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RESUMO

Introducio: As leucodistrofias (LD) ou leucoencefalopatias geneticamente determinadas (LG)
correspondem a um grupo de doengas de origem genética que comprometem a substancia
branca do sistema nervoso central e se manifestam de formas variadas na dependéncia das
regides afetadas. Alteragdes neuropsiquiatricas, déficits motores e incoordenacao estao entre os
sintomas mais comuns. Essas doencas sdo mais comuns e amplamente estudadas na infancia.
Recentemente o estudo das leucodistrofias do adulto tem ganhado relevancia como diagndstico
diferencial de lesdes de substiancia branca. Algumas dessas doengas podem inclusive ser
tratadas. A presente tese tem como objetivos descrever os aspectos clinicos, laboratoriais e de
neuroimagem em pacientes portadores de leucodistrofia de inicio na idade adulta, identificar
caracteristicas no exame neuroldgico e na neuroimagem que facilitem sua defini¢ao etioldgica
especifica e descrever novas variantes ou possiveis expansoes de fendtipo porventura
observadas. Metodologia: Tratou-se de um estudo de retrospectivo, descritivo e observacional
em humanos, com coleta dos dados de janeiro de 2021 a margo de 2023. Os pacientes com
suspeita diagnoéstica de leucoencefalopatia foram encaminhados a equipe do estudo e avaliados
clinica e laboratorialmente. Aqueles cujo resultado veio positivo para variantes patogénicas em
genes envolvidos em leucodistrofias foram seguidos e incluidos no estudo. Foi realizada uma
anamnese e avaliacdo clinica com preenchimento de um questionario padronizado através do
“redcap”. Os exames de ressonancia magnética foram avaliados pelo pesquisador principal com
o auxilio de neuroradiologistas participantes. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) sob Parecer n® 51404621.5.0000.5045. Todos os pacientes assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Resultados: Foram avaliados 24 pacientes com
achados de imagem compativeis com a hipotese de leucodistrofia. Em 4 pacientes o painel de
leucodistrofias foi negativo e em um paciente o exoma foi negativo. Foi confirmada a suspeita
diagnostica de LD/LG em 19 pacientes, dos quais 68% eram do sexo feminino. As doengas
mais frequentes foram as de autossOmica recessivas (4 pacientes com xantomatose
cerebrotendinea, 4 com leucoencefalopatia associada a LAMA?2, 3 com leucoencefalopatia e
ataxia relacionada ao CLCN2, 2 com doenga da substancia branca evanescente ¢ 1 com Nazu-
Hakola), seguidas das ligadas ao X (4 pacientes com Doenca de Fabry e 1 paciente com
Adrenoleucodistrofia/adrenomieloneuropatia ligada ao X). Com base nas doengas mais comuns
nessa casuistica, elaboramos um artigo de revisdo em xantomatose cerebrotendinea, uma série
de casos com uma mutag¢ao nova e expansao fenotipica em Doenca de Fabry e uma série de
casos com expansdo fenotipica em leucoencefalopatia e ataxia relacionada ao CLCN2.
Discussao: O conhecimento das principais etiologias de leucodistrofias de inicio na idade
adulta deve permitir um melhor diagndstico, aconselhamento genético, e, em alguns casos, até
orientar um tratamento especifico. Descrevemos o espectro de manifestagdes clinicas,
neurorradiologicas e, sempre que possivel, genéticas de pacientes com LD/LG. Dessas
descrigdes resultaram alguns trabalhos de revisdo e outros relatando variantes novas e/ou
expansdes de fendtipos. Os trés trabalhos mais representativos entre eles foram expostos e
discutidos nessa tese.

Palavras-chave: Leucodistrofia; Leucoencefalopatias; Substincia Branca; Ressonancia
Magnética.



ABSTRACT

Introduction: Leukodystrophies (LD) or genetic leukoencephalopathies (LG) correspond to a
group of genetic diseases that compromise the white matter of the central nervous system and
manifest in various ways depending on the affected regions. Neuropsychiatric disturbances,
motor deficits, and incoordination are among the most common symptoms. These diseases are
more common and extensively studied in childhood. The study of adult-onset leukodystrophies
has recently gained relevance as a differential diagnosis of white matter lesions. Some of these
diseases can even be treated. The present thesis aims to describe the clinical, laboratory, and
neuroimaging aspects of patients with adult-onset leukodystrophy, identify characteristics in
the neurological examination and neuroimaging that facilitate their specific etiological
definition, and describe new variants or possible expansions of phenotype that may be observed.
Methods: This was a retrospective, descriptive, and observational study in humans, with data
collection from January 2021 to March 2023. Patients with a suspected diagnosis of
leukoencephalopathy were referred to the study team and evaluated clinically and laboratory.
Those whose results were positive for pathogenic variants in genes involved in
leukodystrophies were followed and included in the study. Clinical history and physical
evaluation were performed and a standardized questionnaire in RedCap was completed.
Magnetic resonance imaging examinations were evaluated by the principal investigator with
the assistance of participating neuroradiologists. The project was approved by the Research
Ethics Committee (REC) under Opinion No. 51404621.5.0000.5045. All patients signed an
informed consent form (ICF). Results: Twenty-four patients with imaging findings compatible
with the hypothesis of leukodystrophy were evaluated. In 4 patients, leukodystrophy panels
were negative, and exome (WES) was negative in one patient. The diagnostic suspicion of
LD/LG was confirmed in 19 patients, of whom 68% were female. The most frequent diseases
were autosomal recessive (4 patients with cerebrotendinous xanthomatosis, 4 with LAMA2-
related leukoencephalopathy, 3 with CLCNZ2-related leukoencephalopathy and ataxia, 2 with
vanishing white matter disease, and 1 with Nasu-Hakola), followed by X-linked (4 patients with
Fabry disease and 1 patient with X-linked adrenoleukodystrophy/adrenomyeloneuropathy).
Based on the most common diseases in this case series, we published a review article on
cerebrotendinous xanthomatosis, a case series with a new mutation and phenotypic expansion
in Fabry disease and a case series with phenotypic expansion in CLCNZ2-related
leukoencephalopathy and ataxia. Discussion: Knowledge of the main etiologies of adult-onset
leukodystrophies should allow for better diagnosis, genetic counseling, and, in some cases, even
guide specific treatment. We described the spectrum of clinical, neuroradiological, and,
whenever possible, genetic manifestations of patients with LD/LG. These descriptions resulted
in some review articles and others reporting new variants and/or expansions of phenotypes. The
three most representative works among them were presented and discussed in this thesis.

Keywords: Leukodystrophy; Leukoencephalopathies; White Matter; Magnetic Resonance
Imaging.
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1 INTRODUCAO

Virias sdo as doengas que afetam a mielina em criangas e adultos, chamadas
leucoencefalopatias. O uso disseminado da ressonancia magnética permitiu a identificacdo de
varias destas afec¢des, mesmo quando ndo suspeitadas clinicamente. Assim sendo, desordens
da mielina devem ser incluidas nos diagnosticos diferenciais de grande nimero de sindromes
neurologicas. Suas etiologias, significancia clinica e implicagcdes terapéuticas variam

enormemente e uma defini¢do precisa da etiologia ¢ essencial.

1.1 Leucodistrofias

E comum que os neurologistas encontrem pacientes com hipersinal na substancia
branca em exames de ressonancia magnética cerebral, que sdo principalmente secundarios a
doencas adquiridas de etiologia inflamatéria, infecciosa, vascular, toxica, metabolica ou

neoplasica (AHMED et al., 2014; RENAUD, 2016)

O termo leucodistrofia tem sido historicamente usado para indicar doengas de
origem genética da substancia branca, denotando um grupo extremamente variado de doengas
soltas agrupadas em conjunto devido a sua caracteristica comum de envolvimento marcado da
substancia branca. Em 2015, VANDERVER et al. forneceu uma definicao mais restrita do
termo leucodistrofia e cunhou o termo leucoencefalopatia genética. As leucodistrofias (LD)
seriam doengas hereditarias que afetam principalmente a substancia branca do sistema nervoso
central, com ou sem o envolvimento do sistema nervoso periférico. Essas doencas
compartilham caracteristicas comuns de alteracdes nas células da glia ou nos revestimentos de
mielina. Leucoencefalopatias genéticas (LG) seriam doencas genéticas que afetam a substancia
branca que ndo atendem aos critérios de classificagdo como LD e resultam de danos neuronais,
vasculares ou sistémicos primarios. Por outro lado, VAN DER KNAAP et al. em 2017 defendeu
a manuten¢ao do uso do termo leucodistrofias para todas as doencas da substancia branca de
origem genética, independente do componente estrutural da substancia branca envolvido, dos
processos moleculares afetados e do curso da doenca. Na presente tese, para evitar confusio de

nomenclatura, usaremos leucodistrofia, leucoencefalopatia ou LD/LG como termos sindnimos.
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LD/LG sao prevalentes durante uma fase da infancia e, em menor escala, durante a
adolescéncia, com uma incidéncia considerada rara em adultos. O uso generalizado da
ressondncia magnética e, mais recentemente, o crescente emprego de técnicas de
sequenciamento de nova geragao permitiram a identificacdo das mesmas doengas descritas na
infancia em adultos, embora com um fendtipo que ¢ muitas vezes diferente (LEITE et al., 2014).
Novos distirbios genéticos de inicio tardio também foram identificados que podem com

frequéncia surgir exclusivamente na idade adulta (DONATO et al., 2014).

Manifestagdes neurologicas, tanto em adultos como em criangas, sdo
frequentemente nao-especificas devido ao envolvimento de tratos longos, com LD/LG
raramente sendo consideradas no diagnostico diferencial antes da realizacdo de ressonancia
magnética cerebral. De acordo com LABAUGE et al. (2014), alteragdes cognitivas e/ou
comportamentais sdo comumente observadas em pacientes adultos, que podem ou ndo estar
associadas a deterioragdo motora progressiva, como paraparesia espastica e / ou ataxia. Em

criancgas, as manifestagdes motoras tendem a predominar.

1.2 Abordagem Diagnéstica

Os padrdes de heranca genética podem ajudar a orientar as hipoteses diagnosticas,
com todos os padrdes sendo potencialmente identificaveis, incluindo formas autossomicas
recessivas, formas autossdmicas dominantes com diferentes graus de expressividade e
penetragdo, formas ligadas ao X e formas mitocondriais (PARIKH et al., 2014). E importante
ressaltar que em adultos, h& um numero significativo de casos esporadicos e formas
autossdmicas dominantes, em contraste com as criangas, onde as formas autossOmicas
recessivas predominam (DONATO et al., 2014). No entanto, ¢ possivel que ndo haja uma
histéria familiar, pois existem formas de penetracdo incompleta e apresentacoes resultantes de

mutagdes de novo.

As manifestagdes extra neurologicas também podem ajudar a limitar as hipoteses
diagnosticas. Em adultos, informagdes relacionadas a manifestagdes de insuficiéncia adrenal
(observadas na  Adrenoleucodistrofia/Adrenoleucodistrofia ~ ligada ao X  ou
Adrenoleukodystrophy/adrenomyeloneuropathy (ALD/AMN-X) em inglés), menopausa

precoce (presente na Vanishing White Matter Disease (VWM) e na Leucodistrofia com
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insuficiéncia ovariana relacionada a AARS2 (LYNCH et al., 2016)), hipogonadismo
hipogonadotrofico (conforme observado na Sindrome de Gordon-Holmes (MARGOLIN et al.,
2013)), xantomas tendineos (como na Xantomatose Cerebrotendinea ou CTX), e sintomas
gastrointestinais (diarreia em pacientes com CTX ou Encefalopatia mitocondrial

neurogastrointestinal (MNGIE) (PARIKH et al., 2014)) sdo particularmente uteis.

Como regra geral, a suspeita de LD/LG surge quando um paciente apresenta um
curso cronico da doencga e envolvimento bilateral, simétrico ou confluente de substancia branca
em imagens de ressonancia magnética cerebral (RENAUD, 2016). No entanto, esta sugestao
neurorradiologica apresenta dois problemas: as excegdes sdo frequentes e este padrdo também
pode ocorrer em estadgios avangados de qualquer outra etiologia. Lesdes assimétricas com
captacao de gadolinio e progressao rapida sugerem doencas adquiridas (LABAUGE et al.,
2014). No entanto, hd também etiologias genéticas que podem exibir essas mesmas

caracteristicas.

Deve-se enfatizar que, embora os resultados da ressonancia magnética possam ser
altamente heterogéneos em varios LD/LG, esses resultados tendem a ser consistentes para cada
doenca, muitas vezes permitindo a identificagdo da doenca com base na imagem. Portanto,
tornou-se clara a necessidade de uma abordagem sistematica aos exames de ressonancia

magnética para orientar a investigacao desses casos.

O trabalho de Schiffmann e van der Knaap em 2009 pode ser considerado o mais
abrangente e pratico para uma abordagem inicial, abrangendo doengas adquiridas entre os
diagnosticos diferenciais e inicialmente dividindo doengas da substancia branca em dois grupos
principais: hipomielinizacdo versus outras doengas da mielina. No entanto, essa abordagem teve
que ser refinada, particularmente para a abordagem de casos suspeitos de LD / LG em adultos,
o que foi alcancado por Laubauge et al. (2014) e Ayrignac e al. (2015). Esses autores
classificaram as LD/LG em trés grandes grupos: LG vascular, LD / LG cavitativo e LD /LG
ndo-vascular, ndo-cavitativo. A identificacdo de achados especificos, como o envolvimento do
tronco cerebral em certos tratos especificos ou da medula espinhal e a presenga de calcificagdes

e/ou cistos, pode ajudar ainda mais na dire¢ao do diagndstico (VANDERVER et al., 2015).

Em 2019, RESENDE et al. descreveu um método passo-a-passo para caracterizacao
de leucodistrofias que consideramos ainda mais pratico e completo. Os passos sugeridos sdo os

seguintes:

1. Identificar envolvimento simétrico da substancia branca.
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2. Descrever o padrao regional de acometimento de substancia branca (dividido em

Parieto-occipital, Frontal, Periventricular, Subcortical, Tronco Cerebral ou Cerebelar) (Figura
1).

Figura 1 — Padrdes de acometimento em estudos de imagem para Leucodistrofias/Leucoencefalopatias e
diagnosticos diferenciais.
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Fonte: Adaptado de RESENDE et al. (2019)
3. Procurar caracteristicas distintas (Cistos, cavitacdes ou lacunas;
Calcificagdes/hemorragias; Realce pds-contraste; Picos anormais na espectroscopia;

Envolvimento de medula espinhal) (Figura 2).



24

Figura 2 — Caracteristicas distintas e potenciais diagnosticos diferenciais a serem considerados.
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Fonte: Adaptado de RESENDE et al. (2019)
Seguindo esses passos € possivel ter uma boa acuracia no diagnostico etiologico de

boa parte das condigdes desse grupo pela neuroimagem.

O diagnostico definitivo pode ser obtido através de testes bioquimicos, tais como a
medi¢do de 4cidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) no sangue de pacientes suspeitos de
ALD/AMN-X, ou através de ensaios genéticos, como a identificacdo de variantes patogénicas

em ABCD] em casos de ALD/AMN-X.

Nos casos em que os achados clinicos ou de imagem sdo altamente sugestivas,
como na doenca de Alexander em adultos ou leucoencefalopatia com envolvimento do tronco
cerebral e da medula espinhal e elevagdo do lactato (LBSL), uma analise genética direcionada
pode ser uma abordagem econdmica. No entanto, existem cerca de 60 genes envolvidos em
LD/LG e muitas vezes ndo ¢ possivel identificar um unico gene candidato com base em achados
clinicos (PARIKH et al., 2014). Neste contexto, as técnicas de Sequenciamento de Nova
Geracao (NGS) demonstraram uma relacao custo-beneficio superior e expandiram rapidamente

o nosso conhecimento de Leucodistrofia/Leucoencefalopatia genética (LD/LG),
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particularmente nas formas de inicio precoce (LYNCH et al., 2017; VANDERVER et al., 2016),

bem como nas apresentagdes atipicas.

Leucoencefalopatias sao bastante estudadas em criangas, onde ja existem dados
robustos sobre as etiologias mais frequentes e formas de apresentagdo clinica. Apenas
recentemente tém sido descritas ¢ estudadas as leucodistrofias de inicio na idade adulta, com
poucos estudos de prevaléncia no nosso meio. Estes sdo frequentemente diagnosticados como

esclerose multipla atipica ou doenga neurodegenerativa precoce (SUNDAL et al., 2012).

1.3 Atendimento a leucodistrofias e doenc¢as neurogenéticas

As doengas neurogenéticas formam um grupo bastante extenso que envolve
doengas muitas vezes reconhecidas como raras. Apesar da raridade dessas doengas o Sistema
Unico de Satide (SUS) tem como principio garantir a integralidade do cuidado desde a atengao
basica até a atencao especializada. A Portaria N° 199, de 30 de janeiro de 2014 Institui a Politica
Nacional de Atencao Integral as Pessoas com Doengas Raras, aprova as Diretrizes para Atengao
Integral as Pessoas com Doengas Raras no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS) e institui
incentivos financeiros de custeio. A Politica Nacional de Atengdo Integral as Pessoas com
Doengas Raras tem abrangéncia transversal as redes temadticas prioritarias do SUS, em especial
a Rede de Atengdo as Pessoas com Doengas Cronicas, Rede de Atencdo a Pessoa com
Deficiéncia, Rede de Urgéncia e Emergéncia, Rede de Atencdo Psicossocial e Rede Cegonha.
Para efeito desta Portaria, considera-se doenga rara aquela que afeta até 65 pessoas em cada

100.000 individuos, ou seja, 1,3 pessoas para cada 2.000 individuos.

As “DIRETRIZES PARA ATENCAO INTEGRAL AS PESSOAS COM
DOENCAS RARAS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE — SUS”, instituidas por essa portaria,
tem o objetivo de organizar a atencdo as pessoas com Doencas Raras no ambito do Sistema
Unico de Satde, permitindo ao gestor de satde a racionalizagdo de recursos. Para tal objetivo,
propdem a criagao de Servigos de Atencdo Especializada e Servigos de Referéncia em Doencas
Raras como componentes estruturantes complementares a Rede de Atencdo a Saude, e
determina que os Servigos de Atencao Especializada e Servigos de Referéncia em Doengas
Raras serao componentes da Rede de Ateng@o a Satde, na Politica Nacional de Atengdo Integral

as Pessoas com Doengas Raras no SUS, e deverdo oferecer assisténcia especializada e integral,
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prestada por equipe multidisciplinar e interdisciplinar. Serdo responsaveis por agdes
preventivas, diagnosticas e terapéuticas aos individuos com doengas raras ou com risco de
desenvolvé-las e seus familiares, de acordo com eixos assistenciais, sendo o primeiro composto
por Doengas Raras de origem genética: I: 1 - Anomalias Congénitas ou de Manifestacao Tardia,
I: 2 - Deficiéncia Intelectual e I: 3 - Erros Inatos do Metabolismo, e o segundo composto por
Doengas Raras nao Genéticas: II: 1- Infecciosas, II: 2- Inflamatorias, II: 3- Autoimunes, ¢ II: 4-
Outras Doengas Raras de origem nao Genética. Pacientes sob os 3 primeiros eixos apresentam

grande possibilidade de envolvimento genético neurologico.

Nesse contexto, a instituicdo de um ambulatorio especializado para os pacientes
com leucodistrofias funcionando como um ponto focal para a criagdo de um ambulatdrio
especializado em neurogenética tem importancia fundamental para a consolidacao do Hospital
Universitario Walter Cantidio como um centro de referéncia em doencas raras no Estado do
Ceara. Tal ambulatério iniciou suas atividades ainda em 2018, mas consolidou-se com o
desenvolver do presente projeto de pesquisa e atualmente conta com residentes de neurologia,
psiquiatria, clinica médica, além de alunos de iniciacdo cientifica e estagiarios, ajudando a
disseminar os conhecimentos de neurogenética no Estado e formar novos médicos com nogdes

basicas de aplicacao pratica dos conceitos genéticos em doencas neurologicas.

1.4 Justificativa

As Leucodistrofias/Leucoencefalopatias Genéticas de inicio na idade adulta sdo
doengas raras e ainda subdiagnosticadas, mas a aten¢ao da comunidade cientifica tem se voltado
cada vez mais para essas doencas na medida em que surgem tratamentos modificadores de

doenca para algumas delas.

Além disso, tais doencas fazem um diagndstico diferencial importante com outras
patologias neuroldgicas tratdveis, como doencas autoimunes, particularmente esclerose

multipla.

Apesar desses fatores, ndo existem estudos de prevaléncia ou registros nacionais de
leucodistrofia que nos permitam conhecer a epidemiologia desse grupo de doencas no nosso

pais e na nossa regido, levando muitos médicos a investigar a partir de conhecimentos obtidos
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nos estudos de leucodistrofias da infancia, que muitas vezes ndo sdo validos em pacientes

adultos.

A grande maioria dos estudos publicados na literatura representa pacientes de
centros de referéncia internacionais em paises desenvolvidos. Ha poucos relatos de casos em
nosso pais (LYNCH et al., 2017), menos ainda nas regides menos desenvolvidas como € o caso

da regido Nordeste, onde a escassez de recursos limita ainda mais a investigacao clinica.

