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RESUMO

A adrenoleucodistrofia € uma doenca caracterizada por uma alteracdo no gene
ABCD1 do cromossomo X, com incidéncia maior em meninos. Esta doenca apresenta
um acumulo de &cidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) nos peroxissomos, 0
que afeta a mielinizacdo dos neurdnios, prejudicando o sistema nervoso e a funcao
adrenal. Na busca por terapias eficientes para a diminuicdo ou erradicacdo dos
sintomas, a modulacédo epigenética pelo uso de medicamentos e o transplante de
células tronco tem se mostrado promissor. A partir da observacdo de que muitas
doencas neurodegenerativas sdo abordadas atualmente, tornou-se importante trazer
evidenciar a adrenoleucodistrofia, visto que esta ndo é muito conhecida, ainda que
seja relativamente comum a sua ocorréncia em meio a populacdo. Por essa razéo,
através de uma revisdo bibliografica com base em artigos cientificos, o presente
estudo teve por objetivo elucidar os mecanismos bioquimicos e moleculares
envolvidos na etiologia genética da doenca e nos métodos de diagndstico e
tratamento. Embora haja necessidade de mais estudos sobre a doenca e formas de
tratamento, os dados aqui levantados, mostram terapias genéticas promissoras para
adrenoleucodistrofia.

Palavras-chave: Doenca neurometabdlica. Histonas. Neurodegeneracao.
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ABSTRACT

Adrenoleukodystrophy is a disease characterized by a mutation in the ABCD1 gene
on the X chromosome, with a higher incidence in boys. This disease results in the
accumulation of very long-chain fatty acids (VLCFA) in peroxisomes, affecting
neuronal myelination and impairing the nervous system and adrenal function. In the
search for efficient therapies to reduce or eradicate symptoms, epigenetic modulation
through drug use and stem cell transplantation has shown promise. Given that many
neurodegenerative diseases are currently being addressed, it is important to highlight
adrenoleukodystrophy, which is relatively common but not widely known. Through a
literature review based on scientific articles, this study aimed to elucidate the
biochemical and molecular mechanisms involved in the genetic etiology of the disease,
as well as diagnostic and treatment methods. While more research is needed on the
disease and its treatment options, the data collected here show promising genetic
therapies for adrenoleukodystrophy.

Keywords: Neurometabolic disease. Histones. Neurodegeneration.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Adrenoleucodistrofia

Em 1963 foi especulado que a adrenoleucodistrofia poderia ser uma doenca
hereditaria ligada ao X, entretanto, foi somente em 1970 que 0 nome
“adrenoleucodistrofia  ligada ao cromossomo X" (X-ALD -  x-linked
adrenoleukodystrophy) foi sugerido. Em 1987, Heubner observou um garoto com
deterioracdo neuroldgica progressiva, condizente com a doenca que, naquela época,
era considerada ainda como uma vertente de “esclerose multipla”. Em 1993, entretanto,
Mosser junto aos seus colaboradores descobriram que mutagdes no gene ABCD1
situado no cromossomo X (Xg28) eram responséaveis pela X-ALD (MORITA, 2019).

O gene ABCDL1 codifica uma proteina integral de membrana do peroxissomo,
envolvida com a importacdo de acidos graxos ou acil-CoAs para a B-oxidacéo
peroxissomal (HETTEMA et al., 1996; PALAKUZHIYIL; CHRISTOPHER; CHANDRA,
2020). A adrenoleucodistrofia é caracterizada pela perda da proteina ALD no
cromossomo X que silencia o gene ABCD1 e reduz a B-oxidacdo dos VLCFAs nas
células, fazendo com que haja o acumulo desses VLCFAs que aumentam a atividade
dos complexos de alongamento dos &cidos graxos (ELOVLS), fazendo uma sintese de
VLCFA em massa, resultando na inflamacéo desmielinizante (SHAH; SINGH, 2017).
Portanto, a adrenoleucodistrofia € uma doenca neurometabdlica, de etiologia genética
e heranca recessiva ligada ao X, caracterizada pelo acumulo de niveis téxicos de acidos
graxos no cérebro, o que danifica as bainhas de mielina e prejudica a fun¢éo neuronal,
resultando em convulsbes, dificuldade na fala, hiperatividade, lesbes e atrofias
musculares, além de outros sintomas (MELROSE, 2019).

A disfung@o no cromossomo X, ou também conhecida como XLID, que ocorre
em sindromes como a Adrenoleucodistrofia ndo é restrita apenas aos homens. No sexo
feminino, o diagnostico mais frequente ainda é a sindrome do X fragil, muitas vezes
apresentando o fenétipo mais leve. Além disso, alguns disturbios da XLID tem uma
clara heranca recessiva ligada ao X, como o caso da X-ALD podendo causar a

letalidade precoce em homens (DE LUCA et al.,, 2020). Essa vantagem feminina
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decorre do fato da mulher apresentar dois cromossomos X, enquanto o homem
apresenta apenas um (FANG; DENG; DISTECHE, 2021).

1.2 Manifestac¢des fenotipicas da Adrenoleucodistrofia

De acordo com Morita (2019), os fenétipos encontrados na X-ALD séo: a forma
cerebral infantil (CCALD), a forma cerebral juvenil/adolescente (AdolCALD), a forma
cerebral adulta (ACALD), a Adrenomieloneuropatia (AMN) e a sindrome de Addison.
Cerca de 60% dos pacientes masculinos com X-ALD desenvolvem ALD cerebral
(CALD), uma desmielinizacdo inflamatoria rapidamente progressiva do cérebro
(ZIERFUSS et al., 2020a).

A Adrenoleucodistrofia cerebral (CALD) € caracterizada por uma
desmielinizacéo cerebral progressiva com uma alta resposta inflamatdria na substancia
branca levando a neurodegeneracdo ou morte antes do paciente chegar a
adolescéncia. Pacientes com CCALD morrem ainda na primeira infancia, enquanto
pacientes diagnosticados com a doenca que ndo apresentam o fator inflamatério, como
a Adrenomieloneuropatia (AMN), vivem até 50 a 60 anos (SHAH; SINGH, 2017).
Pacientes com CCALD séao diagnosticados entre 5 aos 10 anos de vida, apresentando
como sintomas um processo inflamatoério na desmielinizacao do cérebro, além de um
comportamento progressivo, cognitivo e deficiéncia neuroldgica com incapacidade total
dos seis meses aos dois anos, que pode seguir a morte. Embora apresentem 0s
mesmos sintomas que a CCALD e possuam um progresso lento da doenca, a
AdoICALD aparece entre os 10 a 20 anos de idade, enquanto a ACALD aparece a partir
dos 21 anos nos pacientes (MORITA, 2019).

Pacientes diagnosticados com ACALD apresentam um risco ao longo da idade
de apresentar um estado vegetativo, enquanto 45% dos pacientes diagnosticados com
AMN possui um progresso lento e os sintomas séo limitados a medula espinhal e a
periferia dos nervos (MORITA, 2019).

A Adrenomieloneuropatia (AMN) atinge adultos e é caracterizada por axonopatia
(similar a atrofia muscular), porém sem apresentar neuroinflamagdo ou

neurodegeneracdo (SHAH; SINGH, 2017). Com relacdo a AMN, se apresenta a partir
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dos 30 anos com uma desmielinizagcdo nédo inflamatdria na medula espinhal e na
periferia dos nervos, além de uma fraqueza nas pernas e rigidez progressiva, junto a
uma sensacao de vibragdo prejudicada nos membros inferiores, distarbios no esfincter
anal e disfuncdo sexual (MORITA, 2019). Pacientes diagnosticados com AMN
apresentam em seu organismo acumulo de acidos graxos de cadeia muito longa (very
long chain fatty acids — VLCFA) no plasma e leucdcitos, sendo confirmado na medicéo
de &cidos graxos ou macréfagos (ZIERFUSS et al., 2020a).

A portadora feminina é diagnosticada a partir dos trinta anos de idade, seus
sintomas sao anormalidades na medula espinhal e nos nervos das pernas, assim como
a AMN. No geral, a maioria das portadoras femininas nao apresentam sintomas antes
dos 30 anos, embora 80% dessas portadoras apresentem os sintomas de disfuncéo
neuroldgica a partir dos 60 anos. Pacientes diagnosticados com a Sindrome de Addison
nao apresentam sintomas neurolégicos embora apresentem a funcdo adrenal
prejudicada (MORITA, 2019).

