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II. Lista de abreviaturas

ABC ATP binding cassete

ABCDI ATP binding cassete, subfamilia D, membro 1.

AE Age at examination

ALDP Adrenoleukodystrophy protein

AMN Adrenomieloneuropatia

AO Age at onset of symptoms

ATP Adenina Trifosfato

C22:0 Acido Docosanéico

C24:0 Acido Tetracosandico

C26:0 Acido Hexacosanoico

CALD Adrenoleucodistrofia forma cerebral

CCALD Adrenoleucodistrofia forma cerebral infantil

CD Cluster of diferenciation

CMAP Potencial de agdo muscular composto (ou do inglés - Compound
muscle action potential

CoA Coenzima A

CPc Cortex contralateral

CPi Cértex ipsilateral

CPz Linha media do cortex

CST Corticospinal tract

DC Dorsal column

DD Duragdo da doenga (ou do inglés — duration of disease)

DNA Acido Desoxiribonucléico (ou do inglés - Deoxyribonucleic acid)

EDSS Expanded Disability Status Scale

ELOVL3 elongation of very long-chain fatty acids like3

FIM Functional Independence Measure

FTA-Abs Fluorescent Treponemal Antibody- absorption

HIV Human Immunodeficiency Virus

HMG hidroxi-3-methyl-glutaril

HTLV Human T lymphotropic virus

IE Idade ao exame

II Idade de inicio dos sintomas

JOA Japanese Orthopaedic Association Scores System

MEP Potencial Evocado Motor (do inglés — motor evoked potential)

m-NCV Velocidade de conducao motora (ou do inglés - Motor nerve
conduction velocity

mRNA Acido Ribonucléico mensageiro (ou do inglés — Messenger
Ribonucleic acid)

NADPH Fosfato dinucleo6tido de nicotinamida e adenina (ou do inglés -
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

NSE Enolase

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

SAHA Acido suberoilanilido hidroxamico (do inglés - suberoylanilide
hydroxamic acid)

SEP Potencial evocado sensitivo (ou do inglés — sensory evoked potencial)

SNAP Potencial de agdo sensitivo (ou do inglés — sensory nerve action



SNC
s-NCV

SSER
SSPROM
VDRL
VEP
VLCFA

X-ALD

potencial)

Sistema Nervoso Central

Velocidade de condugdo sensitiva (ou do inglés —(Sensory nerve
conduction velocity)

Potencial Evocado Somatossensitivo (ou do inglés - Somatosensory
evoked responses

Progressive Myelopathy Score System

Venereal disease research laboratory

Potencial evocado visual (ou do inglés — visual evoked potential)
Acidos Graxos de Cadeia Muito Longa (do inglés — very long chain
fatty acids)

Adrenoleucodistrofia Ligada ao X (ou do inglés X-linked
Adrenoleukodystrophy)



III. Resumo

A Adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD) ¢ uma doenca hereditaria dos
peroxissomos causada por mutagdes no gene ABCDI -ATP-binding cassete (ABC),
subfamilia D, membro 1- um meio transportador peroxissdmico: a proteina da
adrenoleucodistrofia (ALDP). Bioquimicamente, a X-ALD ¢ -caracterizada pelo
acumulo de é4cidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) e pelo impedimento parcial
da B-oxidagdo destes lipideos no peroxissomo. O espectro clinico masculino varia desde
insuficiéncia adrenal isolada, mieloneuropatia lentamente progressiva (AMN) a
desmilelinizag¢do cerebral generalizada. As heterozigotas sintomaticas desenvolvem um
quadro degenerativo e lentamente progressivo similar a AMN masculina. Por
apresentarem a forma “pura” AMN, as heterozigotas foram escolhidas como modelo de
estudo da mieloneuropatia da X-ALD. Estudamos uma coorte de 33 heterozigotas em
relacdo a suas manifestagdes neurologicas e neurofisiologicas e correlacionamos a
idade, duracdo da doenga, tipos e localizagdo das mutagdes, padrdo de inativagdo do
cromossomo X ¢ através de um marcador de dano neuronal: a Enolase (NSE). Métodos:
39 heterozigotas previamente diagnosticadas em nossa institui¢do foram convidadas a
participar e, apds o consentimento, 37 realizaram o screeming inicial. Quatro foram
excluidas por apresentarem outras possiveis causas de mieloneuropatia. Trinta e trés
foram incluidas no grupo final e avaliadas através de duas escalas clinicas para
mielopatia (JOA e SSPROM), de estudos de neuroconducdo periférica (NCS) e de
potenciais evocados somatossensitivos (SEP). O padrao de inativacdo foi estudado
através do ensaio de metilacgio HUMARA e a NSE medida através de ensaio de
eletroquimiluminescéncia. Os dados foram correlacionados com variaveis demograficas
e tipo e posicdo da mutacdo. C26:0 e C26:0/C22:0 previamente coletados também
foram analisados. Resultados: 33 mulheres (29 sintomaticas) foram avaliadas.
Sintomaticas e assintomaticas tinham diferencas significativas (m+dp) em relagcdo a
idade (43.9 = 10.2 VS 24.3 + 4.6), JOA (14.5 £ 1.7 VS 16.6 £ 0.2) e SSPROM (86.6+
7.9 VS 98.4 + 1.1) escores (p<0.05). Ambas, JOA (r = -0.68) e SSPROM (r = -0.65)
correlacionaram-se com a idade independente do estado sintoméatico (p = 0.0001,
Spearman). Nao houve achados importantes nos NCS, exceto pela amplitude do nervo
fibular superficial com a idade ao inicio dos sintomas (rs = 0.55, p = 0.015). De todas
heterozigotas, 72% apresentaram laténcias prolongadas na condugdo central ascendente

dos membros inferiores avaliadas através do P40. SSPROM e P40 foram



significativamente correlacionados (rs = -0.47, p = 0.018). Os tipos e posicdes das
mutacoes e o padrao de lyonizagdo nao foram associados ao estado da doenca. Os
valores de NSE foram diferentes entre as heterozigotas e controles (129 + 7 e 7.2 £ 7
pg/l p = 0.012, Mann-Whitney U). Os valores dos VLCFA eram diretamente
proporcionais ao aumento da idade da paciente no momento da coleta. Discussao:
manifestagdes neurologicas correlacionam-se claramente com a idade e foram bastante
comuns na presente coorte. Nao houve explica¢cdes moleculares sobre porque algumas
mulheres sdo mais afetadas que outras. Ambas, JOA e SSPROM foram capazes de
discriminar as assintomaticas das sintomaticas. As escalas, o P40 e a NSE podem ser
ferramentas uteis para acompanhar a progressao da doenca em futuros estudos. Os
achados neurofisiologicos reforcam a idéia prévia de que a doenga neuroldgica nas
mulheres acomete predominantemente as vias medulares com padrao ascendente e que

o0 inicio dos sintomas possa ser simplesmente uma questdao de tempo.



IV. Abstract

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is an inherited peroxisomal disorder caused
by mutations in the ABCDI gene - ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCDI,
subfamily D, member 1- a peroxisomal half transporter: the adrenoleukodystrophy
protein (ALDP). Biochemically, X-ALD is characterized by accumulation of very long-
chain fatty acids (VLCFA) and partially impaired peroxisomal B-oxidation. The clinical
spectrum in males with X-ALD ranges from isolated adrenocortical insufficiency and
slowly progressive myeloneuropathy (AMN) to devastating cerebral demyelination. The
symptomatic heterozygotes develop a slowly progressive degenerative picture similar to
the male AMN. Due to the “pure” AMN presentation of the heterozygotes, they were
chosen as our model of X-ALD myeloneuropathy. We studied a cohort of 33 X-ALD
heterozygotes in regards to their neurological and neurophysiological manifestations
and correlated them with age, disease duration, types and position of mutations, X
inactivation pattern, and the serum concentration of a neuron damage marker: Enolase
(NSE). Methods: 39 heterozygotes previously diagnosed in our institution were invited
to participate and, after consent, 37 went through the initial screening. Four were
excluded due to the presence of other possible causes of myeloneuropathy. Thirty three
were evaluated through two clinical scales for myelopathy (JOA and SSPROM);
peripheral nerve conduction studies (NCS) and somatosensory evoked potentials (SEP).
The inactivation pattern was tested by HUMARA methylation assay, and serum NSE
was measured through eletrochemiluminescent assay. The data was correlated with
demographic variables and type and position of the mutation. C26:0 and C26:0/C22:0
ratios were also analyzed. Results: 33 women (29 symptomatic) were analyzed.
Symptomatic and asymptomatic women presented significantly different m+sd ages
(43.9+10.2 vs 24.3 £4.6),JOA (14.5+ 1.7 vs 16.6 = 0.2) and SSPROM (86.6+ 7.9 vs
98.4 + 1.1) scores (p<0.05). Both JOA (r = -0.68) and SSPROM (r = -0.65) correlated
with age, irrespectively of the disease status (p = 0.0001, Spearman). There were no
remarkable findings on NCS except for the fibular superficial nerve amplitudes that
correlated with age at onset of symptoms among the heterozygotes (rs = 0.55, p =
0.015). Of all heterozygotes, 72% presented delayed latencies in the central ascending
conduction studies from the lower limbs: P40. SSPROM and P40 latency were
significantly correlated (rs = -0.47, p = 0.018). Types and positions of mutations and
inactivation pattern were not associated with the disease status. NSE values were

different between heterozygotes and controls (12.9 £ 7 and 7.2 = 7 pg/l p = 0.012,



Mann-Whitney U). The higher the VLCFA levels and the more skewed the inactivation
pattern as the older the women were at the time of the VLCFA sample collection.
Discussion: neurologic manifestations clearly correlated to age and were quite common
in the present cohort. There were no molecular clues to explain why some women were
more affected than others. Both JOA and SSPROM scales were able to discriminate the
asymptomatic from the symptomatic heterozygotes. Both scales plus P40 latency and
NSE might be useful tools to follow the disease progression in future studies. The
neurophysiologic findings supported the previous idea that the neuronal disease in the
women has a predominant spinal cord involvement with an ascending pattern and that

the beginning of symptoms might be a matter of time.
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V. Introducao

1. A Adrenoleucodistrofia Ligada ao X

A adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD — OMIM 300100) ¢ uma doenca genética
do metabolismo dos peroxissomos. Nessa condi¢do, a degrada¢do dos acidos graxos de
cadeia muito longa saturados (ou VLCFA, do inglés very long chain fatty acids)
encontra-se impedida ou muito limitada (Moser, 1997). Uma seqiiéncia de estudos
estabeleceu os mecanismos basicos da doenga. Usando cromatografia planar, foi
demonstrado um aumento no colesterol esterificado na substancia branca e cortex dos
lobos occipitais e parietais (Forsyth et al., 1971) de pacientes X-ALD. Estudos de
microscopia eletronica observaram estrias atipicas nas células adrenocorticais
consistentes com lamelas intracitoplasmaticas e inclusdes lipidicas lamelares. Estas
inclusdes lipidicas também foram encontradas nos testiculos, células de Schwann e
macrofagos cerebrais de pacientes X-ALD (Powers et al.,1974). Este material
encontrado nas adrenais e substancia branca cerebral era resistente a extragdo com
acetona e etanol, mas muito solivel em solventes monopolares como hexano e
cloroformio (Johnson et al., 1976). Analises subseqiientes demonstraram que as
inclusdes continham colesterol, fosfolipideos e gangliosideos esterificados com acidos
graxos de cadeia muito longa (Igarashi et al., 1976). O defeito de oxidacdo dos
VLCFAs foi demonstrado através de carbonos radiomarcados nos quais a oxidagdo do
C24:0 e C26:0 nos fibroblastos estava reduzida em pacientes X-ALD enquanto a de
C16:0 era normal (Singh et al., 1981). Com o aprofundamento dos estudos, ficou claro
que a X-ALD afeta principalmente a coértex adrenal, a mielina do Sistema Nervoso
Central (SNC) e os axdnios centrais e periféricos dos homens hemizigotos (Geel et al.,

2001).
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O defeito de B-oxidacdo na X-ALD ¢ diretamente ligado a disfungdo do ABCDI. Isto
foi evidenciado ao bloquear-se a fung¢do do ABCDI em fibroblastos de controles
através de um anticorpo especifico e, com isto, obter-se a reducdo da B-oxidacdo a

niveis observados em fibroblastos de pacientes X-ALD (Wiesinger et al., 2013).

2. Aspectos moleculares da X-ADL

O defeito genético da X-ALD foi mapeado no cromossomo Xq28 através de estudos de
ligagdo com o gene G-6-PD (Migeon et al., 1981) e marcadores polimorficos (Oberle et al.,
1985; Aubourg et al., 1987). Através de clonagem posicional, o gene foi clonado e
originalmente chamado de gene da adrenoleucodistrofia (Mosser et al., 1993). O gene da X-
ALD, denominado ABCD1 contém 10 éxons e que ocupa 19.9 kb do DNA gendémico no
brago longo do cromossomo X (Xqg28). A ABCDI ¢ uma proteina cassete ligadora de ATP
(ABC) da mesma categoria de proteinas transportadoras ABC (Kemp et al., 2011).

Muitas mutacdes foram identificadas (Kemp et al, 2001, Pereira et al, 2012). A maioria
delas (58%) € privada, ou seja, ndo ¢ observada fora de uma unica familia. A mutagdo mais
comum ¢ uma delecdo AG dos nucleotideos 1801-1802 no éxon 5. Essa mutacdo acontece
em 12% das familias e em todos os grupos étnicos. Das mutacdes descritas, 51% sdo perda
de sentido (do inglés — missense), 28% sdo mudancas de matriz de leitura (do inglés —
frameshift), 12% sdo sem sentido (do inglés — nonsense), 6% sao inser¢des ou delegdes e
3% sdo grandes delecdes. As mutagdes missense foram encontradas em todo o gene, mas os
locais mais comuns foram o do dominio da membrana e o do dominio de ligagdo ao ATP, o
que enfatiza a importancia desses dominios na fun¢do da proteina ALD (http:/www.x-
ald.nl).

Nao ha relagdo direta entre o tipo de mutacdo no ABCDI1 e o fenotipo clinico. Isto foi

constatado com base em algumas observagdes como: todos os fendtipos clinicos podem
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ocorrer em uma mesma familia (Berger et al., 1994); mutagdes que sabidamente causam
uma perda completa da ALDP, como grandes delegdes, podem ser associadas a diferentes
fenotipos, mesmo com a forma AMN de inicio tardio (Smith et al., 1999); a delecdo
idéntica de dinucleotideos no éxon 5 pode levar a diferentes espectros clinicos (Smith et al.,
1999; Kemp et al.,, 1994) e; gémeos monozigéticos foram descritos com fenodtipos

completamente diferentes (Korenke et al., 1996).