Por todos esses motivos, visualizamos a necessidade de uma descri¢ao de casos
com diagnostico confirmado de leucodistrofias/leucoencefalopatias genéticas em nosso Estado,

analisando os fatores clinicos e genéticos desses pacientes.

1.5 Pergunta de partida

Qual o perfil clinico, de neuroimagem e molecular dos pacientes com
leucoencefalopatia de inicio na idade adulta em regides de alta consanguinidade como o

Nordeste do Brasil?

1.6 Hipétese

O perfil dos pacientes com leucodistrofia de inicio na idade adulta no Nordeste

brasileiro tem particularidades significativas que merecem ser estudadas.

2 OBJETIVOS

Descrever aspectos clinicos ¢ de neuroimagem em pacientes portadores de

leucodistrofia de inicio na idade adulta.
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2.1 Objetivos especificos

Identificar caracteristicas no exame neurologico e na neuroimagem que facilitem a

definicdo etioldgica especifica dentre as leucodistrofias de inicio na idade adulta;

Descrever novas variantes ou possiveis expansdes de fenotipo porventura

observadas.

3 METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo de coorte retrospectivo e parcialmente prospectivo,

descritivo e observacional em humanos.

3.1 Local e periodo do estudo

O estudo foi realizado no Ambulatorio de Neurologia do Hospital Universitario

Walter Cantidio (HUWC) vinculado a Universidade Federal do Ceara (UFC).

A coleta dos dados dos pacientes para fins dessa pesquisa iniciou em janeiro de

2021 e encerrou em margo de 2023.

3.2 Populacio e amostra

A populacdo foi composta por pacientes com diagnostico confirmado de
leucodistrofias ou leucoencefalopatias genéticas seguidos no HUWC ou HGF. Todos os

pacientes foram cadastrados no banco de dados do HUWC.
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3.2.1 Criteérios de inclusdo

Pacientes adultos com diagnostico genético confirmado de

leucodistrofia/leucoencefalopatia genética.

3.2.2 Criteérios de exclusdo

Pacientes com diagndstico estabelecido de doengas metabolicas conhecidas que nao

as citadas nos critérios de inclusdo;

Pacientes ou responsaveis que nao desejem participar do estudo.

3.2.3 Busca por participantes

Os pacientes com suspeita diagnostica de leucodistrofia foram encaminhados a
equipe do estudo e avaliados clinica e laboratorialmente. Aqueles cujo resultado veio positivo
para variantes patogénicas em genes envolvidos em leucodistrofias foram seguidos e incluidos

no estudo.

3.3 Aspectos éticos

O projeto do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Universitario Walter Cantidio sob Parecer n® 51404621.5.0000.5045 de acordo com a
resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Satide (CNS). Todos os pacientes assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para participarem do estudo, tendo o direito

ao anonimato, sigilo e confidencialidade das informagdes obtidas bem como a liberdade de
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recusarem-se a participar das atividades e questdes propostas. O TCLE foi aplicado em duas

vias, uma retida pelo responséavel e a outra pelo pesquisador (APENDICE A).

3.4 Desenho do estudo

O acompanhamento dos pacientes foi iniciado com a suspeita de leucodistrofia pelo
pesquisador principal ou através de encaminhamento com essa suspeita por médicos de outros

servicos do Sistema Unico de Satde ou de outros médicos do HUWC.

Todos os pacientes foram avaliados e seguidos pelo pesquisador principal.

3.4.1 Avaliacdo clinica

A avaliagdo clinica constou de anamnese, exame fisico geral e exame neuroldgico
completo. Na anamnese foram valorizados dados como: a idade de inicio da doenga, os
sintomas apresentados, a progressdo, sintomas psiquidtricos, a presenca ou auséncia de crises

epilépticas ou distirbios de movimento, disautonomia.

O exame neuroldgico completo incluiu avaliacdo de: fungdo cognitiva (miniexame
do estado mental, expansdo de digitos, bateria breve, fluéncia verbal — fonémica e semantica -
desenho do relogio), equilibrio, coordenacao, tonus, forga, reflexos superficiais e profundos,

sensibilidade superficial e profunda, exame de nervos cranianos e distirbios do movimento.

Foi realizada a avaliagdo da forca muscular esquelética utilizando a pontuagdo do
escore do Conselho de Pesquisas Médicas - Medical Research Council — (MRC). Por meio
desse escore, a forca foi graduada em valores compreendidos entre 0 (paralisia) e 5 (forca

muscular normal) pela realizagdo voluntaria de movimentos especificos bilaterais (Tabela 1)

(CAMPBELL; BAROHN, 2019).

Tabela 1 - Grau de forga muscular de acordo com o escore de MRC

0 Nenhuma contragao visivel
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1 Contragao visivel sem movimento do segmento
2 Movimento ativo com eliminacao da gravidade

3 Movimento ativo contra a gravidade

4 Movimento ativo contra a gravidade e resisténcia

5 For¢a normal

Fonte: (CAMPBELL; BAROHN, 2019).

Os distarbios do movimento foram analisados pelo pesquisador principal e

classificados de acordo com a classificagao de distirbios do movimento da Movement Disorder

Society (Tabela 2). Foram especificados os segmentos corporais envolvidos em distirbios do

movimento especifico.

Tabela 2 — Classificagdo dos distarbios de movimento

HIPOCINETICOS HIPERCINETICOS
Bradicinesia (parkinsonismo) Coréia
Apraxia Distonia
Cataplexia Mioclonia
Catatonia Ataxia
"Freezing" Balismo
Marcha Hesitante Tique
Lentificagdao do Hipotireoidismo Tremor
Rigidez Estereotipia

Mioquimia e Sincinesia
Hiperecplexia

Pernas Inquietas
Acatisia

Espasmo Hemifacial

Discinesia

Fonte:(FAHN; JANKOVIC; HALLETT, 2011).

As crises convulsivas foram classificadas clinicamente de acordo com sua

apresentacao fenomenologica na classificacao da ILAE (Figura 3). Os sintomas psiquiatricos

foram descritos e classificados de acordo com o DSM-V.



Figura 3 - Tipos de crises epilépticas
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Classificagado dos Tipos de Crises da ILAE 2017°

Esquema expandido

Focal para tonico-clonica bilateral

Fonte: (FISHER et al., [s.d.])

3.4.2 Avaliacdo laboratorial

" g
Inicio focal Inicio generalizado Inicio desconhecido
\. \
Perceptivas | Disperceptivas ] Motoras \ / \
\ tonico-clonicas
cldnicas Motoras
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"';“".'“‘ mioclono-aténicas NZo-Motoras
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hipercinéticas = S
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tnicas tpicas \ j
Inicio ndo motor s e W
autonomicas Kmi“mm palpebrais j
parada comportamental Ea
cognitivas - % 3
sy N3o classificadas
sensoriais 4

T Definigoes, outros tipos de crises e descritores 530 listados no artigo e glossirio de termos
2 Estas podem ser focais ou generalizadas, com ou sem alteragio da perceptividade
3 Por informagio inadequada ou impossibilidade de inseérir nas outras eategorias

Foram avaliados os exames laboratoriais ja realizados pelos pacientes de acordo

com a solicitacdo dos médicos assistentes.

Todos os exames foram realizados em rotina laboratorial e incluiram: hemograma

completo, eletrodlitos, funcao renal, fungdo hepatica, hormonios tireoidianos, glicemia de jejum,

lactato, colesterol total e fra¢des, entre outros.

3.4.3 Avaliagado por ressondancia magnética



Foram avaliados exames de ressondncia magnética de cranio previamente

realizados em aparelho de 1,5 ou 3 Tesla com as seguintes sequéncias:

Imagens volumétricas FLAIR VISTA no plano sagital com FOV=25cm,
slice=0,6mm, com gap=0,0mm, com matriz de 208x208, e com TE/TR=minimo/6000ms

e TI=1975ms.

Imagem volumétrica FSPGR ponderada em TI, com FOV=26cm,
slice=1,6mm, e matriz de 320 x 192, com TE/TR=minimo/450-650ms e¢ TI=40ms.

Imagem axial TSE ponderada em TI1 com pulso de transferéncia de
magnetizacdo (TM), com FOV=23cm, slice=4,5mm, com gap=0,5mm, com matriz de

256x122, e com TE/TR=10/800ms.

Imagem coronal TSE ponderada em T2 com saturagao de gordura SPAIR, com
FOV=20cm, slice=4,5mm, com gap=0,5mm, com matriz de 400x321, e com

TE/TR=80/321ms.

Tensor de difusdo: imagens axiais ponderadas em difusdo com fator b=800
s/mm2, com 15 direcoes de gradiente, com FOV=224 cm, slice=2,0mm, com

gap=0,0mm, com matriz de 112x112, e com TE/TR=65/6106ms.

Espectroscopia de prétons multivoxel com a técnica PRESS com TE= 30 e

TE= 135 ms, espessura de corte de 10mm.
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Os exames de ressonancia magnética de cranio ja realizados pelos pacientes foram

avaliados através das imagens originais em formato DICOM.

Os exames de ressonancia foram laudados pelos radiologistas dos centros

envolvidos no estudo e reavaliados pelo pesquisador e por neurorradiologistas participantes do

estudo (Dr Leandro Lucato, Dr Daniel Aguiar Dias e Dr. Daniel Castro).

3.4.4 Avaliagao genética
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Pesquisa genética foi realizada em todos os pacientes de acordo com a
disponibilidade. Alguns pacientes realizaram painel de leucodistrofias da Invitae com X genes,
alguns realizaram exoma na Mendelics ou eventualmente em outros laboratérios comerciais.
Os casos que tinham miopatia associada realizaram o painel “DNAmplo” da Mendelics e
aqueles com suspeita de xantomatose cerebrotendinea realizaram um painel de dislipidemias

da Mendelics.

3.4.5 Andlise estatistica

Foi utilizada a estatistica descritiva para andlise das varidveis quantitativas. As
variaveis categoricas foram apresentadas em frequéncias absolutas e percentuais e as variaveis
continuas foram representadas pela mediana e intervalo. Os dados foram agrupados em graficos

e tabelas quando apropriado.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistical

Package for Social Science V18.0 [SPSS Inc, Chicago, IL, USA].

4 RESULTADOS

Foram avaliados 24 pacientes com neuroimagem sugestiva de leucoencefalopatia.
Desses, 19 tiveram diagnostico confirmado, sendo 14 deles por painéis de genes e 5 por exoma.
Quatro pacientes fizeram painéis de leucoencefalopatia negativos € um paciente fez exoma,

com resultado negativo para alteragdes explicativas do fendtipo.

A Figura 4 representa o fluxograma de investigacao e diagndstico dos pacientes

analizados.
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Figura 4 — Fluxograma representativo da investigagdo de pacientes com neuroimagem sugestiva de
Leucoencefalopatia.

24 pacientes
suspeitos

5 pacientes

excluidos

14 confirmados 5 confirmados
por painéis por exoma

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dos pacientes confirmados, 13 (68%) eram do sexo feminino e 6 (32%) do sexo
masculino com média de idade de 42,7 anos (intervalo de 17-71 anos). As doengas mais
frequentemente encontradas foram aquelas de heranca autossomica recessiva (4 pacientes com
xantomatose cerebrotendinea, 4 com leucoencefalopatia associada a LAMA2, 3
leucoencefalopatia e ataxia relacionada ao CLCN2, 2 com doenga da substidncia branca
evanescente ¢ 1 com Nazu-Hakola), seguidas das doengas com heranca ligada ao X (4 pacientes
com Doenga de Fabry e 1 paciente com Adrenoleucoencefalopatia/adrenomieloneuropatia
ligada ao X). Nao encontramos nenhum paciente confirmado com mecanismo de heranca
autossomico dominante. A Tabela 3 mostra as caracteristicas sociodemograficas e a Figura 5

mostra os diagnosticos dos pacientes.

Tabela 3 — Caracteristicas sociodemograficas e de diagnostico dos pacientes estudados.

ID SEXO IDADE DIAGNOSTICO METODO
1 F 35 CLCN2 Painel

2 M 60 CLCN2 Exoma

3 F 33 CTX Painel

4 M 40 CTX Painel

5 F 58 CTX Painel
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6 M 44 CTX Painel
7 F 17 Fabry Painel
8 M 22 Fabry Painel
9 F 45 Fabry Painel
10 F 20 Fabry Painel
11 F 54 VWMD Painel
12 F 47 VWMD Painel
13 F 48 LAMA2 Painel
14 F 31 LAMA2 Painel
15 F 50 LAMA2 Painel
16 M 37 Nazu Hakola Exoma
17 F 71 X-ADL Exoma
18 M 29 LAMA2 Painel
19 F 71 CLCN2 Exoma

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: M Masculino, F Feminino, CLCN2 Leucoencefalopatia com ataxia relacionada a CLCN2, Fabry Doenga
de Fabry, VWMD Doenga da substincia branca evanescente, LAMA2 Leucoencefalopatia relacionada a LAMA2,
Nazu Hakola Doenga de Hazu Nakola, X-ADL Adrenoleucoencefalopatia ligada ao X

Figura 5 — Frequéncia absoluta e relativa de diagndsticos de Leucoencefalopatias.

Adrenoleucoencefalopatia ligada ao X Leucoencefalopatia relacionada ao CLCN2

Doenga de Nazu-Hakola

Leucoencefalopatia associada ao LAMA2

Xantomatose cerebrotendinea

Doenga da substancia branca evanescente

Doenca de Fabry

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida serdo apresentados um estudo de revisdo sobre Xantomatose
Cerebrotendinea (Capitulo 1) e uma série de casos de pacientes com Doenca de Fabry
portadores de uma variante patogénica nova e com alta incidéncia de meningite asséptica

(Capitulo 2). Esses estudos representam as doencas mais frequentes da nossa casuistica.
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5 CAPITULO 1

Artigo “Cerebrotendinous Xanthomatosis: A practice review of pathophysiology,

diagnosis, and treatment”, publicado no periédico “Frontiers in Neurology”

A Xantomatose Cerebrotendinea ¢ uma doenga neurometabolica hereditaria rara e
subdiagnosticada que resulta de mutacdes homozigoticas ou heterozigoticas compostas que
afetam o gene CYP27A1. Esse transtorno do metabolismo dos 4cidos biliares ¢ uma condi¢ao
neurogenética significativa que tem o potencial de ser tratada. Esta condigao ¢ caracterizada
por uma série de manifestacdes neuroldgicas, incluindo ataxia cerebelar, neuropatia periférica,
paraparesia espastica, epilepsia, parkinsonismo, declinio cognitivo, deficiéncia intelectual e

disturbios neuropsiquiatricos.

O acido quenodesoxicolico ¢ um tratamento eficaz amplamente reconhecido para
este disturbio metabolico hereditario. No entanto, sua acessibilidade € restrita em certas
populacdes pelo fato de ainda ndo ser aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) ou
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O objetivo deste artigo de revisao ¢
examinar ¢ enfatizar as informagdes mais atuais relativas aos aspectos clinicos,

patofisioldgicos, de neuroimagem, genéticos e terapéuticos da Xantomatose Cerebrotendinea.

5.1 Introducao

A Xantomatose Cerebrotendinea (CTX), também conhecida como colesterolose
cerebral (MIM #213700), ¢ um distirbio metabolico de armazenamento de lipidios que ¢
herdado de forma autossdmica recessiva. Esta condicao rara esta associada a disfun¢ao das vias
de biossintese de acido biliar(KOYAMA et al., 2021). CTX ¢ uma condi¢ao médica que surge
devido a presenga de variantes patogénicas bialélicas no CYP27A1 (localizado no cromossomo
2q35), que codifica a esterol 27-hidroxilase. Esta enzima ¢ um componente do sistema de
citocromo P450 oxidase mitocondrial. A diminui¢do da atividade enzimatica resulta em elevada
acumulagdo e retengao de lipidios em varios tecidos, particularmente nos tenddes, cristalinos e

no sistema nervoso periférico e central(ISLAM; HOGGARD; HADJIVASSILIOU, 2021).
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Desde o estudo inicial de Van Bogaert em 1937 (VAN BOGAERT et al., 1937),
varias centenas de casos foram documentados. Com base nos dados atuais, pode-se concluir
que a doenga ¢ significativamente subnotificada. A taxa de incidéncia nos Estados Unidos varia
de 1:72.000 a 1:150.000, enquanto a frequéncia da doenga entre os judeus sefarditas de
Marrocos foi estimada em 6 para 70.000 (APPADURAI et al, 2015; BERGINER;
ABELIOVICH, 1981). A literatura médica documentou grupos maiores de individuos afetados
por CTX em vérios paises, incluindo Italia, Holanda, Alemanha, Japao, China, Turquia, Israel
e Espanha, com um total global relatado de mais de 400 casos (STELTEN et al., 2021). A
incidéncia de CTX varia entre diferentes grupos étnicos, com taxas que variam de 1:134,970 a
1:461,358 nos europeus, 1:263,222 a 1:468624 nos africanos, 1:71,677 a 1:148,914 nos
americanos, 1:64,267 a 1:64,712 nos asiaticos orientais € 1:36,072 a 1:75,601 nos sul-asiaticos

(SALEN; STEINER, 2017).

O objetivo deste artigo ¢ fornecer uma visdo geral das evidéncias atuais relativas

aos aspectos clinicos, bioquimicos, radiologicos e terapéuticos da CTX.

5.2 Fisiopatologia

A fisiopatologia subjacente a CTX ¢ um assunto de interesse na literatura
académica. A CTX ¢ uma condigdo médica que surge devido a presenca de variantes
patogénicas no CYP27A1. Isso resulta em uma deficiéncia de esterol 27-hidroxilase, que ¢ uma
enzima mitocondrial que desempenha um papel crucial no metabolismo do colesterol e na
sintese de acidos biliares. Vérias variantes ligadas a CTX foram detectadas, como missense,
insercao/delecao, splice-site e variantes de nonsense. No entanto, atualmente ndo ha correlagdo

genotipo-fendtipo estabelecida (KOYAMA et al., 2021; SALEN; STEINER, 2017).

A sintese dos acidos biliares ocorre através de duas vias metabdlicas primarias. A
iniciagdo da via classica envolve a acao enzimatica da colesterol-7a-hidroxilase, que catalisa a
7a-hidroxilagdo do colesterol. O estagio inicial da via alternativa envolve a 27-hidroxilagdo do
colesterol, que ¢ facilitada pela esterol-27-hidroxilase. Este processo resulta na oxidagdo das
cadeias laterais de varios esterdis intermedidrios (MAST et al., 2017). A CTX ¢ caracterizada
por uma funcdo deficiente da CYP27A1, que resulta na sintese inadequada de acido

quenodesoxicolico (CDCA) e, em menor grau, do acido cdlico. A auséncia do efeito inibidor
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do CDCA sobre a colesterol-7a-hidroxilase leva a concentragdes aumentadas de 7o-hidroxi-4-
colesten-3-ona e seus derivados na via convencional, como ilustrado na Figura 6. Estudos
revelam a presenca de niveis séricos elevados de colesterol e acidos biliares na urina na forma
de glucuronideos (MIGNARRI et al., 2016). Os niveis elevados de metabolitos de colesterol
mostram uma afinidade para aderir a varios tecidos. Além disso, foram observadas
concentragdes elevadas de varios intermediarios patologicos anormais, incluindo colestanol. A
doenca ¢ caracterizada por manifestagdes clinicas classicas como disfuncao neuroldgica
progressiva, catarata e xantomas, que sao causadas pelo acumulo de colestanol principalmente
no cérebro, cristalinos e tenddes. No entanto, uma ampla gama de fendtipos com sintomas

sistémicos e neuropsiquiatricos variados foram identificados (WONG et al., 2018).

Figura 6 - Vias metabolicas do metabolismo de acidos biliares e mecanismos fisiopatologicos envolvidos na CTX.
Ambas as vidas alternativas (acida) e classica (neutra) do metabolismo hepatico sdo representadas em coloragao
azul. Acidos biliares primarios (Acido célico e acido quenodesoxicolico) sdo representados em laranja. Sais
biliares secundarios ¢ terciarios sdo mostrados em vermelho. Etapas neurometabélicas do cérebro sio
representadas por quadrados pretos, assim como alvos moleculares (receptores) de CDCA e CA (KOYAMA et al.,
2021; MONTEIRO-CARDOSO; CORLIANO; SINGARAIJA, 2021; NIE et al., 2014).
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A compreensdo completa da acumulacdo de colestanol no cérebro permanece
elusiva devido a sua capacidade limitada de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) de
forma eficaz (SALEN; STEINER, 2017; WONG et al., 2018). A possibilidade de deterioragdo
da BBB ou aumento da permeabilidade tem sido proposta em pacientes com CTX, como
evidenciado pelos niveis elevados de colestanol e apolipoproteina B detectados em seu liquido
cefalorraquidiano. (LCR). A alteracdo observada na BHE poderia potencialmente ser atribuida
a presenca de glicuronideos de alcool biliar circulantes (KOYAMA et al., 2021). Apesar disso,
varios estudos demonstraram uma barreira hematoencefélica intacta em individuos com
Xantomatose Cerebrotendinea (CTX), sugerindo que os niveis elevados de colestanol podem
ser atribuidos a eliminagdo inadequada ou sintese de novo de colestanol no cérebro a partir do
colesterol ou de um outro precursor. Além disso, observou-se que o precursor do acido biliar
7a-hidroxi-4-cholesten-3-ona tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e
passar por conversdao em colestanol por varios tipos de células, tais como neurdnios, astrocitos,
microglia e macréfagos derivados de monocitos humanos (como descrito na Figura 7)

(KOYAMA et al., 2021; SALEN; STEINER, 2017).