Pacientes diagnosticados com X-ALD, mais especificamente os diagnosticados
com CALD apresentam nas lesdes cerebrais células espumosas. Essas células séo
constituidas por macrofagos carregados de lipidios que se acumulam na mielina e
alteram a homeostase lipidica. No sistema nervoso central, encontramos na micréglia
macréfagos responsaveis pela remielinizacdo por meio da depuracdo da mielina rica
em lipidios (ZIERFUSS, et al., 2020a). Na X-ALD, durante a fagocitose da mielina, as
células presentes nela adotam um aspecto espumoso aumentado, ficando semelhante
aos macréfagos que séo carregados de lipidios nas placas de ateroma. Dessa forma,
€ observado nos pacientes com CALD o aumento de células espumosas e a elevacdo
do numero de macrofagos pré-inflamatérios CD8 positivos, que demonstram a ma
absorcdo dos residuos de mielina e células micréglias que acometem o sistema
nervoso central (ZIERFUSS, et al., 2020a).
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1.3 Estruturas envolvidas na Adrenoleucodistrofia

1.3.1 Mielina

A mielina é uma substancia rica em proteina e lipidios produzida pelos
oligodendrocitos (OL) no sistema nervoso central (SNC) e pelas células de Shwann no
sistema nervoso periférico (SNP), que envolve os axbnios neuronais, formando uma
bainha. Por se apresentar relativamente mais clara, essa estrutura é também chamada
de substancia branca e € responsavel pela conducéo rapida e eficiente do potencial de
acao entre um axonio e outro, auxiliando na sobrevivéncia neuronal e estrutura axonal.
Caso haja lesbes na substancia branca, doencas neurodegenerativas, como

leucodistrofias, podem se desenvolver (RIVELLINI et al., 2021).

A mielina é uma estrutura lipidica que isola o axénio e permite sua conducao
nervosa. No SNC, a bainha de mielina é baseada no empacotamento de inUmeras
membranas de oligodendrdcitos e células de Schwann, e antes de atingir a capacidade
de mielinizacdo, os oligodendrocitos passam por um processo de maturacdo
(MARANGON et al., 2021). A mielina, no SNC, é caracterizada pelos sinais do ambiente
transmitidos a ela e pelas propriedades dos oligodendrdcitos. Os oligodendrécitos
dependem diretamente dos processos de diferenciacdo, migracdo e mielinizacao para
se desenvolverem, além de fatores inerentes a maturacdo do axénio (BUTT; IBRAHIM,;
BERRY, 1997; LEFERINK; HEINE, 2018).

Dado a correlacédo entre o axbnio e o oligodendrdcito, a atividade neuronal €
quem define o niumero de progenitores de oligodendrécitos e a quantidade de mielina
formada, mudancas nessa atividade interferem na liberacdo dos neurotransmissores
presentes na atividade neuronal. Temos como exemplo o processo de mielinizagdo que
ocorre quando axbénios ndo mielinizados geram potenciais de acao que liberam o
neurotransmissor glutamato, que ao se conectar aos receptores de glutamato permite
a mielinizacéo. Porém, por depender do processo de maturacédo do OL e da localizac&o
no cérebro, esses receptores de glutamato possuem func¢des reguladoras especificas.
Em processos patolégicos que envolvam a substancia branca, os oligodendrdcitos,
geralmente, sédo afetados (LEFERINK; HEINE, 2018).
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1.3.2 Oligodendrécitos

Os oligodendracitos (OL) sdo responsaveis por fornecerem auxilio metabdlico e
funcional as células do sistema nervoso central. As células precursoras dos
oligodendrocitos (OPC) se originam em estagios iniciais do desenvolvimento
embrionario e possuem a capacidade de se proliferar e se diferenciar em
oligodendrocitos produtores de mielina. Esse processo de maturacdo envolve quatro
tipos celulares: OPCs, OPCs proliferativas, OLs imaturos ou pré-mielinizantes e OLs
mielinizantes (Figura 1) (SUTER; HE, 2021).

Figura 1 — Estagios de maturacao dos Oligodendrocitos

OPC OPCs proliferativas OL imaturos OL mielinizantes

* -’ % -’ (%_’,1 (==
@@@@@d@@)

Mielina Axdnio

Adaptado de MIRON; HUANG (2023)

Os precursores de oligodendrécitos (OPCs) sdo células que se dividem
rapidamente durante a embriogénese e se transformam em células quiescentes com
capacidade de mielinizacdo ap6s uma lesdo. Ao longo de sua diferenciagdo em células
maduras mielinizantes, as OPCs ligam-se com outras células gliais e neurénios no qual
formam sinapses e jungbes comunicantes. Alguns fatores que podem contribuir no
direcionamento dos OPCs sao neurotransmissores, sinais axonais, citocinas e

proteinas da matriz extracelular. Esses fatores modulam o tempo de maturacdo
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indicando sua migracdo ou entdo mantendo-os indiferenciados com uma proliferacéo
lenta (NISHIYAM; SERWANSKI; PFEIFFER, 2021).

Considerado como alvo primario de distarbios desmielinizantes, os
oligodendrocitos foram estudados, em camundongos, evidenciando que ao sofrerem
delecdo autdbnoma nas células do SNC, desenvolvem danos no DNA e causam um
reparo defeituoso em células mielinizantes. Por serem sensiveis a danos ao DNA e ao
estresse oxidativo, os oligodendrocitos sofrem perda axonal progressiva e séo
considerados cruciais no diagndstico de patologias neurodegenerativas (RIVELLINI et
al., 2021).

A proteina 1 de ligacdo ao dominio de ativacdo Jun (JAB1) € uma proteina
nuclear multifuncional envolvida no controle de varios aspectos da fungéo celular por
meio da transcricdo de genes e degradacdo de proteinas. A perda da proteina JAB1
gera danos progressivos ao DNA em oligodendrdcitos que produzem um processo
similar a senescéncia, esses oligodendrécitos senescentes geram inflamacdo e o
estresse oxidativo difuso, promovendo a neurodegeneracdo. Foi constatado que o
JAB1 é responsavel por definir o destino celular a partir do reparo do DNA. Quando
essa proteina é ausente, o destino da célula varia de acordo com a extensdo do dano
ao DNA, podendo gerar apoptose ou senescéncia. As células senescentes geradas
liberam elementos inflamatoérios e produzem espécies reativas de oxigénio (reactive
oxygen species - ROS) nos peroxissomos, amplificando o dano celular (RIVELLINI et
al., 2021).

1.3.3 Peroxissomos

Os peroxissomos sdo organelas de células eucaribticas, delimitadas por
membranas que surgem a partir do reticulo endoplasmético devido a unido de vesiculas
mitocondriais e de estruturas derivadas do reticulo endoplasmatico. Conhecida pelo
seu papel ativo no metabolismo de complexos lipidicos e de espécies idnicas reativas,
esta organela garante, por meio da sua plasticidade, uma resposta rapida as
necessidades celulares (DI CARA et al., 2023).
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Os peroxissomos estdo presentes nas células de todo o organismo, e suas
principais fungdes envolvem a a- e B-oxidacdo de acidos graxos, biossintese de éter-
fosfolipidios e acidos biliares, bem como a detoxificagcao celular (FRANSEN; LISMONT,
2019). A B-oxidacdo no peroxissomo produz como subproduto o peréxido de hidrogénio
(H202), que depende da taxa de oxidacdo do comprimento do acido graxo de cadeia
muito longa a ser oxidado. O H202 € decomposto pela catalase sendo separado em
H20 e O2, moléculas que contribuem na producéo de espécies reativas de oxigénio e
de nitrogénio (reactive nitrogen species - RNS) que auxiliam no metabolismo redox nos
peroxissomos. A B-oxidacdo que os acidos graxos sofrem confere uma regulacdo da
maturacado das células B, ativacao das células T e a secrecao de citocinas inflamatarias,

promovendo o controle da resposta imune do organismo (DI CARA et al., 2023).

Além dos peroxissomos possuirem papel fundamental na metabolizacdo de
lipidios e H202, eles s&o responsaveis também pela protecdo e modulagéo do equilibrio
redox, cujas alteragdes culminam no envelhecimento e no desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas (FRANSEN; LISMONT, 2019). De acordo com Morita (2019) as
doencas nos peroxissomos podem ser apresentadas em duas formas: distlrbios da
biogénese do peroxissomo ou deficiéncias enzimaticas localizadas. As deficiéncias
enzimaticas localizadas manifestam sintomas que atuam em um 6rgdo especifico ou
no transporte metabdlico de substratos no peroxissomo por meio dos transportadores
ABC, assim como na oxidacéo de acidos e na sintese de éter-fosfolipidios (MORITA,
2019).

Sendo considerados essenciais a sustentacao da vida, o estado redox é definido
pelo grau de oxidacdo ou reducéo, respectivamente, a perda ou o ganho de elétrons
em uma reacao quimica. As alteracdes nas vias de oxirreducao podem afetar o estresse
redox, desencadeando diversas respostas do organismo, modulando os sinais que o
corpo recebe e causando danos oxidativos graves. Por apresentarem a capacidade de
mediar os eventos de sinalizacdo conduzidos por redox, 0S peroxissomos apresentam
algumas ferramentas de monitoracdo das alteracbes redox, como: sensores
fluorescentes (substancias quimicas sensiveis a oxidacdo que podem penetrar nas
células e sao oxidadas por moléculas fluorescentes) e sensores redox fluorescentes
(codificados geneticamente, sdo direcionados para varios lugares por sinalizacéao
especifica) (FRANSEN; LISMONT, 2019).
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Quando ha um desequilibrio na producdo e na remocdo de ROS nos
peroxissomos, ocorre o que chamamos de estresse oxidativo. Este acumulo de
espécies reativas provoca alteracdes epigenéticas e culmina em danos ao DNA e no
envelhecimento. Algumas dessas alteracdes envolvem disfuncdo mitocondrial, dano
oxidativo e inflamacdo. Dessa forma, o acumulo de radicais livres ao longo do tempo
gera um aumento na inflamacéo e estresse, o que perturba o equilibrio homeostatico
entre as citocinas anti-inflamatérias e pré-inflamatérias, promovendo a
neurodegeneracdo e diminuicdo da funcao cognitiva (GRINAN-FERRE et al., 2021).
Hoje, sabe-se que, quando as células tém seu equilibrio redox perturbado, elas reagem
com respostas adaptativas, cujos impactos sdo condizentes a adrenoleucodistrofia
ligada ao cromossomo X (FRANSEN; LISMONT; 2019). Nesta doenca 0s peroxissomos
apresentam uma elevacdo de ROS e reducgdo das enzimas antioxidantes como a
catalase, glutationa e peroxidase, tanto no cérebro quanto na medula, além de

apresentarem aumento excessivo de VLCFAs saturados (DI CARA et al., 2023).

