. 4). In contrast, we found no significantly differences in this
parameter from X-ALD patients before [t(8)= -2.011, p>0.05] and after BMT [t(8)=
0.578, p>0.05] as compared to controls. However, we observed a significant reduction
of carbonyl content in plasma of X-ALD patients after BMT compared to the before
BMT group [t(3)= 3.481, p<0.05]. We found no significant correlation between
carbonyl values and C26:0 levels in plasma of X-ALD individuals before BMT [r=-0.718,
p>0.05] and after BMT [r=-0.295, p>0.05].

Finally, Fig. 5 illustrates the plasma concentration of C26:0 from X-ALD patients
before and after BMT and controls. It can be observed that before BMT there was a
significant increase of Cjeo plasma levels (279%) [t(32)= -3.786; p < 0.05] when
compared to controls. Fig. 5 shows also no significant difference between C26:0

plasma levels after BMT [t(32)= -1.640; p > 0.05] and controls. An important reduction
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of hexacosanoic acid plasma concentration (46%) was verified in X-ALD patients after

BMT when compared to before BMT C26:0 levels.
4. Discussion

X-ALD is a neurodegenerative and endocrine disorder caused by genetic defects in
the ABCD1 gene that encodes a peroxisomal membrane protein (ALDP) [2]. Affected
patients accumulate VLCFA in tissues and body fluids [2,3]. Neurological symptoms and
brain abnormalities are characteristic of patients with X-ALD [2]. At the present
moment, there is no satisfactory and effective therapy for X-ALD [31]. Current
treatment options for X-ALD is limited being that bone marrow transplant (BMT) or
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is considered the most efficacious

[7,9].

Although very little is known about the pathomechanisms involved in the tissue
damage of this disorder, it is feasible that accumulation of these fatty acids may
contribute to the pathogenesis of X-ALD [2]. As it was assumed that the excess of
VLCFAs was toxic to myelin and to adrenal cortex and testis, several attempts were
made to lower the plasma concentrations of VLCFAs [2]. Dietary treatment with a 4:1
mixture of glyceroltrioleate and glyceroltrierucate (LO) lowers and almost normalizes
plasma VLCFA concentrations (particularly the C26:0 levels), but did not ameliorate or
alter the rate of the rapid progression of neurological symptoms in the cerebral
variants of X-ALD [7]. So far, bone marrow transplant (BMT) or hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) have been the only known method to halt cerebral
demyelination of X-ALD in boys and results in long-term and good quality of life,
provided that the procedure is performed at an early stage of the condition. The
mechanism by which BMT is able to halt the demyelinating process is not known
[7,9,11].

Oxidative damage is a common feature of neurodegenerative disease, with a
proven role in the pathology of diseases, such as amyotrophic lateral sclerosis and
Parkinson’s disease [17,32,33]. Evidence of the contribution of oxidative damage to
the neurodegenerative cascade of X-ALD has been reported in post-mortem brain from

patients with cerebral clinical forms of the disease [34]. Vargas et al. in 2004 found
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that various parameters of oxidative stress are altered in plasma, erythrocytes and
fibroblasts from patients with X-ALD [18]. Deon et al. in 2006 found that treatment
with Lorenzo's oil does not protect or attenuate the production of free radicals in X-
ALD patients with and without symptoms [19]. In subsequent studies, it was observed
that there was an increase in lipid peroxidation, a decrease in total antioxidant
reactivity (TAR) and total antioxidant status (TAS) in different groups of symptomatic
and asymptomatic X-ALD patients [20,21]. A study using non-stimulated X-ALD-derived
lymphoblasts indicated that these cells accumulated VLCFA and synthesized higher
levels of free radicals (NADPH oxidase activity) and that oxidative imbalance induces

changes in the X-ALD cell membrane functions/properties [35].

The absence of effective treatment for X-ALD may probably reflect the fact that the
pathophysiology of the brain injury in this disorder is poorly known. It is important to
emphasize that oxidative stress is believed to play an important role in the
neuropathology and is an important mediator of neurodegeneration. So, in the present
study, we aimed to investigate lipid and protein oxidative damage in X-ALD patients
before and after BMT in order to evaluate whether this treatment is able to alter

oxidative stress in this disease.

We first observed a marked increase of MDA, an end product of membrane fatty
acid peroxidation [17] in both groups of X-ALD patients studied, but particularly before
BMT. Lipid peroxidation is capable to induce changes of integrity, fluidity, permeability
and functional loss of biomembranes generating potentially toxic products [17]. These
results are in accordance with previous studies showing the involvement of lipid
peroxidation in the pathophysiology of X-ALD [18,20,21,34]. Furthermore, although
plasma MDA concentration in X-ALD after BMT was significantly higher than in
controls, the MDA levels were lower than in before BMT, indicating that lipid
peroxidation is induced in X-ALD and that BMT attenuated this potentially pathologic

process.

In this study, we also investigate the parameters of protein oxidative damage:
carbonyl formation and sulfhydryl oxidation. The decrease in sulfhydryl (SH) content

reflects the existence of oxidative damage to proteins since thiol/ sulfhydryl group is a
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physiological free radical scavenger in cells and biological fluids and may scavenge
oxidants which initiate peroxidation, thus sparing lipids from attack [27,36]. It should
be stressed that most cellular sulfhydryl groups are protein-bound and that oxidation
of these groups from specific cysteine residues to form disulfide, potentially alters the
redox state of proteins, leading to their inactivation [27]. Furthermore, alterations of
protein structure by oxidants may affect the function of receptors, enzymes and
transport proteins, resulting in a partial or complete loss of protein functionality
[29,37]. Carbonyl groups are produced by oxidation of protein side chains, especially
proline, arginine, lysine and threonine [28]. So these different measurements reflect

different mechanisms of protein oxidation.

We observed, in the present work, a significant decrease in sulfhydryl content in
plasma of X-ALD patients before BMT compared to the control group. We also verified
a significant increase in the levels of sulfhydryl content after BMT, indicating that BMT
could reverse this protein oxidative damage process. In contrast, we observed no
significant differences in carbonyl content in plasma from X-ALD patients before and
after BMT as compared to controls. However, we observed that plasma carbonyl
formation were 47% increased before BMT and 18% reduced after BMT, respectively,
when compared to control group. Besides, we observed a significant reduction of
carbonyl content in plasma of X-ALD patients after BMT compared to the moment
before BMT. Finally, despite that sulfhydryl content and carbonyl formation reflect
different mechanisms of protein oxidation, these results are in accordance at least in
part with Fourcade et al. [24] that verified that oxidative damage to proteins occurs in

X-ALD fibroblasts.

Approximately, two thirds of sulfhydryl groups are bound to proteins, whereas one
third is a component of small molecules such as glutathione [38]. On the other hand,
since protein-bound sulfhydryl groups can be reversibly oxidized by reactive species, it
has been suggested that these groups represent a potential active redox antioxidant
pool in the cellular defense against oxidative stress. So reduction of sulfhydryl content
in X-ALD patients may reflect protein oxidation, or otherwise a diminution of

antioxidant defenses, which was restored in X-ALD patients after BMT.
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The importance of normalizing fasting plasma C26:0 levels in boys with cerebral X-
ALD after BMT remains questionable, since there were no apparent relationships
between plasma VLCFA levels and neurologic, neuropsychological, disability, and
neuroradiologic outcomes [2,13]. Shapiro et al. in 2000 observed an increase in plasma
C26:0 levels immediately after BMT and that decreased within 2 years to reach the
mean level of the heterozygote. These authors verified that plasma C26:0 levels
remained essentially unchanged afterwards [13]. In our study, the 4 X-ALD patients
presented significant high plasma C26:0 levels before BMT compared to controls and,
after BMT, these concentrations were strongly reduced in the patients (46%)
compared to before BMT. Therefore, plasma C26:0 levels were drastically reduced in
our X-ALD patients after BMT, indicating the occurrence of this favorable biochemical
response, in average achieving heterozygote C26:0 levels (heterozygote levels: 0.66 to

2.20 umol/L).