As lesdes da CTX exibem acumulos notéveis de colesterol e colestanol, apesar do
fato de que os niveis de colesterol no soro estdo tipicamente dentro do intervalo normal. Estudos
revelam que hd um aumento na sintese de novo e absorcao intestinal do colesterol, como
evidenciado pelos niveis séricos elevados de latosterol e fitosterol. Em relacao ao metabolismo
do colesterol, os individuos diagnosticados com CTX apresentam aterosclerose precoce e
xantomas. Isto pode ser atribuido a uma diminui¢do no transporte do colesterol periférico para
o figado, como evidenciado pela reducao significativa nos niveis plasmaticos de 27-
hidroxicolesterol. Este derivado particular do colesterol ¢ conhecido por passar através das
membranas celulares de forma mais eficiente devido a sua atividade 27-hidroxilase
(DELL’AVERSANO ORABONA et al., 2020; KOYAMA et al., 2021). Os niveis elevados de
N-carboximetil-lisina citoplasmatica, que estd associada a disfuncdo causada pelo estresse
oxidativo, também foram observados em histidcitos espumantes localizados no nicleo dentado

(GONZALEZ-CUYAR et al., 2007).

5.3 Apresentacio clinica de CTX
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identificagdo da CTX depende principalmente de observagdes clinicas,
neurorradiologicas, genéticas e bioquimicas. A heterogeneidade da apresentacdo clinica da
doenca pode resultar em atrasos consideraveis no diagnodstico. Os sintomas predominantes
relacionados @ CTX na populacdo mais jovem incluem cataratas juvenis bilaterais (82%),
diarreia cronica (31%), e deficiéncia intelectual (48-74%) (KOYAMA et al., 2021; STELTEN
et al., 2019b). No caso de adultos, a manifestagao de xantomas tendinosos ¢ a mais frequente,
com uma prevaléncia de 76%. Além disso, transtornos psiquidtricos sdo observados em 11,4%
dos casos, enquanto distirbios neuroldgicos como neuropatia periférica (45%), ataxia cerebelar
(36-83%), e distirbio do movimento (incluindo parkinsonismo, distonia, mioclonias e tremor
postural) também s3o relatados. O declinio cognitivo ¢ observado em 87% dos casos, ¢ a
paraparesia espastica e outros sinais piramidais estdo presentes em 64-92% dos casos. Estes
resultados sao apoiados por estudos anteriores (BERGINER et al., 1988; KOYAMA et al., 2021;
STELTEN et al., 2019b, 2021) e sdo ilustrados na Figura 7.

Figura 7 - Linha do tempo da historia natural, progressao da doenga e sinais e sintomas em cada fendtipo de CTX
(classico, espinal, e forma “ndo-neurologica), de acordo com o inicio dos sintomas (CAO et al., 2020; KOYAMA
etal., 2021; SALEN; STEINER, 2017; SEKIJIMA et al., 2018; STELTEN et al., 2021; WONG et al., 2018).
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Durante os estagios iniciais de desenvolvimento, os sintomas podem incluir
ictericia com colestase em recém-nascidos e diarreia na infancia. A ictericia ¢ geralmente uma
condicdo temporaria que nao resulta em complicacdes significativas. Caracteriza-se por niveis

aumentados de bilirrubina conjugada, transaminases hepaticas e fosfatase alcalina.



42

Normalmente, os niveis séricos de gama glutamil-transferase (GGT) tendem a estar dentro do
intervalo normal ou exibir uma ligeira elevac¢do. A diminui¢ao dos niveis de CDCA ndo induz
a ativacao e manifestagdo do receptor X farnesoide, resultando em um declinio na exportagao
e transporte de sais biliares dentro dos canaliculos biliares (GONG et al., 2017; KOYAMA et
al., 2021). No entanto, existem relatos raros de colestase neonatal intensa entre individuos
afetados por CTX, o que pode resultar em deterioracdo prematura e fatal ou exigir transplante

de figado para resolugao (GONG et al., 2017).

A prevaléncia de condigdes gastrointestinais em lactentes caracterizadas por
diarreia cronica de etiologia desconhecida ¢ alta, com 76% dos pacientes com CTX
apresentando com esta sintomatologia. Isto ¢ atribuido ao acimulo intraluminal de alcool biliar
e uma diminuicao correspondente nos niveis de CDCA. A auséncia de esteatorreia, colestanol,
colesterol e acidos graxos no conteudo das fezes, juntamente com a ocorréncia de mal absor¢ao
e déficit de crescimento, tem sido relatada (KOYAMA et al., 2021). A utilizagdo de CDCA tem
demonstrado ser uma intervencao terapéutica altamente eficaz para alcancar a remissdo da

diarreia sintomatica.

A ocorréncia de catarata juvenil bilateral ¢ uma observagao prevalente, relatada em
85% da populagdo com CTX (GALLUS; DOTTI; FEDERICO, 2006). Durante os estagios da
juventude e da idade adulta, podem ocorrer complicagdes neuro-oftalmologicas adicionais,
como neuropatia optica e aterosclerose prematura dos vasos da retina (KOYAMA et al., 2021).
A manifestacdo de sintomas neuroldgicos e xantomas tendinosos ¢ frequentemente observada

apods o inicio da catarata.

Xantomas foram observados em uma propor¢do significativa de individuos
diagnosticados com CTX, com uma taxa de prevaléncia de 71%. Estas manifestacdes
geralmente surgem durante a primeira a terceira década de vida, com uma maior incidéncia nos
grupos de idade da adolescéncia tardia e da idade adulta precoce. Os xantomas sao
caracterizados por quantidades significativas de macrofagos espumosos que contém complexas
estruturas de cristais lipidicos (KOYAMA et al., 2021; SALEN; STEINER, 2017; WONG et
al., 2018). A ocorréncia dessas entidades ¢ mais prevalente no tendao de Aquiles; no entanto,
eles também podem ser detectados nos tenddes tricipitais, flexores dos dedos e tuberosidade
tibial, como ilustrado na Figura 8. O envolvimento dos tenddes em disturbios metabdlicos
hereditarios estende-se além da manifestacdo de xantomas em CTX. Outras condi¢des, como
hipercolesterolemia familiar tipo 3 (PCSKD9), sitosterolemia (ABCG8), ataxia com deficiéncia

de vitamina E (TTPA), hiperlipoproteinemia tipo III (APOE), hipoalfaliproteinemia primario
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tipo 2 (APOA1), sindrome de Alagille (JAG1), e em casos raros, hipofosfatasia congénita,
ocronose e galactosemia (ABATE; SALINI; ANDIA, 2016), também podem exibir este
fenomeno. Observagdes clinicas habituais adicionais associadas a hipercolesterolemia familiar,

como arco senil na cornea e xantelasma da palpebra, ndo sao observados na CTX.

Figura 8 — Achados em exame fisico de CTX. Nota-se a presenca de xantoma tendineo (setas brancas) localizados
na tuberosidade tibial anterior (A) e no tenddo de Achilles (B). P¢é cavo (ponta de seta branca) é outra caracteristica
possivel (C).

Fonte: (NOBREGA et al., 2022)

O inicio da disfun¢do neuroldgica geralmente ocorre durante a adolescéncia tardia
ou inicio da idade adulta, como descrito na Figura 6. A presenca de sintomas psiquidtricos como
distarbios comportamentais, depressao, alucinacdes e agitacdo, bem como deméncia e
deficiéncia intelectual foram relatadas (STELTEN et al., 2019b). A deficiéncia intelectual ¢ uma
complicacdo neurolodgica prevalente observada em CTX, tipicamente surgindo durante a
primeira década de vida (WONG et al., 2018). Manifestacdes piramidais como espasticidade e
hiperreflexia, bem como indicagdes cerebrais, incluindo ataxia progressiva e disartria sao

frequentemente observadas.

Embora raros, ha relatos de distirbios do movimento, incluindo parkinsonismo,
distonia, mioclonia e tremor. A distonia ¢ predominantemente multifocal, com casos
documentados de blefarospasmo, distonia oromandibular, cervical e distonia dos membros
(STELTEN et al., 2019a). A ocorréncia de mioclonia, seja positiva ou negativa, tem sido
documentada como uma manifestagdo inicial de distarbios do movimento na CTX. As
extremidades superiores sdo principalmente afetadas, exibindo um padrao poliminimioclonus
que ¢ semelhante ao tremor de inten¢do ou agdo (AKTUGLU ZEYBEK et al., 2020). A presenca

de mioclonia palatal com envolvimento das regides faringea, laringea e lingua ja foi relatada
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(STELTEN et al., 2019a). Outras possiveis manifestagdes da CTX incluem convulsoes,
neuropatia periférica de natureza axonal, desmielinizante ou mista. Além disso, pés cavos

também podem ser observados (Figura 8).

Posteriormente, a medida que os individuos envelhecem, pode haver manifestacdes
adicionais, como aterosclerose prematura, osteoporose ¢ doengas cardiovasculares, incluindo
doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia da valvula mitral, aneurisma da aorta abdominal,
disseccdo de artéria coronaria e espessamento do septo interatrial devido a hipertrofia
lipomatosa (KOYAMA et al., 2021). J4 foram relatadas também disfuncdo autonémica cardiaca,
taquicardia ventricular e fibrilagdo atrial (ROSSI; WAINSZTEIN; MERELLO, 2021; SALEN;
STEINER, 2017).

A osteoporose ¢ uma complicagdo cronica da CTX que representa um desafio
significativo. Muitas vezes resulta em morbidade significativa, particularmente em pacientes
que foram recentemente diagnosticados e naqueles que nao respondem bem a terapia com
CDCA. (ISLAM; HOGGARD; HADJIVASSILIOU, 2021; KOYAMA et al., 2021; SALEN;
STEINER, 2017; STELTEN et al., 2021). A osteoporose que ocorre durante a infancia e a
adolescéncia ¢ uma possivel complicagdo precoce da CTX e pode ndo ser adequadamente
diagnosticada durante as primeiras décadas de vida (KOYAMA et al., 2021; STELTEN et al.,
2021).

Embora a ataxia seja comumente considerada como o disturbio primario de marcha
observado em individuos com CTX, os achados piramidais sdo mais prevalentes do que os
sinais cerebrais (STELTEN et al., 2019b). Além disso, casos de xantomatose espinhal, que sao
ocasionalmente classificados como formas puras de paraparesia espastica, foram documentados
na literatura (BURGUEZ et al., 2017; SAUTE et al., 2015; VERRIPS et al., 1999b). Em uma
revisao recente da literatura, um total de 34 casos de xantomatose espinhal foram examinados.
A revisao relatou que a idade média de inicio dos sintomas neuroldgicos foi de 24 anos nos
casos apresentando um fen6tipo de paraplegia espastica. As caracteristicas complicadas deste
fenétipo incluiram deméncia, ataxia, polineuropatia, convulsdes e doengas psiquiatricas. E
notavel que uma proporcao de 23,5% dos pacientes relatados exibia paraplegia espastica como
seu fenotipo neurologico exclusivo, enquanto apenas 31% dos pacientes diagnosticados com
xantomatose espinhal exibiram xantomas. Em contraste, observou-se que as cataratas e a
diarreia crénica eram caracteristicas prevalentes, ocorrendo em 78% e 65% dos casos,

respectivamente (ATALLAH et al., 2021).
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Ap6s o estudo de Burguez et al. em 2029, o centro de pesquisa afiliado a um dos
autores deste manuscrito (Saute JA) estd realizando exames de CYP27A1 em pacientes
suspeitos de ter HSP. A coorte no sul do Brasil, composta por 115 familias examinadas com
HSP, deu um diagnoéstico de CTX em seis delas, indicando uma taxa de prevaléncia de 5%. Esta
descoberta reforga a importancia de considerar a CTX como um diagnostico potencial em
individuos apresentando com o fendtipo HSP, e conduzir o rastreio bioquimico ou genético

apropriado para confirmar a doenga.

Quando duas das quatro caracteristicas clinicas, ou seja, cataratas prematuras,
diarreia, sinais neuroldgicos progressivos e xantomas de tenddo, sdo observadas, recomenda-se
iniciar testes bioquimicos para CTX (VERRIPS et al., 2020). Cataratas bilaterais, um sintoma
frequentemente observado, especialmente em criancas e adolescentes, pode ser identificado por
oftalmologistas (CRUYSBERG et al., 1995). A combinagdo entre a catarata juvenil e a diarreia
cronica ¢ de grande importancia devido a sua ocorréncia como indicador forte de CTX na
infancia (BERGINER et al., 2009; CRUYSBERG; WEVERS; TOLBOOM, 1991; DEGOS et
al.,, 2016). Além disso, recomenda-se que criancas e adolescentes que exibam distirbios
psiquiatricos, como transtorno do espectro do autismo, Transtorno de Déficit de Atengdo e
Hiperatividade (TDAH), irritabilidade, surtos de agressividade ou transtornos de oposicgao,
sejam submetidos a testes adicionais, particularmente em casos de consanguinidade ou quando

estiverem presentes cataratas ou diarreia cronica (FRAIDAKIS, 2013).

O indice Mignarri de suspeita ¢ uma ferramenta util em ambientes clinicos para
determinar a pontuagdo de previsdo CTX e determinar a estratégia de diagndstico mais
adequada para cada paciente. A Tabela 4 apresenta um indice que atribui pontuacdes variaveis
a categorias distintas de achados, nomeadamente: (I) histéria familiar, (II) sinais sistémicos e
(IIT) envolvimento neuroldgico (37). O indicador com a maior pontuacao de 100 est4 associado
com a classificacao de "indicador muito forte" (A), que engloba a histéria familiar positiva de
um irmao com CTX (Al) e/ou a existéncia de xantomas tendinosos. (A2). A presenca de pais
consanguineos (B1), cataratas de inicio juvenil (B2), diarreia cronica de inicio na infancia (B3),
ictericia neonatal prolongada e inexplicavel (B4), ataxia ou paraparesia espastica (BS),
alteragdes nos nucleos denteados na ressonancia magnética cerebral (B6) e/ou incapacidade
intelectual ou distarbios psiquiatricos (B7) sdao considerados indicadores fortes (B) quando um
individuo marca 50. O "indicador moderado" (C) ¢ atribuido a uma pontuacgao individual de 25
e esta associado com o inicio precoce da osteoporose (C1), epilepsia (C2), parkinsonismo (C3),

e polineuropatia (C4) (MAKARY et al., 2018; MIGNARRI et al., 2014; SALEN; STEINER,
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2017). A avaliacdo dos niveis plasmaticos de colestanol ¢ recomendada para individuos que
tenham pontuacdes de Mignarri iguais ou maiores que 100. Individuos que exibem niveis
elevados de colestanol plasméatico ou uma pontuagao de Mignarri de pelo menos 200, que inclui
pelo menos um "indicador muito forte" ou quatro "indicadores fortes", sdo formalmente
recomendados que se submetam a andlise genética do gene CYP27A1 (ISLAM; HOGGARD;
HADJIVASSILIOU, 2021; KISA et al., 2021; MA et al., 2021; MIGNARRI et al., 2014).

Tabela 4 — indice de suspeicdo de Mignarri para CTX.

| Very strong criteria (A) Stron ria (B) ‘Moderate criteria (C)
Family history Sibling with CTX Consanguineous parents -
Multisystemic invelvement Tendon xantomas Juvenile cataract; childhood-onset chronic Early osteoporosis

diarrhea; prolonged neonatal jaundice

Neurological involvement - Cerebellar ataxia and/or spastic paraparesis;  Epilepsy; Parkinsonism; polyneuropathy
dentate nucleus signal change in
neuroimaging; intellectual disability and/or
neuropsychiatric involvement

Score for each group of criteria: very strong criteria = 100/strong criteria = 50/moderate criteria = 25.

Obs. 1: Suspicion index scores of 200 or higher with at least one (A) criteria or four (B) criteria indicate the need of assessment of the CYP27A1 gene analysis or, if unavailable, plasma
cholestanol level evaluation.

Obs. 2: As diagnostic resources are limited in most centers, cases with suspicion index scores of 100 or higher should be evaluated initially with the assessment of plasma cholestanol levels.
High plasma cholestanol levels indicate the need of further genetic analysis for CTX, as well as cases with normal plasma cholestanol levels but with a positive family history of a sibling
with CTX also indicate the need of genetic testing.

Obs. 3: The Mignarri suspicion index can be used for patients with clinical suspicion at any age of symptom-onset, despite being more indicated for juvenile and adult patients.

Fonte: (MIGNARRI et al., 2014).

A utilizagdo da pontuacdo de Mignarri na pratica clinica ndo deve restringir a
avaliacdo imediata de pacientes com manifestagdes clinicas que indicam fortemente um
diagnostico de Xantomatose Cerebrotendinea (CTX), como o inicio de cataratas durante a
infancia ou diarreia cronica na infancia. Esta recomendacdo ¢ valida mesmo nos casos em que
a pontuagdo de Mignarri ndo exceda 100 ou 200 pontos, ou quando outros sinais clinicos nao

estdo presentes.

No que diz respeito as caracteristicas bioquimicas que oferecem suporte para o
diagnostico, os niveis elevados de colestanol no soro representam o principal marcador
diagnostico para CTX (SALEN; STEINER, 2017). O aumento de precursores adicionais de
colesterol, ou seja, 7-deidrocolesterol e 8-deidrocolesterol, ¢ uma ocorréncia frequentemente
observada na andlise plasmatica para CTX (DE SAIN-VAN DER VELDEN et al., 2008). Os
alcoois biliares, especificamente os glucuronideos, estdo presentes em quantidades
significativas na bile, plasma e urina, e servem como indicadores confiaveis para a detecg¢ao de
Xantomatose Cerebrotendinea. A concentragdo de colesterol nos tecidos € tipicamente elevada,
enquanto no plasma ¢ normal ou diminuida. Foram observados niveis elevados de precursores

adicionais de acido biliar, nomeadamente latosterol e lanosterol, tanto no plasma como na bile.
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A forma tipica de CTX geralmente resulta em niveis plasmaticos de colestanol notavelmente

elevados em comparagdo com as formas atipicas e CTX espinhal.

Os niveis elevados de colestanol e intermediarios anormais da sintese de 4cido biliar
também foram observados em doencas cronicas do trato biliar colestatico, incluindo cirrose
biliar primaria e colestase intra-hepatica familiar progressiva tipo 3 (ABCB4), bem como em
disturbios metabolicos hereditarios, tais como doenga de Niemann-Pick tipo C, sitosterolemia,
hipercolesterolemia familiar e transtornos de biogénese peroxisdmica (KOYAMA et al., 2021;
KUCUKCONGAR YAVAS et al., 2020; PORTER et al., 2010; STELTEN et al., 2021). A
administragcdo de medicamentos que induzem atividade atipica no metabolismo do acido biliar,
como o propofol intravenoso durante a anestesia completa, pode resultar em perfis metabdlicos
semelhantes aos de disturbios da sintese priméaria de 4acidos biliares (CLAESEN et al., 2020).
Variagdes significativas nos niveis plasmaticos de colestanol podem ser observadas em varios
grupos étnicos e etarios, particularmente quando se compara populagdes neonatais, infantis e
adultos (GELZO et al., 2019). A administragcdo prolongada de esteroides tem o potencial de
diminuir os niveis de colestanol no plasma, o que pode resultar em valores normais e resultados
falsamente negativos. Inversamente, o hipotireoidismo pode causar um aumento nos niveis de
colestanol. Estes resultados foram relatados em estudos anteriores (KOYAMA et al., 2021;
SIMAN-TOV; MEINER; GADOTH, 2006). Concentracoes elevadas de colestanol, colesterol,
fragmentos de Apolipoproteina B, Apolipoproteina-Al e albumina foram identificadas na
analise do LCR (KOYAMA et al., 2021; MIGNARRI et al., 2016; SALEN; STEINER, 2017).
O citoplasma pode exibir depdsitos eletrodensos e formagdo de cristais, como evidenciado pela
biopsia hepatica (KISA et al., 2021; KOYAMA et al., 2021; STELTEN et al., 2021), embora

tais procedimentos nao sejam tipicamente recomendados.

Existe uma proposta de utilizar a quantificagdo do precursor do acido biliar 7 alfa-
hidroxi-4-cholesten-3-ona como um exame diagnostico rapido e potencialmente substitutivo do
colestanol para CTX, o qual pode ser utilizado como um biomarcador terapéutico ideal para
uso durante o monitoramento clinico, pois as variagdes de colestanol sdo muito lentas para

serem registradas a curto prazo e orientar o tratamento.