Os oxidantes celulares sdo encontrados em diversos locais (como mitocondria,
reticulo endoplasmaético, peroxissomos etc.) e para evitar danos nas células causados
pelas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, os peroxissomos funcionam por meio
de um sistema de defesa antioxidante. Tal sistema pode ser enzimatico, utilizando a
catalase e a tiorredoxina, ou ndo enzimatico, empregando o acido ascoérbico e a
glutationa. AlteracGes nesse sistema contribuem diretamente ou indiretamente para o
desenvolvimento de doencas (FRANSEN; LISMONT, 2019). Da mesma forma, o
equilibrio redox pode ser perturbado por inflamacdo ou disfuncdo mitocondrial.
Entretanto, conforme mencionado por Grinan-Ferre et al. (2021) em condi¢des

fisiol6gicas, as enzimas antioxidantes mantém em niveis relativamente baixo as ROS.

Um método que pode ser usado na deteccdo de ROS é o Redoxfluor, um sensor
redox baseado em transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia, que
consiste em um dominio central rico em cisteina, flanqueado por proteinas em suas
extremidades N-terminal e C-terminal. Este indicador tem como principio que durante a
oxidacdo € formado uma ligacdo dissulfeto que reduz a emissdo da taxa de
fluorescéncia na estrutura do peroxissomo. O Redoxfluor é caracterizado por
apresentar varios metabdlitos relacionados ao estado redox e, na célula, detecta

principalmente os potenciais redox da glutationa e da tiorredoxina (Figura 2). Sendo
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assim, esse indicador € usado para comparar o estado redox dentro dos peroxissomos
(FRANSEN; LISMONT, 2019).

Figura 2 — Demonstracdo do Redoxfluor em resposta a varios compostos redox.
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Fonte: OKU, SAKAI (2012).

As alteracbes condicionadas a ROS que sé&o identificadas nos sensores
genéticos como no Redoxfluor, podem ser reversiveis, permitindo dessa forma
medicdes em tempo real para acompanhar as possiveis variacoes. Alteracdes
genéticas que interfiram na estruturacdo dos peroxissomos e no desempenho de suas
funcbes podem desencadear doencas graves, como por exemplo a
adrenoleucodistrofia (PALAKUZHIYIL; CHRISTOPHER; CHANDRA, 2020).
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1.4 Epigenética na Adrenoleucodistrofia

1.4.1 Cromossomo X

Mudancas epigenéticas representam uma ocorréncia regular e natural, que
podem ser influenciadas por fatores como idade, ambiente e estagio de uma doenca
(ZUSSO et al., 2018). Para compensar a dosagem génica do cromossomo X entre
homens e mulheres, as células das mulheres dispdem de mecanismos epigenéticos de
inativacdo de um dos cromossomos X. Esse processo ocorre nos estagios mais iniciais
do desenvolvimento embrionario e é aleatoério, o que resulta em populacdes de células
com X materno inativo e populacdes de células com o X paterno inativo. Esse
mecanismo tem efeitos significativos nas doencas ligadas ao X, uma vez que 0s
homens herdam um Unico alelo materno, enquanto as mulheres expressam alelos
maternos e paternos em mosaico. Além disso, existem genes que ndo sofrem
inativagcdo no cromossomo X e sdo expressos a partir de ambos os alelos nas mulheres,
adicionando complexidade ao quadro (FANG; DENG; DISTECHE, 2021).

Dentre 0s muitos genes presentes no cromossomo X que podem estar
envolvidos em condi¢gdes patogénicas, encontra-se o ABCD1. Tal gene codifica o
transportador peroxissomal de acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFAS) e
mutacfes em sua sequéncia estao relacionadas a adrenoleucodistrofia. Nas mulheres
heterozigotas, a inativacao aleatoria do X pode culminar em linhagens de células cujo
X contendo a cépia normal do gene ABCDL ¢€ inativado e, nesse caso, a presenca da
cOpia mutada do gene ABCD1 nédo permitira a producao de proteinas funcionais (FANG;
DENG; DISTECHE, 2021).

De Luca et al. (2020) diz que, clinicamente, a disfungao intelectual (DI) pode ser
dividida em formas nao sindromicas e sindromicas, dependendo da auséncia ou
presenca de outras caracteristicas clinicas. Geneticamente, uma distingdo pode ser
feita com base na localizacdo da alterag&o, seja no cromossomo X (XLID) ou em um
dos 22 pares autossomicos. Devido ao excesso de homens diagnosticados com DI
(Figura 3), foi realizada uma pesquisa que identificou na populagdo masculina um
namero aumentado de genes de deficiéncia intelectual no cromossomo X, dos quais,

40% s&o expressos no cérebro. Assim, devido ao fato de as células masculinas
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apresentarem um Unico cromossomo X, os homens acabam sendo mais vulneraveis a
essas doencas (DE LUCA et al., 2020). Quando a expressao dos genes localizados no
cromossomo X é alterada, geralmente as regides do cértex, hipotalamo e musculos séo

mais afetadas (FANG; DENG; DISTECHE, 2021).

Figura 3 — Heredograma ilustrando o padréo de heranca ligada ao X. Os homens
afetados apresentam um simbolo preenchido por completo e as mulheres portadoras
possuem um pequeno ponto centralizado em seu simbolo.
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Fonte: NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD (2008).

1.4.2 Modificacdes epigenéticas

Mecanismos epigenéticos sdo modificacdes hereditarias que alteram a
expressao génica, sem necessariamente alterar a sequéncia de DNA. A manutencéo e
o controle epigenético € dado por fatores como a metilacdo do DNA, modificacdo de
histonas e microRNAs. A metilacdo do DNA envolve o acréscimo de um grupo metil
(CHs3) a uma base de citosina ligado a uma guanina, formando o dinucleotideo
5’citosina-guanina-3', que € adicionado em regifes ricas em CG (ilhas CpG) nos

promotores dos genes (TIANE et al., 2019).

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs nao codificantes (ncRNA) de 21

a 25 nucleotideos, que fazem parte da classe de RNAs de interferéncia (iRNAS),
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juntamente com os pequenos RNAs de interferéncia (SiRNAs). Esses iRNAs sao
capazes de ligar a RNAs mensageiros (mMRNA) e silenciar sua expressao, participando
do processo de controle da expressédo génica. Os miRNA sdo usados em processos
pés-transcricionais e atuam na patogénese de varias doencas, incluindo as

neurodegenerativas como a adrenoleucodistrofia (SHAH; SINGH, 2017).

Existem dois tipos de modificacdes epigenéticas que ocorrem no DNA ou na
cromatina: as que modificam diretamente no DNA (hipo ou hipermetilacdo do DNA) e
as gque modificam proteinas de ligacdo ao DNA (modificacdo de histonas). Essas
alteracdes ocorrem de forma previsivel, porém, ao contrario das mutacfes nas
sequéncias de DNA, essas modificacdes epigenéticas sao reversiveis (GHEORGHE et
al., 2022).

1.4.2.1 Modificacdo das histonas

Histonas s&o proteinas nucleares envoltas no DNA que formam os
nucleossomos. As caudas N-terminais das histonas ficam expostas e podem sofrer

acetilacao, metilacéo, fosforilacdo ou ubiquitilizacdo (ZUSSO et al., 2018).

De forma resumida, pode-se dizer que a metilacdo das caudas das histonas
resulta em expressao génica aumentada ou reduzida, dependendo da forma como o
aminoacido sofre a metilacdo nos residuos de lisina. Ao contrario da metilacdo, a
acetilacdo das caudas das histonas esta exclusivamente associada a expresséo
genética. Existem evidéncias denotando o envolvimento da histona acetiltransferase e
da histona desacetilase (HDAC - histone deacetylase) em varios processos cognitivos,
propondo que a regulacdo dindmica da histona, onde o status de acetilacdo estaria
associado a plasticidade sinaptica e memoéria. A fosforilacdo de histonas geralmente
esta associada com dano ao DNA, causando danos no hipocampo e astrgcitos corticais
em pacientes com sindrome de Alzheimer. A ubiquitilagdo das histonas € outra
consequéncia de danos no DNA, sendo importante na regulacdo e manutencdo de
células-tronco e diferenciagdo, incluindo células-tronco neurais. A ubiquitinina
representa uma familia de pequenas proteinas capazes de modificar a funcao de outras

proteinas através de interacdes covalentes (ZUSSO et al., 2018).
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Existem enzimas que adicionam modificacdes, como histonas metiltransferases,
e outras que removem essas modificacfes, incluindo histonas demetilases. Uma
complexa interagcdo entre ativar e reprimir as modificag6es das histonas é a principal
via reguladora para a expressao génica. Assim por meio de metilacbes e acetilagbes
em residuos de lisina encontrados nas terminacdes das histonas, € possivel alterar o
nivel de compactacao da cromatina e, por consequéncia, controlar a expressao génica.
Com uma estrutura menos compactada, como no caso da eucromatina, a transcricao
génica é frequente, enquanto niveis maiores de compactacdo, como os encontrados na
heterocromatina, a transcricdo génica €, na maioria das vezes, ausente (ZUSSO et al,
2018).