3. A proteina da X- ALD

O produto normal do gene ¢ uma proteina estrutural, chamada proteina da
adrenoleucodistrofia (ALDP), contém 745 aminoacidos e localiza-se na membrana do
peroxissomo (Mosser et al, 1993). A ALDP representa estruturalmente um meio
transportador com um dominio transmembrana hidrofébico ¢ um dominio hidrofilico
ligador de nucleotideos. Ela, presumivelmente, necessita se dimerizar para formar uma
unidade funcional (Higgins et al., 1992). Trés outros meio-transportadores estruturalmente
similares a ALDP foram identificados: ALDRP “ALD-related protein” (Lombard-Platet et
al., 1996; Holzinger et al., 1997) , PMP70 (Shani et al., 1997) e P70R ou PMP69 (PMP70
related protein) (Holzinger et al., 1997; Shani et al., 1997). A liga¢do de dois dimeros cria
um transportador funcionalmente ativo, no qual os dois dominios de membrana formam um
canal através do qual o substrato ¢ transportado. Acredita-se que a combinagdo dos
componentes individuais ¢ que d4 a especificidade ao transportador e assim, a ALDP
poderia formar um homodimero ou ligar-se com os outros trés transportadores ABCs
adicionais: PMP70, P70R e a ALDR, com os quais poderia formar heterodimeros (Moser,
1997).

A ADLP estda ausente em 70% dos pacientes X-ALD. Por razdes ainda ndo

compreendidas, mesmo mutacdes missense podem causar auséncia total do produto
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génico e ainda assim ndo predizerem o fenotipo do paciente. A principal anormalidade
bioquimica ¢ o acumulo de VLCFA, em especial os de 26 carbonos (4cido
hexacosanodico) e¢ 24 carbonos (acido tetracosanoico). A beta-oxidagdo dessas
substancias dé-se comumente dentro dos peroxissomos. Supde-se que o defeito
estrutural (ou a auséncia) da ALDP impeca o transporte desses VLCFA para dentro ou
para fora dos peroxissomos, limitando, assim, sua degradacdo (Moser et al, 1997). No
entanto, alguns estudos ndo puderam encontrar alteragcdes na p-oxidacdo em tecidos de
camundongos deficientes em ALDP (McGuinness et al., 2003; Oezen et al., 2005) o que
levanta a questdo da participacdo direta da ALDP na degradacao dos VLCFA.

A expressao da ALDP foi investigada em tecido e linhagens celulares de camundongos
(Troffer-Charlier et al., 1998) e em tecidos humanos (Mosser et al., 1993) e mostra um
predominio na glandula adrenal, rim, pulmao e musculo. Através de imunoistoquimica
foi evidenciada sua expressdo cerebral e o aumento de niveis de ALDP em
oligodendrocitos em trabalho de remielinizagdo e astrocitos em atividade (Fouquet et
al., 1997). Estudos de expressdo mostram forte presenca de RNA mensageiro (mRNA)
na glandula pituitaria, adrenais, testiculos, figado, rins, trato digestivo, musculos
cardiaco e esquelético, pele, placenta e cérebro fetal. Enquanto amostras de cérebro de
adultos como um todo ou separadamente do cortex cerebral, do putamen, do globo
palido, do caudado, do cerebelo e da medula apresentaram mRNA baixos (Hoftberger et
al., 2007).

Uma das importantes questdes para entender a funcionabilidade da ALDP ~e seu padrao
de dimerizacdo: como homodimeros ou heterodimeros com um complementar
especifico ou, ainda, com diferentes complmenteares em diferentes tecidos de acordo
com a necessidade e disponibilidade do outro meio transportador ABC. Provavelmente

a maioria dos tipos celulares apresenta pelo menos pelo menos 2 transportadores ABC
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diferentes (Berger et al., 1999; Fouquet et al., 1997). Em 1999, foi demonstrado que
tanto homo quanto heterodimerizagdo ocorre nas metades C-terminal de ALDP,
ALDRP e PMP70. Duas mutagdes causadoras de doenga encontradas na metade C-
terminal da ALDP (P484R e R591Q) afetam tanto a homo quanto a heterodimerizagao
da ALDP (Liu et al, 1999). Estudos de co-imunoprecipitagio demonstraram
homodimeriza¢do da ALDP e heterodimerizagdo da ALDP com ALDRP ¢ PMP70 (Liu
et al., 1999; Smith et al., 1999) e heterodimerizagado da ALDRP ¢ PMP70 (Liu et al.,

1999).

4. Fisiopatologia da X-ALD

A alteragdo bioquimica principal da X-ALD, como mencionado anteriormente, ¢ o
acimulo de VLCFA, especialmente o 4cido hexacosandico (C26:0) e o tetracosandico
(C24:0) (Igarashi et al., 1973). A maior parte dos acidos graxos em humanos sio acidos
graxos de cadeia longa, com 16-18 carbonos. Eles sdo o produto final do complexo
citosOlico de sintese de acidos graxos que utiliza acetil-CoA, malonil-CoA e
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) para alongar os 4cidos graxos
em incrementos de dois em dois carbonos (Colli et al., 1969; Smith, 1994; Wakil,
1989). A sintese de VLCFA saturados, monoinsaturados e poliinsaturados ocorre no
citosol (Cook et al. 1992). O enlongamento dos acidos graxos requer quatro passos
essenciais: condensagdo entre acil-CoA e malonil-CoA para formar 3-cetoacil-CoA;
redu¢do usando NADPH para formar 3-hidroxiacil-CoA; desidratagdo para trans-2-
enoil-CoA e; redugdo ao acido graxo completamente enlongado-acil-CoA. A reacdo de
condensacdo inicial ¢ catalizada por uma enzima chamada elongadora de acidos graxos
muito longos (ou do inglés elongation of very long-chain fatty acids - ELOVL) e ¢ uma

etapa limitante da reagdo (Cinti et al., 1992). Sete enlongases foram identificadas em
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mamiferos até o momento e sdo designadas ELOVL 1-7. Cada reacdo subseqiiente ¢
catalizada por uma enzima unica (Moon et al., 2003) o que suporta a teoria de que as
enlongases sdo especificas e podem ser futuros alvos para a reducdo ou desvio da
produgdo de VLCFA.

Sinais de estresse oxidativo e modificagdo da estrutura cerebral em fungdo da presenca
excessiva de VLCFA foram documentados em estudos postmortem assim como em
fibroblastos, plasma e células sangiiineas de pacientes X-ALD. Grandes aumentos de
proteinas nitrosiladas, 6xido nitrico e produtos de peroxidagao de lipideos foram vistos
nas lesdes neuroinflamatorias de pacientes com a forma cerebral de X-ALD associadas
a astrocitose e microgliose. A manganés-superoxido dismutase, uma enzima
mitocondrial que aumenta em resposta ao estresse oxidativo, foi detectada em niveis
aumentados através de imunoistoquimica nas células de pacientes X-ALD (Powers et
al., 2005). A peroxidagdo de lipideos ndo foi somente reportada no sistema nervoso
central. Andlises de substancias reativas de 4cido tiobarbitirico no plasma de pacientes
X-ALD com a forma cerebral, AMN e heterozigotas também foram detectadas (Deon et
al., 2007). Foi demonstrado que o C26:0 em excesso diretamente aumenta a producao e
espécies reativas de oxigé€nio, depleta a glutationa reduzida e diminui o potencial de
membrana da mitocondria (Galea et al., 2012) e isto ndo ¢ restrito ao &cido
hexacosandico, um excesso de C26:1, também elevado na X-ALD, pode gerar espécies
reativas de oxigénio em fibroblastos de humanos (Fourcade et al., 2010).

Quanto a resposta inflamatoria, dados sugerem um predominio de citocinas Thl
mediadas, implicando um maior papel da imunidade celular sobre a humoral. Além
disso, células CD8+ notadas de forma proeminente nas lesdes cerebrais da X-ALD sao
células T de tolerancia. O CDI1, que tem a especial capacidade de apresentar lipideos

como antigenos, ¢ altamente expressado em lesdes cerebrais X-ALD e nos traz a
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questdo do papel dos VLCFA e dos componentes da mielina funcionarem como

antigenos na X-ALD (Hudspeth and Raymond, 2007).

Ao nivel subcelular, a X-ADL apresenta achados patologicos comuns de dano neuronal
como as inclusdes citoplasmaticas lamelares nos macrofagos cerebrais, células de
Schwann, células de Leydig e células do cortex adrenal. As inclusdes lamelares
consistem de colesterol esterificado com VLCFA (Igarashi et al., 1976). No entanto,
devemos reiterar que existem duas formas bastante definidas de envolvimento neuronal:
as formas mieloneuropaticas e a forma cerebral.

Das formas nao-cerebrais, a AMN aflige a quase totalidade dos hemizigotos
sobreviventes e consiste em axonopatia distal com degeneragdo mielinica secundaria
iniciando pela regido distal do axdnio e mielopatia. Ela ¢ muito menos estudada do que
a forma desmielinizante, embora seja a apresentacdo quase universal das heterozigotas
sintomaticas.

A marca da AMN ¢ a axonopatia com microgliose, no entanto, sem mudancas
significativas da mielina (Powers et al., 2000). Alguns estudos com as formas ndo
cerebrais foram realizados, como a AMN avaliada em um paciente através de medidas
de difusdo com anisotropia fracionada que evidenciou dano na integridade axonal no
sistema coluna dorsal-leminisco medial e no trato cortico-espinhal comparado a
controles. As anormalidades no trato cortico-espinhal eram mais severas do que as
vistas no sistema coluna dorsal-leminisco medial. Isto pode ser devido a contribui¢do do
leminisco medial que ¢ mais poupado nas axonopatias distais devido a sua natureza
transinaptica (Zackowski et al, 2006).0s neur6nios motores parecem ndo ser
primariamente afetados enquanto o ganglio dorsal apresenta atrofia e inclusdes lipidicas
anormais nas mitocondrias (Powers et al., 2001). Inclusdes trilamelares sdo observadas

nas células de Schwann em pacientes AMN (Grainger et al., 2010).
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Camundongos knockout para Abcdl desenvolvem um fenotipo semelhante 8 AMN, mas
ndo a forma desmielinizante cerebral (Pujol et al., 2002). O aparecimento de sintomas
nos camundongos Abcd1 knockout se da ao redor de 16 meses, mas e registro de dano
oxidativo em proteinas da medula j& ¢ visto aos 3 meses (Fourcade et al., 2008). Entao,
presume-se que o dano oxidativo nos oligodendrocitos ¢ um importante fator iniciador
da disfun¢do axonal na X-ALD (Deon et al., 2007). Fato corroborado pelo achado da
capacidade de antioxidantes diminuirem o estresse oxidativo e degenera¢do axonal
medular nestes camundongos a nivel celular (Lopez-Erauskin et al., 2011) e em testes
clinicos com estes camundongos (Fourcade et al., 2010). Isto reforca a capacidade do
C24:0 e C26:0 induzirem estresse oxidativo e terem um importante papel na patogénese
de leucodistrofias peroxissomicas (Wanders and Waterham, 2006). Novamente, estudos
em camundongos knockout Abcdl e Acoxl através de silenciamento de RNA
comprovaram a capacidade de inducdo de estresse oxidativo por C24:0 e C26:0
(Baarine et al., 2012). E estudos recentes com camundongos Abcdl knockout mostram
dano oxidativo na medula espinhal e degenera¢do mitocondrial (Lopez-Erauskin et al.,
2012).

A forma cerebral da X-ALD (CALD) aflige ao redor de 40% dos hemizigotos. Na qual
as lesdes encefalicas sdo as dominantes e incluem desmieliniza¢do extensa na
substdncia branca periventricular (especialmente nas 4reas parieto-occipitais),
cavitagdes e infiltrados linfociticos perivasculares (Moser, 1997). Ao contrario da
substancia branca, as fibras em U e o cortex sdo poupados (Powers et al.,1998). As
alteracdes patologicas da forma cerebral infantil lembram aquelas vistas na Esclerose
Multipla. Ambas sdo caracterizadas por quebra da mielina enquanto os axonios sdo
relativamente poupados, acimulos de ésteres de colesterol e infiltrado inflamatério

perivascular com quebra da barreira hematoencefalica. Contudo a X-ADL difere da
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Esclerose Multipla pelo envolvimento extenso e continuo dos hemisférios cerebrais,
pela localizagdo posterior do infiltrado inflamatdrio e pelo diferente padrao de produgao
de citocinas (Van Geel et al, 1997).

No sistema nervoso central, a ALDP ¢ expressa principalmente nos oligodendrocitos,
micréglia, astrécitos e células endoteliais (Fouquet et al., 1997), mas ndo nos neurénios
com exce¢do do hipotdlamo, nucleo basal de Meynert, substancia cinzenta
periarquedutal e no locus ceruleus (Hoftberger et al., 2007).

Apesar dos oligodendrécitos e axdnios serem alvos evidentes na forma cerebral da X-
ALD, ha a sugestdo de que o processo inflamatdrio ndo se limita a apenas alguns tipos
celulares e o dano nos oligodentrdcitos pode ser aumentado pela injuria da microglia
circunjacente via resposta inflamatéria (Eichler et al., 2008). A desmielinizagdo cerebral
resulta da ativacdo de astrocitos e morte dos oligodendrdcitos (Moser et al., 2001; Singh
et al., 2010). Estudos in vitro demonstraram que o silenciamento lentiviral do Abcdl em
astrocitos humanos e oligodendrocitos de camundongos resultou em reducdo da -
oxidacdo, acumulo de VLCFA e alteragdo da homeostase mitocondrial (Singh et al.,
2013).

O envolvimento inflamatério visto nas formas desmielinizantes também parece ndo ser
restrito a estas. Com o mesmo modelo animal de X-ALD, camundongos knockout
Abcdl, viu-se a desregulacdo de vias de sinalizacdo de fosforilagdo oxidativa,
adipocitocina e insulina, turnover e sintese de proteinas, respostas pro-inflamatorias
NFkappa B-mediadas, respostas inflamatorias relacionadas ao TGF beta e vias de
receptores Toll-like presentes na AMN (Schluter et al., 2012).

As duas formas neuronais da X-ADL, portanto, apresentam destrui¢do da mielina em
diferentes graus e correspondem a fisiopatologias distintas. A identificacdo de

biomarcadores associados a algum dano especificamente neuronal ou mielinico ¢ uma
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meta importantissima da pesquisa relacionada a X-ALD. Um biomarcador associado ao
dano mielinico poderia identificar os meninos que desenvolverdo a forma cerebral em
estagios pré-clinicos, e com isso antecipar medidas terapéuticas e evitar insultos
irreversiveis. Biomarcadores associados ao dano neuronal poderiam esclarecer a
fisiopatologia da doenga e ajudar a reconhecer agentes farmacoldgicos mais eficazes

para essa condicao.