Recomenda-se que sequenciamento de CYP27A1 seja realizado em todos os
individuos que sdo suspeitos de ter CTX. Varios autores propuseram a utilizagdo de testes
genéticos em pacientes que exibam niveis elevados de colestanol ou mostram suspeita clinica
significativa (BERGINER et al., 2009). No entanto, nos tempos modernos, o teste genético

tornou-se mais prontamente disponivel do que a medicao de colestanol para a maioria das
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instalacdes médicas. O diagndstico de CTX pode ser estabelecido através da presenca de
variantes patogénicas bialélicas, juntamente com manifestagdes clinicas tipicas. No entanto, ¢
importante verificar variantes de significancia desconhecida através da realizacdo de analises
plasmaticas de colestanol. A formulagao de critérios diagnosticos distintos para CTX tornou-se
um passo crucial para facilitar o diagndstico e permitir futuros ensaios clinicos. (como mostrado

na Tabela 5).

Tabela 5 — Critérios diagndsticos e categorias para CTX

Diagnostic category:

(i) Definite CTX: One or more symptoms or signs in criteria (A) + criteriaB+C+D
(ii) Probable CTX: One or more symptoms or signs in criteria (A) + criteria B = D
(iiii) Possible CTX: One or more symptoms or signs in criteria (A) + criteria B

Criteria (A): Signs and symptoms (seven different classes): juvenile or adult-onset tendon xanthoma; intellectual disability or progressive neurological or
neuropsychiatric involvement (e.g., cognitive decline, spastic paraparesis, cerebellar ataxia, polyneuropathy, seizures, parkinsonism, dystonia); childhood or
juvenile-onset cataracts; juvenile coronary artery disease; chronic unexplained childhood-onset diarrhea; juvenile osteoporosis; prolonged neonatal cholestasis.

Criteria (B): Biochemical studies: raised levels of plasma/serum cholestanol levels.
Criteria (C): Genetic testing studies; presence of biallelic pathogenic variants in the CYP27A I gene (homozygous or compound heterozygous).

Criteria (D): Exclusion of other potential differential diagnosis: especially for abnormal plasma cholestanol levels and atypical profile of bile alcohols (e.g., sitosterolemia,
hypothyroidism, obstructive biliary tract disease, familial hypercholesterolemia)

Obs. 1: Despite the existence of criteria B, as discussed in other topic of this review manuscript, there are several cases of genetically-proven CTX with normal plasma cholestanol levels
during assessment.

Obs. 2: Presentations with pure behavioral involvement or affective/mood disorders are generally not included as a single positive neurological sign in criteria A.

Obs. 3: The absence of signal changes involving the dentate nuclei and cerebellar and deep and periventricular white matter on brain MRI studies does not rule out the diagnosis of CTX,
as well as normal spine MRI studies do not exclude the diagnosis of spinal CTX.

Obs. 4: Identification of biallelic pathogenic variants may be performed by single-gene sequencing analysis, by next-generation sequencing-based multigene panels, by large-scale
sequencing techniques (whole-exome or genome sequencing) or rarely by deletion/duplication analysis by MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) or quantitative
PCR techniques.

Fonte: (SEKIJIMA et al., 2018; STELTEN et al., 2021).

No contexto dos diagnosticos diferenciais, vale a pena notar que varios disturbios
compartilham caracteristicas clinicas com a CTX, incluindo sitosterolemia, hipercolesterolemia
familiar (que também pode estar presente com xantomas do tendao), sindrome de Smith-Lemli-
Opitz (que ¢ caracterizada por 7-dehidrocolesterol elevado, um achado que também pode ser
observado em alguns pacientes com CTX), outros erros congénitos do metabolismo do acido
biliar (como HSP tipo 5A), e doenga hepatica nio especifica (BIORKHEM et al., 2014; MA et
al., 2021; MOGHADASIAN et al., 2002; PEDLEY et al., 1985). CTX pode ser diferenciado
de outros disturbios com base na presenca de sintomas neuroldgicos progressivos, diarreia
cronica e cataratas (BERGINER et al., 2009; MOGHADASIAN et al., 2002). O inicio da
infancia apresenta uma série de diagndsticos diferenciais, incluindo diarreia congénita e
sindrome de Alagille, bem como outras causas potenciais de ictericia neonatal. O diagndstico
diferencial ¢ realizado em pacientes adultos para distinguir CTX de outras doengas neuroldgicas
progressivas, incluindo HSP, ataxia cerebelar hereditaria, esclerose multipla, doenga

mitocondrial, histiocitose e outras condi¢gdes causadoras de ataxia adquirida. Xantomas de
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tendao e cataratas sdo considerados indicadores significativos para CTX em tais casos (TEIVE

et al., 2022).

A inclusdo de CTX em programas nacionais de triagem de recém-nascidos poderia
potencialmente evitar atrasos significativos no diagndstico e no tratamento, que sdo atualmente
prevalentes. A incorporagdo de programas de triagem de recém-nascidos requer cuidadosa
consideragdao e deve ser implementada dentro de um quadro de pesquisa inicialmente, pois
existe a possibilidade de identificar variantes leves que podem permanecer assintomaticas por
um periodo prolongado sem intervencdo (STELTEN et al., 2021). Nao foi estabelecido um nivel
definitivo de metabdlito ou bateria para a realizagao de triagem metabolica ou genética neonatal
para CTX. O biomarcador primario observado em recém-nascidos CTX positivos apds o
rastreio foi identificado como 5-B-colestano-3a,7a,12a,25-tetrol,3-O-B-D-glucuronida (GlcA-
Tetrol) (DEBARBER et al., 2018; HONG et al., 2020). Tanto o GlcA-tetrol como a proporc¢ao
de GICA-Tetrol para 4acido tauro-quenodesoxicdlico foram determinados como o0s
biomarcadores de diagndstico mais precisos para o rastreio de recém-nascidos (HONG et al.,

2020; STELTEN et al., 2021; VAZ et al., 2017).

5.4 Neuroimagem

O achado de neuroimagem mais caracteristico em Xantomatose Cerebrotendinea
(CTX) ¢ a manifestacdo de hiperintensidade em T2 no nucleo dentado. Em alguns casos,
hipossinal nessa mesma regido também pode ser observado no estdgio avangado devido a
presenga de depositos de hemosiderina e microhemorragias apos vaculagdo cerebelar (ZHANG;

SUN; LI, 2021).

Os resultados de um artigo de revisdo envolvendo 38 pacientes indicam que 84%
dos pacientes exibiram anormalidades de ressonincia magnética cerebral. Essas anomalias
incluiram atrofia cortical supra e infratentorial, anormalidades da substancia branca subcortical
e periventricular, lesdes do tronco cerebral, atrofia cerebelar e outras anormalidades do
parénquima cerebelar envolvendo os nucleos dentados e a substancia branca circundante (NIE
etal., 2014). A ressonancia magnética do cérebro ponderada em T2 e a recuperagdo de inversao
com atenuacao de fluido (FLAIR) pode exibir areas bilaterais simétricas de aumento da

intensidade do sinal na substancia branca periventricular, extremidades posteriores das capsulas
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internas, globo palido, pediinculos cerebrais que se estendem para a substancia nigra, regiao
anterior da ponte, oliva inferior, ou no parénquima cerebral, envolvendo os nucleos dentados e
a substancia branca circundante. Estas areas costumam ser hipointensas em T1 e imagens de

difusdo (DWI), como demonstrado nas Figuras 9 e 10.

Figura 9 — Achados em neuroimagem em CTX. (A) RM de cranio em T1W sagital revelando atrofia cerebelar
leve. (B-G) RM de cranio axial mostrando hipersinal envolvendo a substincia branca cerebelar e nucleo denteado
(setas brancas) em FLAIR (B-E) e T2W (F, G). RM de cranio axial mostrando hipossinal leve envolvendo
substancia branca cerebelar e nucleo denteado em T1W (H) e sequéncia SWI (I). RM de cranio coronal mostrando
hipersinal (setas brancas) envolvendo substancia branca cerebelar e nucleo denteado em T2W (J).

Fonte: (NOBREGA et al., 2022).

Figura 10 — Padrdes de neuroimagem observados em CTX. (A) RM de crénio sagital em ponderagdo T1 mostrou
hipossinal em substéncia branca cerebelar profunda (seta branca). RM de cranio axial revelou alteragdo de sinal
em substancia branca cerebelar profunda (setas brancas), com hipossinal em T1W (B) e hipersinal em T2W (C) e
FLAIR (D). RM de cranio axial revelou hipersinal em substincia branca cerebelar profunda em DWI (E) e
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sequéncia ADC (F). RM de cranio coronal mostrou hipossinal em substancia branca cerebelar profunda na
ponderagdo TIW (G), assim como hipersinal (setas brancas) em T2W (H).
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Fonte: (NOBREGA et al., 2022).

Com o tempo, os nucleos dentados podem exibir hipointensidades em imagens
ponderadas T2/FLAIR e susceptibilidade magnética (SWI). Os achados mais prevalentes em
pacientes com CTX foram anormalidades do sinal T2ZW/FLAIR nos nucleos dentados, como
relatado em 30 casos. A razdo do envolvimento seletivo do ntcleo dentado permanece
desconhecida, como indicado por estudos anteriores (ATALLAH et al., 2021; WONG et al.,
2018). Um estudo revelou uma correlacao notavel entre o grau de lesdes hiperintensas do
denteado e o nivel de incapacidade indicado pela Escala Rankin modificada (ATALLAH et al.,
2021).

A distribuicao consistente de lesdes ao longo do trato corticospinal ou no cerebelo
alinha-se com a apresentagdo clinica de sinais piramidais ou cerebelares. Por outro lado, as
anormalidades da substancia negra podem estar ligadas a caracteristicas de parkinsonismo,

como relatado anteriormente (ATALLAH et al., 2021; MA et al., 2021).

A manifestagdo da xantomatose espinhal pode ser observada através da presenga de
lesdes hiperintensas em T2 longitudinais sem realce que afetam principalmente a medula central
e posterior, como descrito na Figura 11. De acordo com um estudo, o curso clinico da doenca
foi relativamente leve em comparacdo com sua forma classica (ATALLAH et al., 2021). Essa

série de casos de 33 pacientes revelou que a maioria dos pacientes exibiam sinais piramidais,
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enquanto 48% deles exibiram sinais de coluna dorsal. Um paciente foi diagnosticado com CTX
em um estagio tardio e subsequentemente desenvolveu sintomas psiquitricos e xantomatose
espinhal notdvel, uma condi¢do rara que se apresentou como paraparesia espastica sem a
presenca de xantomas, apds a descontinuacdo do tratamento. Os resultados da ressonancia
magnética espinhal indicaram a presenca de novas hiperintensidades lineares nos tratos

corticoespinal e gracil (ATALLAH et al., 2021; ZHANG; SUN; LI, 2021).

Figura 11 — Caracteristicas neurorradiologicas de CTX espinal. RM de cranio sagital mostrou estrutura cerebelar
e de corpo caloso normal. RM de crénio axial mostrou hipersinal leve em nucleo denteado em FLAIR (B) e
sequéncia T2W (C), assim como hipersinal em nucleo denteado em T2W coronal (D). RM de coluna sagital
mostrou hipersinal (setas brancas) em T2W (E) e alteragdo isointensa na coluna dorsal da medula espinal cervical
em T1 (F). RM de coluna toracica revelou estrutura medular normal (G). RM de coluna cervical axial mostrou
hipersinal acentuado na coluna dorsal (setas brancas) em TIW (H) e T2W (I-K).

Fonte: (NOBREGA et al., 2022)

Os resultados da neuroimagem, embora exibam variabilidade significativa entre
pacientes, sdo raramente reversiveis apos o tratamento com CDCA, mesmo naqueles com
diagnostico precoce de CTX (DELL’AVERSANO ORABONA et al., 2020). A relagdo entre o
grau de envolvimento dos nucleos dentados e da substancia branca e a gravidade do
comprometimento neurologico nao € clara. As caracteristicas de neuroimagem mostram um alto
grau de semelhanca em casos de inicio adulto e infantil (DELL’AVERSANO ORABONA et
al., 2020; KOYAMA et al., 2021; ZHANG; SUN; LI, 2021).

A ressonancia magnética cerebral costuma mostrar atrofia cerebelar difusa,

dilatagdo ex-vaccum do IV ventriculo, hiperintensidade simétrica dos nucleos dentados e
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substancia branca cerebelar, com algumas hipointensidades em DWI associadas na zona
adjacente. Além disso, uma hiperintensidade suave no T2W e no FLAIR pode ser observada
nos pedunculos cerebelares superiores e nos tratos piramidais. Os primeiros sinais de atrofia
cerebral também podem estar presentes com o alargamento dos espacos insular e frontal

(DELLAVERSANO ORABONA et al., 2020).

Além disso, a espectroscopia de ressonancia magnética (MRS) pode detectar picos
lipidicos caracteristicos, niveis elevados de colina e picos reduzidos de N-acetil-aspartato nas
areas afetadas, indicando deterioracdo axonal significativa e disfun¢do mitocondrial. (40). A
denervagdo pré-sindptica foi observada em estudos dopaminérgicos funcionais, indicando
melhora leve em alguns pacientes com levodopa, como relatado em MIGNARRI et al. (2012)

e RUBIO-AGUSTTI et al. (2012).

Xantomas tendinosos tipicamente exibem hipo ou isointensidade em imagens
ponderadas em T1 e demonstram baixa intensidade a intensidade de sinal intermediaria em
imagens pesadas em T2. O envolvimento dos tenddes de Aquiles foi a localizagdo mais
frequente. A tomografia tem o potencial de revelar casos de alargamento de partes moles
acompanhado por regides de atenuacdo reduzida. Este fenomeno pode ser potencialmente
associado a acumulagdo atipica de lipidios, como indicado por pesquisas anteriores
(DELL’AVERSANO ORABONA et al., 2020; MAKARY et al., 2018; ZHANG; SUN; LI,
2021).

5.5 Acompanhamento clinico e abordagens terapéuticas

Normalmente, recomenda-se que os pacientes passem por avaliagdes anuais de
funcdes neurolodgicas e neuropsicoldgicas, niveis plasmaticos de colestanol, ressonancia
magnética cerebral, ecocardiografia e densidade 6ssea total do corpo. Nos casos em que 0s
pacientes foram recentemente diagnosticados, monitoramento mais frequente pode ser
necessario até que os marcadores bioquimicos da doenga atinjam um estado estavel. Vale a pena
mencionar que a normalizacdo dos niveis de colestanol pode exigir uma quantidade
significativa de tempo (uma média de 34 meses para uma reducdo de 91 pmol/l) ap6s o inicio

do tratamento especifico. Portanto, em ensaios clinicos, alcoois biliares intermediarios, que
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fazem parte das vias de colestanol, poderiam ser empregados como resultados de substituicao

ou para acompanhamento de curto prazo (SALEN; STEINER, 2017).

A fisiopatologia da CTX ¢ caracterizada por uma diminuigao significativa na sintese
de 4cidos biliares, particularmente 4cido quenodesoxicdlico (CDCA), e, em menor grau, dcido
colico. (CA). O feedback fisiologico negativo do CDCA e da CA sobre a 7-a-hidroxilase, que
¢ a enzima limitante da taxa na via sintética dos acidos biliares, resulta em um aumento
significativo na atividade da 7-a-hydroxylase, como relatado na literatura (MANDIA et al.,
2019). O resultado deste fendmeno ¢ uma diminui¢cdo na sintese de CDCA, um aumento na
produgdo de colestanol e sua subsequente acumulacdo em varios tecidos. Além disso, ha niveis
normais ou baixos de colesterol no plasma (AMADOR et al, 2018). A potencial
neurotoxicidade do colestanol ¢ sustentada pela observagdo do acimulo de colestanol e
apoptose em células neuronais, particularmente células de Purkinje, localizadas no cerebelo de
ratos que receberam uma dieta contendo 1% de colestanol (INOUE; KUBOTA; SEYAMA,
1999).

A diminuicdo da sintese do acido quenodesoxicdlico (CDCA) e a producao elevada
de colestanol levaram a adogdo do CDCA como tratamento preferencial para pacientes com
Xantomatose Cerebrotendinea. (CTX). Esta decisdo ¢ apoiada por descobertas recentes
sugerindo que o colestanol pode ter propriedades neurotoxicas. Por meio de um caminho de
feedback negativo, o CDCA inibe a sintese de acido biliar, impedindo assim a acumulacdo de
colestanol (VERRIPS et al., 2020). A administra¢do deste tratamento resulta em uma redugao
significativa dos niveis plasmaticos de colestanol em pacientes, bem como uma diminui¢ao na
sua acumulagdo dentro dos tecidos corporais. Embora a pesquisa inicial sobre CDCA tenha
demonstrado beneficios clinicos dbvios a curto prazo para a maioria dos pacientes com CTX,
estudos subsequentes de longo prazo indicaram estabilizagdo em um subconjunto de pacientes
(AMADOR et al., 2018). Um estudo publicado em 1984 apresentou evidéncias que apoiam o0s
beneficios de longo prazo da terapia com CDCA, incluindo niveis reduzidos de colestanol
sérico, resultados de exame neurologico melhorados e resultados eletroencefalograficos
positivos (BERGINER et al., 1988). Até a presente data, ndo foram realizados ensaios clinicos

randomizados controlados por placebo de CDCA em pacientes com CTX, apesar deste fato.

O tratamento com CDCA tem mostrado um impacto limitado na reducgdo de
xantomas de tenddo ou na melhoria da catarata. No entanto, demonstrou o potencial para
estabilizar ou melhorar manifestagdes neuroldgicas como declinio cognitivo, sinais do trato

piramidal e déficits cerebelares (STELTEN et al., 2019b). Portanto, considerando a progressao
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inerente da CTX, o principal objetivo da terapia ¢ estabilizar ou melhorar as manifestagdes
neuroldgicas, de acordo com os resultados de estudos retrospectivos anteriores. (VERRIPS et

al., 2020).

Embora a terapia com CDCA seja eficaz para a maioria dos pacientes com CTX, ha
um subconjunto de pacientes que experimentam declinio neurologico continuo. Isto ¢
especialmente verdadeiro para pacientes que sao diagnosticados com a doenca apos os 25 anos
de idade e que ja exibem comprometimento neurologico significativo (DUELL et al., 2018). A
eficdcia do tratamento parece ser limitada quando hé patologia neuroldgica notavel (STELTEN
et al.,, 2019b). A identificacdo e gestdo oportuna de CTX € crucial para mitigar o risco de
deterioragdo neurologica irreversivel e alterar positivamente a trajetoria da doenga, melhorando
assim as manifestagdoes neurologicas e sistémicas da condi¢ao. Um estudo foi realizado em 43
pacientes diagnosticados com CTX, com um periodo de acompanhamento de 8 anos. O estudo
revelou que as condi¢cdes mais comuns observadas nos pacientes foram comprometimento
cognitivo (74%), cataratas prematuras (70%), xantomas de tenddo (77%), e doencas
neuroldgicas (81%). O tratamento com CDCA mostrou melhora de sintomas em 57% dos

pacientes, enquanto 20% continuaram a deteriorar (DUELL et al., 2018).

Um estudo realizado sobre o tratamento com CDCA envolvendo 56 pacientes € o
estudo de coorte retrospectivo mais extenso até a data. O estudo revelou que os pacientes que
foram diagnosticados e tratados antes dos 24 anos de idade experimentaram resolu¢dao completa
de seus sintomas neurologicos anteriores sem qualquer novo inicio de sintomas. No entanto, os
pacientes que foram diagnosticados e tratados apos a idade de 24 anos tinham uma chance de
61% de experimentar deterioracdo neuroldgica, com o parkinsonismo sendo a principal
caracteristica resistente ao tratamento. Os resultados acima mencionados indicam que o inicio
imediato da terapia com CDCA ¢ imperativo e que a detec¢do oportuna desempenha um papel

crucial na obtengao de resultados favoraveis nesta doenga (STELTEN et al., 2022).

A dosagem recomendada para CDCA varia dependendo do grupo etario. Em
criangas, o intervalo recomendado ¢ de 5 a 15 mg/kg por dia, enquanto em adultos, a dose
recomendada ¢ de 750 mg/dia, dividida em trés doses. Foi feita uma recomendacao formal para
uma introducao gradual da dosagem, comegando com 500 mg por dia durante um periodo de
duas semanas, seguida de um aumento semanal de 250 mg/dia até que a dose habitual seja

atingida (STELTEN et al., 2021).
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Nos casos em que o colestanol sérico ou os alcoois da bile na urina continuem a
apresentar niveis elevados além de um periodo de trés meses, pode ser considerado apropriado
aumentar a dose de CDCA até¢ um maximo de 1.000 mg por dia. Recomenda-se que uma dose
inicial de 5 mg/kg/dia, administrada em trés doses divididas, seja administrada a criangas e

adolescentes.

Foram documentados casos limitados de eventos adversos ou preocupacdes de
seguranca para o tratamento com acido quenodesoxicolico (CDCA) em pacientes com
Xantomatose Cerebrotendinea (CTX), com a maioria dos relatos indicando a auséncia de
acontecimentos adversos significativos. A incidéncia de descontinuagdo do tratamento devido
a eventos adversos ¢ inferior a 5% (VERRIPS et al., 2020). A principal preocupacao associada
com CDCA ¢ a hepatotoxicidade, embora na maioria dos casos, haja apenas pequenas elevagdes
nos niveis de aminotransferase sérica (HUIDEKOPER et al., 2016). A ocorréncia de
hepatotoxicidade requer o ajuste da dose (YAHALOM et al., 2013). Embora pequenas
elevacdes nos niveis de transaminases séricas (até trés vezes o limite superior da normalidade)
sejam tipicamente transitérias, a resolu¢ao completa pode levar até 6 meses apds a cessagao do
uso da droga. Pacientes com niveis séricos de aminotransferase superiores a trés vezes o limite
superior da normalidade e que experimentam uma recorréncia de tais alteracdes laboratoriais
ap6s a reintrodugio de CDCA podem optar por interromper o tratamento. E geralmente
recomendado iniciar a reinicializagdo da CDCA em doses mais baixas de 5 mg/kg por dia e

manter essa dosagem sem quaisquer complicacgdes significativas (VERRIPS et al., 2020).