As enzimas responsaveis pela acetilacdo das histonas sdo chamadas de
acetiltransferases (HAT) enquanto as histonas que removem um grupo acetil da histona
sdo chamadas de histonas desacetilase (HDAC), sendo que ambas atuam na estrutura
da cromatina. A HAT promove a descompactagdo da cromatina, ativando o processo
de transcricdo, enquanto a HDAC promove a condensacgéo da cromatina, inibindo o
processo de transcricdo. Durante a ativacdo de um gene ha a participacdo da acetilacao
dos residuos de lisina, presentes nas histonas, que devido a sua carga negativa facilita
o relaxamento da estrutura da cromatina, promovendo a transcricdo do DNA (ATHIRA,;
SADANANDAN; CHAKRAVARTY, 2021).

1.4.2.2 Oligodendrdcitos e a epigenética

Quando essas modificagbes epigenéticas ocorrem nos oligodendrdcitos (OL),
principalmente a desmetilacdo do DNA e a desacetilagéo, elas interferem na maturacéo

e diferenciacdo dessas células (TIANE et al., 2019).

O mau funcionamento epigenético interfere especificamente na regeneracéao e
remielinizagcéo do oligodendrécito resultando no envelhecimento de células e doencgas
relacionadas. O envelhecimento é atribuido a diminuicdo da eficiéncia da remielinizacao
por conta do nivel reduzido de recrutamento do OPC, visto que a metilacdo do DNA
atua diretamente na maturacao do oligodendrdcito e impede que essas células sofram

senescéncia antes do previsto. Quando na X-ALD, a inibicdo da metilacdo do DNA
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interfere na diferenciacdo dos oligodendrécitos impedindo sua maturacdo, culminando

as células a senescéncia ou apoptose (TIANE et al. 2019).

1.4.2.3 Histona desacetilase e inibidores

A enzima histona desacetilase (HDAC) tem em sua estrutura a presenca de um
cation Zn?* em seu sitio catalitico, que catalisa a desacetilacdo nos residuos de lisina,
reestabelecendo a carga positiva e diminuindo o acesso aos fatores de transcricédo, o
que inibe a expressao do gene. As moléculas quimicas inibidoras da HDAC buscam
interromper as atividades desempenhadas pela enzima, incluindo sua interferéncia na
expressdo génica. Os inibidores da histona desacetilase podem ser utilizados no
tratamento de diversas doencas que afetam o cérebro, como X-ALD, e possuem
mecanismo dependente do tipo de inibidor, a natureza da doenca e a dosagem usada
a ser utilizada (ATHIRA; SADANANDAN; CHAKRAVARTY, 2021).

1.5 Diagnéstico da Adrenoleucodistrofia

Diante da analise de um paciente com o possivel diagnéstico de X-ALD, um bom
exame clinico deve ser conduzido por um geneticista clinico treinado, avaliando a
presenca de estatura baixa, macro ou microcefalia, pele seca ou escamosa,
marcadores neurocutaneos, anormalidades de pigmentacdo, polegares aduzidos e
anormalidades nos 0Orgdos genitais, olhos ou cabelo. Além da andlise visual e
macroscopica, exames fisicos e bioquimicos também sao importantes como método de
diagndstico, como: triagem metabdlica, avaliacdo auditiva, ressonancia magnética e
exame oftalmolégico (DE LUCA et al., 2020).

A importancia de um diagndstico genético molecular € que este pode ajudar a
prevenir uma possivel manifestacdo secundaria. O diagnéstico molecular também
permite um progndéstico geral, possibilitando a identificacdo do fenétipo funcional, e
direcionando para intervencdes terapéuticas e educacionais especificas. Além disso, o
diagnéstico genético € um grande aliado no planejamento reprodutivo futuro,

possibilitando analises mais assertivas durante o processo de pré-implantagéo, na
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fertilizacao in vitro (FIV), além do diagndstico genético pré-natal (DE LUCA et al., 2020).
A expressao de miRNAs junto a quantificacdo de VLCFAs podem servir como um
biomarcador de pré-diagndstico ou pds-diagnéstico em CCALD e AMN, auxiliando na
diferenciacéo dos fenétipos AMN e CCALD da X-ALD (SHAH; SINGH, 2017).

O diagnostico de XLID também pode ser feito em consulta médica, desde que
seja possivel construir a arvore genealdgica do paciente, com no minimo trés geracdes
anteriores (DE LUCA et al., 2020).

1.6 Tratamentos na Adrenoleucodistrofia

A nutricdo e a suplementacédo sao elementos que auxiliam no impedimento do
declinio cognitivo condicionado a idade, um dos fatores relacionados a
Adrenoleucodistrofia. Visto que a nutricdo esta relacionada a estruturacdo e
funcionalidade do cérebro, a utilizacdo de moléculas antioxidantes como polifendis
auxilia na reducédo do estresse oxidativo, reducdo da inflamacdo e a manutencéo da
integridade mitocondrial (GRINAN-FERRE et al., 2021).

Uma das formas de tratamento da Adrenoleucodistrofia € a minimizacdo de
riscos por meio do uso de medicamentos terapéuticos que podem reduzir os sintomas
ou entdo manter o paciente em estagio assintomatico se diagnosticados com X-ALD
(MORITA, 2019). Zierfuss et al. (2020a) também propGe a estratégia terapéutica
medicamentosa baseada na reprogramacao farmacolégica do metabolismo lipidico em
pacientes diagnosticados com CCALD, visto que a presenca de células espumosas
representa macrofagos disfuncionais, e certos medicamentos buscam reverter essa

disfuncionalidade.

1.6.1 Revestarol

Alguns polifendis, como o Revestarol (RV), sdo encontrados em vegetais e
frutas, especialmente em uvas, amendoim, vinho tinto e frutas vermelhas. O uso desse
polifenol esta relacionado a atividades anti-inflamatérias, antioxidantes,

anticancerigenas e antienvelhecimento. J& foi observado que o RV pode prevenir ou
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retardar a progressdo de doencas, especialmente as neurodegenerativas. Dessa
forma, o uso de RV como forma de prevencao pode auxiliar na mediacéo das alteracdes
epigenéticas envolvidas no envelhecimento e no SNC. A atividade antioxidante do RV
permite, ainda, a eliminagdo de radicais livres e metais, reduzindo o estresse oxidativo
e melhorando a expressdo de genes relacionados a memadria, consequentemente,
reduzindo a formacdo de ROS e promovendo a producdo de enzimas antioxidantes
(GRINAN-FERRE et al., 2021). Uma outra proposta de tratamento com base em
moléculas de origem vegetal € o uso do Glucosinolato, associados a manutencéo da
saude do cérebro (MELROSE, 2019).

1.6.2 Vorinostat

O Vorinostat (também conhecido como acido suberoilanilida hidroxamico —
SAHA) (Fig. 5) representa um dos inibidores da HDAC que apresenta um grupo de
acido hidroxamico que se liga a um ion metalico, neste caso o Zn?*, inibindo a acédo da
histona desacetilase. Este inibidor é usado para induzir a interrupcéo do crescimento e
a morte celular das células mutadas, promovendo um acumulo de histonas acetiladas
e fatores de transcricdo, 0 que propicia a expressado génica. O Vorinostat tem como
alvo os supressores tumorais, proteinas estruturais, proteinas de regulacdo de
proliferacéo celular, da angiogénese e do estresse oxidativo (ATHIRA; SADANANDAN;
CHAKRAVARTY, 2021). O acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA) € um potente e
seletivo inibidor de HDAC classe | e I, sendo Gtil para a normalizacdo dos niveis de
VLCFA (SHAH; SINGH, 2017).

Com relacdo a Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X, o Vorinostat tem
acdo especifica na indugdo da expressdo da proteina ABCD2, na [(-oxidacéo
peroxissdmica e na diminuicdo do acumulo de VLCFA, fazendo assim uma
compensacdo da deficiéncia da proteina ABCD1 (ATHIRA; SADANANDAN;
CHAKRAVARTY, 2021). O tratamento com SAHA impede a perda de células de
oligodendrocitos tanto in vitro quanto in vivo, neutralizando o desarranjo de VLCFA
associado a patologia X-ALD (TIANE et al., 2019).
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Estudos realizados no tratamento com SAHA demonstraram que a aplicacao do
inibidor da histona desacetilase, especificamente o HDAC3 (membro da familia HDAC),
corrigiu parcialmente os defeitos imunologicos e metabdlicos causados em macréfagos
na X-ALD, se mostrando essencial para a regulacdo do metabolismo de lipidios em
macrofagos. A delecédo desse inibidor especifico pode causar o aumento do acumulo
lipidico junto ao numero de células espumosas na mielina, produzindo a
neuroinflamacao (ZIERFUSS et al., 2020a). O potencial terapéutico do Vorinostat pode

ser visto na figura 4.