5. Os VLCFA e a X-ALD.

A associagdo entre AMN e VLCFA ¢ clara, mas permanece incerto se a anormalidade
nos VLCFA estd diretamente relacionada a causa da neuropatologia ou fatores
patogénicos secundarios sdo necessarios € o aumento de VLCFA ¢é um epifendmeno. Ha
evidéncia de que o acimulo de VLCFA tem um efeito deletério na estrutura e fungdo da
membrana, mas a grande variabilidade de fenodtipos da X-ALD mesmo dentro das
mesmas familias e a falta de correlagdo entre as concentragdes dos VLCFAs e as
apresentacdes neurologicas sugerem que fatores além do acumulo dos VLCFAs estao
envolvidos (Knazek et al., 1983 e Ho et al., 1994). Nao foi possivel ainda estabelecer
uma relacdo direta entre as concentragdes de VLCFA e alteragdes na conducio
periférica (Chaudhry et al., 1996). Estudos demonstraram que a presenca de C26:0
perturba a estabilidade da membrana celular (Ho et al., 1995). A mielina normal contém
principalmente acidos graxos de cadeia longa (16 a 20 carbonos). Em contraste, a
mielina cerebral de pacientes X-ALD contém grandes quantidades de VLCFA. Avalia-
se que a presenca destes VCLFA em grande quantidade na mielina cerebral possa
interferir em sua funcdo através de diversos mecanismos como o desdobramento da

camada de mielina, indugdo da apoptose dos oligodendrécitos resultando em ativacdo
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glial e secrecdo de citocinas ou alteracdo da funcdo da membrana pela presenca de
maior quantidade de VLCFA (Singh et al., 1992).

Os VLCFA estao presentes em diferentes lipideos em pacientes X-ALD, mas a maior
quantidade ¢ encontrada nos gangliosideos, fosfatidilcolina e fracdes de ésteres de
colesterol.

Em cérebros normais, gangliosideos contendo VLCFA sd3o virtualmente ausentes
(Pestronk et al., 1991) e, portanto, podem estar envolvidos na ativagdo do sistema
imune na X-ALD. Apesar de ainda ndo clara a participagdo dos niveis de VLCFA, os
locais de acumulo e quantidades podem estar diretamente ligados a severidade da
doenca (Asheuer et al., 2005). Além do fator ativag@o do sistema imune, como discutido
anteriormente, os VLCFA tem sido cada vez mais implicados no estresse oxidativo

envolvidos na fisiopatologia da doenga.

6. A apresentacao clinica da X-ALD

As apresentagdes clinicas da X-ALD sao bastante amplas. Comumente o diagnostico da
familia ¢ iniciado por um hemizigoto com a forma cerebral. A incidéncia minima
estimada para os recém-nascidos homens na regido sul do Brasil ¢ de 1:35.000 (Jardim
et al, 2010). Sua variabilidade fenotipica ¢ muito alta e ndo pode ser prevista nem pelos
niveis dos VLCFA nem pela historia familiar (Moser, 1997, Mahmood et al, 2005), o
que significa que ndo se pode correlaciona-los a quaisquer genotipos mesmo dentro de
uma mesma familia. Trés fenotipos principais podem ser reconhecidos entre os
individuos do sexo masculino: a forma cerebral infantil, a adrenomieloneuropatia ¢ a

forma Addison only. Estes fendtipos podem existir isoladamente ou em combinagao.
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6.1 Forma cerebral infantil (CCALD), -caracterizada por areas de
desmielinizagdo, geralmente progressiva, que antecedem os sintomas e progridem até

envolver todo o telencéfalo (Aubourg, 1996).

6.2 Adrenomieloneuropatia (AMN), caracterizada por acometimento nervoso
medular e periférico. A abertura do quadro, comumente, se da através de sinais e
sintomas de neuropatia periférica e acometimento medular que pode ser representado
por paraparesia progressiva associada a incontinéncia urindria, a disfun¢do sexual e,
eventualmente, tetraparesia. Usualmente, inicia-se na vida adulta e ¢ de lenta progressao
(Chaudhry et al, 1996; Geel et al., 2001). O quadro mieloneuropatico normalmente ¢é

acompanhado de insuficiéncia adrenal e, portanto, chamado de Adrenomieloneuropatia.

6.3 Insuficiéncia adrenal isolada (“Addison only”), na qual o individuo se
apresenta sem evidéncia de anormalidades neuroldgicas que possam ser atribuidas a X-
ADL, mas apresenta diferentes graus de disfun¢@o ou insuficiéncia adrenal (Moser et

al.,2001) .

6.4 A apresentacgio clinica de mulheres heterozigotas

Muitas mulheres heterozigotas desenvolverdo um quadro neuroldgico na vida adulta
(O'Neill et al., 1984; Moser et al., 1993) ndo existindo até hoje nenhum marcador que

preveja qual portadora de X-ALD desenvolvera sintomas.

O quadro clinico mais comum inclui paraparesia leve a moderada e perda sensitiva nos
membros inferiores, semelhante a AMN dos hemizigotos. Contudo, os sintomas
neurologicos aprecem mais tarde na vida e progridem mais lentamente do que nos
homens (Moser et al, 1997; Van Geel et al, 1997). A percentagem das heterozigotas
sintomdticas aumenta com a idade, variando entre 16 e 53% em séries mais antigas

(Moser et al., 1991), embora em séries posteriores, ainda que sujeitas a vieses de
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recrutamento, o nimero de sintomdticas seja bem maior — por exemplo, 85% das
heterozigotas recrutadas para um estudo de neuroimagem (Fatemi et al, 2003). Esta
descrito que as alteragdes neurofisiologicas antecedem os sinais e sintomas (Restuccia

et al, 1997).

O envolvimento encefalico ¢ bem menos comum e inclui alguns relatos de déficit
cognitivo (Moser et al, 1989; Ménage et al, 1993). Ao redor de 4% das heterozigotas
podem apresenta-lo (Fatemi et al, 2003) e, quando o fazem, sdo bastante sintomaticas e
distinguiveis das AMN.

A disfuncdo adrenal ¢ incomum nas heterozigotas, embora uma reducdo subclinica na
reserva de glicocorticdides possa estar presente na maioria das heterozigotas (El-Deiry
et al, 1997).

Um estudo utilizando potencias evocados motores, somatossensitivos e auditivos de
tronco avaliou 8 heterozigotas. Apesar do pequeno numero, pode-se reafirmar algumas
impressdes anteriores: os potenciais evocados motores dos membros inferiores eram
todos anormais enquanto os de membros superiores eram normais confirmando o
predominio de envolvimento distal nas heterozigotas. As vias somatossensitivas foram
freqiientemente afetadas também com predominio nos membros inferiores (Schmidt et
al., 2000). Enquanto a neuropatia periférica ¢ um achado comum nos hemizigotos AMN
e caracteristicas tanto axonais quanto desmielinizantes podem ser vistas (Aubourg et al,
1992), ou seja, vias somatossensitivas centrais e periféricas parecem estar igualmente
acometidas (Kaplan et al, 1997), aparentemente, as vias centrais somatossensitivas em
mulheres sintomaticas sdo o foco das alteracdes causadoras dos sintomas de AMN.
Seguindo a mesma idéia, tem-se a avaliagdo através de potenciais evocados auditivo de
tronco. Os componentes I e II do potencial evocado auditivo de tronco sdo gerados nas

porg¢des periféricas do nervo acustico enquanto os componentes III, IV e V representam
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potenciais gerados nas por¢des baixas do tronco cerebral (Scherg et al., 1985). A
avaliagdo da presenca de alteragdes nos componentes III-V nas heterozigotas (Schmidt
et al, 2000) indica a presenga de lesdes nas por¢des centrais do trato acustico,
novamente sugerindo que o acometimento das mulheres heterozigotas &,
essencialmente, central. Em 1984, Tonbinatsu et al estudou duas heterozigotas
assintomaticas e encontrou intervalos N13-N20 do potencial evocado somatossenstivo
dos membros superiores aumentado na paciente mais velha, enquanto o potencial
evocado visual era normal em ambas e o potencial evocado auditivo de tronco era
alterado e sua po¢do central também em ambas as pacientes. Um estudo com 38
heterozigotas sintomaticas encontrou alteragdes nas condugdes axonais periféricas em
67% delas (Chaundry et al, 1996). J4 um estudo com um menor nimero, 5 sintomaticas
flahou em demonstrar alteracdes na conducgdo periférica (Koelman et al, 1996). Ao
estudar as condugdes centrais, Restuccia et al, 1997 encontrou Alteragdes nos SEP
tibiais em 12 das 19 mulheres estudas ¢ alteracdes dos SEP medianos em 10 das
heterozigotas estudas enquanto as condugdes periféricas eram todas normais. Estudos
subseqlientes comprovaram o acometimento central. Em 8 sintométicas estudadas, todas
apresentavam aumentos da laténcia P40 que reflete a passagem do estimulo elétrico
através da medula apos a estimulagdo do nervo tibial, j4 a medida do N20, que mede
esta mesma passagem apos a estimul¢do do nervo mediano estava alterada em 3 das 8
heterozigotas (Schmidt et al, 2001) o que sugere fortemente a natureza ascendente da
doenca. Este mesmo estudo avaliou ainda os potenciais evocados motores (que avaliam
as fibras descendentes da medula) e encontrou alteragdes em 7/8 pacientess e Potenciais
evocados auditivos de tronco (BAEP) componentes I e II que normais em todas

enquanto os componentes III e V foram anormais em 75 e 56% respectivamente. VEP
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normais em 7/8. Pillion et al, 2006 estudou 15 heterozigotas independente dos seu
estado sintomatico e encontrou aumento das laténcias [-V em 5/15 pacientes.

Um estudo com perspectiva de tratamento, mas que ainda necessita de maior nimero de
paciente e tempo de acompanhamento avaliou 5 heterozigotas através de SEP antes do
uso de Oleo de Lorenzo e 2 meses apds o uso. Antes do tratamento a laténcia do P40 era
anormal em 4/5 e o intervalo N24-P40 prolonmgado também em 4/5 enquanto os SEP
Medianos eram normais. Apds o tratamento, houve uma diminui¢do significativa da
laténcia do P40 e 1/5 paciente permaneceu dentro da faixa da anormalidade (Cappa et

al, 2012).

7. Por que parte das heterozigotas se torna sintomatica? A inativacdo do

cromossomo X.

Dois niveis de heterogeneidade sdo documentados nas mulheres heterozigotas para a X-
ALD. Primeiro, a heterogeneidade clinica, ja descrita. E segundo, a heterogeneidade
bioquimica. Quinze por cento das heterozigotas obrigatorias apresentam niveis normais
de VLCFA (Moser et al.,, 1998) A principal hipotese levantada para explicar as
manifestagdes clinicas de uma parte das heterozigotas reside no fendmeno de inativacao

do cromossomo X.

A inativagdo do cromossomo X (XCI) foi primeiramente identificada por Lyon em
1961 e resulta na inativag@o transcripcional randomica de um dos dois cromossomos X
presentes nas células normais de uma mulher no estagio inicial do desenvolvimento
(Lyon MF, 1961; Huynh KD et al, 2003; Okamoto I et al., 2004). Esse processo
permite realizar a compensacdo de dose de muitos genes ligados ao X entre mulheres,
que normalmente tém dois cromossomos X (Gartler SM e Riggs AD, 1983; Lyon MF,

1989).
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A XCI ¢ regulada por um locus localizado no cromossomo X chamado X/C (centro de
inativagdo do cromossomo X) (Avner P et al E, 2001). XIC ¢ definido como uma regiao
do cromossomo X na qual um sinal de inativagdo exerce seu efeito in cis ao longo deste
cromossomo (Hendrich BD et al., 1997). XIC determina o cromossomo X a ser
inativado e também participa do inicio do fendmeno, iniciando a repressdo da

transcri¢ao do locus X/C (Lavrov SA e Kibanov MV, 2007).

Esse fenomeno epigenético envolve RNAs ndo codificantes, transcri¢do anti-senso,
modifica¢des de histonas e metilagdo do DNA para distinguir os dois cromossomos X
geneticamente idénticos como ativos e silenciar um deles dentro do mesmo nucleo
(Erwin e Lee JT, 2008). Uma vez silenciado, mecanismos epigenéticos garantem a

manuten¢do do silenciamento nas futuras divisdes celulares.

Teoricamente, a XCI ocorre de forma aleatéria. Porém, na populacdo feminina sem
doengas ligadas ao X, 5-20% das mulheres tendem a uma inativa¢do ndo randdmica

(enviesamento) (Gale RE et al. 1997; Plenge RM et al., 1997; Lanasa MC et al., 1999).

O processo de inativagdo esté sujeito a diversas influéncias durante o desenvolvimento
normal e em resposta a patologias citogenéticas ou monogénicas. Estda bem
documentado que delecdes e duplicagdes citogeneticamente detectaveis resultam na
inativagdo preferencial do cromossomo X mutado, provavelmente devido a letalidade
celular multigénica (Thode A et al., 1988; Wells S et al., 1991). Por outro lado,
translocagdes balanceadas ou inser¢cdes resultam na inativagdo preferencial do
cromossomo X ndo mutado, presumivelmente devido a dosagem letal anormal nos

fragmentos autossomicos (Mattei MG et al., 1982).

Existem evidéncias tanto favoraveis quanto desfavoraveis. Em um relato de caso, em

uma grande série publicada apenas como resumo houve evidéncias de uma funcao
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ausente ou reduzida do cromossomo X nao-ALD (portanto, inativagdo preferencial do
mesmo) em mulheres com envolvimento cerebral ou doenca de Addison (Hershkovitz
E, Narkis G, Shorer Z, et al. 2002; Naidu S et al. 1997). Ja em um estudo caso-controle,
a inativacdo preferencial do X normal foi atribuida tanto ao acaso como a presenga de
outra mutagdo no cromossomo inativado (Watkiss et al, 1993). Ja no estudo de Salsano
et al,, 2012, com 33 mulheres, o X carregando a mutacdo no Abcdl foi expresso
preferencialmente. E hd estudos como Feigenbaum et al., 1996 com outras 15
heterozigotas, nos quais nenhum deles encontrou associagdo entre o padrdo de

inativagdo e a presenca de sintomas clinicos.

Em outro estudo caso-controle, um terco de 22 portadoras de X-ALD apresentou
inativagdes preferenciais, enquanto as inativa¢des foram randomicas em 7 parentes nao
heterozigotas e em 35 controles (Maier et al, 2002). As mulheres com inativacdes
preferenciais tinham mais sintomas. Entretanto, essas inativagdes preferenciais
encontradas nas sintomaticas tanto atingiram o cromossomo normal (o esperado), como

0 cromossomo X com a mutagdo ALD.

Devemos nos recordar de ao menos dois vieses de observagao. O primeiro € o de que os
estudos existentes analisaram as proporgdes entre clones de células periféricas
continuamente substituidas, como fibroblastos e leucocitos, e que ndo participam do
fenotipo da doenca. Padrdes de inativagdo do X em células do SNC seriam ndo somente
mais estdveis na vida, como teriam uma rela¢do direta com a degeneragdo neuronal
apresentada pelas mulheres afetadas. Esses padrdes jamais foram estudados seja em

neurdnios, seja em células gliais.

O segundo ¢ a mudanca de proporg¢des entre as duas populacdes celulares das mulheres
durante a sua vida, por conta de vantagens seletivas relacionadas a determinados

periodos do ciclo vital. Novamente, exemplos contraditorios foram encontrados na
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literatura. Migeon et al (1981) perceberam quanto mais jovens as heterozigotas X-ALD,
mais equanimes eram as proporgdes entre os clones com X mutantes e os clones com X

normais;

Finalmente, é possivel que a presenca de VLCFA intracelulares elevados seja favoravel,
neutra ou desfavordvel, de acordo com cada tipo celular. Essas diferengas tedricas
poderiam explicar os resultados divergentes, uma vez que os mesmos foram obtidos em
diferentes contextos — estudos em clones de fibroblastos ou de leucocitos, e dosagens

plasmaticas gerais.