Nos casos em que os pacientes experimentam diarreia persistente ou sintomas
gastrointestinais graves, ¢ comum reduzir temporariamente a dose recomendada até que os
sintomas melhorem. Uma vez que os sintomas tenham melhorado, a dose efetiva ¢ retomada.
De acordo com fontes (DUELL et al., 2018; VERRIPS et al., 2020), pacientes que tém
disfungdo hepatocitica moderada a grave, colestase intra-hepéatica, cirrose biliar primaria,
colangite esclerosante, pancreatite biliar, fistula gastrointestinal biliar, colecistite aguda ou
colangite, ou obstrucdo do trato biliar ndo devem receber terapia com CDCA. A utilizacdo de
acido colico (CA) (BARTHOLDI et al., 2004) como alternativa pode fornecer beneficios
potenciais para pacientes que tém contraindicacdes absolutas para CDCA ou que

experimentaram eventos adversos graves.

Os resultados iniciais sobre o uso de terapia combinada envolvendo doses baixas
de CDCA e o inibidor da HMG-CoA redutase pravastatina indicaram uma diminui¢do nos

niveis plasmaticos de colestanol e impediram o aumento dos niveis de triglicerideos e
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lipoproteina de baixa densidade (LDL)-colesterol observados com monoterapia com CDCA.
No entanto, a duracdo do estudo foi insuficiente para identificar resultados clinicos
significativos (KURIYAMA et al., 1994). Varios relatos de casos adicionais apoiaram a
utiliza¢ao de uma terapia combinada envolvendo inibidores da CDCA e da HMG-CoA redutase,
como sinvastatina e atorvastatina. Estes relatos indicaram uma resposta bioquimica positiva e
notaram melhorias na neuropatia periférica e sintomas cognitivos apds a adi¢do de estatina ao
CDCA (LUYCKX et al., 2014; VERRIPS et al., 1999a). A utilizagdo de LDL-aférese em
combinacdo com CDCA e inibidores da HMG-CoA redutase ¢ um método sob estudo. No
entanto, apesar da reducdo consistente de colestanol para niveis normais ou subnormais, nao
houve melhora definida dos sintomas clinicos observados com esta terapia agressiva de reducao
de colestanol (DOTTI et al., 2004; ITO et al., 2003). Os resultados clinicos de CDCA sozinho
parecem ser mais robustos do que os da terapia combinada com CDCA e inibidor da HMG-
CoA redutase. De acordo com uma recente declara¢do de consenso usando o método Delphi,
um painel de especialistas determinou que a monoterapia CDCA ¢ o tratamento inicial preferido
para CTX. No entanto, o painel também reconheceu que a combinacdo de CDCA com um
inibidor da HMG-CoA redutase pode melhorar o progndstico e fornecer estabilizagdo da
condi¢do. O painel manifestou o seu desacordo quanto a eficacia da aférese de LDL na melhoria

ou estabilizacdo do prognostico, por referéncia (STELTEN et al., 2021).

Pesquisas anteriores também examinaram o uso potencial da terapia de CA para
tratar pacientes com CTX que exibem respostas clinicas variaveis, particularmente em relagao
a sintomas neurologicos (PIERRE et al., 2008; POLAK; JACOBS; KEMPER, 2021). A
administracao de 4cido colico (CA) resultou em uma diminuigdo notavel na excre¢ao urinaria
e na producao sérica de biomarcadores intermedidrios da via de biossintese do acido biliar
(KOOPMAN et al., 1985) através da inibi¢ao da biossintese endogena do acido biliar por meio
de mecanismos de feedback negativos semelhantes aos da acido quenodesoxicolico. (CDCA).
Um estudo multicéntrico realizado na Franca e na Bélgica avaliou retrospectivamente a eficacia
e a seguranca do acido cdlico (CA) no tratamento de pacientes com colestase devido a CTX,
incluindo aqueles que ndo tinham recebido anteriormente dcido quenodesoxicolico (CDCA) e
aqueles que tinham (MANDIA et al., 2019). O estudo revelou que uma propor¢ao significativa
de individuos, superior a 80%, mostrou melhoria clinica ou estabiliza¢do, juntamente com uma
diminui¢do substancial nos niveis plasmaticos de colestanol, apds o tratamento. Esses
resultados sugerem que a CA pode servir como uma opgao terapéutica de segunda linha viavel

ou alternativa para pacientes que experimentam efeitos adversos moderados a graves com a
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terapia com CDCA (MANDIA et al., 2019). Atualmente, ndo h4 consenso sobre a utilizagao de
CA como tratamento tnico em CTX, conforme indicado por referéncia (STELTEN et al., 2021).
Pesquisas anteriores examinaram o envolvimento potencial de varios compostos, incluindo
colestiramina, &cido ursodesoxicolico hidrofilico e acido ursodesoxicolicos, nos parametros
bioquimicos e clinicos de pacientes com CTX. No entanto, ndo foram detectadas respostas ou
beneficios significativos. As investigagdes pré-clinicas demonstraram que a restauracio
metabolica completa da doenga em um modelo de rato transgénico de CTX pode ser alcancada
em maior medida através da administra¢do intravenosa unica de virus adenoassociado (AAV)
expressando CYP27A1 direcionado para o figado, em comparagdo com CDCA. Esta descoberta
tem promessa significativa como uma opg¢ao terapéutica e justifica mais explora¢do em estudos

futuros.

5.6 Prognostico

A idade de diagnostico definitivo e a introdugdo precoce do tratamento sdo fatores
prognoésticos cruciais que influenciam as respostas e os resultados do tratamento,
particularmente em pacientes assintomaticos ou naqueles sem envolvimento neuropsiquiatrico
significativo (KOYAMA et al., 2021; SALEN; STEINER, 2017; STELTEN et al., 2021). A
desaceleracdo da progressao clinica da CTX esta associada a diminui¢do gradual dos niveis
plasmaticos de colestanol ap6s o inicio do tratamento. (STELTEN et al., 2021). Pacientes que
exibem envolvimento caracteristico de ressonancia magnética cerebral da substancia branca
cerebelar profunda, mostrando vacuolagao que parece hipointesa nas sequéncias T1 e FLAIR,
tendem a experimentar um progndstico pior (MANDIA et al., 2019). Inversamente, a falta de
alteracdo de sinal nos nucleos dentados ¢ tipicamente indicativa de um melhor prognostico.
(STELTEN et al., 2021). Certas variantes patogénicas do CYP27A1 foram associadas a
complicagdes neuroldgicas e multissistémicas aumentadas, levando a um pior progndstico. A
disponibilidade de tratamento a longo prazo para inicia¢do e manutengdo ¢ um fator crucial para
alcancar melhores resultados neurologicos e sistémicos e aumento da expectativa de vida no
contexto da CDCA, que ¢ uma terapia medicamentosa projetada para uso continuo (STELTEN

etal., 2021).
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5.7 Conclusao

A Xantomatose Cerebrotendinea ¢ um disturbio genético que tem baixa prevaléncia
e ¢ suscetivel de tratamento. Ela se manifesta como uma condigdo multissistémica.
Manifestagdes neuroldgicas como sinais piramidais, ataxia € comprometimento cognitivo sao
0s principais contribuintes para a incapacidade nesses pacientes. A identificagdo da
hiperintensidade em T2 tipica no nucleo dentado, cataratas juvenis bilaterais e a presenca de
xantomas tendinosos através da neuroimagem sdo indicagdes significativas para o diagnoéstico.
Com base em estudos retrospectivos, a administracdo de CDCA parece ser segura e eficaz,
especialmente quando implementada de forma precoce. A identificagdo oportuna desta
condi¢do, possivelmente através de rastreio neonatal, tem o potencial de aliviar

substancialmente o impacto desta doenca.

6 CAPITULO 2

Artigo “Aseptic meningitis in Fabry disease due to a novel GLA variant: an

expanded phenotype?”, publicado no periddico “Neurological Sciences”.

A doenca de Fabry (DF) ¢ um disturbio genético que ¢ herdado através do
cromossomo X e resulta na acumulacdo de globotriosilceramida dentro dos lisossomas. Esta
condi¢do ¢ caracterizada principalmente por sintomas neuroldgicos como acroparestesia e
doenca cerebrovascular. Onze casos de meningite asséptica foram relatados em pacientes com
DF. No entanto, nenhuma pesquisa anterior estabeleceu uma correlacdo entre variantes
especificas da alfa-galactosidase (GLA) e a ocorréncia de meningite. O manuscrito atual
descreve uma familia em que uma nova variante patogénica do GLA foi ligada a meningite

asséptica em dois de cinco membros da familia.

A presente investigacdo comegou com a identificagdo do caso indice, seguido de
triagem de membros da familia para sintomas de DF e avalia¢do daqueles que exibiam sintomas
para o seu status genético e bioquimico. Imagens de ressonancia magnética foram realizadas
em todos os pacientes, e a andlise de liquido cefalorraquidiano (LCR) foi realizada naqueles

que apresentaram cefaleia.



60

Este estudo consistiu em um total de cinco pacientes, dos quais trés eram mulheres
e todos pertenciam a uma Unica familia. A idade média de diagnéstico foi de 20,6 anos. Um
total de dois pacientes, constituindo 40% da amostra, foram diagnosticados com meningite
asséptica. Além disso, um desses pacientes apresentou eventos cerebrovasculares
concomitantes. Foram observados niveis elevados de proteina C reativa e velocidade de
hemossedimentagdo durante episodios de meningite asséptica. A resolugdo de febre, dor de
cabeca e vomito foi observada em ambos os pacientes apds administragdo intravenosa de
metilprednisolona. Um dos pacientes teve uma recorréncia e necessitou de terapia

imunossupressora a longo prazo com azatioprina.

O presente estudo delineou a manifestagdo clinica da meningite asséptica em uma
coorte familiar que abriga uma nova variante no gene GLA. A prevaléncia da meningite em DF
pode ndo ser exclusiva a esta variante em particular, mas sim uma ocorréncia frequente.
Compreender os mecanismos subjacentes a meningite e sua correlagdo com eventos
cerebrovasculares tem o potencial de estabelecer um novo paradigma de tratamento para
acidente vascular cerebral nesta populacdo de pacientes. Investigagdes prospectivas adicionais
envolvendo amostragem de liquido cefalorraquidiano (LCR) em individuos com Doenga de

Fabry (DF) e dores de cabega recorrentes podem ajudar a esclarecer esta investigagao.

6.1 Introducao

A doenga de Fabry (DF) ¢ um disturbio genético que segue um padrdo de heranca
ligado a X e ¢ caracterizado por disfungdo de armazenamento lisossomico relacionada ao
metabolismo dos glicosfingolipideos. A condigdo ¢ atribuida a variantes em GLA que afetam a
codificagdo da hidrolase a-galactosidase A (a-GalA) (BRADY et al., 2010). A presenca de uma
enzima deficiente resulta na acumulagdo de globotriosilceramida (Gb3) em multiplos sistemas,
incluindo o endotélio vascular, células do musculo liso, coragdo, rins, pele, olhos, trato
gastrointestinal, ganglio da raiz dorsal células e sistema nervoso central. Esta acumulagdo foi
observada em varios tecidos, incluindo tecidos placentarios, como descrito em estudos
anteriores (SWEELEY; KLIONSKY, 1963; VEDDER et al., 2006). A presen¢a de Gb3
intralisossomal foi demonstrada resultar em disfun¢do celular, processos inflamatérios

cronicos, oclusdo vascular, isquemia, e danos subsequentes de orgaos (SESTITO;
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CERAVOLO; CONCOLINO, 2013). A prevaléncia de DF em individuos do sexo masculino
varia entre 1:8454 a 1:117,000, sem qualquer preferéncia étnica (MEIKLE et al., 1999). No
entanto, os exames neonatais indicaram uma maior prevaléncia de DF na Austria, no noroeste
da Italia (1:3000) e em Taiwan (LIN et al., 2009; SPADA et al., 2006). Até a presente data, mais
de 1000 variantes patogé€nicas foram detectadas no GLA (CHIEN et al., 2012). A gravidade da
DF ¢ tipicamente determinada pelo grau de acumulagdo de Gb3. A confiabilidade da atividade
enzimatica € limitada aos individuos do sexo masculino, com um intervalo de valores de 1 a

30% dos controles normais (YOSHITAMA et al., 2001).

A DF pode manifestar-se tanto nas formas tipicas como atipicas, conforme
documentado nas fontes (CHIEN et al., 2012; WILCOX et al., 2008; YOSHITAMA et al.,
2001). Individuos com o fendtipo cléssico tipicamente exibem sintomas desde a primeira
infancia (entre 1 e 3 anos de idade) até a idade adulta, que sdo caracterizados por acroparestesia,
telangiectasias, angioqueratomas, intolerancia ao calor e sintomas gastrointestinais
subsequentes como dor abdominal, nduseas, vomitos e diarreia. Além disso, os individuos
afetados podem experimentar intolerancia ao exercicio e cornea verticilata, e exibir atividade
enzimatica ausente ou residual. Durante a idade adulta, os individuos com DF apresentam
doenca renal que inicialmente se manifesta como proteinuria e, eventualmente, progride para
doenca renal de estagio final (ORTIZ et al., 2018; SESTITO; CERAVOLO; CONCOLINO,
2013). Complicagdes cardiovasculares, incluindo doencga arterial corondria, arritmias, morte
stbita e hipertrofia ventricular esquerda, foram identificadas como as principais causas de

mortalidade (HAGEGE et al., 2019).

O envolvimento de eventos cerebrovasculares engloba uma série de condigdes, tais
como acidente vascular cerebral isquémico, dissec¢do cervical, hemorragia
intraparenquimatosa e trombose venosa cerebral (SCHIFFMANN, 2015). Além disso, tem-se
observado que a dor neuropatica pode manifestar-se nas fases iniciais da condi¢do. Outros
sintomas neurologicos descritos sdo cefaleia, deméncia vascular, vertigem/zumbido, perda de
audicdo neurossensorial, e disturbios psiquidtricos e cognitivos (HSU; NIU, 2018; MICHAUD
et al., 2020).

Estudos anteriores relataram casos de meningite asséptica em 11 pacientes que
tinham diferentes variantes patogénicas do GLA. No entanto, ndo houve investigacdo anterior
que tenha estabelecido uma correlag@o entre variantes especificas e esta caracteristica particular.

Neste estudo, relatamos a identificacdo de uma nova variante patogénica no gene GLA dentro
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de uma familia de cinco individuos. Dois membros da familia foram diagnosticados com

meningite asséptica.

6.2 Metodologia

A presente investigacdo foi conduzida de forma observacional e comegou com a
identificacdo do caso indice. Posteriormente, um exame clinico foi realizado em membros da
familia para identificar a presenca de DF. Nos casos em que os sintomas estavam presentes,
uma avaliacao do status genético e bioquimico foi realizada. Em seguida, todos os individuos
que testaram positive para DF fizeram uma Ressondncia de crinio e aqueles que exibiam
sintomas sugestivos de meningite foram submetidos a pun¢do lombar com analise do LCR,
além de testagem para citomegalovirus, enterovirus, herpes simplex virus 1 e 2, herpes virus
humano 6, parechovirus humano, varicela zoster virus, Escherichia coli K1, Haemophilus
influenzae, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis, Streptococcus agalactiae,

Streptococcus pneumoniae, e Cryptococcus neoformans/gattii.

O estudo empregou sequenciamento de nova geracao (NGS-Illumina) para realizar
a analise genética do GLA. A espectrometria de massa de cromatografia liquida (LC-MS) foi
utilizada para avaliar a lyso-Gb3, enquanto a espectroscopia de fluorescéncia foi empregada

para determinar a atividade da enzima alfa-galactosidase.

O estudo envolveu uma coorte de pacientes que foram monitorados durante um
periodo de quatro anos, de dezembro de 2016 a novembro de 2020, no Hospital Geral de
Fortaleza, que ¢ um Centro de Referéncia de Neurologia localizado no estado de Ceara, no
Brasil. A participagdo dos doentes nesta publicacdo foi condicionada ao seu consentimento,

obtido de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica Institucional local.

6.3 Resultados
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Uma coorte de cinco pacientes, consistindo em trés mulheres e dois homens, todos
pertencentes a mesma familia, foram submetidos ao estudo. A idade média de diagnostico foi
de 20,6 anos. O heredograma estd descrito na Figura 12. Quarenta por cento dos pacientes
incluidos no estudo tiveram meningite asséptica recorrente, com um desses pacientes também
apresentando eventos cerebrovasculares. Os resultados da PCR multiplex do LCR para os
patdgenos causadores predominantes foram negativos em ambos os pacientes. Durante os
episodios de meningite asséptica velocidade de hemossedimentagao (VHS) e a proteina C
reativa (PCR) estavam elevadas. Em contraste, os pacientes que ndo apresentaram meningite

mostraram niveis normais de VHS e PCR.
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Figura 12 — Heredograma em uma familia com Doenga de Fabry causada por variante nova GLA ¢.392 T>G;
p.Leul31Arg.

43 years

. Fabry 20 years 18 years 15 years 7 years

Fonte:(NOBREGA et al., 2023).

A variabilidade dos sinais classicos de DF foi observada entre os membros da
familia, como apresentado na Tabela 6. A presenca de cornea verticillata foi observada em todos
0s cinco pacientes. Acroparestesia e hipo/hiperidrose estavam presentes em quatro pacientes,
enquanto a hipertrofia ventricular esquerda e a proteintria estiveram presentes em dois

pacientes. Hipertensao arterial e angioqueratomas foram observados apenas em um paciente.
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CASO IDADE SEXO SINTOMAS A RM LCR TRATAMENTO
APRESENTACAO

1 15 Feminino Cefaleia, nauseas, Lesdes hiperintensas em 40 Agalsidade alfa +
fonofobia, AVC tdlamo direito e capsula células/mm3 MPIV
prévio interna a esquerda

2 18 Masculino Cefaleia recorrente, Normal 15 Agalsidade alfa +
febre, vOmitos, células/mm3 MPIV
acroparestesias

3 20 Feminino Acroparestesias, Normal Nao realizado  Agalsidade alfa

hipoidrose, migranea

crOnica

4 7 Masculino Acroparestesias, Normal Nao realizado  Agalsidade alfa
hipoidrose

5 43 Feminino Acroparestesias, Multiplos hipersinais Nao realizado  Agalsidade alfa

hipoidrose, migranea periventriculares

cronica

Tabela 6 — Sintomas clinicos, achados de RM e LCR, e tratamento em 5 pacientes com variante nova GLA ¢.392

T>G (p.Leul31Arg).

Fonte: (NOBREGA et al., 2023)
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Os dois pacientes diagnosticados com meningite asséptica mostraram uma resposta
positiva a administragdo intravenosa de metilprednisolona (MPIV), resultando na resolugdo
completa de sintomas como febre, dor de cabeca e vOomitos, sem quaisquer complicacdes
decorrentes do processo de infusdo. Um paciente mostrou resolu¢do completa da pleocitose de
LCR apds o tratamento intravenoso com MPIV, enquanto outro paciente experimentou
resolugdo temporaria da condi¢do com recorréncia de meningite apds a aplicagdo de esteroides.
Esse paciente mostrou melhora apdés uma administragdo subsequente de metilprednisolona

intravenosa (MPIV) e azatioprina oral.

A variante chrX:101,404,787A > C (GRCh38/hg38), ¢3927 T > G
ENST00000218516, p.(Leul31Arg) foi identificada através da andlise molecular de GLA em
todos os pacientes, seja em homozigose ou heterozigose. A substitui¢ao acima mencionada nao
foi detectada nos bancos de dados populacionais, nomeadamente gnomADv2.1.1 ou
gnomadv3.1.2. Além disso, ndo foi previamente documentada na literatura médica ou
repositorios de variantes como ClinVar ou LOVD. No entanto, um estudo indicou que a
substitui¢do de um aminodcido [p.Leul31Pro] dentro do mesmo coédon ¢ patogénica. A
conservagdo da leucina na posi¢do 131 ¢ observada em vérias espécies, e ferramentas
computacionais como PolyPhen, Mutation Taster e CADD indicam que esta substituicao ¢
provavel ser prejudicial. Além disso, a presenga de niveis elevados de lyso-Gb3 e diminui¢ao
da atividade de GLA em individuos do sexo masculino fornece evidéncias de apoio para a

natureza patogénica da substituicdo de p.Leul31Arg.

A terapia de substituicdo enzimatica utilizando agalsidase alfa (Replagal®) esta

atualmente sendo administrada a todos os pacientes.