We correlated C26:0 plasma levels from X-ALD patients with the oxidative stress
parameters examined before and after BMT. We observed a significant negative
correlation between sulfhydryl content measurement, a biomarker of protein damage
and of antioxidant status, and C26:0 in plasma of X-ALD individuals before BMT.
Interestingly, we did not find any significant correlation between oxidative damage
parameters (MDA content and carbonyl content) and C26:0 plasma levels before and
after BMT. These data, allied to other studies that evidenced that C26:0 accumulation
results in lipid and protein oxidative damage [24, 34], suggest a potential link between

C26:0 accumulation and oxidative stress and pathogenesis of X-ALD.

Taken together, the data obtained from plasma of X-ALD patients before and after
BMT showing induction and protection, respectively, of oxidative stress, allowed to
suggest that BMT, when well succeeded and under the recommendations, is effective
to reduce the increased lipid peroxidation and protein oxidative damage in these
patients which were in an early stage of brain involvement with minimal neurological
findings and have presented a stable outcome (table 1). It is important to emphasize
that to our knowledge, this is the first study to investigate lipid (malondialdehyde

content) and protein (sulfhydryl and carbonyl content) oxidative damage parameters
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in plasma of transplanted X-ALD patients.

So far, bone marrow transplant (BMT) or hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) have been the only known method to halt cerebral demyelination [2,7,9]. It
should be emphasized that hematopoietic stem cell gene therapy could be a potencial
future therapy for X-ALD [39]. The indication of BMT in X-ALD remains difficult, given
that the prediction of disease evolvement still entirely relies upon clinical features (age
of the patient, the extent and recent evolvement of brain lesions) [39]. BMT is not
recommended for individuals with severe neurologic and neuropsychological
dysfunction (i.e., performance 1Q <80) because lower IQ levels are related with BMT
complications and early death [10,11,13-16]. Tolar et al. in 2007 showed that
administration of the antioxidant N-acetyl- L-cysteine (NAC) before and after HSCT in
three boys with advanced ALD whose neurologic status and brain radiographic findings
were stabilized resulted in the survival of a disease process that would be expected to
be fatal. They concluded that NAC merits investigation as therapeutic strategy for
patients with advanced ALD and has the potential to change the lethal disease to a
condition amendable to treatment with BMT [40]. More recently, Orchard et al. in
2011 observed highly significant elevations of chitotriosidase activity, an enzyme
produced by activated monocytes and macrophages which is incremental and related
to inflammation, in patients with active CCER and suggested that these levels predict

prognosis of patients with CCER undergoing transplantation [41].

Our results should be confirmed with more research with a larger number of
patients under BMT treatment. If these results are confirmed and together with
previous findings we could presume that oxidative stress and C26:0 levels
accumulation may act synergistically with other underlying mechanisms involved in the
pathophysiology of the tissue damage found in X-ALD patients. Yet, since so far BMT
for X-ALD has been proven to be successful, it is tempting to speculate that the
administration of antioxidants should be considered as a potential adjuvant therapy

for patients affected by X-ALD who had undergone BMT.

In conclusion, the present study reinforces the hypotesis that lipid peroxidation and

protein damage are induced in plasma of X-ALD patients and, in addition,
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demonstrates that BMT treatment is capable to reduce this pathogenic process.
Considering that oxidative stress is probably involved in the pathophysiology of X-ALD
and BMT has been the only known therapy to halt cerebral demyelination, these
results reinforce the indication of this treatment for boys and adolescents who are in
early stage of cerebral involvement, since it can provide long-term stabilization and

even reverse symptoms.
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Figure 1. Malondialdehyde (MDA) content in plasma from X-ALD patients (n=4) before and
after BMT and controls individuals (n=14). Data represent the mean + SD. Difference from
control, * p < 0.05 (Student’s t test for unpaired samples). Difference between before BMT and
after BMT groups, " p< 0.01 (Student’s t test for paired samples).

Figure 2. Sulfhydryl content in plasma from X-ALD patients (n=4) before and after BMT and
controls individuals (n=6). Data represent the mean + SD. Difference from control, * p < 0.05
(Student’s t test for unpaired samples). Difference between before BMT and after BMT groups,
* p< 0.01 (Student’s t test for paired samples).

Figure 3. Correlation between sulfhydryl content and C26:0 levels in plasma from X-ALD
patients (n=4) before BMT.

Figure 4. Carbonyl content in plasma from X-ALD patients (n=4) before and after BMT and
control individuals (n=6). Data represent the mean + SD. No difference from control, p > 0.05
(Student’s t test for unpaired samples). Difference between before BMT and after BMT groups,
* p< 0.05 (Student’s t test for paired samples).

Figure 5. C26:0 plasma levels from X-ALD patients (n=4) before and after BMT and control
individuals (n=30). The broken lines indicate the normal ranges. Data represent the mean + SD.
Difference from control, *p < 0.05 (Student’s t test for unpaired samples). No difference
between before BMT and after BMT groups, p> 0.05 (Student’s t test for paired samples).

60



Figure 1

E 02 -
1!' *

E *

-]

£ #H
@ 01 A

-]

-

==

£

-]

=

m

T o .

E Contral before BMT after BMT

Figure 2

Sulthydryl content
(nmol THB f mg protein)
[¥5] e
'_

Control before BMT after BMT

61



Figure 3

5]
o
4_
=t e
E
=
=
B =
o
=
g
o
2
r=-02991
1— p=001
T T T T
] 1 2 3

Plasma sulfhydryl content (nmol TNB / mg protein)

62



Figure 4

- T 05

53
s

8o
3E

5~ o35 T #
2% 1
SE

0 T
Contral before BMT after BMT
Figure 5
5 -

m

E

=

=

=

w0

8

Control before BMT after BMT

63



Table 1 — Age and main clinical characteristics of the X-ALD patients before and after BMT.

Patient  Phenotype, clinical features, Clinical features, MRI findings Donor Age at time of Age at time of Outcome
MRI findings and age at and age at BMT. type oxidative stress oxidative stress
diagnosis. analysis analysis
“before BMT” “after BMT” (years)
(vears)
1 Addison-only or pre- Mild hyperactivity. unrelated 5 8 Stable
symptomatic. Loes score of 2.
Adrenal Insuficiency. MRI: lesions in basal ganglia and
Normal neurological pyramidal tracts.
examination. Age at BMT: 6 years.
Age at diagnosis: 5 years.
2 Addison-only or pre- Normal neurological examination related 8 9y11m Stable
symptomatic. PIQ 103 and Loes score of 2.
Adrenal Insuficiency MRI: lesions in corticospinal tracts.
MRI: normal Age at BMT: 9 years 5months.
Age at diagnosis: 8 years.
3 Addison-only or pre- Normal neurological examination. unrelated 4 7 Stable
symptomatic. Loes score of 1.
Adrenal Insuficiency MRI lesions in basal ganglia.
MRI: normal Age at BMT: 6 years.
Age at diagnosis: 4 years.
4 CCER. Mild distal paresis and cerebellar unrelated 12 17 Stable

Low school performance.

MRI: occipital involvement.
Age at diagnosis: 11 years.

ataxia in left arm.

P1Q 91 and Loes score of 7,5.

MRI: bilateral, occipital involvement.
Age at BMT: 13 years.

Abbreviations: CCER: childhood cerebral form; BMT: bone marrow transplantation; MRI: magnetic resonance
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4. DISCUSSAO

Os EIM sdo distdrbios metabdlicos de origem genética, em que a
deficiéncia na atividade de uma proteina provoca o bloqueio de uma rota
bioquimica e, com isso, 0o acumulo de produtos tdéxicos. Este bloqueio,
dependendo da via afetada, repercute clinicamente de maneira bastante
diversificada no individuo, podendo ser de sintomatologia muito severa e até
mesmo letal (Scriver et al.,, 2001). De acordo com Saudubray e Charpentier
(2001), os EIM podem ser classificados em trés grandes grupos, de acordo com a
area do metabolismo afetada. Um destes grupos é composto pelos disturbios na
sintese ou degradacdo de macromoléculas complexas, que apresentam sintomas
permanentes, progressivos e ndo relacionados a ingesta alimentar. Fazem parte
deste grupo as doencas peroxissomais e as doencas lisossomicas de deposito. A
X-ALD ¢ a desordem mais frequente dentre as doencas peroxissomais (Bezman
et al., 2001).