8. Tratamento da X-ADL relevante para as mulheres.

Os estudos com Oleo de Lorenzo, uma mistura de acido oléico e erucico, acidos graxos
insaturados que diminuem o enlongamento de &cidos graxos saturados, associados a
uma dieta restrita em VLCFA demonstraram pouca eficacia em interromper a
progressao da doenga cerebral nos pacientes com prejuizo neurologico ja estabelecido.
Entretanto, alguns estudos defendem que o Oleo possa reduzir a freqiiéncia e a
gravidade das manifestacdes neuroldgicas nos meninos que o receberam desde um
periodo ainda assintomatico (Moser et al, 2002; Berger and Gartner, 2006). Um estudo
investigou o Oleo de Lorenzo como forma de prevenir ou retardar a progressdo da
forma AMN nos hemizigotos e heterozigotas. As 5 heterozigotas participantes eram
sintomaticas e apresentavam mielopatia eventualmente acompanhada de neuropatia
periférica. Duas apresentavam lesdes cerebrais desmielinizantes vistas na ressonancia
nuclear magnética. Os niveis de VLCFA foram normalizados, mas nao houve mudanga
no estado clinico nem nas lesdes cerebrais exceto por uma limitada melhora na
conducao nervosa periférica das pacientes femininas (Aubourg, 1993). Os hemizigotos

progrediram os sintomas independentemente do tratamento.
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Devido a falta de biomarcador e a lenta progressao da doenca nas heterozigotas, ¢ dificil
avaliar se ndo houve eficacia do tratamento ou somente a necessidade de maior tempo

de acompanhamento.

Um estudo através do uso de potenciais evocados visuais (VEP — do inglés visual
evoked potentials) com 26 heterozigotas usando o Oleo de Lorenzo por 2 anos mostrou
que os potenciais evocados visuais de base (que eram normais) apdés 2 anos
continuavam iguais, contudo, o Oleo de Lorenzo ndo preveniu a piora dos VEP em um
paciente hemizigoto com a apresentagdo AMN (Kaplan et al., 1993). Um estudo menor
com 3 heterozigotas sintomaticas acompanhadas por 4 anos também falhou em mostrar
melhora clinica e eletrofisiologica com o uso do Oleo de Lorenzo (van Geel et al.,
1999). Como citado anteriormente, um estudo avaliou 5 heterozigotas através de SEP
antes e apos 2 meses de uso de Oleo de Lorenzo. Antes do tratamento a laténcia P40 era
anormal em 4/5 heterozigotas e o intervalo N24-P40 prolongado também em 4/5
enquanto os SEP Medianos eram normais. Apds o tratamento, houve uma diminui¢ao
significativa da laténcia do P40 e apenas 1/5 pacientes permaneceu dentro da faixa da

anormalidade (Cappa et al, 2012).

Além do Oleo de Lorenzo, a lovastatina, um inibidor da HMG-Coa reductase que
comprovadamente reduz os niveis de VLCFA e o 4-fenilbutirato foram propostos como
possiveis agentes terapéuticos, mas sua eficacia clinica ainda nao foi demonstrada

(Kemp et al, 1998; Singh, Khan et al, 1998; Singh, Pahan et al, 1998).

Um estudo recente (Singh et al., 2013) utilizando tratamento com um inibidor da
deacetilase de histonas, o 4cido suberoilanilido hidroxamico (SAHA) corrigiu o
distirbio mitocondrial causado pelos VLCFA através da redugdo dos VLCFA e da
upregulation da expressao de Abcd2/Abcd3 e inibigdo de enzimas de enlongamento dos

VLCFA em astrocitos e oligodendrdcitos deficientes em Abcdl. SAHA também
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aumentou a expressao de ABCD2 em cultura células hipocampais. Outro estudo avaliou
a a¢do da Pioglitazona (Morat6 et al. 2013) por sua capacidade de reduzir a expressao
de ELOVL3. O ELOVL3 esta envolvido no enlongamento dos acidos graxos de cadeia
longa, ou seja, na producao endégena de VLCFA. Neste estudo, apesar da Pioglitazona
ndo ter diminuido marcadamente os niveis de VLCFA, houve uma melhora na fungao
mitocondrial sugerindo que o beneficio se d& através de outros mecanismos como o

aumento da biogénese mitocondrial e de anti-oxidantes.

Alguns estudos demonstraram que combinagdes de anti-oxidantes podem ser benéficas
em patologias associadas a estresse oxidativo (Rodriguez et al., 2007). Um grupo
avaliou camundongos Abcdl-, Abcdl- tratados com um coquetel de anti-oxidantes (o-
tocopherol, N-acetilcisteina e acido o-lipdico) e wildtype quanto a presenca de
marcadores de estresse oxidativo e dano neuronal da medula espinhal. Os resultados
obtidos mostram preven¢do do dano medular nos camundongos Abcdl- em uso dos
anti-oxidantes em comparacdo com os Abcdl-, além de manutencdo das atividades
relacionadas a integridade da medula espinhal sugerindo que este possa ser um caminho

no tratamento dos pacientes AMN (Lopez-Erauskin et al., 2011).

Estas sdo novas perspectivas de tratamento para Adrenoleucodistrofia ligada ao X, mas,
apesar dos avangos, para as mulheres heterozigotas, ndo hd, ainda, um tratamento

preconizado.

9. Possiveis Biomarcadores de dano axonal
Como ressaltado na descrig@o clinica das heterozigotas, a evolucao dos sintomas ¢ lenta
e biomarcadores sdo essenciais para avaliar a eficacia de um tratamento. Os estudos

neurofisioldgicos parecem deixar evidente que o dano medular das heterozigotas ¢



axonal, ou seja, substancias liberadas durante o danotuptra de um neur6énio poderiam

ser bons biomarcadores da progressao da doenga.
9.1 A Enolase como marcador de lesio neuronal

A enolase especifica de neurdnio (NSE) ¢ uma enzima citoplasmatica que esta
envolvida na rota de degradacdo da glicose. A isoforma yy dessa enzima ¢ encontrada
predominantemente em neuronios e células neuroendocrinas em diferenciagdo, assim
como em tumores que se originam dessas células. Uma vez que esta proteina ndo ¢
secretada, um aumento dos seus niveis no sangue e liquor parecem estar associados a
injurias que afetem a integridade das células neuronais como o que ja foi descrito no
trauma cranio encefalico, acidente vascular cerebral, epilepsia e Doenca de Machado

Joseph (Tort et al 2005).

10. Eletrofisiologia e a Adrenoleucodistrofia ligada ao X.

Como descrito previamente, AMN ¢ uma axonopatia distal que afeta a coluna dorsal e
os tratos cortico-espinhais. A literatura descreve que pelo menos 20% das mulheres
desenvolvem alteracdes neuroldgicas similares a AMN dos hemizigotos ao longo da
vida, no entanto, de mais leve intensidade e de lenta progressdao (Chaudhry et al, 1996).
Portanto, a avaliagdo destas mulheres requer tanto métodos que acessem 0s nervos
periféricos quanto a medula espinhal. A funcdo eferente central ¢ fisiologicamente
avaliada examinando os potenciais evocados motores (MEP). De fato, o estudo dos
MEPs revelou-se freqiientemente anormal em pacientes AMN. O tempo de conducao
motora central reflete essencialmente a funcdo do trato motor no sistema nervoso
central. Contudo, ndo indica o nivel no qual o trato motor esta sendo acometido: se

intracranial, extracranial ou ambos (Schmidt et al, 2001). Potenciais evocados sensitivos
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sdo especialmente uteis para a avaliacdo da fung¢do da medula espinhal. Potenciais
evocados somatossensitivos iniciam com a entrega de um estimulo elétrico no nervo
mediano na altura do punho. Um pulso suficiente para causar uma contragdo de 1-2 cm
de amplitude no halux. Com a entrega deste estimulo, salvas de potenciais de agdo
viajam pelo nervo através as fibras sensorias e motoras até o ombro, produzindo um
pico na chegada. Este pico ¢ chamado N9. No curso da conducdo, as fibras sensoérias
atravessam as raizes nervosas e entram na medula espinhal. O pulso passa, entdo, as
colunas posteriores enviando sinapses colaterais para a medula cervical. Essa atividade
central d& origem ao pico conhecido como N13. O N13 ¢ mais adequadamente medido
sobre a quinta vértebra cervical. Demais condugdes pela medula posterior ascendem
passando a decussacdo leminiscal. O pico P14 medido no escalpo ¢ gerado neste nivel.
Como a condugdo continua ascendendo, passa ao leminisco medial e ao mesencéfalo,
em seguida, ao tdlamo, um pico negativo ¢ detectado no escalpo: N18. Depois de fazer
sinapse no tdlamo e atravessar a cépsula interna, o N20 ¢ registrado sobre o cortex
somatossensitivo contralateral ao nervo mediano estimulado e corresponde a chegada
do impulso nervoso a regido somatossensitiva primaria.

A estimulacdo do nervo tibial no nivel do calcanhar da origem a uma série de eventos
semelhantes aos descritos anteriormente. Um potencial N8 pode ser detectado sobre o
nervo tibial posterior na altura do joelho. Um potencial N22 pode ser detectado sobre a
coluna lombar alta correspondendo a atividade das sinapses das fibras sensoérias
colaterais 2 medida que o estimulo entra na medula lombar. Mais rostralmente, um
potencial cervical pode ocasionalmente ser detectado sobre a coluna cervical. O P37,
um potencial de escalpo ¢ visto discretamente lateral a linha média e ipsilateral a perna
estimulada. O P37 reflete a ativacdo da area somatossensitiva primaria (fissura

Rolando). O maior pico positivo corresponde ao P40 e ¢ registrado no vértex e Cpi. O
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P40 aparece logo apés o N37 que ¢ registrado no hemisfério contralateral.
Imediatamente apds o N37, o P40 espalha-se pelo hemisfério ipsilateral e é registrado
no escalpo centro-parietal. Devido a laténcia aproximada entre o maior pico positivo
P40 (ipsilateral) e o negativo N37 (contralateral), acreditava-se que estes picos
representavam duas pontas de um dipolo (Seyal et al., 1983), com o P40 sendo
distribuido paradoxalmente no hemisfério ipsilateral (Cruse et al., 1982; Desmedt e
Bourguet, 1985;Kakigi e Shibasaki, 1992;Lesser et al., 1987;Yamada et al., 1996). Esta
lateralizacdo paradoxal foi explicada por caracteristicas anatomicas da representacdo
cortical do pé que reside na superficie mesial do hemisfério. A negatividade primaria na
superficie mesial do hemisfério projetaria um campo positivo (P40) na direcdo do
hemisfério ipsilateral ao estimulo. Contudo, varios estudos anteriores notaram uma
pequena diferenga de laténcia entre o N37 e o P40 sugerindo que sdo picos
independentes (Beric e Prevec, 1981; Desmedt e Bourguet, 1985; Pelosi et al.,
1988;Vas et al., 1981). Seguindo o P40, ha uma negatividade (N50) que mostra uma
distribuicdo muito semelhante ao P40, mas com uma area anterior maior (Valeriani et
al, 1997).

A eletroneurografia periférica ¢ uma medida da passagem de impulsos elétricos por um
determinado nervo periférico (Tankisi, 2005). O estudo de condugdo de um nervo pode
ser definido como inducdo da propagacdo do potencial de acdo no sistema nervoso
periférico e a gravagdo subseqiiente do impulso neural em uma localizagdo distante do
local de geracdo do impulso (Dumitru, 2002).

Pelo fato de predominarem os sinais de acometimento de neurdnio superior na
apresentacdo AMN, sinais clinicos de neuropatia periférica podem nao ser tdo evidentes
ao exame clinico (Chaundhry et al, 1996). Estudos de conducdo nervosa periférica,

neste caso, sdo extremamente Uteis em detectar ou confirmar o acometimento nervoso
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periférico, além de fornecer caracteristicas da patologia (axonal vs desmielinizante),
identificar o tipo de fibra envolvida (sensitiva vs motora) e definir a distribuicio e
severidade do dano. Seus principais componentes sdo a conducdo sensitiva e a
conducgdo motora. A condu¢do sensitiva mede as fibras sensorias dando informagdes
sobre a integridade dos nervos através laténcia e velocidade que marcam o tempo para o
potencial viajar através de dois pontos determinados e ¢ uma medida de condugdo ao
longo de um nervo e da amplitude medida do “baseline” ao pico, de pico-a-pico e € uma
medida do nimero de fibras conduzindo a resposta. A condu¢dao motora € um potencial
de acdo composto muscular e representa a soma de todos os potencias de acdo
musculares individuais. Os parametros registrados normalmente sdo a laténcia de inicio,
a amplitude e a duracdo da resposta de ambos os pontos. A velocidade de conducao ¢
calculada entre os dois pontos. A laténcia de inicio da resposta distal mede a conducdo
do segmento distal e ¢ uma marca de sincronia dos axonios e a amplitude ¢ uma marca
indireta no nimero de axonios conduzindo a resposta (Johnsen et al, 2000).

Estudos eletrofisiologicos com heterozigotas sugerem um padrdo predominantemente
central de acometimento neuroldgico ao contrario dos homens hemizigotos nos quais
tanto tratos periféricos como os somatossensitivos centrais parecem estar igualmente

acometidos (Kaplan PW, 1997; Aubourg, 1997 e Boureau, 1992).
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V1. Justificativas

A Adrenoleucodistrofia, entre as doengas genéticas, tem alta prevaléncia e incidéncia. O
tratamento através de transplante de medula dssea para as formas cerebrais estd bem
estabelecido. J& as formas degenerativas, tanto femininas quanto masculinas
permanecem sem um tratamento modificador do curso da doenga. Os diversos estudos
feitos até o momento caracterizam a AMN como uma doenca degenerativa com o
estresse oxidativo como candidato principal em sua fisiopatologia. Por ser de lenta
progressdo, um biomarcador ¢ essencial para acompanharmos a progressao da doenga, o
efeito de uma interven¢do e anteciparmos o inicio dos sintomas. Como o padrao de
acometimento das mulheres ¢ descrito como principalmente axonal e as mulheres
apresentam a forma AMN “pura”, ou seja, praticamente sem o risco de migragdo para a
forma cerebral, decidimos estuda-las como modelo da doenga degenerativa da X-ALD e
assim evitarmos vieses, uma vez que um hemizigoto pode estar iniciando uma forma
cerebral e ser avaliado ainda em um estagio pré-sintomatico. Para esta avaliacao,
consideramos necessaria a aplicacdo de escalas clinicas com foco em dano medular,
avaliacdes neurofisioldgicas para detectar alteragdes na condugdo nervosa mesmo em
estado pré-sintomatico e comparar os achados com os resultados das escalas clinicas,
assim como a reavaliagdo dos papéis dos VLCFA e da lyonizacao do X e por ultimo,
apos os estudos anteriores nos permitirem uma compreensao da evolucdo da AMN nas
heterozigotas, a procura por um biomarcador. Um biomarcador ¢ essencial em qualquer
doenca de lenta progressdo, pois permite acompanhar a evolucdo da doenga, prever o

inicio dos sintomas e, especialmente, planejar uma estratégia terapéutica.
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VII. Objetivos
1. Geral

Descrever as manifestagdes clinicas das mulheres heterozigotas para ALD e

correlacionar essas manifestacdes com a eletrofisiologia e os marcadores: proteina NSE.
2. Especificos

1-Descrever a propor¢do de heterozigotas afetadas versus as ndo afetadas em uma

amostra de casos identificados a partir do banco de familias ALD da nossa institui¢ao.