6.3.1 Caso 1

Em outubro de 2016, uma paciente de 15 anos relatou ter tido uma dor de cabeca
intensa na regido occipital, acompanhada de sintomas de fotofobia, fonofobia, ndusea e febre.
Os registros médicos do paciente indicam uma incidéncia anterior de acidente vascular cerebral
durante a adolescéncia e um diagnostico de oligoartrite que afeta as articulagdes do joelho e do

cotovelo. Nao havia registro médico documentado de acroparestesia ou padrdes anormais de
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suor. Hiperreflexia bilateral e sinal de Babinski foram observados durante o exame neurolédgico.
A paciente mostrou uma acuidade visual de 20/20 em ambos os olhos; no entanto, a andlise
biomicroscopica indicou a presenca de cornea verticillata. A ressonancia magnética revelou a
presenca de lesdes hiperintensas T2 no tdlamo direito, ntiicleo caudado direito, e capsula interna
esquerda, como descrito na Figura 13. O exame do fluido cerebrospinal revelou uma contagem
de leucdcitos de 40 células por mm3, com 87% de linfocitos, 8% de neutrdfilos e 5% de
mondcitos. Além disso, as culturas foram negativas, o que ¢ consistente com um diagnostico de
meningite asséptica. O nivel de proteina C reativa (PCR) do paciente foi medido em 5,62 mg/l,
o que excede o intervalo normal de menos de 1 mg/L. Além disso, a taxa de sedimentagdo dos
eritrocitos (VHS) do paciente foi encontrada em 37 mm/h, o que ¢ maior do que o intervalo
normal de menos de 20 mm / h. A presenca de proteintiria, com um valor de 325,4 mg/24 h e
um intervalo normal de menos de 150 mg/24 horas, foi observada, além de hipertrofia
ventricular esquerda ao ecocardiograma. Os resultados dos testes genéticos revelaram a
presenca de uma nova mutacdo GLA heterozigotica ¢.392 T > G (p.Leul31Arg), juntamente
com um nivel aumentado de lyso-Gb3 (valor de 3,8 ng/mL, referéncia < 1,8 ng/ml). A
administracao de a-galactosidase como uma forma de terapia de substituicao enzimatica (ERT)
foi iniciada. Apesar da administracdo de terapia de substituicdo enzimatica e uma redu¢ao nos
niveis de lyso-Gb3 para 1,8 ng/mL, a paciente experimentou episodios repetidos de meningite
asséptica e oclusdo da artéria central da retina. Em seguida foi administrada MPIV em uma
dose de 1 g/dia durante um periodo de 5 dias, o que resultou em alivio dos sintomas de dor de
cabeca e nausea. A pleocitose do LCR foi resolvida subsequentemente a administragao
intravenosa de metilprednisolona. No entanto, os sintomas clinicos da meningite ressurgiram
apds a redugdo de esteroides, com um registro de 20 células por mm3 em LCR. Uma
administracao subsequente de metilprednisolona intravenosa foi realizada, ¢ o individuo foi
mantido em um regime de azatioprina e prednisona, resultando em nenhuma recorréncia

adicional durante um periodo de quatro anos de observagao.
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Figura 13 — RM de cranio em paciente com Doenga de Fabry e AVC. Ponderacdo em T2 mostra lesdes com
hipersinal no talamo ventromedial direito, niicleo caudado a direita, ¢ capsula interna a esquerda, compativel com
infartos lacunares remotos.

Fonte: (NOBREGA et al., 2023).

6.3.2 Caso 2

Um individuo masculino, de 18 anos, irmdo do caso 1, foi submetido a exames
clinicos para rastreio de DF. O paciente apresentou acroparestesia em ambas as maos € pés,
hiperidrose, dor de cabega, febre recorrente, vOmitos, dispneia durante o esforgo, e
angioqueratomas auriculares como descrito na Figura 14. A variante de GLA identificada no
caso 1 também foi detectada através de testes genéticos, com niveis de lyso-Gb3 medindo 78,9
ng/mL (em comparagao com um valor de referéncia de < 1,8 ng/ml) e a atividade da enzima
alfa-galactosidase medindo < 2,8 pmol/L/h (enquanto o valor de referéncia ¢ > 15,3 pumol /
L/h). A ressonancia magnética do cérebro ndo revelou nenhuma anomalia. A andlise do fluido
cerebrospinal (CSF) realizada durante um episddio agudo de febre alta e dor de cabecga intensa
em novembro de 2018 indicou uma contagem de leucocitos de 15 células por mm3, com 97%

das células sendo linfécitos. Estes resultados sdo consistentes com o diagnostico de meningite
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asséptica. O nivel de proteina C-reativa (PCR) foi observado em 147,98 mg/L, o que ¢ acima
do intervalo normal de menos de 1 mg / L. Além disso, a taxa de sedimentagdo dos eritrocitos
(VHS) foi encontrada em 59 mm/h, excedendo o intervalo normal de menos de 20 mm / h. A
administracdo de MPIV foi iniciada, resultando em alivio de sintomas como dor de cabecga,
febre e vomitos, bem como a resolugdo da pleocitose do fluido cerebrospinal. Os resultados do
ecocardiograma estavam dentro dos limites normais, e ndo houve presenga de proteinuria. A
avaliacdo oftalmoldgica revelou a presenca de cornea verticillata. Nao houve recorréncia de

meningite ou incidéncia de acidente vascular cerebral observada no individuo.

Figura 14 — Angioceratomas auriculares em paciente com Doenca de Fabry.

Fonte: (NOBREGA et al., 2023).
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6.3.3 Caso 3

A irma do Caso 1, uma mulher de 20 anos, foi submetida a exames clinicos para
manifestagdes de DF. A paciente exibiu acroparestesias que foram agravadas pela atividade
fisica e sensibilidade ao calor, bem como hipoidrose e enxaqueca acompanhada por escotomas
visuais. Os resultados da ressonancia magnética do cérebro e do ecocardiograma nao revelaram
quaisquer anormalidades significativas. Os resultados dos testes genéticos revelaram a presenca
da variante de GLA descoberta no caso 1, em um estado de heterozigosidade. Além disso, os
niveis de lyso-Gb3 foram medidos em 4 ng/mL, superando o valor de referéncia de < 1,8 ng/ml.
O exame de LCR nao foi coletado devido a auséncia de manifestacdes clinicas de meningite no
paciente. O exame do olho revelou a presenca de cornea verticillata. A terapia de reposig¢ao
enzimatica com monitoramento de lyso-Gb3 foi iniciada. Nenhum caso de AVC ou meningite

foi detectado durante o periodo de acompanhamento.

6.3.4 Caso 4

Um menino de 7 anos, irmao do caso 1, foi submetido a exame para DF. O individuo
relatou sentir desconforto em seus membros, descrito como uma sensacao de agulhas picando
e queimando. Além disso, foi relatada uma sudorese reduzida, presente desde a idade de trés
anos. Os sintomas acima mencionados afetaram significativamente a qualidade de vida do
individuo, ja que levavam a dor e intolerancia ao exercicio e ao calor. De acordo com relatos
de membros da familia, a frequéncia de queixas aumentou e a dor nao respondeu ao tratamento
analgésico. A andlise molecular de GLA revelou a presenca da variante idéntica detectada no
caso 1. Os niveis de lyso-Gb3 foram medidos em 60,1 ng/dL, com um valor de referéncia
inferior a 1,8 ng/mL. Além disso, a atividade enzimatica da alfa-galactosidase foi encontrada
em menos de 0,8 pumol/L/h, com um valor de referéncia superior a 15,3 umol / L/h. O exame
de LCR nao foi realizado devido a auséncia de manifestacdes clinicas de meningite no paciente.
Apods um periodo de 4 meses de terapia de substituicdo enzimatica, o paciente relatou uma

redugdo nos sintomas de dor. Além disso, os pais do paciente observaram um aumento no
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envolvimento do paciente em atividades fisicas e participacdo em jogos com colegas. Nenhum

caso de AVC ou meningite foi detectado durante o periodo de acompanhamento.

6.3.5 Caso 5

A triagem para DF foi realizada em uma paciente feminina que tem 43 anos de
idade, mae do caso 1. A paciente apresentou acroparestesia, hipoidrose e enxaqueca cronica.
Nao havia antecedentes médicos de pirexia ou inflamacdo das meninges. O ecocardiograma
revelou a presenga de hipertrofia ventricular esquerda, enquanto a ressonancia magnética
cerebral exibiu pequenas hiperintensidades bilaterais de substancia branca que indicam
microangiopatia. A paciente apresentava hipertensao, dislipidemia e proteintria com um valor
registrado de 536,6 mg/24 h, que excede o intervalo normal de < 150 mg/24 horas. Os resultados
dos testes genéticos revelaram a presencga da variante GLA idéntica a observada no caso 1. Além
disso, os niveis de lyso-Gb3 foram medidos em 9,8 ng/mL, o que € superior ao valor de
referéncia de < 1,8 ng/ml. A avaliagdo oftalmologica revelou a presenga de cornea verticillata.
O exame do LCR ndo foi realizado devido a auséncia de manifestacdes clinicas de meningite
no paciente. Terapia de reposi¢do enzimatica com monitoramento anual de lyso-Gb3 foi
iniciada. Nenhum caso de AVC ou meningite foi detectado durante o periodo de

acompanhamento.

6.4 Discussao

Onze casos de meningite em DF foram documentados anteriormente, incluindo 7
pacientes do sexo masculino e 4 do sexo feminino, cujas idades variaram de 15 a 54 anos, como
relatado em referéncias 16 a 24. A maioria dos doentes (9 de 11) apresentava uma associa¢ao
com doenga cerebrovascular, com um impacto predominante na circulagcdo vertebro-basilar. A
co-ocorréncia de meningite e AVC em DF tem sido hipotetizada de ter uma relacao causal por

certos autores (ENG et al., 1994, 2007; LINHART et al., 2007; PERROT et al., 2002).
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Os casos relatados indicam que a meningite exibe uma resposta inconsistente a
terapia de reposi¢do de enzimatica. Por outro lado, a maioria dos casos apresentou resposta a
esteroides, com a maioria dos pacientes experimentando uma reducao na frequéncia das dores
de cabeca. Vale a pena notar que a ocorréncia de eventos cerebrovasculares ndo parece diminuir
apos a terapia de reposi¢do de enzimatica com base nas evidéncias disponiveis. Pesquisas
anteriores indicaram que os individuos com DF exibem niveis elevados de moléculas de adesao
endotelial e inibidor de ativador de plasminogénio, bem como niveis diminuidos de
trombomodulina (BIANCINI et al., 2012). A acumulacao de Gb3 tem sido correlacionada com
niveis elevados de estresse oxidativo, enquanto o crescimento do musculo liso vascular tem
sido conectado com lyso-Gb3, levando a hipertrofia observada das paredes dos vasos na DF
(BIANCINI et al., 2012). A presenga de polimorfismos nos genes responsaveis por IL-6, eNOS,
fator V e proteina Z tem sido observada com uma correlagao com lesdes cerebrais vasculares
em pacientes diagnosticados com DF. Esta descoberta sugere que a inflamacao e a ativagdo da
coagulacdo podem desempenhar um papel na fisiopatologia da doenca cerebrovascular nestes

individuos (ALTARESCU; MOORE; SCHIFFMANN, 2005; ZAGO et al., 2008).

A ocorréncia de meningite em individuos com DF pode estar associada a
acumulagdes anormais de glicosfingolipideos nos vasos do plexo coroide e aracnoide. Essa
ideia € apoiada pelo fato de os glicosfingolipideos poderem ser transportados do plasma para o
LCR através do plexo coroide e subsequentemente reabsorvidos nas granulacdes aracnoides,
como documentado em uma investigacao de autépsia (LOU; RESKE NIELSEN, 1971). A
inflamacdo cronica da aracnoide e a pleocitose do LCR podem surgir como resultado. Niveis
elevados de citocinas pro-inflamatorias, especificamente IL-1p e TNF-a, foram detectados na
analise de células mononucleares do sangue periférico entre individuos com DF. Além disso, a
administragdo in vitro de Gb3 em quantidades comparaveis as observadas em DF para
macrofagos normais resultou em aumentos comparaveis de IL-1 e TNF-a. Estas descobertas
apoiam ainda mais o envolvimento da deposi¢ao de Gb3 na resposta inflamatoria associada a
DF, incluindo a meningite. O estudo atual descobriu que os niveis de lyso-Gb3 em pacientes
femininos ndo excederam 6 vezes o limite superior de referéncia e ndo estavam ligados a
manifestagdo de sintomas de meningite. No entanto, em pacientes do sexo masculino, os niveis
de lyso-Gb3 foram notavelmente maiores, excedendo 44 vezes o limite superior de referéncia,
independentemente de terem tido meningite ou nao, o que se alinha com o padrao esperado em

homens com DF.
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Inversamente, certos autores tém postulado que uma resposta inflamatoria sistémica
¢ a etiologia primaria da meningite, e tém defendido a inclusdo de Fabry na categoria de
disturbios autoinflamatérios. As concentracdes elevadas de Gb3 dentro do plasma e dos
lisossomas, juntamente com o seu processamento anormal, foram identificadas como antigenos
que se ligam ao receptor “Toll-like” -4 (TLR4). Este receptor ¢ expresso ndo apenas em células
imunes, mas também em células renais e endoteliais. A acumulacao da substancia em questao
desencadeia uma resposta imune inata que envolve CDdl e TRL4. Esta resposta leva a
desregulagdo das células T natural-killer e dendriticas, bem como a um aumento na produgao

de citocinas especificas, incluindo TNF-a, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-14, e IL-1740.

Viarios distirbios genéticos tém o potencial de induzir inflamagao repetitiva. Estes
distarbios incluem febre familiar do mediterraneo (OMIM 249 100), sindrome periddica
associada a superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral 1A (TRAPS), febre periddica
relacionada a deficiéncia de mevalonato-kinase (MVK) (OMI 260 920), e febres periddicas
hereditarias que estao ligadas a mutagdes no gene CIASI1 (sindrome autoinflamatéria induzida
pelo frio 1) (ALFADHEL; SIRRS, 2011). As manifestagdes clinicas frequentes incluem
episodios recorrentes de febre, bem como sintomas articulares, abdominais e cutaneos,
acompanhados por uma resposta inflamatodria sistémica. O envolvimento do sistema nervoso
central (SNC), a meningite recorrente e a perda auditiva neurossensorial foram documentados
nestas condicdes, bem como na doenca de Fabry. Um estudo mostrou que os pacientes com
meningite asséptica em DF exibiram indicadores de inflamacao sistémica, incluindo febre, taxa
elevada de sedimentagdo de eritrécitos (VHS) e proteina C reativa. (PCR). Os indicadores
acima mencionados também foram detectados em individuos com meningite recorrente no
estudo atual (casos 1 e 2). A produgao elevada de citocinas inflamatorias tem sido documentada
em varios distirbios de armazenamento lisossémico, incluindo a doenga de Gaucher (DE

FRANCESCO et al., 2013).

No presente estudo, observou-se que 40% dos individuos na coorte familiar (2/5)
exibiam meningite asséptica sintomatica, com um desses casos apresentando-a como a
manifestacdo clinica primaria. Ambos os pacientes apresentaram uma resposta positiva a
administracao intravenosa de esteroides. O caso 1 experimentou uma recorréncia um ano apos
o tratamento intravenoso inicial com metilprednisolona (IVMP), enquanto a terapia com
esteroides orais estava sendo reduzida. Um segundo curso de IVMP foi necessario, juntamente

com azatioprina, para estabilizar anormalidades do LCR.
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Na literatura, hd onze pacientes diagnosticados com FD e meningite asséptica.
Destes pacientes, cinco foram tratados com terapia de reposi¢do enzimatica. No entanto, ndo
houve melhora observada em suas anormalidades do fluido cerebrospinal ou sinais
neurologicos (CALLEGARO; LINO; KAIMEN-MACIEL, 2006; KRAEMER et al., 2017;
LIDOVE et al., 2007, 2009; PERROT et al., 2002; SAWADA et al., 2015; UYAMA et al., 1995;
YANAGIMURA et al., 2015). Um dos pacientes teve multiplos casos de acidente vascular
cerebral durante o tratamento. Em contraste, uma proporcao de 8 em 11 individuos receberam
corticosteroides sozinhos ou em combinagdo com azatioprina. Entre estes, metade dos
individuos demonstrou uma melhoria (3/8) ou estabiliza¢do (1/8) nos resultados do liquido
cefalorraquidiano. A administragdo de esteroides resultou em melhoria dos sinais focais,
nomeadamente hemiparesia e afasia, em um unico paciente, como relatado na Tabela 7. No que
diz respeito aos conhecimentos atuais, apenas um paciente foi documentado na literatura que
foi submetido a tratamento com corticoide, ERT e azatioprina. Foi observado que este paciente
exibiu melhoria clinica e do fluido LCR (KRAEMER et al., 2017). No entanto, a quantidade
limitada e diversidade de relatérios disponiveis atualmente impedem a capacidade de fazer
determinagdes conclusivas sobre o gerenciamento da meningite asséptica em individuos com

DF.

Tabela 7 — Andlise inicial de LCR, tratamento, e recorréncia de meningite ou AVC no seguimento de pacientes
com meningite asséptica por Doenga de Fabry.
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Fonte: (NOBREGA et al., 2023)

Legenda: CS Corticosteroides, TRE Terapia de reposi¢do enzimatica, AZA Azatioprina, MTX Metotrexato, NR
Nao relatado

A série atual de casos demonstrou que a administragdo de esteroides resultou em
uma melhoria dos sintomas clinicos, como dores de cabega e febre. No entanto, em um caso,
anormalidades no LCR persistiram apesar do uso de esteroides e s se resolveram apds um
curso subsequente de metilprednisolona intravenosa (IVMP) e a iniciacdo de azatioprina em
outro caso. A estratégia terapéutica ideal para individuos afetados por meningite e DF

permanece incerta.

Os marcadores bioquimicos e a atividade enzimatica ndo mostraram diferengas
significativas em relacdo a outros casos convencionais de doenca de Fabry. Isso sugere que a

meningite asséptica pode ser uma caracteristica negligenciada da DF, em vez de um resultado



76

distinto da nova mutagcdo que foi documentada neste estudo. A etiologia por trds da
manifestagdo da meningite asséptica sintomatica em certos membros desta familia permanece
ambigua. Existe uma correlagao potencial entre a doenca de Fabry e o desenvolvimento de um
estado pro-inflamatorio, o que pode levar a ocorréncia de meningite asséptica recorrente em
alguns pacientes, pleocitose de LCR assintomdtica em outros, € nenhuma alteragao observavel
nos individuos restantes. A etiologia por trads das multiplas apresentacdes permanece incerta e
poderia estar ligada a diferentes perfis de citocinas, mesmo entre individuos que carregam as
mesmas variantes de GLA. Outros fatores genéticos, incluindo polimorfismos complexos de

HLA, receptores de citocina e fatores epigenéticos também podem desempenhar um papel.

A avaliacao da meningite infecciosa entre os nossos pacientes foi realizada usando
PCR multiplex, que efetivamente excluiu os patdgenos mais prevalentes. A meningite asséptica
induzida por medicamentos foi excluida durante a historia, e ¢ comumente associada a
medicamentos anti-inflamatoérios ndo esteroides, antibidticos como sulfamidas e penicilinas,

imunoglobulina intravenosa, anticorpos monoclonais e vacinas.

O caso 1 mostrou oclusdo da artéria central da retina, uma ocorréncia rara que foi
documentada na literatura em apenas quatro outros casos de DF (ANDERSEN et al., 1994;
FLEDELIUS et al., 2015; SHER et al., 1978). A compreensdao completa da fisiopatologia
permanece elusiva, no entanto, acredita-se que o depdsito de glicosfingolipidios, que esta ligado
a tortuosidade vascular e a constri¢do arteriolar (uma manifestagdo comum da retina na DF),
pode desempenhar um papel contribuinte (ANDERSEN et al., 1994; FLEDELIUS et al., 2015;
SHER et al., 1978). Portanto, ¢ aconselhavel considerar a possibilidade de Fabry em individuos
diagnosticados com oclusdao da artéria central da retina na auséncia de fatores de risco,
particularmente se houver estigmas cutdneo ou dor em extremidade. A ocorréncia de oclusdo
da artéria central da retina em DF pode ter uma fisiopatologia compartilhada com acidente
vascular cerebral. Consequentemente, ela também pode estar ligada a inflamagdo sistémica e

meningite asséptica, como observado no caso 1.

O presente estudo mostra uma série de restricdes. O tamanho limitado da amostra
de pacientes representa um desafio em termos de generalizacao de nossas descobertas. O estudo
incluiu apenas pacientes com manifestagdes clinicas de meningite para o teste de LCR,
excluindo assim a avaliacdo da pleocitose assintomatica e a correlagdo entre a pleocitose no
LCR e os sintomas da meningite. Existe a possibilidade de que pacientes adicionais dentro desta
coorte familiar possam ter exibido alteragdes assintomaticas do fluido cerebrospinal. Em

terceiro lugar, devido a auséncia de um ensaio controlado, a avaliacao do impacto dos esteroides
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na melhoria dos sintomas neurologicos foi sujeita a varios vieses. Um teste abrangente e
imparcial para etiologias infecciosas, como os testes metagendmicos do LCR recentemente
desenvolvidos, nao estd atualmente disponivel em nossa instituigdo. Como resultado, a
possibilidade de meningite infecciosa recorrente nao pode ser completamente eliminada. Por
outro lado, a probabilidade de encontrar dois irmaos afetados por uma doenga infecciosa
esporadica incomum ¢ altamente improvavel, dado que eliminamos os agentes infecciosos

predominantes.