A X-ALD é uma doenca hereditaria que compromete principalmente a
substancia branca e os axonios do SNC e o cortex adrenal, levando a
desmielinizacdo e a insuficiéncia adrenal (Bezman et al., 2001; Moser et al.,
1992). Esta patologia estd associada ao acumulo de AGCML, que sdo quase
sempre saturados, sem ramificacdes, incluindo principalmente os de cadeia de 26
carbonos (acido hexacosanoico, C,s) € de 24 carbonos (acido tetracosandico,
Cos0) (Moser et al., 1992; Moser, 1997; Moser et al., 2001). Os AGCML
acumulam-se em fluidos bioldgicos e tecidos na X-ALD devido a um defeito na
degradacdo dessas substancias, que normalmente ocorre nos pPeroxissomos
(Moser et al., 2001). Muito pouco se sabe sobre a fisiopatologia e 0s mecanismos
envolvidos no dano tecidual desta doencga (Moser et al., 2001).

Nos ultimos anos tém crescido evidéncias que relacionam EIM com
manifestacfes neuroldgicas ao estresse oxidativo, sugerindo que a excessiva

geracdo de radicais livres e 0 consequente dano oxidativo contribuam para
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disfuncao neuroldgica nessas doencas (Colomé et al., 2000; Wajner et al., 2004).
Estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo e 0 dano oxidativo estdo
induzidos em pacientes com fenilcetonaria (Sierra et al., 1998; Sirtori et al.,
2005; Sitta et al., 2006; Sitta et al., 2009), com a doenca da urina do xarope do
bordo (Barschak et al., 2006; Barschak et al., 2008) e com acidemias propibnica
e metilmaldnica (Ribas et al., 2010a; Ribas et al., 2010b). Da mesma forma,
evidéncias da contribuicdo do estresse oxidativo tém sido demonstradas em
tecido cerebral post mortem, em amostras de sangue e fibroblastos de pacientes
X-ALD (Vargas et al., 2004; Powers et al., 2005; Deon et al., 2006; Deon et al.,
2007; Deon et al., 2008b), bem como em estudos in vitro e em modelo animal
para X-ALD (Di Biase et al., 2004; Di Biase et al. 2005; Uto et al., 2008;
Yanagisawa et al., 2008; Foucarde et al., 2008, Foucarde et al., 2010, Lopez-
Euraskin et al., 2011; Galino et al., 2011).

Apesar das pesquisas e dos esforcos em andamento, o tratamento para X-
ALD ¢ ainda considerado experimental, ndo havendo nenhuma terapia totalmente
satisfatoria. Varias opgdes de tratamentos tém sido utilizadas na tentativa de
atingir os trés principais objetivos de um tratamento bem sucedido: estabilizar a
insuficiéncia adrenal, diminuir a concentragdo de AGCML no plasma e diminuir
a desmielinizacdo no cérebro (Moser et al.,, 2001). Um dos tratamentos
preconizados para a X-ALD, dietoterapia com 6leo de Lorenzo (OL) (dieta
restrita de AGCML + OL), resulta numa diminuicdo tecidual importante dos
AGCML acumulados, mostrando-se clinicamente eficaz em portadores
assintomaticos, porém, apresenta pouco beneficio clinico aos pacientes afetados
neurologicamente, ndo atuando sobre o processo neuroinflamatério (Moser et al.,
2001). Além disso, foi demonstrado que o tratamento com OL ndo protege ou
atenua a producdo de radicais livres em plasma e eritrocitos de pacientes
sintomaticos e assintomaticos com X-ALD (Deon et al., 2006). JA 0 TCH é o
método mais efetivo atualmente para a terapia da X-ALD, nos casos em que a
forma cALD for detectada em estagios iniciais da doenca, sendo o Gnico método

gue melhora a desmielinizacdo cerebral (Moser et al., 2001). Por isso, no
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presente estudo, avaliamos os parametros de dano oxidativo a lipidios e a
proteinas em pacientes com X-ALD antes e apds o TCH com a finalidade de
verificar se este tratamento seria capaz de alterar parametros de dano oxidativo,
uma vez que ndo ha dados na literatura sobre esse tipo de investigacéo.

O dano oxidativo pode ser demonstrado através do aumento de produtos
finais da peroxidacdo lipidica, de produtos de oxidacdo de bases do DNA e dano
oxidativo as proteinas (Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007). A
peroxidacdo lipidica é geralmente considerada um processo prejudicial, que pode
induzir modificagdes estruturais, como alteracbes na permeabilidade, fluidez,
integridade e perda funcional de biomembranas e lipoproteinas, e esta geralmente
associada a mau funcionamento celular, gerando produtos potencialmente toxicos
(Halliwell e Gutteridge, 2007). Neste trabalho, observamos em pacientes
submetidos ao transplante, niveis aumentados de MDA, produto final da
peroxidacdo de acidos graxos de membrana (Halliwell e Gutteridge, 2007), antes
e apds o procedimento, em comparacdo ao grupo controle. No entanto, houve
uma reducdo significativa nos valores de MDA ap6s o transplante em
comparacdo aos niveis encontrados antes do procedimento, sugerindo uma
atenuacdo deste processo potencialmente patologico pelo TCH.

Neste estudo, investigamos também parametros de dano oxidativo a
proteinas: formacdo de grupos carbonilas e oxidacdo de grupos sulfidrilas. A
diminuicdo no contetdo de sulfidrilas (SH) reflete a existéncia de dano oxidativo
a proteinas uma vez que o grupo sulfidrila ¢ um capturador fisioldgico de radicais
livres em células e fluidos bioldgicos e pode capturar oxidantes que iniciam a
peroxidacdo, poupando assim os lipidios do ataque oxidativo (Aksenov e
Markesbery, 2001, Deuticke, 1986). Ressalta-se que a maioria dos grupos
sulfidrila celulares sdo ligados as proteinas e que a oxidacdo desses grupos a
partir de residuos de cisteina formando dissulfeto, potencialmente altera o estado
redox das proteinas, podendo levar a sua inativacdo (Aksenov e Markesbery,
2001). Além disso, alteracdes da estrutura da proteina por oxidantes pode afetar a

funcdo dos receptores, enzimas e proteinas de transporte, resultando em uma
85



perda parcial ou completa de funcionalidade de proteinas (Halliwell e Whiteman,
2004, Levine et al., 1990). Grupos carbonilas sdo produzidos pela oxidagdo das
cadeias laterais de proteinas, especialmente nos residuos de prolina, lisina,
arginina e treonina (Stadtman e Levine, 2003). Entdo, essas diferentes medidas
refletem diferentes mecanismos de oxidacao de proteinas.

Observamos neste estudo uma diminuicdo significativa no contetdo de
sulfidrilas no plasma de pacientes X-ALD antes do tranplante em comparagédo ao
grupo controle. Também verificamos um aumento significativo nos niveis do
contetdo de sulfidrilas apds o TCH, indicando que este procedimento poderia
reverter o dano oxidativo as proteinas. Aproximadamente dois tercos dos grupos
sulfidrilas estdo ligados as proteinas, enquanto que um terco € composto de
pequenas moléculas como a glutationa (Requejo et al., 2010). Uma vez ligado a
proteina, os grupos sulfidrila podem ser reversivelmente oxidados por espécies
reativas e, por isso, tem sido sugerido que estes grupos representem um pool
antioxidante com potencial redox ativo na defesa celular contra o estresse
oxidativo. Entéo, a reducdo no conteudo de sulfidrilas em pacientes portadores de
X-ALD pode refletir oxidacdo de proteinas, ou diminuicdo das defesas
antioxidantes, o que foi restaurado nos pacientes X-ALD ap6s o TCH.