2- Quantificar as manifestagcdes das heterozigotas através dos escores clinicos PROMSS
— Progressive Myelopathy Score System - e a escala JOA para mielopatias
progressivas; e através dos estudos neurofisiologicos sobre as velocidades de condugao

motora e sensitiva e Potencial evocado Somatossensitivo.

3- Correlacionar o estado sintomatico, idade e o estado de heterozigose com as

concentragdes séricas da proteina NSE.

4 — Correlacionar o padrdo de Lyonizacdo do X com os sintomas clinicos e as os

estudos neurofisiologicos.

5- Avaliar a relacdo das concentracdes dos VLCFAs com os demais pardmetros em

estudo.
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Abstract

Background

Neurologic impairments in female heterozygotes for X-linked Adrenoleukodystrophy
(XALD) are poorly understood. Our aims were to describe the neurological and
neurophysiological manifestations of a cohort of X-ALD heterozygotes, and to correlate them
with age, disease duration, mutations, X-inactivation and serum concentrations of a marker of

neuronal damage, neuron-specific enolase (NSE).

Methods

All 45 heterozygotes identified in our region, with previous VLCFA and molecular diagnosis,
were invited to be evaluated through myelopathy scales JOA and SSPROM, nerve
conduction studies and somatosensory evoked responses. X inactivation pattern was tested by

HUMARA methylation assay. Serum NSE was measured by eletrochemiluminescense.

Results

Thirty-free heterozygote women were recruited: 29 (87%) were symptomatic. Symptomatic
and asymptomatic women presented different m + sd ages (43.9 + 10.2 versus 24.3 + 4.6),
JOA (14.5 £ 1.7 versus 16.6 = 0.2) and SSPROM (86.6 £+ 7.9 versus 98.4 £+ 1.1) scores (p <
0.05). Both JOA (r = —0.68) and SSPROM (r = —0.65) correlated with age, irrespectively of
the disease status (p = 0.0001, Spearman). Delayed latencies in the central ascending
conduction studies on the lower limbs were present in 72% of all heterozygotes, and
correlated with SSPROM (r = —0.47, p = 0.018, Spearman). NSE values were higher in
heterozygote than in control women (12.9 + 7 and 7.2 + 7 ng/ml, p = 0.012, Mann-Whitney

U). Mutation severity and inactivation patterns were not associated with neurologic status.
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Conclusion

Neurologic manifestations, clearly related to age, were quite common in the present cohort.
JOA and SSPROM scales were able to discriminate the asymptomatic from the symptomatic
heterozygotes. Both scales might be useful tools to follow disease progression, in future

studies.

Keywords

X-linked Adrenoleukodystrophy, X-ALD heterozygote females, X-ALD carriers, JOA,
SSPROM, Neuron-specific enolase, Evoked potentials, Nerve conduction, X inactivation,

Spastic Paraplegia.
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Background

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD, OMIM #300100) is the most common peroxisomal
disorder worldwide [1,2]. Affecting the metabolism of saturated very long chain fatty acids
(VLCFAs), X-ALD is caused by a defect in ABCD1 gene that codes for ALD protein [3], a
peroxisomal membrane protein that belongs to the ATP-binding cassette superfamily of
membrane transport proteins [4]. ABCD1 mutations give rise to obvious phenotypes in
hemizygote men, such as the classical cerebral form of ALD (CALD) and the
adrenomyeloneuropathy (AMN), among others [4].

A very limited number of studies addressed manifestations in female carriers; some authors
stated that affected women are under recognized and undertreated [5]. Early reports said that
20 to 50% of heterozygotes might present a mild to severe myeloneuropathy that resembles
AMN, this clinical picture being related to ageing [6]. The myelopathic component of AMN
is characterized by a distal axonopathy that affects the dorsal column and the corticospinal
tract [7]. Neurophysiologic studies showed central and peripheral abnormalities and
suggested the prominence of axonal dysfunction [8].

VLCFA were established a long time ago as biomarkers for X-ALD. Elevated plasma
VLCFA levels are the diagnostic gold-standard for X-ALD in men and present 15-20% of
false negative results in women, for whom a molecular investigation is the main diagnostic
tool [4].

In addition to diagnostic concerns, there are no reasonable mechanistic explanations for the
variability regarding the presence and absence of neurological impairments in heterozygote
females. Although brain VLCFA levels correlated with CALD in hemizygotes [9], plasma

VLCFA levels have never been related to X-ALD phenotypes in men and women [4]. It is
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well known that genotypes do not correlate with phenotypes, in X-ALD [4]. Skewed X
chromosome inactivation was also investigated, bringing contradictory results [10-12].
Alterations in oxidative stress parameters such as thiobarbituric acid-reactive substances [13]
have been described in female carriers, without further exploring their potential associations
with phenotypes.

Therefore, clinical and biochemical biomarkers of disease progression in heterozygotes for
X-ALD are lacking. In this sense, we aimed to describe the symptomatic status of our XALD
heterozygote cohort; to measure the neurological manifestations through myelopathy

scales JOA and SSPROM, peripheral nerve conduction studies and somatosensory evoked
responses; to measure plasma levels of a neuron disease marker, neuron-specific enolase
(NSE); and to look for associations between these parameters and independent variables such

as age, age at onset, mutations, X inactivation pattern and plasma VLCFA.
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Methods

Population and clinical evaluations

All women previously identified as heterozygotes for X-ALD, in South Brazil, were invited
to participate in this study. All had molecular analyses and VLCFA dosages performed in our
institution, as reported elsewhere [14]. To be included, they had to be over 18 years old and
give the informed consent. Exclusion criteria were the presence of any abnormality on the
following exams at recruitment: lymphocytes count, hemoglobin, erythrocytes median
corpuscular volume, sedimentation rate, vitamin B12, thyroid stimulating hormone,
proteinogram, VDRL (Venereal disease research laboratory), FTA-Abs (Fluorescent
Treponemal Antibody- absorption), antibodies anti-HTLV (Human T lymphotropic virus)
and Anti-HIV (Human Immunodeficiency Virus), oxalacetic and glutamic pyruvic
transaminases, qualitative urine test, thrombocytes, glucose and creatine.

The interview started with an open question about any disability or presence of symptoms in
the heterozygote. After that, the interviewer (CTH) described the symptoms of spasticity,
paraparesis, sensory losses and loss of sphincter control, and explained that these symptoms
could be present in heterozygote females. After that, the interviewer asked again about the
presence and age at onset (AO) of motor disability, sensory losses and/or loss of sphincter
control and the answer to this was taken into account. Heterozygote women were then
classified according to their responses; as symptomatic if complaints of neuropathic pain,
paresthesia, sphincter dysfunction or paresis were present, or as asymptomatic if these
complaints were absent. Data such as age, AO, disease duration (DD), family and ABCDI1
mutations were collected.

Neurological impairment and disability were evaluated through two myelopathy scales: the
Japanese Orthopaedic Association (JOA) [15] and the Severity Score System for Progressive

Myelopathy (SSPROM) [16]. JOA includes questions about motor disability of upper and
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lower limbs, about sensory losses and about sphincter function. SSPROM includes questions
about these same domains, plus questions about motor strength and tonus/reflexes. In this
sense, both scales measure disability as well as neurological impairment.

We elected two SSPROM domains to measure disability. SSPROM’s motor disability
domain was based on and mirrors the Overall Disability Sum Score [17], while SSPROM’s
sphincter domain was based and recapitulates the “sphincter dysfunction” domain of Kurtzke
functional systems scores [18]. An overall disability evaluation was then measured by these
two SSPROM domains (0 to 50 points; Table 1). Since a minimally important difference has

not been determined for the disability parameters so far, we have arbitrated that women with

an overall score < 47 points were already disabled.

In order to produce a “disease severity score” where the neurological impairment was
corrected by the disease duration, the SSPROM reciprocate of each woman was divided by
disease duration. This severity score was then compared among groups stratified by risk
factors such as mutation position, mutation severity, NSE and inactivation patterns.

Blood samples were taken and neurophysiological studies (described below) were performed
within 15 days of evaluation.

Neurophysiological studies

Motor and sensory nerve conduction studies in several nerves were performed in the right
side of the body (Table 2). Motor conduction velocity (m-NCV), distal latency and amplitude
for both compound muscle action potential (CMAP) and sensory nerve action potential
(SNAP) were measured according to standard techniques in which normal values were

considered within 2-SD from the mean [19].
Somatosensory evoked responses (SSER) were measured using the 10/20 electrode

placement international system and recorded according to standard techniques [19]. The

latencies of N8, P40 and N50 were recorded after tibial nerve stimulation, and N9 and N20
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after median nerve stimulation. Only P40 and N20 latencies were included into regression
analyses. Normal latency values were considered according to Chiappa [20] and based on the
patient’s height. The upper limits of normal values were given in Table 3.

Both, nerve conduction studies and SSER were performed using a Nihon —Kohden

(Neuropack S1 MEB-9400 K) 4 channel EMG/EP system.

VLCFA

Plasma docosanoic (C22:0), tetracosanoic (C24:0) and hexacosanoic (C26:0) acids were
obtained previously to the present study, and were analyzed as described by others [21].
Values of C26:0 (in um/L) and of discriminant factor 3,805(C24:0/C22:0) +
5,296(C26:0/C22:0) + 5,15(C26:0) [22] were studied in the present heterozygote females.
The discriminant factor’s value of 10.86 discriminated X-ALD heterozygote from normal
homozygote women, with 15% of false-negative results.

Enolase quantification

Serum NSE was measured using an eletrochemiluminescent assay provided by Roche
DiagnosticsR, Indianapolis, IN, a double sandwich assay that uses an antibody anti-NSE
bound with ruthenium (luminescent label). The reaction and quantification were performed
by Elecsys-2010 (Roche). No hemolyzed samples were used. The assay was carried out in
duplicate and the confidence variance was within 5%. NSE concentrations were also
measured in thirteen unrelated, normal women used as a control group.

Inactivation studies

Genomic DNA was obtained from peripheral leukocytes by the salting out procedure [23].
Xinactivation

patterns were assessed for skewing with the human androgen-receptor locus

(HUMARA) methylation assay [24]. Prior to digestion, informative women were identified

by PCR at HUMARA locus and capillary electrophoresis. For the informative women (n =
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20), digestion of 100 ng genomic DNA with the methylation-sensitive restriction
endonuclease, Hpall, and subsequent PCR amplification of the HUMARA polymorphic CAG
repeat was used to determine X-inactivation status in X-ALD heterozygotes. The degree of
chromosome X inactivation was calculated using the formula [(d1/ul) / (d1/ul + d2/u2)],
where d = digested, u = undigested sample, and the two allele peaks (1 and 2) are compared
[25]. Inactivation ratios less than 70:30 were considered random. Ratios greater than or equal
to 70:30 and less than or equal to 90:10 were considered moderately skewed. Ratios greater
than 90:10 were considered highly skewed [26].

Statistical analyses

Patient characteristics are given as mean = SD and range, when applicable. Categorical
variables were represented by absolute and relative frequencies and were compared through
Fisher exact test. The majority of continuous variables did not show a normal distribution on
the Shapiro-Wilk test, and therefore were tested by Mann-Whitney U, Spearman correlation
and, when applicable, by stepwise linear regression. Statistical significance was defined as p

< 0.05. All statistical tests were performed in PASW 18.3.
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Results

Clinical findings

Forty five heterozygote women (belonging to 25 families) had been detected by molecular
studies in our institution, from 2008 to 2013. Thirty three heterozygotes (or 73% of the total
heterozygotes detected in our region) gave their consent and were included in this study. The
another 27% (12 women) were lost: six were not found by two phone calls and letter, two
refused to participate in the study and another four fulfilled exclusion criteria. The mean + sd
ages of the 33 participants and of the 12 non-participants, in 2013, were of 41.2 = 11.9 and
40.9 + 15, respectively (ns, t test). Twenty-nine of the 33 participants classified themselves as
symptomatic and four, as asymptomatic, after learning about X-ALD symptoms in females.
Their general characteristics are present in Table 1.

Symptomatic were significantly older and presented worse JOA and SSPROM scores and
higher disability scores than asymptomatic women. Significant differences in SSPROM
scores were due to a high proportion of symptomatic females (27/29) with
spasticity/hyperreflexia; and to motor disabilities (Table 1). The auto-classification and the
disability scores did not perfectly match: normal scores in the overall disability evaluation
were obtained in all four asymptomatic but also in 15/29 symptomatic women. Overall
disability was related to SSPROM and JOA scores, but not to age, age at onset of symptoms,
neurophysiologic studies and other biomarkers (data not shown).

Among symptomatic women, although SSPROM correlated with age and DD, only DD was
maintained on linear regression (r =—0.73, p = 0.0001, Spearman; B =—1.91, EP = 0.28).
When all heterozygote women were analyzed together, the association with age was
confirmed (r =—0.65, p = 0.0001, Spearman; B =—-0.43, EP = 0,10, by Linear regression)

(Figures 1A and 1C).
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Figure 1 Associations relating JOA and SSPROM scales to independent variables age,
disease duration and somato-sensory evoked responses. (A and B) Disease duration of
symptomatic heterozygotes. (C and D) Age at examination all heterozygotes. (E)
Somatosensory

evoked responses of lower limbs of all heterozygotes.

Similar associations were found regarding to JOA. Among symptomatic women, although
JOA scores were at first correlated with age, AO and DD, only DD was significantly related
to JOA on stepwise linear regression (r = — 0.61, p <0.001, Spearman; B =—0.37; EP =
0.07). When all heterozygotes were analyzed together, JOA correlated with age (r = —0.68, p
=0.0001, Spearman; B =—0.09; EP = 0.02, Linear regression) (Figures 1B and 1D).

Mean =+ sd of disease severity, or 1 / (SSPROM x DD), among symptomatic women, were 3.7
+ 2.6. This score did not correlate with age or any other parameters.

Symptomatic classification produced more associations with independent parameters than the
disability classification, in this cohort. Due to that, it was maintained as the stratification

criteria between the present heterozygote women, when necessary.
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Nerve conduction studies

Twenty-two out of 33 heterozygotes (20 symptomatic and 2 asymptomatic women)
performed neurophysiologic studies. The others denied for personal reasons. Nineteen
(including one asymptomatic heterozygote) presented at least one altered proof. Results are
presented in Table 2.