Figura 4 — Potencial terapéutico do Vorinostat em desordens cerebrais
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1.6.3 PBA e BA

O acido butirico (AB) seu derivado, o &cido fenilbutirico (PBA) séo utilziados

como um método terapéutico em disturbios lipidicos, estimulando a B-oxidacao de
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acidos graxos. O acido butirico € um produto de fermentacdo anaerdbica das bactérias
que pode ser encontrado no intestino humano e possui um periodo curto de
permanéncia no organismo. Encontrado em gordura animal e em 6leos vegetais, além
de atuar junto a outros acidos no intestino humano, o AB age como um inibidor da
HDAC, assim como o PBA (HE; MOREAU, 2019).

O &cido 4-fenilbutirico (PBA - 4-phenylbutyric acid) atua como um estimulador da
transcricdo génica no reticulo endoplasmatico facilitando na formagéo de proteinas. O
PBA possui sua acao inibitéria na lipélise (quebra de um lipidio), favorecendo a
lipogénese (sintese de acidos graxos e triglicérides). Este acido atua na lipogénese
como estimulador ou inibidor, enquanto o acido butirico (butyric acid - BA) induz a
lipdlise. A acgéo inibitéria de BA na lipogénese, culmina no catabolismo dos acidos
graxos por meio da B-oxidacdo. O &cido butirico também é usado como promotor de
alteracdes epigenéticas por meio do reposicionamento do nucleossomo (HE;
MOREAU, 2019).

Quando estimula a B-oxidacéo de acidos graxos na X-ALD, o PBA corrige 0s
niveis de &acido lignocérico em fibroblastos e o0s niveis de acido cerétido em
linfoblastoides. Além disso atua na B-oxidacdo do acido palmitico em fibroblastos
primérios, melhorando a oxida¢édo de acidos graxos na mitocondria € no peroxissomo
(HE; MOREAU, 2019). A reducdo do dano oxidativo retarda o envelhecimento e o
desenvolvimento de patologias neurodegenerativas, de forma que terapias
antioxidantes podem auxiliar na imitacédo do sistema de defesa antioxidante natural do
organismo, prolongando a vida do paciente (GRINAN FERRE et al., 2021).

1.6.4 Terapia genética celular

Em uma pesquisa direcionada a Sindrome do X fragil, o uso da terapia génica
mediada por vetores virais adeno associados (AAV) permitiram a expressao da proteina
de funcionamento intelectual no X fragil, que estava reduzida ou ausente, corrigindo ou
ativando parcialmente a atividade (HAMPSON; HOOPER; NIBORI, 2019).

Os lentivirais sdo virus de RNA da familia Retroviridae, que por meio dos seus

derivados, os vetores lentivirais, sao utilizados atualmente como método de entrega
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das células tronco hematopoiéticas, visto que esta tem participacdo na correcao de
genes por meio da adicdo ou edicdo do gene, servindo como um 6timo modelo de
terapia génica em distlirbios como a X-ALD. O que torna estes vetores lentivirais
capazes dessa atividade de entrega € sua capacidade de acomodar transgenes
relativamente grandes, com um tamanho de até 10 kb (kilobases) (PSATHA et al. 2022).

A terapia génica realizada por meio do transplante de células tronco
hematopoiéticas CD34*, contendo a copia funcional do gene ABCD1, é capaz de
interromper a desmielinizacdo neuronal no cérebro. As células tronco hematopoiéticas
CD34* séao coletadas da medula 6ssea dos pacientes e isoladas. Um vetor lentiviral,
contendo uma coépia do gene ABCD1, é transferido (transduc¢é&o) para a célula CD34".
As células CD34* modificadas sdo reintroduzidas no paciente, e migram para o
parénquima central através da barreira hematoencefalica (brain blood barrier - BBB),
diferenciando-se em células parecidas com macrofagos. Esses macréfagos derivados
da medula 6ssea (boné marrow-derived macrophages - BMDMSs) interagem com a
micréglia, astrocitos ou as células endoteliais, restaurando a homeostase metabdlica,
suprimindo a neuroinflamacdo (MORITA, 2019). Um esquema do processo de terapia

génica mencionado pode ser visto na figura 5.

Figura 5 — Mecanismo dos vetores lentivirais usado na terapia génica da X-ALD
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A terapia génica quando aplicada em um estagio inicial da doenca, pode diminuir
a neuroinflamacdo de pacientes diagnosticados com CCALD. Devido a troca de
mononucleares (células imunes que sdo mais afetadas durante o metabolismo de
VLCFA) na terapia génica, as células-alvo passam por uma reprogramacao metabdlica
(ZIERFUSS et al., 2020a). O transplante células CD34* autélogas transduzidas com um
vetor lentiviral Lenti-D (composto por um DNA complementar ABCD1), permitiu a
restauracdo da proteina ALD e estabilizacdo da doenca em meninos diagnosticados
com CCALD. Houve uma melhora significativa nos garotos participantes da pesquisa,
demonstrando que o transplante de células-tronco € uma alternativa segura e eficaz de
terapia em meninos com adrenoleucodistrofia cerebral em estagio inicial (EICHLER et
al., 2017).

Outras vantagens também proporcionadas pelo uso de lentivirais em tratamento
de leucodistrofias, como na leucodistrofia metacromatica desmielinizante, & o
desenvolvimento cognitivo normal e a desmielinizagdo prevenida ou retardada, pelo
uso de células CD34* autdlogas contendo o gene arilsulfatase A (ARSA) no organismo
afetado. Entretanto este medicamento apresentou riscos quando aplicado em pacientes
sintomaticos, sendo direcionado apenas a pacientes assintomaticos
(SHAIMARDANOVA et al., 2023).

A terapia de reposicdo celular é usada como uma das opc¢fes de tratamento,
entretanto, embora as células transplantadas sejam espalhadas pelo cérebro com
sucesso, a recuperacdo € dificultosa. Dessa forma, as estratégias terapéuticas
utilizadas na regeneracao da mielina devem incluir mais do que apenas a substituicdo
de células (LEFERINK; HEINE, 2018). Portanto a identificacdo de novos mecanismos
€ indispensavel para a pesquisa e desenvolvimento de terapias direcionadas, como as
de reposi¢do enzimatica ou, mais recentemente, de edicao de genes (DE LUCA et al.,
2020).
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RESUMO

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD) é uma doenca neurometabdlica de
etiologia genética, caracterizada por alteragdes no gene ABCD1. Com incidéncia maior em
meninos do que em meninas, esta doenca se deve a um acimulo de acidos graxos de cadeia muito
longa (VLCFA) nos peroxissomos, o que afeta a mielinizagdo dos neurdnios, comprometendo o
sistema nervoso e a funcdo adrenal. Ainda que muitas doencas neurodegenerativas sejam
amplamente conhecidas, a adrenoleucodistrofia permanece pouco divulgada. Esta revisao
bibliografica narrativa visou copilar os principais aspectos genéticos e epigenéticos associados
ao diagndstico e tratamento da X-ALD. Na busca por terapias mais eficientes na diminuicéo ou
erradicacdo dos sintomas, a modulacdo epigenética, pelo uso de medicamentos, e a terapia
génica, por meio de vetores lentivirais e células CD34" tém se mostrado promissoras. Também
os micro RNAs (miRNAs) constituem uma importante ferramenta na identificacdo de X-ALD,
permitindo, inclusive, o diagnostico diferencial entre as formas adrenoleucodistrofia cerebral
infantil (CCALD) e adrenomieloneuropatia (AMN). Desta maneira, a compreensdo dos
mecanismos epigenéticos e genéticos associados a X-ALD ¢ vital para o diagndstico precoce e 0
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desenvolvimento de intervencOes terapéuticas eficazes, impactando significativamente na
progresséo da doenca e na qualidade de vida geral do paciente.

Palavras-chave: doenca neurometabdlica, histonas, neurodegeneracao.

ABSTRACT

X-linked Adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a genetically etiological neurometabolic disease
characterized by alterations in the ABCD1 gene. It is more common in boys than girls and results
from an accumulation of very-long-chain fatty acids (VLCFA) in peroxisomes, affecting
neuronal myelination, thus compromising the nervous system and adrenal function. Although
many neurodegenerative diseases are widely known, adrenoleukodystrophy remains little
known. This narrative literature review aimed to compile key genetic and epigenetic aspects
associated with X-ALD diagnosis and treatment. In the quest for more effective therapies to
reduce or eradicate symptoms, epigenetic modulation through drug use and gene therapy using
lentiviral vectors and CD34" cells have shown promise. Additionally, microRNAs (miRNAs)
serve as valuable tools in X-ALD identification, enabling differential diagnosis between cerebral
childhood adrenoleukodystrophy (CCALD) and adrenomyeloneuropathy (AMN). Therefore,
understanding the epigenetic and genetic mechanisms linked to X-ALD is crucial for early
diagnosis and the development of effective therapeutic interventions, significantly impacting
disease progression and the patient's overall quality of life.

Keywords: neurometabolic disease, histones, neurodegeneration.