Por outro lado, ndo observamos diferencas significativas no contetdo de
carbonila no plasma de X-ALD antes e ap6s o TCH, em comparacdo aos
controles. No entanto, observamos uma tendéncia ao aumento das carbonilas nos
pacientes antes do transplante quando comparado ao grupo controle (47%). Além
disso, observamos uma reducdo significativa no conteudo de carbonilas no
plasma de pacientes X-ALD apds o TCH em relacéo a antes do tranplante.

A importancia da normalizacdo dos niveis plasmaticos de Cyso em jejum
nos meninos com cALD apds o transplante permanece questionavel, pois nédo
foram encontradas relacdes aparentes entre os niveis plasmaticos de AGCML e
desfechos neuroldgicos, neuropsicoldgicos e neurorradiolégicos (Moser et al.,
2001, Shapiro et al., 2000). Shapiro et al. (2000) observaram um aumento nos

niveis plasmaticos de C,go imediatamente apds o TCH e que essa concentracdo
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atingiu os niveis médios apresentados por heterozigotas dentro de 2 anos. Estes
autores verificaram que, posteriormente, 0s niveis plasmaticos de Cyq S€
mantiveram praticamente inalterados. Em nosso estudo, os pacientes X-ALD
apresentavam niveis plasmaticos de C,g significativamente elevados antes do
TCH em comparacdo com controles e, apés o transplante, as concentracdes
foram fortemente reduzidas nos pacientes (46%) em compara¢do com 0s niveis
de antes do procedimento. Portanto, os niveis plasmaticos de C,s, foram
drasticamente reduzidos nos pacientes por nos analisados ap6s o TCH, indicando
a ocorréncia de uma resposta bioguimica favoravel, atingindo em média os niveis
de Cy6 de heterozigotas (0,66-2,20 pmol / L).

Correlacionamos os niveis plasmaticos de Cyg de pacientes X-ALD com 0s
parametros de estresse oxidativo examinados antes e apés o TCH. Observamos
uma correlacdo negativa significativa entre a medida de contetdo de sulfidrilas,
um biomarcador de dano as proteinas e de status antioxidante e 0s niveis
plasmaticos de C,g.9 de individuos X-ALD antes do TCH. Nossos dados, aliados
a outros estudos que evidenciam que o acumulo de Cyeo resulta em danos
oxidativos a lipidios e a proteinas (Fourcade et al., 2008, Powers et al., 2005),
sugerem uma potencial ligacdo entre a acimulo de Cy € estresse oxidativo na
patogénese da X-ALD.

Os resultados obtidos a partir do plasma de pacientes X-ALD antes e apds o
TCH mostram inducdo e protecdo, respectivamente, do estresse oxidativo e
permitem sugerir que o transplante de medula Ossea ou de células
hematopoiéticas, quando esta indicado e é bem sucedido, ¢é eficaz em reduzir a
peroxidacdo lipidica e o dano oxidativo as proteinas nos pacientes que
encontram-se em um estagio inicial de envolvimento cerebral, com 0 minimo de
sintomas neuroldgicos. A indicacdo de TCH na X-ALD continua dificil, uma vez
que a previsdo de evolucdo da doenca ainda depende inteiramente de
caracteristicas clinicas do individuo (idade do paciente, extensdo e evolugédo
recente de lesdes cerebrais) (Cartier & Aubourg, 2010). O TCH ndo é

recomendado para individuos com disfuncdes neuroldgicas e neuropsicoldgicas
87



graves (ou seja, o desempenho de QI <80) porque 0s niveis de QI mais baixo
estdo relacionados com complicacGes no procedimento e morte prematura (Loes
et al., 2003, Peters et al., 2004, Shapiro et al., 2000, Baumann et al., 2003,
Mahmood et al., 2005, Resnick et al., 2005). Tolar et al. (2007) mostraram
beneficios da administracdo do antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) antes e
apos o transplante em trés meninos com cALD em estdgio avancado cujos
estados neuroldgicos e achados radiograficos cerebrais foram estabilizados,
resultando na sobrevivéncia de um processo de doenga que provavelmente seria
fatal. Eles concluiram que a NAC merece maior investigacdo como estratégia
terapéutica para pacientes com cALD avancada e tem potencial para mudar a
condicéo de doenca letal a uma condi¢cdo que pode ser corrigida atraves do TCH.
Nossos resultados devem ser confirmados com pesquisas com um numero maior
de pacientes submetidos ao TCH. Se esses resultados forem confirmados e,
juntamente com resultados anteriores (Di Biase et al., 2004, Di Biase et al., 2005,
Vargas et al., 2004, Powers et al., 2005, Deon et al., 2006, Deon et al., 2007,
Deon et al., 2008b, Uto et al., 2008, Yanagisawa et al., 2008, Foucarde et al.,
2008) poderiamos supor que 0 estresse oxidativo e 0 acumulo de C,s, podem
atuar sinergicamente com outros mecanismos subjacentes envolvidos na
fisiopatologia do dano tecidual encontrada em pacientes X-ALD. No entanto,
uma vez que até agora o TCH tem se mostrado bem sucedido no tratamento da
X-ALD quando precocemente diagnosticada, € tentador especular que a
administracdo de antioxidantes deve ser considerada como uma terapia adjuvante
potencial para os pacientes afetados por X-ALD, inclusive os que forem
submetido ao TCH.

O sistema nervoso central € muito vulneravel a danos mediados por
especies reativas de oxigénio e de nitrogénio, que podem aumentar drasticamente
em eventos tais como inflamacdo. Além disso, no sistema nervoso central o
metabolismo oxidativo é muito elevado, ha baixos niveis de defesas
antioxidantes e altos teores de ferro e de lipidios com uma grande quantidade de

acidos graxos insaturados da membrana (Smith et al., 1999, Halliwell, 2006). Por
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tudo isso, a mielina presente nas membranas € um alvo preferencial de espécies
reativas de oxigénio, devido a composicédo lipidica, bem como a alta propor¢éo
de proteinas (Smith et al., 1999). Além disso, o dano oxidativo pode atacar a
bainha de mielina atraves de macréfagos diretamente por lipoperoxidacdo e
indiretamente por ativacdo de proteases e fosfolipases (Halliwell e Gutteridge,
2007). Ainda, oligodendrocitos sdo mais sensiveis ao ataque oxidativo e/ou
nitrativo in vitro devido ao seu baixo nivel de defesas antioxidantes e alto
contetdo de ferro, o que resultaria in vivo em morte celular e, portanto, em
desmielinizacdo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Reznick e Parker, 1993).