All m-NCV and most of s-NCV were normal, and there were no correlations between NCVs
and symptomatic status, age, AO, DD, disability status, JOA, SSPROM, disease severity,
inactivation studies or plasma NSE concentrations (data not shown). Twelve out of 20
symptomatic heterozygotes showed reduced s-NCV of the median nerve, measured on the
elbow. This finding was unrelated to any variable under study (data not shown).

No evidence of generalized axonal damage was found in any of the women studied, since the
majority of CMAPs and SNAPs amplitudes were between the normal range. The amplitude
of fibular superficial nerve SNAPs correlated with AO among the heterozygotes (r = 0.55, p
=0.015, Spearman).

Somatosensory evoked responses

Twenty-five heterozygote females (including those 22 females with nerve studies) were
tested for SSE. Eighteen (17 symptomatic) presented delayed latencies in the central
ascending conduction studies starting on the lower limbs (evoked potential P40) (Table 3).
Latencies of the evoked potentials were not related to age, disability, disease severity or to
the symptomatic status of the heterozygote women (ns, Spearman and Mann-Whitney U
tests). SSPROM correlated weakly with lower limbs evoked potential latencies (r = —0.47, p

=0.018, Spearman, Figure 1E).

Mutations found in ABCD1 gene
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The mutations detected on ABCDI gene are depicted on Additional file 1: Table S1 These
mutations were stratified according to their exonic position in the gene as well as divided
according to their severity in missense or nonsense/frameshift. Mutation severity or position
did not correlate either to age at onset of symptoms or to disease severity (Mann-Whitney U

and Kruskal-Wallis, data not shown).

X Chromosome inactivation patterns

Twenty heterozygotes were informative in the technique applied to determine the inactivation
pattern. Six had a skewed inactivation pattern of 70:30 or more. Skewed inactivation was not
associated to symptomatic state (ns, Fisher exact test), disability, SSPROM, JOA, disease
severity (ns, Spearman) or AO (ns, Linear Regression). A curious trend to relate larger

skewing with age was also seen (r = 0.37, p = 0.1, Spearman).

NSE

The medium + sd values of NSE were higher in heterozygotes than in controls (12.9 + 7
versus 7.2 £ 7 ng/ml, p = 0.012, Mann-Whitney U, Figure 2). Both heterozygote and control

groups had similar ages (41.2 + 11.9 and 35.5 = 10.4 years, ns, M-W U).
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Figure 2 NSE among the X-ALD heterozygotes and the control women.

NSE was not correlated with age, either among all women or just among heterozygotes. No
correlations were found between NSE and AO, disability or symptomatic status, inactivation
studies, position of mutation in ABCD1 gene, SSPROM, JOA, disease severity, evoked

responses or other neurophysiology parameters (data not shown).

VLCFA

VLCFA had been determined at the time of diagnosis of the present 33 heterozygotes,
sometimes several years before the present evaluation. Their mean =+ sd ages at the collection
were of 30 + 11.3 (range: 7 to 43) years-old. In the case of symptomatic women, for whom
the symptom onset has been determined as year zero, blood collections were done at a —3.8 +
4.5 (range: -12 to 3) years from the start of their symptoms. Correlations of VLCFA levels
with age at the time of blood collection and with time from disease start were then tested.
There were direct correlations between age and both C26:0 and VLCFA discriminant factor

(r=0.58,p=0.011 and r = 0.60, p = 0.007, Spearman, Additional file 2: Figure S1).
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Discussion

We examined 73% of all known heterozygote women for X-ALD followed in our institution,
and detected significant clinical and neurophysiologic impairments in 87% of them. The
clinical scales JOA and SSPROM were able to differentiate symptomatic from asymptomatic
heterozygotes. Both scales were associated with DD of the symptomatic cases and with age
in the overall group. Abnormalities in somatosensory evoked responses, mostly from the
lower limbs, were quite frequent. A plasma protein related to neuronal damage, NSE, was
associated with the heterozygote state. All these might be candidates as biomarkers for
disease progression in heterozygotes for X-ALD.

Quantifying physical disability and neurologic burden is essential to understanding the
progression rate of any disease [5]. In the present report, three levels of consequences related
to the heterozygote state for X-ALD were measured: subjective perception, neurologic
impairment and disability. Being symptomatic is a yes/or/no subjective perception.
Neurologic impairment was measured by JOA and SSPROM scales, and by neurophysiologic
studies. Disability reflects dysfunctions on performance and activity; we measured it by using
specific domains of SSPROM. Disability needs an arbitrary cutoff. Disability scores obtained
in the present group were very mild. Due to that, we decided to include even small disabilities
in the dichotomic, positive group. We have then stratified heterozygote women both by their
symptomatic and disability states.

We have obtained 29 symptomatic and 4 asymptomatic women; in contrast, there were 14
disabled and 19 non-disabled women. Although the disability stratification seemed to
produce more even groups, it failed to be associated with age or with DD. In contrast,
symptomatic status correlated with age, JOA, and SSPROM; moreover, DD - in other words,
the duration of symptoms - correlated with both JOA and SSPROM. Therefore, symptomatic

classification produced more useful information than its counterpart (disability).
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Neurological impairment was better evaluated by clinical scales than by neurophysiology.
Both JOA and SSPROM scales were able to discriminate symptomatic from asymptomatic
heterozygotes, with almost no overlap, correlated very well with DD in the symptomatic
group, and with age in the overall group.

The lack of any substantial alterations on peripheral neurophysiology reported here
corroborates the findings of Schmidt and Cols [8]. One interesting finding was the direct
correlation of fibular SNAP with AO. Reduced SNAP is commonly related to an inherent
susceptibility of the fibular nerve for entrapments. Why did it correlate with AO, is an issue
that deserves investigation in other heterozygotes.

After clinical scores, the SSER of lower limbs have shown the most prevalent abnormalities
in heterozygote women. Similar results have been seen by others [8,27-30] SSER of lower
limbs correlated with SSPROM and this might be taken as an external validation for
SSPROM usefulness among X-ALD heterozygotes. On the other hand, SSER were not
associated with any other measurement of disease progression like age and disease duration.
X chromosome inactivation has been studied as a modifying factor that could influence
clinical presentation in women with X linked disorders. Relating a skewed inactivation in
peripheral leukocytes to a neuronal disorder, as in the heterozygote women with X-ALD, is a
complex hypothesis. If this association would exist, at least two possible mechanisms should
be invoked: a good mirroring between neurons and leukocytes, where a skewed X
inactivation in neurons would be related to differences in clinical presentation; and/or an
intercellular mechanism, operating from skewed cells other than neurons. Differently from
some authors [12] but similar to others [11], we did not find any association between
inactivation and symptomatic status or neurological scores. We observed a trend relating an
increased skewing with age, which is in accordance with literature [31].

VLCFA also increased with age, at least in this cohort, whose blood collections had been
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done between 7 and 43 years of age. Other authors have observed a similar finding in this age
group, with decreasing VLCFA concentrations in women older than 50 years old [32].
Although both VLFCA and skewing inactivation increased with age in our group, no
association was found with increasing neurological symptoms.

NSE is a cytoplasmatic glycolytic enzyme found in neurons and cells with neuroendocrine
differentiation. Since NSE is not physiologically secreted, an increase of its serum
concentrations can be associated with structural damage to neuronal cells [33]. NSE
concentrations were higher in heterozygote women than in controls, in the present study.
Since NSE was not associated with symptomatic or disability status, nor with any variable
related to disease progression, we were not able to show a clear potential for NSE as a
biomarker for disease progression in this disease.

According to former studies, around 50% of X-ALD heterozygotes showed some degree of
neurologic involvement [6]. Our results were quite different: 87% were symptomatic, with
neurological impairments as measured by JOA and SSPROM scores. Our large proportion of
symptomatic women was quite surprising. Although one cannot rule out a selection bias
favoring the recruitment of symptomatic heterozygotes, the similitude between the mean ages
of the recruited and of the non-recruited heterozygote women works against this conjecture.
Our rates might be explained by different measurements of neurological burden: perhaps
former reports relied on disabilities rather than impairments. Our experience showed that
disabilities were mild in general, with the exception of sphincter dysfunctions (Table 1).
Impairments, on the other hand, were clearly present, the major impact being the
corticospinal involvement (Table 1).

Emotional issues should also be remembered. Male X-ALD is a catastrophic disease for
families. A mother or a female caregiver of an affected boy usually lives in very stressful

conditions, where priorities are put in hemizygote men rather than in her well-being. Maybe
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the actual numbers of symptomatic heterozygote females had been previously
underestimated, due to a hasty report of these women about their healthy states. The
hypothesis that the majority of heterozygote females will present a neurologic impairment is
not negligible. Moreover, the associations between JOA and SSPROM with age might
suggest that the symptomatic status is a matter of time and that, as heterozygote females grow
older, they get symptomatic.

With the prominent involvement of pyramidal tracts, X-ALD presenting in symptomatic
heterozygotes and as male AMN, can be seen as one form of complicated spastic paraplegia
(SPQG) [34]. Therapeutic trials in men and women with AMN and in SPGs in general are
expected in a near future, and it will be important to decide what scales to use on them.
Recently, some studies have measured the neurological impairment of SPGs by the Spastic
Paraplegia Rating Scale (SPRS) [35]. In contrast, we have used two instruments fitted to
measure both disability and impairment, scales that might be called disease severity scoring
systems (or 3S): the scales JOA and SSPROM. SSPROM was developed to follow metabolic
progressive myelopathies such as AMN; so far, only the present and the description studies
have used it [16]. JOA was developed to follow cervical compression myelopathies [15], and
it is probably the most used neurologic scale for myelopathies so far. For a clinical trial,
several properties of the chosen scale will be essential to guarantee the best design, such as
validity, reliability and sensitivity to change. At this very moment, it is not clear what scale
will be best fitted to a future trial for AMN. Comparisons of these characteristics among

different scales are needed and should be done in a near future.
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Conclusions

Neurologic impairments are frequent and are clearly related to age and to the CNS
involvement, in heterozygote females. SSER of lower limbs and plasma NSE concentrations
were altered in the majority of heterozygote females. Since they did not differentiate between
symptomatic and asymptomatic heterozygotes, nor were related to age or disease duration,
we cannot postulate them as good candidates as biomarkers of disease progression. VLFCA
and skewing inactivation were also unable to separate symptomatic from asymptomatic
heterozygotes. Both increased with age, but dissociated from the increasing neurological
symptoms. Among the number of potential biomarkers of disease progression, JOA and
SSPROM presented the most robust associations with disease duration and age. Besides that,
SSPROM correlated with SSER of lower limbs. We suggest that JOA and SSPROM might be

valuable instruments in future natural history studies in heterozygotes for X-ALD.
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Somatosensory evoked responses; SSPROM, Severity Score System for Progressive
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List of Tables

Table 1 Clinical characteristics of the local cohort of X-ALD heterozygute women

X-ALD Heterozygotes P
All heterozygotes participant Symtomatic Asymtomatic
N (families) (16) 33 20 4
Age at examination 412=119 439=102 243+46 0.005
(24-61) (20-30)

Age at onset of symptoms 394+ 10(21-59)
Disease duration 45+33
JOA (range: -2 tol7) 148+18 145+17 16602 0.005
SSPROM (range: 0 to 100) 8884 86679 98411 0.001
SSPROM Motor Disability (range: 0 to 30) 276+26 273+26 30+0 0.023
SSPROM Motor Strength (0 to 20) 1892 191+13 1755 ns
SSPROM sensory losses (0 to 20) 16424 161+23 185=x0 ns
SSPROM spasticity/ hyperreflexia (0 to 10) 61=x21 57=18 04=12 0.05
SSPROM sphincter contro (0 to 30) 276+26 178+23 200 ns

* Mann-Whitney U.



Table 2 Nerve conduction studies m:mr(ling to the presence or absence

of symptoms of 22 x-ALD heterozygote WOInEn

Neuroconduction studies, right side (Mean = sd) (range) All 22 heterozygotes Presence of symptoms p*
Symptomatic (21 Asvmptomartic (2)

Motor conduction velocity (m/s) Median ST=62(47-73) 5690=65 58022 ns
(results above the cutoff value of 49.2) (2) ()]

Fibular 48.1 =5 (40-55) 473=40 5321 1s
(results above the cutoff value of 45 3) (3) {0

Tibaal 405 =46 (44-63) 402=46 544 ns
(results above the cufoff value of 39.9) (0) )]

Sensifive conduction velocity (m/'s) Median 404 =30 (42-59) 402=x4 522 ns
(results above the cutoff value of 51.7) (12) ()]

Ulnar 32.6=06 (44-60) 528=x03 513=040 ns
(results above the cutoff value of 53 8) (3 )]

Fibular superficial 337 =5.7(4-64) 53154 58475 ns
(results above the cufoff value of 35) {0) (o)

Motor conduction amplitude (mV) Median 0x3.6(2-16) =37 02=05 ns
(results under the cutoff value of 3.3) (1) ()]

Fibular 4=19(1-7) 4=18 39=312 ns
(results under the cutoff value of 1.6) (1) ()]

Tibial 774721019 T6=5 81=23 1s
(results under the cutoff value of 2.8) (1) ()]

Sensifive conduction amplitude (V) Median 145=58(51t029) 145=59 152=+7 ns
(results under the cutoff value of 15.1) (3) ()]

Ulnar 113=6(5t027) 114=04 109=33 ns
(results under the cutoff value of 5.8) (0) (1

Fibular 153=66(5a30) 153=65 154=11 ns
(results under the cutoff value of 10) (2) (1)

* Mann-Whitney U.



Table 3 Somatosensory evoked responses according to the presence or absence of symptoms of 25 x-ALD heterozygote women

Somatosensory evoked responses AN 25 heteroryzobe Fresence of sympioms P
females Symptomatic women: Asvintomatic Women:
bt 2
Upper Limbs (W20, or scomatosensony Cortex contralaters] o the wrist Mpan =z4 182=11 M1=42 1808 ns *
stimmlated) i ms Above the cutoff vahe of 20.5 625 623 02 m#
ms
Lower Limths (P40, or somatosensory cortex ipsilateral to the tibial nene Mpan =24 3g=25 553328 3938 oz *
stimmiated) n ms Ahowe the cureff vahie of 41,5 187325 1723 12 ns#
ms

* Maon-Whitney U; m/s = meters per second; mV — milivolts; pV = microvolts.
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List of figures
Figure 1 Associations relating JOA and SSPROM scales to independent variables age, disease duration and somato-sensory evoked
responses. (A and B) Disease duration of symptomatic heterozygotes. (C and D) Age at examination all heterozygotes. (E) Somatosensory

evoked responses of lower limbs of all heterozygotes.
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Figure 2 - NSE among the X-ALD heterozygotes and the control women.
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Supplemental Material Figure 3 — Age at onset of symptoms in relation to the

position of the mutation in the gene.
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Supplemental Material Table 1 — Correlations found between the clinical scales

(JOA and SSPROM) and the other variables studied in the X-ALD heterozygotes.