Em resumo, foi descrita uma familia exibindo uma nova variante patogénica no
GLA com uma alta incidéncia de meningite acompanhada por resposta inflamatoria sistémica.
O potencial subdiagnostico da meningite em DF pode ndo ser exclusivo da mutacdo acima
mencionada, mas sim uma ocorréncia mais ampla. Compreender os mecanismos subjacentes a
meningite na doenga de Fabry e sua correlagdo com eventos cerebrovasculares tem o potencial
de estabelecer um novo paradigma de tratamento para acidente vascular cerebral em tais
pacientes. Esta complicacdo ¢ altamente debilitante e ndo parece responder a terapia de
substituicdo enzimatica. Os esforcos de pesquisa adicionais que envolvendo tamanho de
amostra maior de individuos diagnosticados com doenga de Fabry e que experimentam
episodios recorrentes de febre e dor de cabega, conduzidos de forma prospectiva com coleta de

LCR, podem fornecer mais informagdes sobre esta investigacao.

7 CAPITULO 3

Artigo  “Expanding the Phenotypic  Spectrum of CLCN2-Related

Leukoencephalopathy and Ataxia”, submetido no periddico “Brain”.

7.1 Introducao

As variantes patogénicas bialélicas no CLCN2 estdo associadas a uma
leucoencefalopatia autossomica recessiva rara com proeminente ataxia (DEPIENNE et al.,

2013), recentemente designada Leucoencefalopatia com ataxia (LKPAT; OMIM #615651).
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Desde a sua primeira descri¢cdo em 2013, foram registados cerca de 31 individuos de 30 familias
(Detal.,2014; DEPIENNE et al., 2013; GIORGIO et al., 2017; GUO et al., 2019; HANAGASI
et al., 2015; HOSHI et al., 2019; NGO et al., 2020; OZAKI et al., 2020; PARAYIL
SANKARAN et al., 2020; ZEYDAN et al., 2017). Estas observagdes levaram a caracterizacao
de um fenoétipo tipico com ataxia leve, déficit cognitivo variavel, deficiéncia visual por
coriorretinopatia ou atrofia Optica, infertilidade masculina e cefaleia (DEPIENNE et al., 2013).
Curiosamente, todos os individuos descritos até¢ a data permaneceram em atendimento

ambulatorial e os resultados atuais sugerem uma progressao muito lenta da doenca.

Estudos por ressonincia magnética em pacientes com a condi¢do revelam um
padrao tipico de hipersinal em T2 com restri¢ao a difusao variavel envolvendo tratos longos de
substancia branca, especialmente as porcdes posteriores das capsulas internas, pedunculos
cerebrais do mesencéfalo e pedunculos cerebelares médios, causado por edema mielinico e
vacuolizac¢do, devido ao comprometimento da homeostase de dgua e ions mediada pelo canal
CIC-2. Esse padrao de imagem ¢ considerado altamente sugestivo desta doenga (DEPIENNE
etal., 2013).

No entanto, devido ao nimero muito pequeno de casos relatados, € possivel que
formas muito leves ou atipicas desta doenga passem despercebidas, levando a subdiagnostico.
Além disso, a maioria dos casos desta doenga foi observada em populacdes europeias e

asiaticas, com poucas variantes causadoras da doenca relatadas até agora.

O presente estudo descreve doze pacientes adicionais com variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas no gene CLCN2, incluindo trés novas variantes missense, bem
como uma variante recorrente nonsense associada a um possivel efeito fundador no Brasil. O
espectro fenotipico nesta série revelou caracteristicas anteriormente ndo relatadas, incluindo
um fenotipo de paraplegia espastica puramente hereditaria (HSP em ingl€s), convulsdes
proeminentes, atraso no desenvolvimento infantil com transtorno do espectro autista, psicose €
tremor. Mudangas caracteristicas na ressonancia magnética (RM) tipicas da leucoencefalopatia

relacionada ao CLCN2 foram observadas em todos os pacientes.

7.2 Metodologia
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Os pacientes foram identificados por meio de uma busca ativa por variantes
patogénicas do gene CLCN2 em todo o banco de dados de painéis de sequenciamento de
proxima geracdo (NGS ou New Generation Sequencing em inglés) e sequenciamento do exoma
completo (WES ou Whole Exome Sequencing em inglés) de um laboratorio comercial
(Mendelics Genomic Analysis, Sdo Paulo, SP) e por meio do contato com médicos assistentes
para verificar achados clinicos e radiologicos compativeis com a leucoencefalopatia (9
pacientes foram obtidos por este método). Também utilizamos iniciativas de rede em doencas
neurogenéticas no Brasil, Reino Unido (University College London - UCL) e Alemanha
(University Hospital Essen) para buscar pacientes adicionais com leucoencefalopatia e ataxia

relacionadas ao CLCN2 (trés pacientes foram obtidos por este método).

O consentimento foi obtido de todos os pacientes para trabalho genético e
publicagdo de informagdes clinicas e de imagem. O DNA foi extraido de amostras de esfregaco
oral e o sequenciamento do exoma completo foi realizado em uma plataforma NovaSeq Illumina
na Mendelics Genomic Analysis, Sao Paulo, SP, Brasil. As variantes foram categorizadas de
acordo com as diretrizes do American College of Medical Genetics(RICHARDS et al., 2015).
O seguinte transcrito foi usado como referéncia: NM_004366.6, ENST00000265593. Foram
recrutados pacientes com variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em homozigose
e os meédicos assistentes foram contatados para informagdes clinicas. O histérico clinico, o

exame fisico, a ressondncia magnética e estudos adicionais foram revisados para cada paciente.

Revisamos a literatura para artigos em inglés que relatam ou pesquisam a
leucoencefalopatia com ataxia (LKPAT ou Leukoencephalopathy with Ataxia em inglé€s)
associada ao CLCN2 publicados entre 1969 e 2023. Os termos de busca "CLCN2", "CLC-2
chloride channel", "CL-2 CL-Channel", "chloride channel clc-2", "leukoencephalopathy",
"leukodystrophy", "white matter disease" e "lkpat" foram utilizados para a pesquisa nas bases
de dados PubMed, Scopus, Embase, Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) e
Cochrane. Também foram pesquisadas as listas de referéncia dos artigos identificados. A

revisao inicial foi realizada em margo de 2023.

A pesquisa resultou em 110 artigos relevantes, sendo que 48 artigos permaneceram
apos a identificacao de duplicatas. Adicionamos 2 artigos de uma de nossas referéncias por sua
relevancia para nossa discussdo. Apos a leitura do texto completo, todos eles estavam
relacionados ao escopo desta revisdo, com 15 relatos de caso e 33 artigos de pesquisa sobre
modelos experimentais e aspectos moleculares da doenga. Os passos sdo resumidos em um

fluxograma (Figura 15).



Figura 15 — Fluxograma de revisao de literatura em Leucoencefalopatia com ataxia relacionada a CLCN2.
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Fonte: Elaborado pelos autores.
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o 34 research articles
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discussion

Os dados clinicos, radiologicos e moleculares foram extraidos de relatos e séries de

casos, ¢ usados para caracterizar o perfil clinico de LKPAT e comparar com os achados da série

atual. Estudos moleculares e de modelo experimental foram utilizados para discutir achados

radioldgicos e moleculares a luz dos desenvolvimentos mais recentes na base de conhecimento

dessa doenga.

7.3 Resultados
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Analisamos 12 pacientes de 11 familias ndo relacionadas (9 do Brasil, 2 do Reino
Unido e 1 da Alemanha) com idade de inicio variando entre 6 meses e 62 anos (média de 25,95
anos), sendo 7 homens e 5 mulheres. A maioria dos pacientes (58%) era adulta no momento da

apresentacao.

O achado clinico mais comum foi ataxia, observada em 9 pacientes (75%) e
variando de ataxia cerebelar leve a grave. O segundo achado mais comum foi o declinio
cognitivo, em 5 pacientes (42%), variando desde atraso no desenvolvimento cognitivo e
regressao até demeéncia de inicio tardio. No entanto, a maioria dos pacientes era cognitivamente
normal. Convulsdes estavam presentes em 3 pacientes (25%), principalmente convulsdes
tonico-clonicas. Cefaleia foi relatada em 2 pacientes. Sinais piramidais proeminentes foram
observados em dois pacientes. Dois pacientes apresentaram comprometimento visual. Achados
menos comuns foram mioclonia, ptose transitoria, tremor de repouso, sinais do transtorno do
espectro autista (TEA), psicose, discinesias paroxisticas e dor nas costas, observados em apenas
um paciente cada. Um paciente apresentou hemiparesia atribuida a um acidente vascular

cerebral perinatal. Consanguinidade foi relatada na maioria dos pacientes.

Exames de RM revelaram hiperintensidades simétricas e bilaterais em ponderagao
T2 envolvendo as porcdes posteriores das capsulas internas, os pedinculos cerebrais do
mesencéfalo e os pedunculos cerebelares médios de todos os pacientes. Restri¢ao a difusao na
imagem ponderada em difusdo (DWI) foi observada em todos os 11 casos para os quais tivemos
acesso as imagens de DWI, variando de leve hiperintensidade em DWI no esplénio do corpo
caloso a hiperintensidade difusa de DWI de todos os tratos de substancia branca longa. A
restri¢ao de difusao foi mais proeminente em criangas em comparacao com pacientes adultos.
Um paciente (paciente 9) apresentou uma area de encefalomielite cercada por gliose na regido
temporoparietal direita atribuida a um acidente vascular cerebral perinatal. Em outro paciente,
além do envolvimento do trato de substidncia branca previamente descrito, também foram
observadas novas descobertas de envolvimento da substincia cinzenta na forma de
hiperintensidades putaminais bilaterais com cavitagdo, envolvimento da cabeca do nucleo

caudado e talamo.

A maioria dos pacientes brasileiros (8 de 9 pacientes) apresentou a variante
patogénica nonsense c.1709G>A, p.Trp570Ter previamente relatada em homozigose ou
heterozigose composta. Um paciente britanico apresentou uma variante patogénica missense
previamente relatada (c.1412G>A, p.Argd471His) em homozigose (ZEYDAN et al., 2017). O

outro paciente do Reino Unido apresentou uma variante patogénica frameshift previamente
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relatada (p.Leu813Argfs*20) (ZEYDAN et al., 2017) em heterozigose composta com a variante
c.1709G>A, p.Trp570Ter. Identificamos trés novas variantes missense provavelmente

patogénicas: c.1015G>C, p.Val339Leu, c.1190T>C, p.Leu397Pro e c.1529C>T, p.Ala510Val.

A variante p.Ala510Val estava presente em heterozigose composta em trans com a
variante patogénica ¢.1709G>A, p.Trp570Ter em um caso e em homozigose em outro. Esta
nova variante tem uma frequéncia gnomAD2 de 0,0000443, sem homozigotos observados. E
prevista para ser prejudicial por ferramentas computacionais, com um escore DANN (QUANG;
CHEN; XIE, 2015) de 0,9993 ¢ um escore CADD PHRED de 24,8. E um residuo conservado
com um escore GERP (COOPER et al., 2005) de 5,1399. Alanina 510 estd localizada no
dominio helicoidal transmembrana “O”; ndo existem valores de corte estabelecidos para os
escores GERP em CLCN2, mas um estudo anterior que analisou multiplos genes descobriu que
todas as variantes patogé€nicas tinham um escore GERP de 2,95 ou maior (AMENDOLA et al.,
2015). De acordo com as recomendacdes do American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) (RICHARDS et al.,, 2015), essa variante foi classificada como

provavelmente patogénica.

A nova variante missense ¢.1190T>C, p.Leu397Pro tem uma frequéncia no
gnomAD (LEK et al., 2016) de 0,00000398. Ferramentas computacionais preveem que a
variante ¢ prejudicial, com um escore DANN (QUANG; CHEN; XIE, 2015) de 0,999 ¢ um
escore CADD PHRED de 32. Ela altera um residuo altamente conservado com um escore
GERP (COOPER et al., 2005) de 5,73 e foi encontrada em um paciente em homozigose. De
acordo com as recomendacdes da American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (RICHARDS et al., 2015), essa variante foi classificada como provavelmente

patogénica.

A nova variante missense ¢.1015G>C, p.Val339Leu foi identificada no estado
homozigoto em uma paciente alema. Ela tem uma frequéncia de 0,00001064 (3 heterozigotos),
sem homozigotos no gnomAD. Essa variante altera uma valina conservada (até o peixe-zebra)
do dominio J transmembrana do canal e tem um escore CADD PHRED de 26,5. Essa variante
foi inicialmente classificada como de significado desconhecido, mas reclassificada como
provavelmente patogé€nica com base nos achados altamente concordantes de RM cerebral

sugestivos de LKPAT.

Um resumo dos achados clinicos e variantes CLCN2 identificadas com origens

geograficas pode ser encontrado na Tabela 8.



Tabela 8 — Resumo dos achados clinicos e variantes CLCN2 identificadas.
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ID SEXO IDADE MANIFESTACOES SINTOMAS DE VARIANTE ORIGEM
DE CLINICAS INiCIO
INiCIO
1 M 13 Paraparesia espastica  Espasticidade em  ¢.1709G>A,p.  Brasil
membros Trp570Ter
inferiores
2 F 30 Ptose a esquerda Ptose unilateral c.1709G>A,p.  Brasil
reversivel Trp570Ter
c.1529C>T,
p-Ala510Val
3 M 8 Ataxia de marcha, Ataxia c.1709G>A p. Brasil
disartria, sinais Trp570Ter
piramidais
4 M 6meses Transtorno do Atraso de c.1529C>T, Brasil
espectro autista, desenvolvimento  p.Ala510Val
atraso de motor
desenvolvimento,
ptose, ataxia
5 M 54 Ataxia flutuante, Ataxia flutuante c.1709G>A p. Brasil
comprometimento Trp570Ter
visual
6 F 18 Lombalgia Lombalgia c.1190T>C,p.  Reino
Leu397Pro Unido
7 F 47 Convulsoes, cefaleia, Convulsdes, c.1412G>A,p. Reino
disartria, ataxia cefaleia Argd71His Unido
mioclonia,
comprometimento de
memoria
8 M 62 Alteracdes Alteragdes p-Leu813Argf  Brasil
comportamentais, comportamentais,  $*20
comprometimento ataxia, convulsdes ¢.1709G>A p.
cognitivo, ataxia, Trp570Ter
hiperreflexia,
convulsdes
9 F 14 Cefaleia, ataxia, Cefaleia c.1709G>A,p.  Brasil
epilepsia, declinio Trp570Ter

cognitivo, discinesia

paroxistica
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10 F 36 Psicose, ataxia, Psicose ¢.1015G>C, Alemanha
tremor postural e de p-Val339Leu
repouso (homozygous)

11 M 3 Atraso do Atraso do c.1709G>A,p. Brasil

neurodesenvolviment neurodesenvolvim  Trp570Ter

0, ataxia, estrabismo, ento, ataxia

comprometimento
visual

12 M 26 Ataxia de marcha, Ataxia c.1709G>A,p.  Brasil
tremor de agdo, Trp570Ter

disartria leve

Fonte: Elaborada pelos autores.

7.4 Discussao

O gene CLCN2 codifica o canal de cloreto sensivel a voltagem CLC-2, que
desempenha um papel na homeostase de ions e 4gua no cérebro (DEPIENNE et al., 2013). A
disfung¢do desse canal de cloreto ¢ hipotetizada como sendo a causa do edema intramielinico, e,
portanto, das alteragcdes tipicas de sinal na ressondncia magnética que caracterizam a
leucoencefalopatia relacionada a CLCN2. A variabilidade no fenotipo tem sido relatada desde

a primeira identificagdo dessa doenca, especialmente em relacdo a idade de inicio.

Os canais CIC-2 sdo expressos no cérebro principalmente na superficie celular de
astrocitos fibrosos, especialmente na por¢do posterior das capsulas internas, em feixes densos
de substancia branca, e em processos astrociticos que correm paralelos ou perpendiculares aos
feixes axonais. Também hé alguma expressdo dentro dos axonios e na superficie axonal em
contato com a mielina adaxonal (DEPIENNE et al., 2013). Em astrocitos perivasculares, o CIC-

2 co-localiza com Glial CAM e MLCI.

A substancia branca cerebral ¢ formada principalmente por axonios mielinizados
que estdo envolvidos na conduc¢dao do impulso. Os potenciais de acdo sdo conduzidos pela
despolariza¢dao neuronal mediada pelo influxo de sdédio nos nodos de Ranvier, e o equilibrio
osmotico ¢ mantido por meio do efluxo de potassio em sitios paranodais cobertos por mielina.
O sincicio panglial ¢ uma rede de astrocitos, oligodendrécitos e células ependimarias

interconectados por jungdes gap que ¢ essencial para a disposicao de ions e agua apds a
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mudang¢a osmolar induzida pelos potenciais de a¢do. O sincicio astrocitico € particularmente
responsavel pelo amortecimento de mudangas rapidas de volume. O CIC-2 parece estar
envolvido na geracdo de correntes de cloreto necessarias para a diminui¢ao regulatoria do
volume astrocitico apds o inchaco celular induzido pelo potencial de agdo, juntamente com o
MLCI1 (leucoencefalopatia megalencefalica com cistos subcorticais associada ao MLC1). A
diminui¢do da fun¢do de CIC-2 na membrana plasmatica dos astrocitos leva a retencdo de

volume, edema mielinico e vacuolizagao (DEPIENNE et al., 2013).

Outras duas proteinas importantes, MLC1 e Glial CAM, co-localizam-se com o
CIC-2 em pés astrociticos na lamina basal perivascular e parecem fazer parte do mesmo
caminho de homeostase de agua e ions. Tanto a GlialCAM (também conhecida como
HEPACAM) quanto a MLC1 estdo associadas a leucoencefalopatia megalencefalica com cistos
subcorticais (MLC) (LEEGWATER et al., 2001; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2011), outra
doenca associada a edema e vacuolizacao mielinica. Diferentemente da LKPAT associada a
CLCN2,na MLC, as fibras nervosas brancas compactas, como o corpo caloso, a cdpsula interna,
o tronco cerebral e as vias cerebelares, sdo poupadas. MLCI1 e GlialCAM sao localizados
predominantemente nos processos astrociticos distais, enquanto CIC-2 ¢ mais difusamente
localizado nos astrocitos, e isso pode estar relacionado a predominancia de edema mielinico em

longas fibras nervosas brancas em CLCN2.

DEPIENNE et al. (2013) encontraram apenas 6 pacientes com leucoencefalopatia
relacionada a CLCN2 de um banco de dados de 3000 pacientes com leucoencefalopatia
indiagnosticavel em Amsterdam. Eles hipotetizam que a leucoencefalopatia associadaa CLCN2
¢ muito rara, ou tem uma variacao fenotipica muito maior do que se pensava anteriormente.
Nossa descoberta de 9 novos casos no Brasil em um banco de dados de aproximadamente 60000
exomas nao selecionados apoia essa segunda hipotese, e a triagem dos servigos de radiologia
para achados tipicos de RMI pode revelar um nimero cada vez maior de pacientes com formas

muito leves ou até mesmo assintomaticas dessa doenca.

A falta de correlagdo genotipo-fenotipo no pequeno numero de relatos de casos até
o momento ¢ reforcada por este relatorio. Neste estudo, os Pacientes 1, 3, 5, 9, 11 e 12
apresentavam todos a mesma mutacdo homozigbtica nonsense (p.TrpS70Ter), no entanto,
houve diferengas significativas ndo apenas na idade de inicio, mas também na expressdo
fenotipica entre esses pacientes. Essa variante estava presente na maioria dos casos do Brasil,

possivelmente sugerindo um efeito fundador. Houve 78 heterozigotos para essa variante no
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banco de dados da Mendelics Genomic Analysis, o laboratorio comercial onde investigamos

todos os pacientes brasileiros.

O p.Trp570Ter ¢ uma variante de perda de funcdo previamente descrita no artigo
inicial de Depienne et al. e essa variante tem sido mostrada para levar & downregulation do
mRNA do CLCN? e diminuicdo da expressao da proteina resultante devido a degradacao
mediada por nonsense (DEPIENNE et al., 2013). Muitas variantes descritas neste gene sao

variantes de perda de funcdo, seja nonsense ou frameshift (LANDRUM et al., 2016).

Também identificamos uma variante missense previamente relatada em CLCN2
(c.1412G>A, p.Argd71His), uma variante frameshift previamente descrita (p.Leu813Argfs*20)
e trés novas variantes missense provavelmente patogénicas: c¢.1015G>C, p.Val339Leu,
c.1190T>C, p.Leu397Pro e ¢.1529C>T, p.Ala510Val. Existem algumas variantes missense
patogénicas previamente descritas neste gene. O mecanismo pelo qual algumas dessas variantes
missense podem levar a fenotipos clinicos tem sido estudado com mais detalhes. Essas variantes
sdo previstas para afetar as hélices transmembranares “B” (p.Gly98Arg), N (p.Gly466Glu e
p.Argd71His) e “O” (p.Ala500Val e p.Gly503Arg) do CIC-2 (Figura 16). Em um estudo com
mutantes de CIC-2 expressos em oocitos de Xenopus, nenhum dos canais mutantes de CIC-2
produzidos por essas variantes elicita correntes de cloreto ativadas apos a hiperpolarizacao
quando injetados em o6citos de Xenopus, e todos 0os mutantes apresentaram expressao reduzida
da membrana plasmadtica, sugerindo que a funcdo reduzida de CIC-2 nesses mutantes esta
relacionada a uma expressdo PM gravemente prejudicada devido ao trafego anormal (GAITAN-

PENAS et al., 2017).
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Figura 16 — Representacdo do canal CLC-2 de cloreto, mostrando os dominios proteicos e o sitio das variantes
relatadas.