A X-ALD ¢é uma doenga peroxissomal desmielinizante que pode se
apresentar em uma ampla faixa etdria e com diferentes manifestacdes
dependendo da presenca e do tipo de achados neurologicos. O fendtipo da X-
ALD abrange desde uma doenca infantil, bastante severa e de rapida progresséo
que pode levar a um estado vegetativo e morte em dois anos a partir do primeiro
sintoma, até uma paraparesia lentamente progressiva com preservacdo do
intelecto que se manifesta na idade adulta e € compativel com a vida normal,
adrenomieloneuropatia (Moser et al., 1992; Moser et al. 2001). A progressao da
forma mais grave da X-ALD em meninos se deve a duas fases: fase metabdlica
caracterizada apenas pelo aumento dos AGCML e uma fase subsequente
caracterizada por grave e progressiva doenca neuroinflamatoria. Embora muito
pouco se saiba a respeito da fisiopatologia e dos mecanismos envolvidos no dano
tecidual desta doenca e tdo pouco sobre o que desencadeia a transicdo da forma
assintomatica ou pouco sintomatica (forma doenca de Addison) para a forma
cerebral, é viavel que o acimulo dos AGCML e a resposta inflamatoria possam
contribuir com a patogénese da X-ALD (Moser et al., 2001). Desta forma, no
presente trabalho, também avaliamos, além de pardmetros de estresse oxidativo
(dano oxidativo a proteinas e a lipidios), a concentracdo da citocina pro-
inflamatodria IL-6 e do antioxidante natural GSH em pacientes com X-ALD com

diferentes formas clinicas (CALD e assintoméaticos) no momento diagndstico.
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Observamos também elevados niveis de MDA, parametro de
lipoperoxidacdo, em pacientes CALD e assintomaticos comparados ao grupo
controle. Nossos resultados corroboram achados anteriores que demonstraram o
envolvimento da peroxidacéo lipidica na fisiopatologia da X-ALD em plasma de
pacientes X-ALD sintomaticos e assintomaticos através da determinacdo do
conteldo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) e da
quimioluminescéncia, bem como de marcadores imunorreativos de dano a
lipidios em tecido cerebral post mortem de pacientes (Vargas et al., 2004, Powers
et al., 2005, Deon et al., 2006, Deon et al., 2007, Deon et al., 2008b). Assim,
nossos dados indicam que a peroxidacdo lipidica esta induzida no plasma de
pacientes X-ALD, o que provavelmente ocorre devido ao aumento da geracao de
radicais livres.

Tambem demonstramos que a formagao de grupos carbonilas, marcador de
dano oxidativo a proteinas, foi significativamente aumentada em pacientes CALD
e assintomaticos em comparacdo ao grupo controle. Nossos resultados estdo de
acordo com estudos que relataram danos oxidativos a proteinas em células
mononucleares periféricas e em fibroblastos de pacientes X-ALD e na medula
espinhal de ratos com X-ALD (Foucarde et al., 2008, Foucarde et al., 2010,
Lopez-Euraskin et al., 2011). Portanto, é possivel presumir que o dano oxidativo
as proteinas verificado no presente estudo no plasma de pacientes X-ALD pode
ter um significado fisiopatoldgico.

As células quando sdo expostas a lesGes oxidativas e nitrativas utilizam uma
série de mecanismos de defesa para se proteger. Estes mecanismos de defesa
incluem limitar a producdo de espécies reativas e neutralizar alguns radicais,
prevenindo a proliferacdo de radicais secundarios em reacdes em cadeia e
reparando o dano. A defesa da célula é alcancada devido a presenca de enzimas
antioxidantes e antioxidantes de baixo peso molecular (por exemplo, glutationa,
vitaminas C e E) (Halliwell e Gutteridge, 2007). A GSH é sintetizada no
citoplasma de todas as células animais, sendo o figado o 6rgdo mais ativo

(Halliwell e Gutteridge, 2007). A GSH tem funcdes importantes como
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antioxidante, sendo componente importante da desintoxicacdo celular de espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio em todos os 6rgdos, incluindo o cérebro
(Smith et al., 1999, Dringen et al., 2000). Assim, realizou-se a quantificagéo de
GSH, a principal defesa antioxidante natural ndo enzimatica, em eritrécitos de
pacientes cALD e assintomaticos. Observamos, pela primeira vez na literatura,
uma diminui¢do significativa no conteddo de GSH nos eritrocitos dos dois
grupos de pacientes testados em comparagdo com 0 grupo controle. Este
resultado esta de acordo com outros estudos que demonstraram uma diminuicéo
acentuada dos niveis de GSH em fibroblastos de pacientes X-ALD, bem como
em medula espinhal de modelo animal de X-ALD (ratos) (Foucarde et al., 2008,
Foucarde et al., 2010).

O cérebro tem niveis relativamente baixos de enzimas antioxidantes e um
conteddo lipidico relativamente alto com grandes quantidades de acidos graxos
insaturados e catecolaminas, 0s quais sdo substratos suscetiveis ao ataque das
especies reativas de oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 2007; Reznick & Parker,
1993). Por isso, € muito suscetivel a danos mediados por espécies reativas tanto
de oxigénio, quanto de nitrogénio, que aumentam drasticamente em eventos tais
como inflamacdo (Smith et al.,, 1999; Halliwell, 2006). Citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNFa) sdo muitas vezes produzidas em resposta ao
estresse oxidativo, e agem em parte por causa do estresse oxidativo em suas
células-alvo (Halliwell e Gutteridge, 2007). A quantificacdo de IL-6 no plasma
de pacientes X-ALD foi significativamente maior nos pacientes sintomaticos
analisados (CALD), o que ndo foi observado no grupo dos pacientes
assintomaticos. Este resultado é consistente com estudos que postularam que 0s
danos neurologicos parecem ser mediados por inducdo de citocinas pro-
inflamatorias (Moser et al., 2001). Paintlia et al. (2003) mostraram que a
expressdo de mRNA de citocinas e de niveis proteicos de citocinas, incluindo IL-
6, foi significativamente maior em diferentes areas de cérebros CALD
comparados aos controles. Além disso, foi relatada a expressdo de antigenos

leucocitarios humanos (HLA) e citocinas inflamatorias em lesbes cerebrais
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desmielinizantes de X-ALD (McGuinness et al., 1997). A expressdo de citocinas
pré-inflamatdrias observada, tais como TNFa, IL-1p e IFNy na X-ALD indica
um papel dessas citocinas inflamatorias na desmielinizacdo (McGuinness et al.,
1997, Powers et al., 1992). Inflamagéo e resposta imune alterada estdo presentes
e caracterizam a forma cerebral da X-ALD (Moser et al., 2001). E importante
enfatizar, no entanto, a tendéncia de aumento nos niveis de IL-6 no plasma de
pacientes assintomaticos em nosso estudo e que a maioria dos pacientes
assintomaticos evoluem para formas sintomaticas tais como CcALD ou
adrenomieloneuropatia (Moser et al., 2001; Moser, 2006). Possivelmente, nossos
pacientes assintomaticos possam evoluir para uma forma cerebral, uma vez que a
inducdo de citocinas pro-inflamatdrias estd relacionada a progressdao dos
sintomas neurologicos em X-ALD (McGuinness et al., 1995). Além disso, nossos
atuais resultados de deplecdo do contetdo de GSH em pacientes assintomaticos
complementam achados anteriores, que ndo demonstraram uma reducéo do status
antioxidante total, um parametro que representa a quantidade de antioxidantes
ndo enzimaticos teciduais, no plasma de pacientes assintomaticos (Deon et al.,
2007). As maiores contribuicdes para o TAS (Status Antioxidante Total) no
plasma séo fornecidos por urato (Shoefiled e Braganca, 1996, Halliwell e
Gutteridge, 2007). Em outro estudo anterior do nosso grupo de pesquisa,
presume-se que alguns pacientes X-ALD sdo assintomaticos devido a sua
quantidade normal de antioxidantes ndo enzimaticos que poderia ser suficiente
para contrabalancar a geracdo de radicais livres (Deon et al., 2008). De outra
forma, agora demonstramos uma reducdo da defesa antioxidante ndo-enzimatica
(GSH) e uma tendéncia de incremento da citocina pro-inflamatoria I1L-6
especificamente nestes pacientes assintomaticos. Além disso, estes pacientes,
como citado anteriormente, apresentaram alteragdes nos parametros de dano
oxidativo a proteinas e a lipidios (aumento de MDA e conteido de carbonilas).
Assim, podemos presumir que, nestes pacientes X-ALD assintomaticos, dano
oxidativo e aspectos inflamatorios desempenham um papel importante na

evolucdo fenotipica e futuras manifestacGes neuronais. Entretanto, a fim de
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esclarecer esta questdo e poder extrapolar estas suposicGes, é importante estudar
no futuro um grupo maior de pacientes, realizando o acompanhamento dos
mesmos por periodos maiores.