Clinical scales

JOA SPROMM
Age (n=33) ns ns
Age at onset (n=29) ns ns
Disease duration (n=29) <0,001 <0,001
Mutation position (n=33) ns ns
Neurophysiologic studies (n=22)
Peripheral Motor Median ns ns
neurophysiology | conduction Fibular ns ns
velocities Tibial ns ns
Motor Median ns ns
amplitudes Fibular ns ns
Tibial ns ns
Sensory Median ns ns
conduction Ulnar ns ns
velocities Tibial ns ns
Sensory Median ns ns
amplitudes Ulnar ns ns
Tibial ns ns
Evoked Upper limbs (N9) ns ns
potential Upper limbs (N20) 0.079 0.053
latencies Lower limbs (P40) 0.088 0.018
Lower limbs (N50) ns 0.035

Ns: non significant




X. Discussao
O presente estudo recrutou 33 de 45 potenciais mulheres heterozigotas
(aproximadamente 73%) para o gene ABCDI1 diagnosticadas em nosso centro. Destas
45, 39 foram contatadas, 2 ndo tiveram interesse em participar do estudo. Das 37
restantes 4 foram excluidas por apresentarem outras possiveis causas de mielopatia ou
neuropatia periférica. Nota-se que a amostra foi extremamente representativa do grupo
de mulheres heterozigotas. Se considerarmos que das 33 mulheres que participaram,
apenas 4 eram assintomaticas, temos um percentual elevado em comparagdo a algumas
descrigdes prévias da literatura. Sabe-se que as 4 pacientes excluidas por outras
potenciais causas de mieloneuropatia ja eram sintomaticas. Entdo, se incluissemos as 4
mulheres que nao participaram da avaliacao inicial e considerassemos que todas fossem
assintomaticas, ainda haveria uma elevada propor¢dao de mulheres com sintomas
relacionados a Adrenoleucodistrofia ligada ao X , 29/41 (aproximadamente 71%). Este
elevado nimero foi surpreendente. Pode-se imaginar que o niumero de sintomadticas seja
realmente elevado ou que haja uma tendéncia de as mulheres com sintomas procurarem
atendimento mais freqiientemente. Poderiamos também cogitar que as mulheres que
procuraram atendimento fossem mais velhas e como demonstrado anteriormente, a
medida que a idade avanga a probabilidade de sintomas neuroldgicos iniciarem também
avanga. No entanto, comparando-se a idade entre as heterozigotas que participaram do
estudo e das que ndo participaram, nao ha diferenga estatistica entre suas idades (40.9 +
15 and 41.2 £ 11.9, ns, Tabela 1), logo um viés de selecdo nao teria sido evitado com o
recrutamento de todo o grupo de 45 mulheres. De fato, estudos que recrutam
heterozigotas que vem para atendimento ndo por sua condi¢do, mas acompanhando seus
filhos, tem maior probabilidade de apresentarem menos vieses [Moser et al 1991].

Conforme estes autores, em torno de 50% das heterozigotas X-ALD apresentam algum
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grau de acometimento neuroldgico. Nds reconhecemos que a relativa desproporcao
entre sintomaticas e assintomaticas pode ser uma limita¢do do presente estudo, contudo,
cabe ressaltar que associa¢des independentes entre as escalas JOA e SSPROM com
idade sugere que o estado sintomatico pode ser um evento tempo dependente.

No que tange nosso conhecimento, estudos anteriores evidenciaram a presenca
freqiiente de sintomas medulares e, eventualmente, periféricos nas heterozigotas, mas
até o momento, outras causas de mielopatia e neuropatia periférica ndo haviam sido
estudadas e separadas para evitar vieses de detecgao.

Em relagdo a avaliagdo clinica, ¢ desafiador achar um instrumento adequado de
quantificagdo da desabilidade fisica, mas, essencial para entender a taxa de progressao
de uma doenga neuroldgica. Escalas clinicas como a Expanded Disability Status Scale
(EDSS) e a Functional Independence Measure (FIM) nos dio um quadro geral, mas
tem pouca sensibilidade quanto aos sintomas (Jangouk et al 2012). Avaliagdes
quantitativas sd3o necessarias para detector alteracdes sutis ao longo do tempo,
especialmente se estas avaliacdes necessitam focar-se em determinadas areas dos
sistemas acometidos pela doenca. Em nosso estudo utilizamos duas escalas clinicas, a
Japanese Orthopaedic Association Scores System (JOA) e a Progressive Myelopathy
Score System (SSPROM). Ambas avaliam fun¢des como capacidade para alimentar-se,
manter-se em pé, locomover-se, além de questionar sobre funcgdes vesicais e
proprioceptivas. A JOA foi desenvolvida para avaliar pacientes com compressao
cervical degenerativa, enquanto a SSPROM, para avaliar mielopatias metabdlicas
progressivas (Yonenobu et al., 2001; Castilhos et al., 2012). Entdo, para aumentar o
conhecimento sobre a progressao da doenca neurologica nas mulheres, ambas as escalas

foram aplicadas e comparadas com os demais parametros coletados durante o estudo.
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As escalas neuroldgicas foram significativamente diferentes entre os dois grupos
(assintomadticas vs sintomaticas). A pequena superposi¢ao entre os grupos indica que a
SSPROM e a JOA sdo acuradas em confirmar o estado clinico, especialmente se
considerarmos que a diferenga atingiu significdncia mesmo com o pequeno numero de
assintomaticas. Além disso, as escalas associaram-se significativamente com a duracao
dos sintomas, mostrando a natureza progressiva da doenca. As escalas, também,
apresentaram uma tendéncia de associacdo com a idade de inicio dos sintomas e a idade
atual. Por esta associacdo ndo ter significancia estatistica, podemos levantar a hipotese
de que outros fatores possam estar agindo para o inicio dos sintomas.

O estado clinico (assintomadtica vs sintomatica) claramente associou-se com a idade e,
apesar de poucas, as assintomaticas eram significativamente mais jovens do que as
sintomaticas fazendo-nos pensar que a idade seja um fator determinante no
aparecimento dos sintomas. Logo, para avaliar a precocidade de sintomas, a
eletrofisiologia periférica e central foi estudada.

Apds os escores clinicos, os potenciais evocados somatossensitivos de membros
inferiores mostram anormalidades prevalentes em todo o grupo de heterozigotas, assim
como resultados visto por outros (Moloney et al 1982; Garg et al 1983; Shimizu et al
1988; Restuccia et al 1997; Schmidt et al 2001). O potencial P40 correlacionou-se bem
com a dura¢do da doenca e a escala SSPROM o que indica o valor do uso de ambos,
escalas e potenciais evocados dos membros inferiores, ao avaliar as heterozigotas. A
auséncia de correlagdo significativa, apenas uma tendéncia de maiores laténcias do P40
e N50 com idade de inicio dos sintomas e idade atual pode ser devido ao fato de que
mesmo as assintomaticas e as pacientes mais jovens ja apresentem laténcias distais
prolongadas e, portanto ndo puderam ser separadas do resto do grupo. Deve ser

considerado que o grupo de assintomadticas era proporcionalmente pequeno e isto pode
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ter influenciado na auséncia de achados. Como a duragdao da doenga foi fortemente
relacionada a escores mais baixos nas escalas clinicas, também se viu correlagdes entre
a SSPROM e o aumento da laténcia nos potenciais evocados de membros inferiores. A
presenca apenas de uma tendéncia de associagdo entre a escala JOA e o P40 pode ser
devido ao fato desta escala variar menos do que a SSPROM.

Assim como outros (Schmidt et al 2001), ndo encontramos altera¢des substanciais na
neurofisiologia periférica. Dois achados interessantes, no entanto, devem ser
levantados: apesar de dano mielinico periférico ndo ser esperado nas heterozigotas, 12
de 22 mulheres apresentaram velocidades do mediano (medidas no cotovelo) abaixo dos
cutoffs. O segundo ¢ a correlagdo da amplitude do SNAP do fibular superficial com a
idade ao exame. Quanto mais tarde o inicio da doenca, melhores os valores de
amplitude. Entdo, questionamos se a associa¢do com o inicio precoce de sintomas pode
estar relacionada a integridade axonal sensitiva distal ou, o acometimento periférico ¢
um evento tardio na evolucdo clinica da AMN nas heterozigotas e aquelas com idade de
inicio mais precoce, também apresentavam maior tempo de sintomas, logo maior tempo
para que o dano periférico iniciasse. Apesar dos achados descritos acima, danos axonais
ou mielinicos difusos ndo foram encontrados.

Somando-se os achados da eletrofisiologia e as escalas clinicas com suas associagdes a
duracdo da doenca, idade de inicio dos sintomas e idade atual, fica a questdo de que as
assintomaticas talvez ndo sejam completamente livres de acometimento e, talvez, dado
tempo o suficiente, todas venham a apresentar sintomas.

O padrdo de inativacdo do X foi estudado anteriormente como causa das diferencas de
gravidade e inicio da doenca nas heterozigotas (Jangouk et al 2012). A inativagdo do X
foi estudada como fator modificador que pode influenciar a apresentacdo de doencas

ligadas ao X. Sabe-se que a propor¢do de X inativados muda ao longo da vida (Lyon
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MF, 1961; Huynh KD et al, 2003; Okamoto I et al., 2004). Nos homens e mulheres com
formas mieloneuropaticas de X-ALD, os neurdnios tornam-se disfuncionais e entram
em uma via de morte celular. Se uma inativagdo enviesada de leucocitos periféricos
estiver relacionada ao padrdo de inatvacdo nos neurdnios que estdo claramente
envolvidos na fisiopatologia da doenca, dois possiveis mecanismos podem estar
atuando: uma correspondéncia perfeita entre o padrdo de inativagcdo do X dos leucécitos
e dos neurdnios ou mecanismos intercelulares de ag¢do e, ambas, sdo hipoteses
complicadas. Diferentemente de alguns autores (Maier et al 2002) mas semelhante a
outros (Watkiss et al, 1993), nds ndo achamos associacdo entre a inativagdo do X e o
estado sintomatico ou os escores neurologicos. Houve, apenas, uma tendéncia a uma
inativagdo mais enviesada a medida que a idade das heterozigotas avaliadas aumentava
(r=0.37, p= 0.1, Spearman, Mat Sup Figura 2). Também houve uma tendéncia de as
mulheres com melhores escores nas escalas clinicas apresentarem maior propor¢do de
inativagdo enviesada. Um dos nossos resultados trouxe duvidas em retirar a inativacao
do X dos possiveis mecanismos de doenca: a associagdo entre maiores concentragdes
dos VLCFAs ¢ a idade. Infelizmente, os VLCFA nio foram coletados simultaneamente
com os estudos de inativacdo, entdo, no momento, ndo podemos explorar a
possibilidade desta relagdo. Outros autores observaram que os VLCFAs diminuiam a
medida que as heterozigotas X-ALD envelheciam (Stradomska et al 2001), entdo estes
achados necessitam ser confirmados no futuro.

Podemos apenas especular que o padrdo de inativagdo neuronal permanece o mesmo ao
longo da vida, mas as células da glia poderiam acompanhar o padrdo dos leucécitos
periféricos. Entdo, neste caso, a inativacdo, dependendo do X favorecido, poderia ser
danosa ou protetora dependendo da propor¢do de X livre de mutacdo para X-ALD

presente nas células gliais.
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Um biomarcador de dano neuronal ¢ de extrema utilidade para acompanhar uma doenca
de lenta progressdo ou para predizer o inicio dos sintomas cerebrais no caso dos homens
hemizigotos. A Enolase (NSE) especifica de neurb6nios ¢ uma enzima glicolitica
citoplasmatica na qual a isoforma gama-gama ¢ encontrada nos neurdnios e células
neuroenddcrinas em diferenciagdo. Como a NSE ndo ¢ secretada fisiologicamente, o
aumento dos seus niveis plasmaticos podem ser associados a danos estruturais nos
neurodnios tal qual reportado no trauma cranio-encefalico (Pleines et al, 2001), Acidente
Vascular Cerebral (Herrmann et al 2003), crise epilépticas (Biittner et al 1999) e doenca
de Machado-Joseph (Tort et al 2005). A NSE pode, entdo, ser considerada um marcador
de dano em patologias do sistema nervoso. E como esperado, as concentracdes
plasmaticas de NSE foram maiores nas heterozigotas do que nos controles. Infelizmente
ndo foi possivel associar a NSE com nenhuma outra varidvel relacionada a progressao e
a gravidade da doenga nas heterozigotas, tais como a idade de inicio, a idade atual, a
duracdo da doenga, a posi¢do e o tipo de mutacdes, as escalas JOA e SSPROM ou os
estudos neurofisiologicos centrais. No entanto, uma tendéncia de associacdo entre a
NSE e amplitude do nervo sensitivo fibular superficial ocorreu. Como este aumento de
amplitude indica um acometimento axonal periférico, talvez este dano tenha mais
facilmente elevado os niveis plasmaticos de NSE do que em mulheres que tiveram
apenas dano central. Fica a questdo de que uma medida de NSE liquérica possa refletir
melhor a presenca de dano neuronal central. A outra hipotese que pode ser levantada ¢ a
possibilidade de que, uma vez que a NSE correlacionou-se significativamente ao estado
de heterozigose, talvez quase todas as heterozigotas ja tenha algum grau de dano
neuronal e, portanto, a NSE ndo foi capaz de distingui-las.

Em nosso grupo, 4 de 37 mulheres apresentavam outros fatores de risco para

mieloneuropatias. No entanto, elas ndo eram estatisticamente diferentes em relagdo a
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idade de inicio dos sintomas, a idade atual, as escalas SSPROM ¢ JOA e a duracao dos
sintomas. Esta avalia¢do precisa de um numero maior de heterozigotas para determinar

sua real influéncia sobre a fisiopatologia da doenga.
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IX. Conclusdes

Concluimos que a presenca de sintomas estd claramente relacionada a idade e, ao
contrario dos homens hemizigotos que apresentam acometimento central e periférico
relativamente proporcional (Aubourg et al,. 2002), as mulheres heterozigotas X-ALD
tem na medula seu principal foco de sintomas. As duas escalas clinicas foram capazes
de diferenciar heterozigotas assintomaticas e sintomaticas e foram associadas com a
duracdo da doencga, enquanto as anormalidades no potencial evocado somatossensitivo,
especialmente dos membros inferiores, foi muito freqiiente, inclusive nas
assintomaticas. Por serem escalas que avaliam principalmente danos medulares e pelo
fato dos potenciais evocados somatossensitivos de membros inferiores estarem
freqiientemente alterados, inclusive nas assintomaticas, acreditamos que as alteragdes
neurofisioldgicas antecedem o aparecimento de sintomas confirmando dados descritos
anteriormente por Restuccia et al, 1997 e podem ser um bom marcador de inicio da
doenca. A proteina NSE foi associada ao estado de heterozigose e também deve ser
considerada uma candidata a biomarcador da doenca. Enfim, ressaltamos a importancia
do diagnostico diferencial de mieloneuropatias nas heterozigotas X-ALD e o tratamento

das condig¢des associadas quando adequado.
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XI. Anexos

1. Termos de consentimento livre e informado

INFORMACOES SOBRE O PROJETO:

AVALIACAO DE MARCADORES DE CELULAS T REGULATORIAS, DE
DANO NEURONAL E MIELINICO E DE ELETRONEUROMIOGRAFIA NAS
MULHERES PORTADORAS DE ADRENOLEUCODISTROFIA LIGADA AO X

PARA PORTADORAS DA ADRENOLEUCODISTROFIA

Esta ¢ uma pesquisa que tem por objetivo principal analisar as manifestacdes clinicas
das mulheres heterozigotas para a adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD) e
correlacionar esses achados com proteinas e um tipo de células presentes no sangue,
que poderiam ser biomarcadores da ALD. A intencdo ¢ a de se compreender melhor os
mecanismos dessa doenga nas mulheres e, talvez, buscar a aquisicdo de conhecimento

que possibilite um futuro tratamento mais eficaz.