36

1 Introducéo

Considerada uma doenca neurodegenerativa, a adrenoleucodistrofia ligada ao
cromossomo X (X-ALD) é associada a deficiéncia no gene ABCD1, que culmina no acimulo de
acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFAS) nos tecidos, especialmente no cérebro e na
adrenal. Consiste em uma doenca genética hereditaria que se caracteriza pela desmielinizacdo do
sistema nervoso central e pode ocorrer tanto de forma assintomética como sintomaética ainda na
primeira infancia (ZIERFUSS et al., 2020a).

Tendo maior incidéncia no sexo masculino, pode se manifestar de cinco formas:
adrenoleucodistrofia cerebral infantil (CCALD), durante a juventude (na forma AdolCALD), na
forma cerebral adulta (ACALD), na forma de Adrenomieloneuropatia (AMN) e em mulheres na
forma de Sindrome de Addison (ZIERFUSS et al., 2020a). O acimulo de VLCFA forma
complexos lipidicos nos tecidos e causa um desequilibrio redox na membrana (SHAH; SINGH,
2017). Diante de um paciente possivelmente afetado pela X-ALD, é importante obter um
diagnostico genético molecular, visto que este pode ajudar a prevenir possiveis manifestacdes
secundarias. O diagnostico molecular também permite um progndéstico geral, permitindo a
identificacdo do fenotipo funcional, e direcionando para intervencdes terapéuticas e educacionais
especificas (DE LUCA et al., 2020).

Uma das formas de tratamento da adrenoleucodistrofia consiste em minimizar riscos, por
meio do uso de medicamentos terapéuticos, os quais podem reduzir os sintomas ou entdo manter
0 paciente em estagio assintomatico se diagnosticado com X-ALD (MORITA, 2019). Além do
uso de medicamentos, oclusdo da ingestdio de VLCFA, terapia genética por meio de
autotransplante de células tronco e utilizacdo do butirato e 4-fenilbutirato como terapia
epigenética, sdo utilizadas como formas de tratamento da Adrenoleucodistrofia (BETHIN;
MAJUDAR; MUGLIA, 2018).

A epigenética estuda as alteracdes na expressdo génica, que decorrem de modificacbes
quimicas na estrutura dos genes, sem afetar diretamente a sequéncia de DNA. Mudancas
epigenéticas ocorrem naturalmente e de maneira regular nas células, sendo influenciadas por
fatores como idade, ambiente e estagio de uma doenga (ZUSSO et al., 2018). A manutengéo e o
controle epigenético ocorre, no geral, por meio da metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e
microRNAs (TIANE et al., 2019).
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Outra forma de tratamento da adrenoleucodistrofia é a utilizacdo de vetores lentivirais na
terapia génica, os quis tém sido utilizados como método de entrega de células tronco
hematopoiéticas, contendo uma copia funcional de determinado gene. Os lentivirais sdo virus de
RNA da familia Retroviridae, capazes de acomodar insertos relativamente grandes, com
tamanho de até 10 kb (HAMPSON; HOOPER; NIBORI, 2019; PSATHA et al. 2022), o que 0s
torna excelentes ferramentas moleculares. Quando aplicada em um estagio inicial da doenca, a
terapia génica pode diminuir a neuroinflamacdo de pacientes diagnosticados com CCALD
(ZIERFUSS et al., 2020a).

Ainda que muitas doengas neurodegenerativas sejam amplamente conhecidas e
divulgadas, a adrenoleucodistrofia permanece sem destaque na midia e nos circulos cientificos
da area da salde. Apesar da gravidade da doenca, pouco se fala sobre a adrenoleucodistrofia, o
que dificulta o diagndstico precoce da condicdo e propicia quadros clinicos de maior gravidade.
Por essa razdo, esse estudo teve por objetivo a caracterizacdo dos principais aspectos genéticos e
epigenéticos associados ao diagndstico e tratamento da adrenoleucodistrofia ligada ao
cromossomo X (X-ALD).

2 Metodologia

Este trabalho apresenta os principais aspectos relativos a doenca adrenoleucodistrofia,
sendo, portanto, um estudo qualitativo de revisdo narrativa. Revisdes narrativas sdo de
fundamental importancia, pois além de contribuirem para a aquisicdo de conhecimentos acerca
de uma tematica especifica, também possibilitam a atualizacdo dessas informacdes e a discussao
de métodos e subtemas a ela relacionados (ELIAS et al., 2012). Além disso, estudos qualitativos
de revisdo narrativa propiciam uma andalise ampla da literatura, provendo informacdes
qualitativas de um determinado tema (VOSGERAU; ROMANOWSK, 2014).

As buscas pelos artigos cientificos foram realizadas nas bases de dados “Google Scholar”,
“LILACS”, “PubMed” e “SciELO”, utilizando-se a combinacdo dos termos indexadores
“adrenoleukodystrophy AND epigenetic” ‘“adrenoleukodystrophy AND histones”. Para o
desenvolvimento desse trabalho, foram selecionados os artigos mais relevantes sobre o tema,
publicados nos idiomas inglés e portugués, e que foram citados, ao menos, por dois outros artigos.
Artigos cuja data de publicacdo ndo se encontrava no intervalo entre os anos 2017 a 2023 foram

excluidos, bem os que néo possibilitavam acesso gratuito ao contetdo.
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3 Desenvolvimento

Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X é causada por uma mutacdo no gene
ABCD1, que codifica o transportador ABCD1 (adenosina trifosfato — Subfamilia D de
Transportador de Cassetes de Ligacdo de ATP, membro 1) e fica localizado no cromossomo
X(@28. O transportador ABCDL realiza o transporte de acidos graxos de cadeia muito longa nos
peroxissomos e promove a degradagdo desses acidos através da B-oxidagdo. Essa sindrome é
caracterizada pela perda da proteina responsavel por esse transporte, ocorrendo o acimulo desses
VLCFAs nos tecidos e fluidos corporais e que resulta na desmielinizacdo axonal e na
insuficiéncia adrenal (FURLAN et al., 2019). Dessa forma, a adrenoleucodistrofia é uma doenca
genética neurometabolica desmielinizante, com padrdo de heranca recessiva ligada ao X,
caracterizada pelo acimulo de VLCFAs, os quais aumentam, a atividade dos complexos de
alongamento dos acidos graxos (ELOVLSs), favorecendo a sintese em massa de VLCFASs, o0 que
culmina na inflamag&o desmielinizante (MELROSE, 2019; SHAH; SINGH, 2017).

Cerca de 60% dos pacientes masculinos com X-ALD desenvolvem adrenoleucodistrofia
cerebral (CALD), uma desmielinizacdo inflamatéria rapidamente progressiva do cérebro
(ZIERFUSS et al., 2020b). Esses pacientes demonstram uma tendéncia a evolug¢do do quadro
para mielopatia ou insuficiéncia adrenal (FURLAN et al., 2019). Pacientes com
adrenoleucodistrofia cerebral infantil (CCALD) inflamat6ria morrem ainda na primeira infancia,
enquanto pacientes diagnosticados com a doenca, que nao apresentam o fator inflamatério vivem
até 50 a 60 anos (SHAH; SINGH, 2017).

No estudo realizado por Furlan et al. (2019) foi possivel observar que alguns dos sintomas
de CALD variam entre afasia, regressdo na fala e na escrita, baixo rendimento escolar,
dificuldade na orientacdo espacial, distarbios visuais, comportamento desinibido ou agressivo e
convulsdes. Pacientes com X-ALD, mais especificamente os diagnosticados com CALD,
apresentam nas lesdes cerebrais células espumosas. Tais células sdo constituidas por macréfagos
carregados de lipidios que se acumulam na mielina e alteram a homeostase lipidica (ZIERFUSS,
et al., 2020D).

A adrenomieloneuropatia (AMN) atinge adultos e € caracterizada por axonopatia (similar

a paralisia mental e atrofia muscular), porem sem apresentar neuroinflamagdo ou



39

neurodegeneragdo (SHAH; SINGH, 2017). Pacientes diagnosticados com AMN apresentam em
seu organismo acumulo de &cidos graxos de cadeia muito longa (very long chain fatty acids —
VLCFA) no plasma e leucdcitos, confirmado pela medicdo de &cidos graxos ou macréfagos
(ZIERFUSS et al., 2020b). Os pacientes com AMN tendem a apresentar dificuldade na
deambulagdo, diminuicdo da sensibilidade dos membros inferiores, impoténcia sexual e
disfungdo adrenal. Ja os pacientes do sexo feminino tendem a desenvolverem sinais e sintomas
de mielopatia e/ou neuropatia periférica (FURLAN et al., 2019).

Mulheres portadoras (heterozigotas) para X-ALD podem apresentar sintomas, como
anormalidades na medula espinhal e nos nervos das pernas, sendo diagnosticadas a partir dos
trinta anos de idade. No geral, a maioria das portadoras ndo apresentam sintomas antes dos 30
anos, embora 80% dessas apresentem os sintomas de disfuncéo neuroldgica a partir dos 60 anos.
Pacientes diagnosticados com a Sindrome de Addison ndo apresentam sintomas neurolégicos
embora apresentem a funcdo adrenal prejudicada (MORITA, 2019).