Foucarde et al. (2008) demontraram ativacdo de respostas oxidativas apos a
exposicdo a AGCML em fatias organotipicas de medula espinhal de ratos X-
ALD e em fibroblastos humanos, as quais foram revertidos por trolox, um
analogo da vitamina E. Outro estudo demonstrou que o acido valpréico induz
efeitos antioxidantes na X-ALD, prevenindo dano oxidativo tanto em modelo
animal para X-ALD, quanto em paciente submetido a 6 meses de tratamento com
AVP (Foucarde et al., 2010). Lopez-Erauskin et al. (2011) identificaram uma
combinacdo de antioxidantes (N-acetilcisteina, alfatocoferol e acido lipdico) que
foi capaz de reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio in vitro e
normalizar o dano oxidativo as proteinas in vivo em medula espinhal de
camundongos X- ALD.

Assim, analisados conjuntamente os fatos de que nenhuma terapia para X-
ALD mostrou-se completamente bem sucedida, que o estresse oxidativo parece
desempenhar um papel na patogénese da X-ALD e que os efeitos de reversdo na
geracdo de radicais livres promovidos por antioxidantes tem sido demonstrados
em alguns estudos, também pode-se presumir que a administracdo de
antioxidantes deve ser considerada como uma terapia adjuvante potencial para 0s

pacientes assintomaticos e sintomaticos afetados pela X-ALD.
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:
5.1 Capitulo 1:

e A medida de lipoperoxidacdo (MDA) esta significativamente aumentada
em plasma de pacientes X-ALD antes e ap6s TCH em relacdo ao grupo

controle.

e Apos o transplante, os valores de MDA estdo reduzidos significativamente
em comparacdo aos niveis encontrados antes do procedimento, sugerindo

uma atenuacao deste processo potencialmente patolégico pelo TCH.

e O conteudo de sulfidrilas, parametro de dano a proteina e de status
antioxidante, no plasma de pacientes X-ALD antes do TCH em

comparagao ao grupo controle esta signficativamente diminuido.

e A medida dos grupamentos sulfidrila estda aumentanda apés o TCH,

indicando que o TCH poderia reverter o dano oxidativo as proteinas.

e Nao observamos diferencas significativas no contetdo de carbonila, outro
parametro de dano proteico, no plasma de X-ALD antes e apos o TCH, em
comparacdo aos controles. Verificamos uma tendéncia de aumento (47%)
do contetdo de carbonila em relacdo ao controle e uma diminuicdo
significativa desta medida apés o TCH quando comparado a antes do
TCH.

e Os pacientes X-ALD apresentam niveis plasmaticos de Cys
significativamente aumentados antes do TCH em comparacdo com
controles e, ap0s o transplante, as concentracfes de C,so reduziram

fortemente, indicando a ocorréncia de uma resposta bioquimica favoravel.
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Observamos uma correlagdo negativa significativa entre a medida de
conteldo de sulfidrilas e os niveis plasmaticos de C,s de individuos X-
ALD antes do TCH.

N&o encontramos qualquer correlacéo significativa entre os parametros de
dano oxidativo, contedo de MDA e contetdo de carbonilas, e 0s niveis

plasmaticos de C,g antes e apds o0 TCH.
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5.2 Capitulo 2:

O pardmetro de lipoperoxidacdo (MDA) estd significativamente
aumentado em plasma de pacientes sintomaticos (CALD) e assintomaticos

com X-ALD comparado ao grupo controle.

A medida do contetido de carbonila, parametro de dano a proteina, esta
significativamente aumentado em plasma de pacientes sintomaticos

(CALD) e assintométicos em comparagdo ao grupo controle.

A quantificacdo de glutationa reduzida (GSH), a principal defesa
antioxidante natural ndo enzimatica, em eritrécitos de pacientes CALD e
assintomaticos esta significativamente diminuida em comparagdo com o

grupo controle.

A quantificacdo de IL-6 no plasma de pacientes X-ALD esta
significativamente maior nos pacientes sintomaticos analisados (CALD)
em relacdo ao grupo controle, o que ndo foi observado no grupo dos

pacientes assintomaticos.
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5.3 Concluséo geral

A indicacdo para transplante de medula 6ssea ou de células hematopoiéticas
na X-ALD requer varios cuidados, uma vez que a previsdo de evolucdo da
doenca ainda depende inteiramente de caracteristicas clinicas do individuo (idade
do paciente, extensdo e evolucdo recente de lesbes cerebrais) e ndo €
recomendada para individuos com disfungbes neurolégicas e neuropsicolégicas
graves. Os resultados obtidos a partir do plasma de pacientes X-ALD antes e
apos o TCH demonstram que esta terapia tem alta efetividade em reduzir Cy
plasméatico ao atingir os niveis médios de heterozigotas e também mostram
inducdo e protegdo, respectivamente, do estresse oxidativo. Isto permite sugerir
que o transplante, quando estd bem indicado e € bem sucedido, é eficaz em
reduzir a peroxidagéo lipidica e o dano oxidativo as proteinas nos pacientes que
encontram-se em um estagio inicial de envolvimento cerebral, com o minimo de
sintomas neurologicos e também em reduzir a concentracdo de Cyso, UMa

resposta bioguimica favoravel.

A lipoperoxidacao e 0 dano a proteinas parecem estar presentes na X-ALD
independentemente do fenotipo e da manifestacdo dos sintomas, uma vez que
aparecem induzidos no plasma de pacientes assintomaticos e sintomaticos
(cALD) antes de se submeterem ao transplante. Ainda, os resultados obtidos
mostraram reducdo na concentracdo de glutationa reduzida, principal defesa
antioxidante natural ndo enzimatica em pacientes X-ALD (assintomaticos e
CALD). Estes resultados permitem sugerir que a lipoperoxidacéo, o dano protéico
e a ocorréncia de defesa antioxidante deficiente possam de alguma forma estar
envolvidos na fisiopatologia da X-ALD. Ainda, como esperado, a quantificacao
de IL-6 no plasma de pacientes X-ALD foi significativamente maior nos
pacientes sintomaticos analisados (CALD), o que ndo foi observado no grupo dos
pacientes assintomaticos, apesar da tendéncia de aumento nas concentracdes de
IL-6. Assim, podemos presumir que, nestes pacientes X-ALD assintomaticos,

dano oxidativo e aspectos inflamatorios desempenham um papel importante na
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evolucdo e futuras manifestagdes fenotipicas neuronais. Cabe salientar que a
demonstracdo de uma correlacdo negativa significativa entre a medida de
conteldo de sulfidrilas em plasma e os niveis plasmaticos de C,s de individuos
X-ALD antes do TCH, juntamente a outros resultados apresentados na literatura
cientifica, permite sugerir uma potencial ligacdo entre a acimulo de Cy €

estresse oxidativo na patogénese da X-ALD.

Finalmente, uma vez que até agora 0 TCH tem se mostrado bem sucedido
no tratamento da X-ALD quando precocemente diagnosticada, o estresse
oxidativo e aspectos inflamatorios parecem estar envolvidos na fisiopatologia
desta doenga, é tentador especular que a administracdo de antioxidantes deva ser
considerada como uma terapia adjuvante ou até mesmo uma terapia em potencial
para pacientes afetados pela X-ALD, inclusive para os que forem ser submetidos
ao TCH.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste estudo sobre avaliagcdo do papel da IL — 6
e do transplante de células hematopoiéticas sobre varios parametros de estresse
oxidativo em pacientes com adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X
devem ser cautelosamente considerados e confirmados com outras técnicas de
determinacdo de estresse oxidativo. Pretendemos dar continuidade a este
trabalho, investigando o efeito de outras citocinas pro-inflamatérias e do TCH
sobre outros parametros de estresse oxidativo em plasma e em eritrécitos de
pacientes X-ALD com diferentes formas clinicas, bem como estudar o efeito in
vitro de lovastatina e de alguns antioxidantes (vitaminas C e E, acido lipoico, N-
acetilcisteina) sobre parametros de estresse oxidativo em sangue total de
pacientes com X-ALD e de mulheres heterozigotas para X-ALD. Desta forma as

perspectivas especificas sdo:

e Determinar as concentragdes das citocinas pré-inflamatérias em plasma de
pacientes X-ALD com diferentes formas clinicas no momento diagndstico,
antes e apos o TCH, como:

v Fator de necrose tumoral (TNF-alfa).
v Interleucina 12 (IL 12).

v' Interferon gama.

v"Interleucina 1 beta (IL 1 beta).

v" Interleucina 6 (IL 6).

e Avaliar o estresse oxidativo em pacientes X-ALD com diferentes formas

clinicas no momento diagnostico, antes e apdés o TCH através de varios

parémetros, como:.

v" Ensaio cometa em leucdcitos.

v' Determinacdo de malondialdeido (MDA) em plasma.
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Reatividade antioxidante total (TAR) em plasma.