As manifestagdes clinicas serdo analisadas através de um exame neuroldgico
padronizado (duas escalas) e de um estudo de eletroneuromiografia. A palavra
“Biomarcador” quer dizer uma substincia que serve para indicar como estd um
processo de doenga ou como uma doenga esta respondendo a um tratamento. A ALD
ndo tem muitos biomarcadores e ¢ importante se descobrirem outros. Os que vamos
estudar nesse projeto serdo obtidos de uma coleta de sangue convencional e vao incluir:
as proteinas S100B e NSE, que podem indicar danos de neuronios ou de mielina; e os

moduladores da imunidade CD1 e Tregs.

E necessario estudar um grupo de mulheres que ndo sdo portadoras da ALD para

comparar seus resultados com os das portadoras. Por isso, mulheres reconhecidamente
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nao afetadas, provenientes de uma familia com ALD, também serdo convidadas a

participar desse estudo.

Vocé esta sendo convidada a participar dessa pesquisa, por ser portadora da ALD. Sua
participacgdo, caso estiver de acordo com ela, envolverd (1) uma entrevista clinica; (2) a
realizagao de exame fisico neurologico padronizado em duas escalas (chamadas de JOA
e de PROMSS); (3) a realizagdo de uma eletromiografia com estudo da velocidade de
condu¢do motora e sensitiva, avaliagdo da resposta simpdtica cutinea, potencial
somatossensitivo medular e cortical e medida do intervalo RR e (4) a coleta de 20 mL
de sangue. Entretanto, tudo isso somente sera feito, depois de vocé autorizar a sua
participagdo nesse estudo, entregando um documento assinado por si ou por seu

representante legal.

O sangue coletado sera armazenado, para fins dessa pesquisa. Ele podera ser utilizado
para outros fins somente mediante a sua autorizagdo por escrito, tanto no presente termo
de consentimento, como em documentos futuros. Solicitaremos sua autoriza¢do
expressa para qualquer nova pesquisa para a qual cogitarmos em aproveitar o material
armazenado. Por isso, ficaremos com seu endereco e telefone. Novos projetos de
pesquisa que aparecerem no futuro, para os quais eventualmente solicitarmos sua
aprovacdo para o aproveitamento do seu material estocado, também deverdo obter
aprovacdo prévia da Comissdo de Etica Local (chamada de GPPG) e da Comissdo

Nacional de Pesquisa (chamada de CONEP).

Os riscos envolvidos nessa pesquisa sdo: mal-estar pela passagem_de corrente elétrica
durante a realizacdo do exame, mal-estar passageiro ou mancha roxa no local da coleta
de sangue e cansaco. Seu nome sera mantido em sigilo pelos pesquisadores envolvidos

no estudo, sendo estes dados utilizados apenas para esta pesquisa.

Os resultados definitivos ndo terdo prazo para sua liberacdo, pois dependem de anélises
bioquimicas em implementagao no laboratorio. Esses resultados também nao terdo uma
interpretacdo direta: ou seja, ndo serdo “bons” ou “maus”. Mesmo assim, se vocé o

desejar, podemos entregé-los assim que ficarem prontos. Nossa estimativa ¢ a de que
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i1sso acontega no final do estudo, em 2012. Se assim o desejar, por favor, assinale na

folha do Termo de Consentimento.

Os resultados dos exames realizados no seu material ficardo guardados em bancos de
dados protegidos, aos quais terdo acesso somente os pesquisadores envolvidos. Nenhum
resultado seu sera divulgado ou liberado para terceiros. Sao considerados dados

sigilosos, e estardo apenas a sua disposi¢do ou de seu representante legal.

Pesquisador Responsavel: Dr* Laura Bannach Jardim

Pesquisador Executor: Clarissa Troller Habekost

Endereco e telefone da pesquisadora responsavel, Laura Bannach Jardim,

Servigo de Genética Médica do HCPA

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos 2350
90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil
Tel.: (51) 3359-8011

Fax: (51) 3359-8010
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2. Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: AVALIACAO DE MARCADORES DE CELULAS T
REGULATORIAS, DE DANO NEURONAL E MIELINICO E DE
ELETRONEUROMIOGRAFIA NAS MULHERES PORTADORAS DE
ADRENOLEUCODISTROFIA LIGADA AO X
(uma via para o Servigo Executor e outra para o individuo)

Responsavel: Professora Laura Bannach Jardim
Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre; e Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

Marque a sua resposta a cada um desses itens:

Vocé teve acesso as informagdes dadas pelo Sim
laboratorio que vai realizar a pesquisa? Nao
Ficou com essas informagoes? Sim
Nao
Vocé pdde fazer perguntas a respeito do teste? Sim
Nao
As respostas que lhe deram foram satisfatorias? Sim
Nao
Vocé entendeu que o resultado serd sigiloso e Sim
somente entregue a voc€ ou a seu representante Nao
legal?
Vocé entendeu que ndo ha prazo para a entrega Sim
dos resultados de seus exames, pois os testes Nao
serdo feitos como pesquisa?
Vocé concorda que a sua amostra seja aproveitada Sim
em outras pesquisas, futuras, e para isso seja Nao
guardada no laboratério que vai fazer a pesquisa?
Vocé entendeu que vocé esta livre para sair do Sim
estudo a qualquer momento? sem precisar dar Nao
qualquer explicacdo? sem que isso afete o seu
atendimento médico aqui?
Vocé gostaria de receber os resultados desta Sim
pesquisa? Nao
10 | Como gostaria de recebé-los? Por carta
Em consulta
11 Vocé concorda em participar desse estudo? Sim
Nao
12 Qual médico conversou com vocé sobre este estudo?




Assinatura;

Data:

Nome por extenso

Paciente ou Responsavel legal

Endereco:
Telefone:
Meédico
Assinatura Nome por extenso
O médico preenche: ( ) portadora de ALD ( ) ndo portadora
de ALD
Servigo de Genética Médica do HCPA
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos 2350
90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil
Tel.: (51) 3359-8011
Data: Fax: (51) 3359-8010
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3. Progressive Myelopathy Score System (SSPROM)

Subescala de incapacidade

Disfuncio Membros Superiores Nao Afetado Impedido
afetado mas nio
impedido
Vestir parte superior do corpo (excluindo
botdes e ziperes)
Lavar e pentear os cabelos
Virar a chave na fechadura
Usar garfo e faca (colher — aplicavel se
paciente nunca usou garfo e faca)
Fechar e abrir botdes e ziperes
Escore Membros Superiores
Normal 5
Sintomas ou sinais menores em um ou ambos 0s membros superiores 4
mas nao afetando nenhuma das fun¢des listadas.
Sintomas ou sinais moderados em um ou ambos 0s membros superiores 3
afetando mas nao impedindo nenhuma das fungdes listadas.
Sintomas ou sinais graves em um ou ambos 0s membros superiores 2
impedindo ao menos uma fungao listada.
Sintomas ou sinais graves em ambos os membros superiores 1
impedindo todas as fung¢oes listadas mas algum movimento propositado ainda
possivel.
Sintomas e sinais graves em ambos os membros superiores impedindo 0
qualquer movimento propositado.
Disfun¢ao Membros Inferiores Nao Sim Nao
aplicavel

Vocé tem algum problema para caminhar?

Vocé usa algum apoio para caminhar?

Vocé caminha por cerca de 10 metros:
Sem apoio
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Com uma bengala ou muleta ou segurando
no brago de alguém

Com duas bengalas ou muletas ou com uma
bengala ou muleta e segurando no brago de
alguém

Com cadeira de rodas

Se vocé usa cadeira de rodas, vocé consegue
dar alguns passos com ajuda?

Se vocé esta restrito a cadeira de rodas ou a
cama , vocé ¢ capaz de realizar algum
movimento propositado?

Escore Membros Inferiores

Marcha nao afetada 5
Marcha afetada, mas consegue caminhar independentemente fora de casa 4
Geralmente usa apoio unilateral para caminhar fora de casa 3
Geralmente usa apoio bilateral para caminhar fora de casa 2
Geralmente usa cadeira de rodas para sair de casa, mas capaz de ficar em pé e 1
dar alguns passos com ajuda
Restrito a cadeira de rodas, incapaz de ficar em pé ou dar alguns passos com 0
ajuda
Escore total: Escore Membros superiores + Escore Membros Inferiores
Subescala de forca
For¢a em Membros Superiores Flexao Abdugao do
do brago
cotovel
0
D E D E
5 =normal
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4 = reduzida mas impondo alguma resisténcia contra examinador
3 = vence a gravidade mas nao o examinador
2 =move se a gravidade for retirada
1 = esbo¢a movimento mas nao desloca a articulagao
0 = normal
Forca em Membros Inferiores Flexao Flexao do
do quadril
joelho
D E D | E
5 =normal
4 = reduzida mas impondo alguma resisténcia contra examinador
3 =0 vence a gravidade, ndo vence examinador
2 =move se a gravidade for neutralizada
1 = esbo¢a movimento mas ndo desloca a articulagdo
0 = plegia
Escore total: Escore Membros Inferiores + Escore Membros
Superiores
Subescala de Sensibilidade
Membros Superiores
Provas Critério de E
alteracao D
Nor Alter Nor Altera
mal ada mal da (0)
6] 0) (1)
Sensibilidade vibratoria no <11 segem
punho e no cotovelo. alguma das
posigdes.
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Discriminag¢ao entre estimulo
tactil e algésico usando
agulha: 10 vezes.

Face externa do brago

Dorso da mao

> 2 erros em
10

Discriminagao entre agua fria
(10°C) e quente (40-60°C): 10
vezes (antebrago).

> 2 erros em
10

Sensibilidade cinético-postural
(1° dedo) — 10 vezes

> 2 erros em
10

Membros Inferiores

Provas Critério de D E
alteragdo
Nor Alter Nor Altera
mal ada mal da (0)
(1) (0) (D
Sensibilidade vibratoria no <11 seg em
halux e no joelho. alguma das
posigdes
Discriminagdo entre estimulo >2 erros em
tactil e algésico usando 10
agulha: 10 vezes.
Face externa na coxa
Dorso do pé
Discriminagao entre agua fria >? erros em
(10°C) e quente (40-60°C): 10 10
vezes (face externa da perna).
Sensibilidade cinético-postural >2 erros em
(hélux) — 10 vezes 10

Escore total: Escore Membros Inferiores + Escore Membros

Superiores
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Subescala Espasticidade

Membros Membros Inferiores
Superiores
D E D E
5 =Sem aumento do tonus muscular
4 =Aumento leve do tonus.
3 = Aumento mais marcado do tonus mas as partes
afetadas sdo facilmente fletidas.
2 = Aumento consideravel do tonus, movimentos
passivos sao dificeis.
1 = As partes afetadas sdo rigidas em flexao ou
extensao.
0 = Atonia
Hiperreflexia nos quatro membros -10
Hiperreflexia somente em membros inferiores -5

Escore total: somatorio do quatro membros

Subescala de disfuncio esfincteriana

Normal

Hesitacdo, urgéncia ou retengdo urinarias leve

Hesitagdo, urgéncia ou retengao urinaria ou fecal moderadas, ou
incontinéncia urinaria rara (auto-cateterizagdo intermitente,
compressao manual para evacuar a bexiga ou uso dos dedos para

evacuar)

Incontinéncia urinaria freqiiente

Cateterizacdo quase constante (ou uso constante de medidas para

evacuar)
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Perda da func¢ao vesical e fecal

Escore total disfuncio esfincteriana

Calculo do escore total Ajustador Escore ajustado
aritmético

Escore total disfuncao X3

Escore total for¢ca +2

Escore total sensibilidade Inalterado

Escore total espasticidade +2

Escore total func¢ao esfincteriana X4

Total geral (soma dos escores parciais ajustados)
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4.Escala JOA

Japanese Orthopaedic Association Scoring System for Cervical Myelopathy (JOA)

Fun¢des Motoras

Dedos
0 Incapaz de alimentar-se sozinho com qualquer utensilio, incluindo, colher, garfo
elou  incapaz de abotoar botdes de qualquer tamanho
1 Incapaz de usar garfo ou faca mas pode comer com colher
2 Capaz de comer com faca e garfo mas com muita dificuldade
3 Capaz de usar faca ou garfo com pouca dificuldade
4 Normal

Ombro e Cotovelo (avaliado pela escore de forca MRC no deltdide ou biceps, o que for
mais fraco)

forga grau 2 ou menor

2
- forga grau 3
1
- forca grau 4
0
5
0 forga grau 5

Extremidades inferiores

0 Incapaz de manter-se em pé ou caminhar de qualquer forma
0, Capaz de manter-se me pé mas ndo de caminhar

5

1 Incapaz de caminhar sem algum suporte

1, Capaz de caminhar sem suporte mas a marcha ¢ instavel
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2 Capaz de caminhar independentemente mas necessita de suporte para subir

escadas
2, Capaz de subir escadas sozinho, mas necessita de suporte para descer escadas
5
3 Capaz de marcha acelerada, porém a marcha ndo ¢ normal
4 Normal

Funcoes sensitiva
Extremidades superiores

0 Perda completa da sensibilidade algica e tactil
0, 50% ou menos de perda da sensibilidade e\ou dor ou dorméncia graves
5
1 Mais de 60% de perda da sensibilidade e\ou dor ou dorméncia moderadas
1, Sensac¢do subjetiva de dorméncia de qualquer grau mas sem déficit objetivo
2 Normal

Tronco
0 Perda completa da sensibilidade algica e tactil
0, 50% ou menos de perda da sensibilidade e\ou dor ou dorméncia graves
5
1 Mais de 60% de perda da sensibilidade e\ou dor ou dorméncia moderadas
1, Sensacao subjetiva de dorméncia de qualquer grau mas sem déficit objetivo
2 Normal

Extremidades inferiores

0 Perda completa da sensibilidade algica e tactil
0, 50% ou menos de perda da sensibilidade e\ou dor ou dorméncia graves
5
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1 Mais de 60% de perda da sensibilidade e\ou dor ou dorméncia moderadas

1, Sensacao subjetiva de dorméncia de qualquer grau mas sem déficit objetivo

2 Normal

Funcio vesical

0 Retengdo e\ou incontinéncia urinaria

1 Sensacdo de retencao e\ou jato fino e\ou continéncia incompleta
2 Retardo ao urinar e\ou polaciuria

3 Normal
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