No sistema nervoso central, encontramos na micrdéglia macréfagos responsaveis pela
remielinizacdo por meio da depuracdo da mielina rica em lipidios. Na X-ALD, durante a
fagocitose da mielina, as células presentes nela adotam um aspecto espumoso aumentado,
ficando semelhante aos macr6fagos que séo carregados de lipidios nas placas de ateroma. Dessa
forma, € observado em pacientes com CALD o aumento de células espumosas e a elevacdo do
namero de macréfagos pro-inflamatérios CD8 positivos, 0 que demonstra ma absor¢do dos
residuos de mielina e células micrdglias, causando danos ao sistema nervoso central (ZIERFUSS,
et al., 2020b).

Epigenética na Adrenoleucodistrofia

Mecanismos epigenéticos sdo modificacdes hereditarias que alteram a expressao génica,
sem necessariamente alterar a sequéncia de DNA. A manutencao e o controle epigenético é dado
por fatores como a metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e microRNAs. A metilagdo do
DNA envolve o acréscimo de um grupo metil (CH3) a uma base de citosina ligado a uma guanina,
formando o dinucleotideo 5’citosina-guanina-3', que é adicionado em regides ricas em CG (ilhas
CpG) nos promotores dos genes (TIANE et al.,, 2019). Mudancas epigenéticas ocorrem
naturalmente e de maneira regular nas células, sendo influenciadas por fatores como idade,

ambiente e estagio de uma doenca (ZUSSO et al., 2018).
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Uma das modificagcbes epigenéticas mais estudadas consiste na inativagdo do
cromossomo X em fémeas de mamiferos, para compensar a dosagem génica do cromossomo X
entre machos e fémeas. Esse processo ocorre nos estagios mais iniciais do desenvolvimento
embrionario e € aleatorio, o que resulta em populacdes de células com X materno inativo e
populacbes de células com o X paterno inativo. Esse mecanismo tem efeitos significativos nas
doencas ligadas ao X, uma vez que 0s homens expressam apenas o alelo materno, enquanto as
mulheres expressam alelos maternos e paternos em mosaico. Além disso, existem genes que ndo
sofrem inativacdo no cromossomo X e sdo expressos a partir de ambos os alelos nas mulheres,
adicionando complexidade ao quadro (FANG; DENG; DISTECHE, 2021).

Dentre 0os muitos genes presentes no cromossomo X que podem estar envolvidos em
condicdes patogénicas, encontra-se 0 ABCD1. Nas mulheres heterozigotas, a inativacao aleatéria
do X pode culminar em linhagens de células cujo X contendo a copia normal do gene ABCD1 é
inativado e, nesse caso, a presenca da copia mutada de ABCD1 ndo permitira a producdo de
proteinas funcionais (FANG; DENG; DISTECHE, 2021).

Quando modificacGes epigenéticas ocorrem nos oligodendrécitos (OL), principalmente a
desmetilacdo do DNA e a desacetilacdo, elas interferem na maturacédo e diferenciacdo dessas
células. Os oligodendrécitos (OL) sdo responsaveis por fornecerem auxilio metabdlico e
funcional as células do sistema nervoso central. Sendo pertencentes ao grupo de células da glia,
os oligodendrdcitos isolam os axdnios neuronais por meio da formacdo da bainha de mielina
(TIANE et al., 2019).

Alteracbes no controle epigenético interferem na regeneracdo e remielinizacdo do
oligodendrdcito resultando no envelhecimento celular e estabelecimento de patologias
relacionadas. O envelhecimento € atribuido a diminuicdo da eficiéncia da remielinizacdo, devido
a uma reducdo no recrutamento de células precursoras de oligodendrocitos (OPC) e de sua
maturacdo. Como que a metilacdo do DNA atua diretamente na maturacao do oligodendrdcito,
ela impede que essas células sofram senescéncia antes do previsto. Assim, um dos mecanismos
relacionados a X-ALD ¢ a inibicdo da metilacdo do DNA, a qual interfere na diferenciacdo dos
oligodendrdcitos, o que impede sua maturacdo e culmina com processos de envelhecimento
celular e apoptose (TIANE et al. 2019).

Outro processo epigenético relacionado a adrenoleucodistrofia, consiste nas alteracfes de
histonas. Histonas s&o proteinas nucleares envoltas no DNA que formam os nucleossomos. As
caudas N-terminais das histonas ficam expostas e podem sofrer acetilagdo, metilacéo,

fosforilagdo ou ubiquitilizagdo (ZUSSO et al., 2018). Essas alteracbes ocorrem de forma
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constante, porém, ao contrario das mutagdes nas sequéncias de DNA, essas modificacdes
epigenéticas sdo reversiveis (GHEORGHE et al., 2022). Assim, a ligacao das histonas a grupos
quimicos, bem como a reversdo dessas ligacOes, desempenha um papel fundamental no controle
da expressdo génica, e tal mecanismo pode ser explorado como forma de tratamento para

diferentes doencas.

Diagndstico na Adrenoleucodistrofia

De acordo com Furlan et al. (2019) quando as manifestacdes clinicas estdo associadas a
alteracdes na substancia branca do SNC e a ressonancia magnética (RM) mostra presenca de
desmielinizacdo ativa, ha grande suspeita para X-ALD. Entretanto, o distdrbio s6 é confirmado
com os niveis séricos de VLCFA alterados e/ou testes genéticos de genotipagem. Alguns dos
exames a serem realizados para o diagnostico em X-ALD para CALD e AMN podem ser vistos

nas figuras 1 e 2, e realizados por profissionais formados na area da biomedicina e afins.

Figura 1 — Exames solicitados em pacientes com suspeita de adrenoleucodistrofia inflamatéria
desmielinizante cerebral

Exames solicitados para
a investigagdo de CALD

Niveis séricos de VLCFA
RM da cabeca

Niveis séricos de cortisol

Tomografia computadorizada da cabeca

Eletroencefalograma
Niveis séricos de ACTH

Niveis séricos de Na*

Niveis séricos de K*

Glicose no sangue

Teste molecular para X-ALD (teste genético)

Desempenho neurolégico (Ql, capacidade
visuoespacial, linguagem, memaria)

Urinalise

Avaliacdo oftalmoldgica completa

Adaptado: Furlan et al. (2019).
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Figura 2 — Exames solicitados em pacientes com suspeita de adrenomieloneuropatia

Exames solicitados para
a investigacao de AMN
Niveis séricos de VLCFA

RM da cabeca

RM da coluna

Tomografia computadorizada do abdémen

Avaliacao oftalmoldgica

Desempenho neuroldgico (Ql, capacidade
visuoespacial, linguagem, memaria)

Teste molecular para X-ALD (teste genético)

Niveis séricos de Na*

Niveis séricos de K*

Niveis séricos de cortisol

Niveis séricos de renina
Niveis séricos de ACTH

Funcdo do figado

Urindlise

Niveis séricos de vitamina B

Investigacdo de doenca de Lyme

Investigacdo de HIV

Adaptado: Furlan et al. (2019).

Um teste laboratorial que confirma o diagndstico para X-ALD no sexo masculino consiste
na medicdo dos niveis plasmaticos de VLCFA. Entretanto, para as pacientes do sexo feminino
apenas a quantificacdo de VLCFA no plasma ndo é suficiente haja vista os valores normais de
VLCFA encontrados, sendo necessario solicitar um teste genético que faca analise de mutacoes
no ABCD1 (FURLAN et al., 2019).

A importancia de um diagndstico genético molecular é que este pode ajudar a prevenir
uma possivel manifestacao secundaria. O diagnostico molecular também permite um progndstico
geral, possibilitando a identificagdo do fendtipo funcional, e direcionando para intervengdes

terapéuticas e educacionais especificas. Além disso, o diagnostico genético € um grande aliado
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no planejamento reprodutivo futuro, possibilitando anélises mais assertivas durante o processo
de pré-implantagdo, na fertilizacdo in vitro (FIV), além do diagnéstico genético pré-natal (DE
LUCA et al., 2020). A expressao de miRNAs junto a quantificacdo de VLCFAs podem servir
como um biomarcador de pré-diagnostico ou pds-diagnostico em CCALD e AMN, auxiliando
na diferenciacdo dos fen6tipos AMN e CCALD da X-ALD (SHAH; SINGH, 2017).

O uso de microRNAs também pode der uma importante forma de diagnéstico de X-ALD.
Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo codificantes (ncCRNA) de 21 a 25
nucleotideos, que fazem parte da classe de RNAs de interferéncia (iRNAs), juntamente com 0s
pequenos RNAs de interferéncia (SiRNAs). Esses iIRNAs sdo capazes de ligar a RNAs
mensageiros (MRNA) e silenciar sua expressdo, participando do processo de controle da
expressdo génica. Os miRNA sdo usados em processos pos-transcricionais e podem atuar no
diagnostico e terapia de varias patologias, incluindo alguns tipos de cancer e doencas
neurodegenerativas como a adrenoleucodistrofia (JESUS, SILVA-NETO; GODOY, 2023,
SHAH; SINGH, 2017; TIAN et al., 2021).

Shah e Sing (2017) mostraram a aplicacdo de miRNA no diagnoéstico de X-ALD. Onde
observam que os miRNAs sdo expressos de forma diferente na sintese de VLCFAs, tendo sua
expressdo diminuida em casos de CCALD, e aumentada no caso de AMN. O nivel de expressdo
de miRNAs, junto a quantificacdo de VLCFAS, pode ser utilizado com um biomarcador de pré-
diagnostico ou pds-diagnostico em CCALD e AMN, permitindo o diagndstico diferencial entre
esses dois fenotipos (SHAH; SINGH, 2017).