Status antioxidante total (TAS) em plasma.

Determinacdo de carbonila em plasma.

Medida de tiois totais (conteudo de sulfidrilas) em plasma.

Determinacao de glutationa (GSH) em eritrocitos.

DN N N N N

Atividade das enzimas: catalase, glutationa peroxidase e superoxido

dismutase em eritrécitos.

e Investigar correlacdo entre os parametros de estresse oxidativo e as
citocinas (pardmetros de resposta inflamatoria) nos pacientes X-ALD,
realizando um acompanhamento no grupo assintomatico a fim de verificar
uma possivel evolucdo fenotipica e seu comportamento quanto aos
parametros oxidativos e inflamatorios.

e Verificar o efeito in vitro da lovastatina sobre parametros de estresse
oxidativo em sangue total e fibroblastos de pacientes X-ALD e HTZ para
X-ALD.

e Verificar o efeito in vitro de antioxidantes (acido lipdico, N-acetilcisteina,
vitamina E) sobre parametros de estresse oxidativo em sangue total de
pacientes X-ALD e HTZ para X-ALD.
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8. ANEXOS

8.1 CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE

HCPA - HOSPITAL DE CLiNICAS_ DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que ¢ reconhecido pela Comissdc Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB00000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 100482
Data da Versdo do Projeto:  14/06/2011
Data da Vers&o do TCLE: 14/06/2011

Pesquisadores:

CARMEN REGLA VARGAS

LAURA BANNACH JARDIM

MARION DEON

DAIANE PERES MARCHESE
CAROLINE PAULA MESCKA
{ZABELA NETTO PEREIRA
FRANCIEL! JULIANA ROCKENBACH
ANDERSON BUKER DE OLIVEIRA

Titulo: Adrenoleucodistrofia ligada ac cromossome X: Papel das citocinas pré-inflamatérias, dos
antioxidantes e do transplante de células hematopoiéticas sobre alguns parametros de
estresse oxidativo.

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos, bemn como o seu respective
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acorde com as diretrizes e normas nacionais e
internacionais de pesquisa clinica, especialmente as Resolugbes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saude.

- Os membros da Comissdo Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa néo participaram do processo de
avaliagao dos projetos nos quals constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragdo do projeto, assim como 0s eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesquisador deverd apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatério final ac CEP/HCPA.
- Somente poderd ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo de
aprovacao do CEP/HCPA.

/ja Porto Alegre, 21 de junho de 2011.
7 f-/
" /_; ' // ,;
: Profé Naéi ’ég’;usezl
Goordgrlaﬂosaﬁgp e CEP/HCPA

|
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8.2 FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
DA COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA - CONEP

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comiss#o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS FR - 433754
Projeto de Pesquisa <
ADRENOLEUCODISTROFIA LIGADA AO CROMOSSOMO X: PAPEL DAS CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS, DOS ANTIOXIDANTES E DO
ITRANSPLANTE DE CELULAS HEMATOPOIETICAS SOBRE ALGUNS PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO
Area de Conhecimento Grupo Nivel
2.00 - Ciéncias Bioldgicas - 2.02 - Genética Grupo |l

Area(s) Tematica(s) Especial(s)
Genética Humana,

Fase
Nao se Aplica

Unitermos
X-ALD, ESTRESSE O)(IDATIVOi ANTIOXIDANTES, TRANSPLANTE, CITOCINAS

Sujeitos na Pesquisa

N° de Sujeitos no Centro Total Brasil N° de Sujeitos Total Grupos Especiais
70 70 70 Crianga e ou menores de 18 anos,
Placebo H%e?flasnsentos Wash-out Sem Tratamento !.Especifico Banco de Materiais Biolégicos
NAO NAO NAO NAO NAO
Pesquisador Responsavel
Pesquisador Responsavel CPF Identidade
Carmen Regla Vargas 393.686.370-91 3016989844
Area de Especializagdo Maior Titulagéo Nacionalidade
Bioguimica Doutorado brasileira
Enderego Bairro Cidade
rua Ramiro Barcelos 2350 - HCPA santana Porto Alegre - RS
Cédigo Postal Telefone Fax Email
90035-003 33168011 / 33316982 33168010 crvargas @hcpa.ufrgs.br

Termo de Compromisso
Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me a utilizar os materiais e dados

coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e publicar os resultados seja@j\lgavora’\@is ou nao.
Aceito as responsabilidades pela condugao cientifica do projeto acima. % h AA
oata: =i 4 OS ,2041

Assinatura
Instituicao Proponente

Nome CNPJ Nacional/Internacional
Hospital de Clinicas de Porto Alegre - HCPA 87.020.517/0001-20 Nacional
Unidads/érgéo Participagao Estrangeira Projeto Multicéntrico
SERVICO DE GENETICA MEDICA NAO NAO
Enderego Bairro Cidade
Rua Ramiro Barcellos 2350 Bonfim Porto Alegre - RS
Cadigo Postal Telefone Fax Email
90035003 (51) 21018000 51 21017640 cep@hcpa.ufrgs.br

Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares e como esta instituicdo tem condicdes para o
desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugao.

Nome:
Data: /. / Assinatura
Instituicdo Co-Particip
Nome CNPJ Nacional/Internacional
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS 92.969.856/0001-98 Nacional
Unidade/Orgéo y > Participag@o Estrangeira Projeto Multicéntrico
DEPARTAMENTO DE ANALISES DA FACULDADE DE FARMACIA NAO NAO
Enderego Bairro Cidade
Rua Paulo Gama Bonfim Porto Alegre - RS
Cadigo Postal Telefone Fax Email
90040060 (51) 3316-3051 (51) 3316-3973 ufrgs @ ufrgs.br
Termo de Compromisso
Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares.
Nome:
http://portal2.saude.gov.br/sisnep/pesquisador/folha_rosto.cfm?vcod=433754 31/05/2011
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Folha de Rosto Péagina 2 de 2

I Data: /. / Assinatura J

O Projeto devera ser entregue no CEP em até 30 dias a partir de 31/05/2011. Nao ocorrendo a entrega
nesse prazo esta Folha de Rosto sera INVALIDADA.
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8.3 TERMO DE CONSENTIMENTO - i
CONTROLES INDIVIDUOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X: Papel das citocinas
pré-inflamatdrias, dos antioxidantes e do transplante de células hematopoéticas sobre

alguns parametros de estresse oxidativo.

INDIVIDUOS CONTROLES

Vocé estd sendo convidado a participar de um trabalho cujo objetivo ¢ verificar 08
efeitos de substincias inflamatérias (por exemplo, citocinas pré-inflamat()rias), da ag#o dos
radicais livres (por exemplo, radiagio solar) e de antioxidantes (por exemplo, vitaminas,
como: Vitamina A e Vitamina C) em pacientes com doengas metabélicas herdadas
geneticamente, as guais causam danos graves 2 saiide. Também pretendemos avaliar o
efeito do tratamento utilizado rotineiramente nestas doengas sobre a agfio destas substincias
antioxidantes e dos radicais livres. Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo
como controle, ou seja, por ndo ser portador de doengas metabdlicas herdadas
geneticamente.

Para participar vocé fard exames de sangue, oS quais serdo coletados juntamente
com os que serfio utilizados para 0s testes de acompanhamento, solicitados rotineiramente
pelo seu médico. Os riscos e desconfortos causados pela coleta de material biologico para 0
estudo sdo semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de

rotina. Os dados obtidos com sua doagio sdo de importincia cientifica relevante para o
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estabelecimento de novos tratamentos para estas doengas, bem como para melhor
entendimento destas patologias. O material coletado seré tinico e exclusivamente utilizado
para fins do projeto de pesquisa, sendo reservado ao doador acesso aos mesmos.

As informag¢des individuais levantadas pela pesquisa sdo confidenciais. Os
resultados obtidos serdo agrupados e expresso através de resultados numéricos, sem
qualquer referéncia a elementos que possam identificar as pessoas que participam do
estudo.

Todas as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais serdo coberta por
verbas do préprio projeto de pesquisa, completamente gratuitas para voc€. Caso vocé queira
retirar-se em definitivo da pesquisa, tera total liberdade para fazé-lo, sem que isso
prejudique futuros atendimentos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O seu
material (sangue) coletado serd destruido e os seus dados excluidos do nosso banco de
dados.

Os pesquisadores responsdveis pelo estudo (a mestranda Francieli Juliana
Rockenbach, a Profa. Dra.Carmen Regla Vargas e a farmacéutica bioguimica Dra. Marion
Deon) estardo a disposigio para esclarecimento de qualquer divida durante todo andamento
da pesquisa no Servigo de Genética Médica do HCPA (localizado no 3° andar, Fone: 3359
8011). Ainda, para maiores informagdes sobre este ou qualquer outro projeto de pesquisa,
vocé pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (CEP/HCPA) por telefone
{33597640) ou por email {cep@hcpa.ufrgs.br).

Pelo presente Consentimento, declaro que fui informado, de forma clara e detalhada, sobre
o presente Projeto de Pesquisa e que fui igualmente informado da garantia de receber

resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida acerca da pesquisa; da

Comité de Etica em Pesquisa
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liberdade de ndo participar do estudo, da seguranca da preservagio da privacidade e de

receber uma via deste documento.

Data:

Individuo:
Responsével Legal:
Pesquisador:

Fone: 3359-8011
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8.4 TERMO DE CONSENTIMENTO - PACIENTES X-ALD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X: Papel das citocinas

pro-inflamatorias, dos antioxidantes e do transplante de células hematopoéticas sobre

alguns parametros de estresse oxidativo.

PACIENTES COM ADRENOLEUCODISTROFIA LIGADA AO X

Vocé, portador de adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD), estd
sendo convidado a participar do presente projeto de pesquisa que tem por objetivo verificar
os efeitos de substancias inflamatérias (por exemplo, citocinas pré-inflamatdrias), da acéio
dos radicais livres (por exemplo, radiagfio solar) ¢ de antioxidantes (por exemplo, vitaminas
A e C) na adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X. Também pretendemos avaliar o
efeito do transplante de medula dssea sobre estes mesmos parimetros investigados (radicais
livres, antioxidantes e substancias inflamatorias).

Os dados necessérios para a realizacio deste projeto serfio obtidos através de
entrevistas realizadas com vocé (portador de X-ALD) e/ou seus responsdveis legais, das
consultas médicas no ambulatério do Servigo de Genética Médica/HCPA e das coletas de
sangue periférico solicitadas rotineiramente pelo seu médico para realizac@io dos testes para
o seu acompanhamento clinico. £ muito importante que vocé saiba que os dados

(entrevista, dados clinicos e coleta de sangue) obtidos com sua doagdio sdo de relevante

tica em Pesquisa
GPPGIHCPA
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importancia cientifica para o estabelecimento de novos tratamentos para X-ALD, bem
como para um melhor entendimento desta doenga.

Assim, seus dados serio coletados em 3 momentos diferentes (durante o seu

diagnéstico para X-ALD; antes e apés o transplante de medula éssea, somente caso vocé
seja indicado para este procedimento ou por fazer parte do protocolo de transplante de
medula 6éssea) nos dias das suas consultas rotineiras, ndo sendo necessario o seu
comparecimento em consultas extras. Os riscos e desconfortos causados pela coleta de
sangue para este estudo sdo semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue para exames de
laboratoriais de rotina. O material coletado ser4 utilizado tinica e exclusivamente para fins
do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das informagdes obtidas e que o individuo,
ou seja, vocé terd acesso as mesmas. Cabe salientar que a sua desisténcia da participagdo
neste estudo ndo trard implicagdes ao seu atendimento clinico no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). Ainda, todas as despesas relacionadas ao custo dos exames
laboratoriais serdo cobertas por verbas do préprio projeto de pesquisa, e, portanto, serdo
completamente gratuitas para vocé.

Os pesquisadores responsdveis pelo estudo (a mestranda Francieli Juliana
Rockenbach, a Profa. Dra.Carmen Regla Vargas e a farmacéutica bioquimica Dra. Marion
Deon) estardo a disposigdo para esclarecimento de qualquer diivida durante todo andamento
da pesquisa no Servigo de Genética Médica do HCPA (localizado no 3° andar, Fone: 3359
8011). Ainda, para maiores informagdes sobre este ou qualquer outro projeto de pesquisa,
voc pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (CEP/HCPA) por telefone
(33597640) ou por email (cep @hcpa.ufrgs.br).

Pelo presente Consentimento, declaro que fui informado, de forma clara e

detalhada, sobre o presente Projeto de Pesquisa e que fui igualmente informado da garantia
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de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida acerca da
pesquisa; da liberdade de ndo participar do estudo, da seguranca da preservagdo da

privacidade e de receber uma via deste documento.

Data:

Individuo:
Responsivel Legal:
Pesquisador:

Fone: 3359-8011

Comité de Etica em Pesquisa

GPPG/HCPA
VERSAO APROVADA
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8.5 COMPROVANTE DE RECEBIMENTO DO ARTIGO INTITULADO
“INVESTIGATION OF LIPID PEROXIDATION, PROTEIN OXIDATIVE
DAMAGE AND INFLAMMATORY PROCESS [IN PLASMA FROM
ASYMPTOMATIC AND CHILDHOOD CEREBRAL X-LINKED
ADRENOLEUKODYSTROPHY PATIENTS” PELO PERIODICO CLINICAL
BIOCHEMISTRY

Ms. No.: CLB-D-12-00129

Title: INVESTIGATION OF LIPID PEROXIDATION, PROTEIN OXIDATIVE DAMAGE AND
INFLAMMATORY PROCESS IN PLASMA FROM ASYMPTOMATIC AND CHILDHOOD
CEREBRAL X-LINKED ADRENOLEUKODYSTROPHY PATIENTS.

Corresponding Author: Dr Marion Deon

Authors: Francieli ] Rockenbach, Msc. student; Marion Deon, PhD; Daiane P Marchese, graduated;
Vanusa Manfredini, PhD; Giovana B Biancini, Msc; Camila S Vanzin, Msc; Carlos A Whays, Msc;
Clarissa T Habekost, graduated; Laura B Jardim, PhD; Carmen R Vargas, PhD

Dear Dr Deon,

Your submission, referenced above, has been assigned the following manuscript number: CLB-D-12-
00129

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System
as an author:

http://ees.elsevier.com/clb/
Your username is: mdeon
If you need to retrieve password details, please go to: http:/ees.elsevier.com/clb/automail_query.asp.

Thank you for submitting your work to Clinical Biochemistry.
Kind regards,

D. Jones
Administrative Support Agent [30-Mar-11]
Clinical Biochemistry

Phone: (619) 699-6218
E-mail: clbi@elsevier.com

For further assistance, please visit our customer support site at hitp://support.elsevier.com Here you can
search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more
about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need
any further assistance from one of our customer support representatives.
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