Tratamentos na Adrenoleucodistrofia

Medicamentos que apresentam em sua composic¢ao o acido butirico (AB) e seu derivado,
0 &cido fenilbutirico (PBA) sdo utilizados como um método terapéutico em disturbios lipidicos,
estimulando a B-oxidacdo de &cidos graxos. O acido butirico € um produto de fermentagdo
anaerobica das bactérias que pode ser encontrado no intestino humano e possui um periodo curto
de permanéncia no organismo. Encontrado em gordura animal e em 6leos vegetais, além de atuar
junto a outros acidos no intestino humano, o AB age como um inibidor da HDAC, assim como
o PBA (HE; MOREAU, 2019).
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O é&cido 4-fenilbutirico (PBA - 4-phenylbutyric acid) atua como um estimulador da
transcricdo génica no reticulo endoplasmético facilitando na formacéo de proteinas. O PBA
possui sua acdo inibitoria na lipolise (quebra de um lipidio), favorecendo a lipogénese (sintese
de acidos graxos e triglicérides). Este acido atua na lipogénese como estimulador ou inibidor,
enquanto o acido butirico (butyric acid - BA) induz a lipolise. A agdo inibitéria de BA na
lipogénese, culmina no catabolismo dos acidos graxos por meio da -oxidacdo. O &cido butirico
também é usado como promotor de alteracfes epigenéticas por meio do reposicionamento do
nucleossomo (HE; MOREAU, 2019).

Quando estimula a B-oxidacdo de acidos graxos na X-ALD, o PBA corrige 0s niveis de
acido lignocérico em fibroblastos e os niveis de acido cer6tido em linfoblastdides. Além disso
atua na B-oxidacdo do acido palmitico em fibroblastos primarios, melhorando a oxidacdo de
acidos graxos na mitocondria e no peroxissomo (HE; MOREAU, 2019). A reducdo do dano
oxidativo retarda o envelhecimento e o desenvolvimento de patologias neurodegenerativas, de
forma que terapias antioxidantes podem auxiliar na imitacdo do sistema de defesa antioxidante

natural do organismo, prolongando a vida do paciente (GRINAN-FERRE et al., 2021).

Outro método terapéutico para X-ALD consiste no uso do Vorinostat (também conhecido
como acido suberoilanilida hidroxdmico — SAHA), o qual consiste em um inibidor da enzima
histona desacetilase (HDAC). O SAHA apresenta um grupo de acido hidroxamico que se liga a
um ion metalico, neste caso o Zn?**, inibindo a agdo da histona desacetilase. Este inibidor ¢ usado
para induzir a interrupcao do crescimento e a morte celular das células mutadas, promovendo um
acumulo de histonas acetiladas e fatores de transcri¢do, o que propicia a expressao génica. O
Vorinostat tem como alvo 0s supressores tumorais, proteinas estruturais, proteinas de regulacéo
de proliferacdo celular, da angiogénese e do estresse oxidativo (ATHIRA; SADANANDAN;
CHAKRAVARTY, 2021). O &cido suberoilanilida hidroxamico (SAHA) é um potente e seletivo
inibidor de HDAC classe | e Il, sendo Gtil para a normalizacdo dos niveis de VLCFA (SHAH,;
SINGH, 2017).

Com relacdo a Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X, o Vorinostat tem agéo
especifica na inducdo da expressdo da proteina ABCD2, na B-oxidacdo peroxissomica e na
diminuicdo do acumulo de VLCFA, fazendo assim uma compensacao da deficiéncia da proteina
ABCD1 (ATHIRA; SADANANDAN; CHAKRAVARTY, 2021). O tratamento com SAHA
impede a perda de células de oligodendrocitos tanto in vitro quanto in vivo, neutralizando o
desarranjo de VLCFA associado a patologia X-ALD (TIANE et al., 2019).



45

Estudos realizados no tratamento com SAHA demonstraram que a aplicagdo do inibidor
da histona desacetilase, especificamente o HDAC3 (membro da familia HDAC), corrigiu
parcialmente os defeitos imunoldgicos e metabolicos causados em macréfagos na X-ALD, se
mostrando essencial para a regulacdo do metabolismo de lipidios em macrofagos. A delecao
desse inibidor especifico pode causar o aumento do acumulo lipidico junto ao nimero de células
espumosas na mielina, produzindo a neuroinflamagéo (ZIERFUSS et al., 2020a).

A terapia génica realizada por meio do transplante de células tronco hematopoiéticas
CD34", contendo a cépia funcional do gene ABCD1, é capaz de interromper a desmielinizacédo
neuronal no cérebro. As células CD34" sdo coletadas da medula 6ssea dos pacientes e isoladas.
Um vetor lentiviral, contendo uma copia do gene ABCD1, é transferido (transducdo) para a célula
CD34". As células CD34" modificadas sdo reintroduzidas no paciente, € migram para o
parénquima central através da barreira hematoencefalica (brain blood barrier - BBB),
diferenciando-se em células parecidas com macrdfagos. Esses macréfagos derivados da medula
6ssea (boné marrow-derived macrophages - BMDMSs) interagem com a micrdglia, astrocitos ou
as células endoteliais, restaurando a homeostase metabolica, suprimindo a neuroinflamacéo
(MORITA, 2019).

A terapia génica quando aplicada em um estagio inicial da doenca, pode diminuir a
neuroinflamacédo de pacientes diagnosticados com CCALD. Devido a troca de mononucleares
(células imunes que sdo mais afetadas durante o metabolismo de VLCFA) na terapia génica, as
células-alvo passam por uma reprogramacao metabdlica (ZIERFUSS et al., 2020a). O transplante
células CD34+ autologas transduzidas com um vetor lentiviral Lenti-D (composto por um DNA
complementar ABCD1), permitiu a restauracdo da proteina ALD e estabilizacdo da doenca em
meninos diagnosticados com CCALD. Houve uma melhora significativa nos garotos
participantes da pesquisa, demonstrando que o transplante de células-tronco é uma alternativa
segura e eficaz de terapia em meninos com adrenoleucodistrofia cerebral em estagio inicial
(EICHLER et al., 2017).

Outras vantagens também proporcionadas pelo uso de lentivirais em tratamento de
leucodistrofias, como na leucodistrofia metacromatica desmielinizante, € o desenvolvimento
cognitivo normal e a desmielinizacdo prevenida ou retardada, pelo uso de células CD34+
autologas contendo o gene arilsulfatase A (ARSA) no organismo afetado. Entretanto este
medicamento apresentou riscos quando aplicado em pacientes sintomaticos, sendo direcionado
apenas a pacientes assintomaticos (SHAIMARDANOVA et al., 2023).
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A terapia de reposic¢do celular é usada como uma das opgOes de tratamento, entretanto,
embora as células transplantadas sejam espalhadas pelo cérebro com sucesso, a recuperacgao é
dificultosa. Dessa forma, as estratégias terapéuticas utilizadas na regeneracdo da mielina devem
incluir mais do que apenas a substituicdo de células (LEFERINK; HEINE, 2018). Portanto a
identificacdo de novos mecanismos € indispensdvel para a pesquisa e desenvolvimento de
terapias direcionadas, como as de reposicdo enzimatica ou, mais recentemente, de edicdo de
genes (DE LUCA et al., 2020).

4 Consideracdes finais

A Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD) é uma doenca
neurometabolica, desmielinizante, de origem genética causada por mutac6es no gene ABCD1,
localizado no cromossomo Xq28. A doenca é caracterizada pelo acumulo de acidos graxos de
cadeia muito longa (VLCFA) em varios tecidos, causando desmielinizacdo axonal e insuficiéncia
adrenal. Essa condicdo apresenta um padréo de heranca recessiva ligada ao X e se manifesta de
maneira diferente em homens e mulheres. Devido a inativacao aleatoria do cromossomo X nas
mulheres, a manifestacdo da X-ALD se torna ainda mais complexa, uma vez que as mulheres
heterozigotas também podem apresentar sintomas. Mecanismos epigenéticos desempenham um
importante papel na X-ALD. A metilacdo do DNA e modificaces nas histonas, por exemplo,
influenciam na expressdo génica, afetando a diferenciacdo e maturacdo dos oligodendrdcitos,
responsaveis pela mielinizacdo dos neurdnios no sistema nervoso central. O diagndstico da X-
ALD depende de manifestacdes clinicas, ressonancia magnética (MRI), niveis de VLCFA no
plasma sanguineo e testes genéticos. Além disso, os microRNAs (miRNAS) tém se mostrado
importantes na identificacdo da doenca, funcionando como biomarcadores para o diagnéstico
diferencial de fen6tipos da X-ALD. As opcdes de tratamento incluem terapias para gerenciar 0s
niveis de VLCFA, como &cido butirico e acido fenilbutirico. O VVorinostat, um inibidor da enzima
HDAC, ajuda a regular a expressdo génica e corrigir os niveis de VLCFA. Ja a terapia génica,
por meio de células-tronco hematopoiéticas CD34" com um gene ABCD1 funcional, pode

retardar a progressao da CCALD, quando aplicada de forma precoce.
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