L397P
V339L
R471H
lc A510V
COOH ! W570*

NH,

Fonte: Elaborado pelos autores.

A nova variante missense p.Ala510Val esta localizada em um cédon proximo a
variante p.Ala500Val previamente relatada, que foi mostrada produzir canais CLC-2 restritos
ao reticulo endoplasmatico e escassamente expressos na membrana plasmatica, possivelmente
devido auma mudanca de aminoacidos hidrofébicos conservados nos dominios transmembrana
de CIC-2 (DEPIENNE et al., 2013), que também sdo esperados serem afetados pela variante
p-Ala510Val. Outro estudo sobre as propriedades eletrofisiologicas e bioquimicas dos canais
mutantes CIC-2 p.Ala500Val indicou que essa variante ndo afeta a condutancia de canal tnico,
mas altera as propriedades de controle e expressao do canal na membrana plasmatica,
provavelmente devido a uma ma conformagdo e trafego prejudicado para membranas
plasmaticas (GAITAN-PENAS et al., 2017). E possivel que um mecanismo semelhante ocorra
com esta nova variante missense p.Ala510Val, bem como com a variante missense p.Gly503Arg

previamente descrita (GAITAN-PENAS et al., 2017).

As caracteristicas clinicas mais comuns da leucoencefalopatia relacionada ao

CLCN? relatadas at¢é o momento incluem ataxia cerebelar, comprometimento visual, dor de
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cabeca e infertilidade masculina (DEPIENNE et al., 2013). Os sinais fisicos incluem ataxia,

tremor, nistagmo e espasticidade (Tabela 9). Apresentacdes incomuns incluem convulsdes

precoces (HOSHI et al., 2019) e discinesia paroxistica (HANAGASI et al., 2015).

Tabela 9 — Revisdo clinica e de variantes em CLCN2 na literatura.

ID SEXO IDADE MANIFESTACOES SINTOMADE VARIANTES ORIGEM
DE CLINICAS INiCIO
INiCIO
1 M 2meses Convulsdes; Nistagmo;  Convulsdes c.2068G >T, India
Hipotonia apendicular; p-Glu690Ter
Tremores
2 F 22 Comprometimento Cefaleia c.1709G>A,  Tunisia
cognitivo, Ataxia, p.Trp570Ter
Cefaleia, Paraplegia
espastica, Humor
deprimido
3 F 54 Ataxia, Tinnitus, Vertigem Norte da
Comprometimento de Africa
visdo, Perda auditiva,
Tinnitus, Vertigem
4 M 52 Assintomatico Assintomatico c.1769A>C, Marrocos
p.His590Pro
5 M 36 Azoospermia Assintomatico c.1507G>A, Italia
p-Gly503Arg
6 F 44 Ataxia, Tremor Tremor de agéo, c.709G>A, Norte da
Ataxia de marcha  p.Trp570X Africa
leve
7 F 57 Ataxia, Tinnitus, Vertigem ¢.1709G>A, Norte da
Comprometimento de p-Trp570X Africa
visdo, Surdez, Tinnitus,
Vertigem
8 F 30 Ataxia, Comprometiment  c.430 435del, Norte da
Comprometimento o de visio, p.Leuld4 Ilel Africa
cognitivo, Psicose 45del
Comprometimento de
visdo, Cefaleia
9 F 12 Espasticidade, Cefaleia, c.1143delT, Europa
Comprometimento de Dificuldade de r.1143delt,
visdo, Cefaleia, Ataxia, aprendizado p-Gly382Alafs

X34 ; c.64—
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

21

28

27

46

3meses

22

48

11

Comprometimento

cognitivo

Ataxia, Cefaleia

Espasticidade,

Comprometimento de

visdo, Ataxia,

Comprometimento
cognitivo, Tremor
Ataxia, Discinesia,
Comprometimento

cognitivo

Perda auditiva, Ataxia

Ataxia, Cefaleia

Ataxia

Convulsoes

Comprometimento

cognitivo, Tremor,

Comprometimento de

visdo, Tinnitus, Tontura

Ataxia

Cefaleia, Perda

auditiva, Vertigem

Cefaleia

Tremor de agdo,
Ataxia de marcha

leve

Discinesias

paroxisticas

Desequilibrio,
Dificuldade de
marcha

Cefaleia,
Instabilidade
postural e
Turvagao visual
Ataxia de marcha
e hipoestesia em
hemicorpo direito
Convulsdes

tonico-clonicas

Tremor postural
em membros

superiores de 8Hz

Ataxia

Cefaleia, Perda

auditiva ,

Vertigem

1107_639del,
.64 639delins
82,
p-Met22Leufs
X5
¢.1499C>T,
r.1499C>T,
p.Ala500Val
¢.828dupG,
p-Arg277Alafs
X23

c.1113delinsA
CTGCTCAT,
p.Ser375Cysfs
X6
c.1412G>A,
p-Arg471His

p-Glu475Lysfs
Ter79

p-Leud35Argf
sTer7

c.61dup,
p.Leu21Profs*
27
c.2257C>T,
p-Arg753Ter

3:184073499G
>NP_004357.
3:p.GIn385Ter
¢.1100C>T,
p-P367L

Europa

Europa

Turquia

Turquia

Turquia

Turquia

Japdo

China

EUA

India

89



90

20 M 6 Cefaleia, Perda Cefaleia c.61dupC, Japao
auditiva, Vertigem p-Leu21Profs*
27

Fonte: Elaborado pelos autores

Além da ataxia, também descrevemos trés pacientes com convulsdes como
caracteristica proeminente, uma crianga com transtorno do espectro autista e atraso motor e de
fala, e pacientes com inicio tardio de ataxia flutuante e rapida deterioracdo na paraplegia
espastica apos lesdo. Esses achados podem ampliar o espectro fenotipico da leucoencefalopatia

e ataxia relacionadas ao CLCN2.

Antes da identificacdo da leucoencefalopatia e ataxia relacionadas ao CLCN2,
variantes heterozigotas no CLCN2 foram relatadas como causa de epilepsia generalizada
idiopatica dominante (COMBI et al., 2009; D’AGOSTINO et al., 2004; EVERETT et al., 2007;
HAUG et al., 2009; KLEEFUSS-LIE et al., 2009; SAINT-MARTIN et al., 2009; STOGMANN
et al., 2006), mas essa descoberta foi posteriormente refutada (NIEMEYER et al., 2010;
PLANELLS-CASES; JENTSCH, 2009) e o artigo original foi retratado (HAUG et al., 2009).
DEPIENNE et al. (2013) sugeriram que variantes patogénicas no CLCN2 ndo estavam
associadas a epilepsia depois que nenhum de seus 6 pacientes e parentes heterozigotos
assintomaticos apresentaram epilepsia. No entanto, dois pacientes com LKPAT tipico e
convulsoes foram posteriormente descritos na literatura (HOSHI et al., 2019; NANDANA et
al., 2023). Na presente série, as convulsdes foram relatadas em um terco dos pacientes,
sugerindo que a epilepsia pode ocorrer em associacdo com variantes patogé€nicas bialélicas no
CLCN2. A associacdo de variantes heterozigotas no CLCN2 com epilepsia ainda ndo foi

comprovada até o momento.

Relatamos um paciente com paraplegia espastica que ficou confinado a uma cadeira
de rodas aos 50 anos, apds ferimentos por faca no peito e abdomen. Até onde sabemos, ndo ha
relatos anteriores de paraplegia espastica que levou a perda da ambulacdo em CLCN2.
Curiosamente, esse paciente nao apresentava ataxia ou comprometimento cognitivo,
apresentando-se como uma paraplegia espastica hereditaria (HSP) "pura". O agravamento de
doencas da substancia branca apds trauma ja foi relatado anteriormente na adrenoleucodistrofia
ligada ao X (RAYMOND et al., 2010) e na doenga da substincia branca em regressao apds
trauma, infecgdes sist€émicas e até mesmo banho de sol (VAN DER KNAAP et al., 1998). Esse

agravamento foi atribuido a citocinas pro-inflamatdrias e a quebra da barreira hematoencefalica
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na XALD. Nao esta claro se o trauma teve alguma associacao causal com a piora da doenca

nesse paciente, apesar de uma clara associa¢ao temporal.

Dois irmaos foram relatados anteriormente com uma sobreposi¢do de SPG56 e a
leucoencefalopatia e ataxia associadas a CLCN2, portando variantes patogénicas bialélicas de
CYP2UI e também variantes provavelmente patogé€nicas bialélicas de CLCN2, com
azoospermia ¢ RM compativel com CLCNZ2, sugerindo uma verdadeira sobreposicao. A
paraplegia espastica grave foi atribuida ao SPG56 nesses casos (ALMASOUDI et al., 2023;
ALMASOUDI; PUSCHMANN; NILSSON, 2020).

Atraso no desenvolvimento com transtorno do espectro autista e psicose ndo foram
relatados anteriormente com mutagdes em CLCNZ2. Apesar da possibilidade de que esses
aspectos psiquiatricos ndo estejam relacionados ao CLCN2 nesses pacientes, a presenca de
ataxia co-ocorrente, achados tipicos de ressonancia magnética e auséncia de outras variantes
associadas ao TEA em sequenciamento completo do exoma para um paciente sugerem que o
TEA e a psicose podem fazer parte do espectro da doenga de CLCN2. No entanto, a descrigao
de casos adicionais com esses recursos seria necessaria para concluir definitivamente que eles

fazem parte dos disturbios relacionados a CLCN2.

Embora ndo tenhamos procurado especificamente por infertilidade masculina, os
homens adultos nesta amostra ndo tiveram filhos (infertilidade involuntéria), sugerindo possivel

infertilidade.

Apesar do fendtipo neuroldgico altamente varidvel, todos os pacientes
apresentaram anormalidades de imagem quase idénticas tipicas da leucoencefalopatia
relacionada a CLCN2. As notaveis caracteristicas de imagem em RM DWI envolvendo tratos
de substancia branca longos nos levaram a suspeitar do diagnéstico de CLCN2 antes dos
resultados do sequenciamento completo do exoma na maioria dos casos, demonstrando que esse

achado ¢ um sinal de imagem altamente sugestivo.

Leucoencefalopatia relacionada ao CLCN2 deve ser suspeitada em pacientes com
achados tipicos em ressonancia magnética, especialmente hiperintensidade T2 simétrica e
bilateral envolvendo as por¢des posteriores das capsulas internas, pedinculos cerebrais do
mesencéfalo e pedunculos cerebelares médios. Outras estruturas comumente afetadas incluem
os tratos piramidais na ponte, tratos tegmentais centrais, substancia branca cerebelar, corpo

caloso e substancia branca cerebral (MIN et al., 2021). Em um caso, identificamos uma nova
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descoberta de envolvimento da substancia cinzenta na forma de hiperintensidades T2 bilaterais

com cavitag¢do nos nucleos caudados e putdmen, além de envolvimento talamico.

Algumas peculiaridades da imagem devem ser destacadas, como a presenga de
difusdo restrita em algumas estruturas afetadas (Figura 17), geralmente atribuida a edema
intramielinico causado por pequenos vacuolos e espacos extracelulares. A auséncia de difusao
restrita na maior parte da substancia branca cerebral e cerebelar pode estar relacionada a
existéncia de grandes vactiolos e espagos extracelulares nesses locais, facilitando o movimento
de agua (DEPIENNE et al., 2013). A razdo para essa diferenca na leucoencefalopatia

relacionada ao CLCN2 nio ¢ totalmente compreendida.

Em nossos casos, hd uma tendéncia a um envolvimento menos proeminente da
substancia branca cerebral em pacientes adultos. Como o edema intramielinico pode ser
reversivel, pode haver alguma reversdo nas alteragdes da substancia branca cerebral com o
envelhecimento desses pacientes, da mesma forma que ¢ observada em pacientes com
leucoencefalopatia megalencefalica com cistos subcorticais, causada por variantes patogénicas
do MLCI1 e do GlialCAM que compartilham mecanismos semelhantes na homeostase de agua
e ions, como explicado anteriormente. A primeira descricdo por (DEPIENNE et al. (2013)
também relatou anormalidades mais proeminentes na substincia branca do cérebro em
pacientes pediatricos (DEPIENNE et al., 2013), reforcando ainda mais essa possibilidade de

reversdo do edema.

Outra tendéncia ¢ observar areas de difusao restrita mais difusas em pacientes mais
jovens (Figura 17), o que também pode ser explicado pelas diferengas entre vacuolos pequenos
e grandes, uma vez que pelo menos em camundongos com auséncia do CIC-2 ha um aumento
progressivo no tamanho dos vacuolos com a idade (BLANZ et al., 2007). Isso significa que em
individuos afetados mais jovens, predominam vacuolos pequenos, levando a restricdo de
difusdo, enquanto em individuos mais velhos pode haver vacuolos maiores, onde pode ser

apreciada uma facilitagdo da difusdo.

Nao encontramos nenhuma correlagdo entre a extensdo das alteracOes na

ressonancia magnética e a gravidade da apresentacao clinica.



Figura 17 — Achados em RM de pacientes com Leucoencefalopatia
com ataxia relacionada a CLCN2.

Fonte: Elaborado pelos autores
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Este estudo apresenta algumas limitagdes. Embora seja a maior série de casos de
LKPAT relacionada ao CLCN2 até o momento, o nimero de pacientes ainda ¢ muito pequeno
para tirar quaisquer correlagdes genotipo-fenodtipo e para afirmar que alguns achados, como
TEA e psicose, estdo definitivamente ligados a doenca e ndo sdo uma co-ocorréncia. Além
disso, ndo realizamos estudos funcionais para avaliar o efeito bioquimico das novas variantes
relatadas. No entanto, acreditamos que esta série de casos possa chamar mais atengdo para os
achados radiologicos desta doenga, levando a um aumento na suspeita diagnostica e mais casos
sendo relatados, especialmente em diferentes populagdes das populacdes europeia e asiatica

originais.

Este estudo amplia o espectro fenotipico da leucoencefalopatia relacionada ao
CLCN2, adicionando convulsdes proeminentes, paraplegia espastica grave, psicose € atraso no
desenvolvimento. Esses achados destacam a necessidade de rastrear mutagdes no CLCN2
quando as caracteristicas de imagem tipicas estdo presentes. A compreensdo dos componentes
das vias homeostaticas de ions e d4gua pode levar a estratégias destinadas a controlar ou reverter
o edema mielinico para o tratamento da leucoencefalopatia relacionada ao CLCN2 e doengas

genéticas relacionadas.

7 DISCUSSAO GERAL

Descrevemos os achados clinicos e de neuroimagem em 19 pacientes com
leucoencefalopatias de inicio no adulto. No nosso estudo, as doengas mais comuns foram
aquelas de heranca autossdmica recessiva (Xantomatose cerebrotendinea, Leucoencefalopatia
e ataxia relacionada ao CLCN2, Doenca da substancia branca evanescente, Nazu-Hakola),
seguidas pelas de heranga ligada ao X (Doenga de Fabry,
adrenoleucodistrofia/adrenomieloneuropatia ligada ao X). Nao tivemos casos confirmados de

heranca autossomica dominante.

O estudo de LYNCH et al. (2017) com 26 individuos encontrou 10 pacientes com
doengas autossdmicas dominantes (4 CADASIL, 4 CSFIR, 1CARASAL, 1 TUBB44), 13
pacientes com doencas autossomicas recessivas (5 VWMD, 5 A4RS2,2 DARS2 e 1 RNF216) e

3 pacientes com doengas ligadas ao X (Pelizaeus-Merzbacher). Comparando nossos dados com
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esse estudo, tivemos uma propor¢do bem maior de doencas autossdmicas recessivas na presente

casuistica, com alta taxa de consanguinidade.

Encontramos ainda um provavel “cluster” de Leucoencefalopatia com miopatia
relacionada a LAMA?2, com 4 casos confirmados de inicio na idade adulta e cerca de 40 casos
no total apenas no estado do Ceard, avaliados em parceria com o colega André Luis Santos
Pessoa. De forma interessante todos os casos em adultos carregavam a variante ¢.2461A>C,
p.-Thr821Pro em homozigose ou heterozigose composta. Estamos trabalhando na descri¢ao
desses casos para submissao e achamos que eles passam uma mensagem importante para, diante
de uma imagem sugestiva de leucodistrofia no Estado do Cear4, procurar achados miopaticos
sutis e/ou elevacao de CPK, o que tornaria muito provavel o achado de variantes patogénicas

em LAMA?2, facilitando e barateando assim a investiga¢ao diagnostica nesses casos.

Como a nossa amostragem foi por conveniéncia e os meios de investigacdo
molecular foram heterogéneos, a presente amostra nao permite tirar conclusdes
epidemiologicas apropriadas, mas caso se confirmem esses dados em estudos futuros, € possivel
que uma maior consanguinidade no interior do nordeste aumente a propor¢do de doencas
recessivas em relagdo as de heranga dominante, como nosso grupo demonstrou previamente em
um estudo com ataxia cerebelar (RANGEL et al. 2019). Apesar de a amostragem ter sido por
conveniéncia e termos convocado membros de familias dos casos indices, aumentando assim o
viés de sele¢do, nosso estudo cobriu boa parte dos casos suspeitos de leucoencefalopatia do
Estado nesse periodo, e assim ¢ possivel que o achado de uma propor¢do maior de casos

recessivos seja representativo.

E importante ressaltar que na nossa casuistica metade dos pacientes (9/19) tinham
doengas trataveis (Xantomatose  cerebrotendinea, Doenga de  Fabry e
Adrenoleucodistrofia/adrenomieloneuropatia ligada ao X) e oito pacientes foram efetivamente
tratados. Isso ¢ uma mudanga importante de paradigma em um grupo de doengas que até ha

pouco tempo ndo tinha tratamentos modificadores de doenga disponiveis.

Pensamos que no campo da neurogenética ¢ fundamental concentrar esforgos na
busca de doengas que tenham tratamentos efetivos. Diante dos achados da presente tese
ressaltamos que, inclusive diante de imagens sugestivas de leucoencefalopatias de origem
genética, ¢ fundamental buscar doencgas tratdveis que podem levar a esse padrdo, tais como
Xantomatose Cerebrotendinea, Doenga de Fabry e Adrenoleucodistrofia, como foram achadas

no presente trabalho. Além disso, ha no momento varias drogas em pipeline de desenvolvimento
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para tratamento de leucodistrofias, como no caso de leucodistrofia relacionada ao CSFIR, entre
outras. Acreditamos que em breve um nimero maior dessas doencas tera tratamentos
especifico, fazendo com que o conhecimento da sua prevaléncia e epidemiologia tenha

importancia redobrada.

Encontramos alguns pacientes com doengas consideradas raras e variantes novas
com expansao de fendtipo rendendo publicagdes. As publicagdes que tiveram um nimero maior
de pacientes entre os estudados foram incluidas na presente tese por serem consideradas mais

ilustrativas.

7.1 Pontos fortes

Esse estudo resultou na geragao e analise de dados que podem embasar algoritmos

diagndsticos e planos terapéuticos para pacientes com leucoencefalopatias no Brasil.

Além disso, a partir dele foi possivel a consolidagdo de parcerias nacionais e

internacionais para o estudo das leucodistrofias/leucoencefalopatias genéticas.

Do ponto de vista local, esse estudo levou a implantacdo de um ambulatorio de
neurogenética especializado dentro do servico de Neurologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio da Universidade Federal do Ceara. Hoje esse ambulatério € o unico do tipo voltado
para doengas neurologicas genéticas em adultos no nosso Estado e um de poucos no Nordeste
do Brasil. Apos a criagdo desse ambulatorio, nosso Hospital foi credenciado como Centro de
Atendimento de Referéncia em Doencas Raras, em consonancia com as Diretrizes de
Atendimento para Pessoas com doengas raras no SUS determinadas pela Portaria N° 199, de 30
de janeiro de 2014 que instituiu a Politica Nacional de Atenc¢do Integral as Pessoas com Doencas
Raras. A criagdo desse ambulatorio teve impacto positivo além do objetivo da presente tese, de
atendimento aos pacientes com leucodistrofias, mas também proporcionou uma atengao
especializada para doengas neuroldgicas raras no nosso Estado, levou ao desenvolvimento de

parcerias para diagnostico e a realizagdo de ensaios clinicos nessa area.

Além disso, conseguimos estabelecer um ambulatdrio de triagem para doengas raras
em neurologia, dentro de um hospital terciario, com uma via mais direta de acesso para

pacientes com suspeita de doencas neurogenéticas, visando reduzir o longo atraso para o
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diagnostico existente nesse grupo de doengas e facilitar o acesso ao diagnostico, e, sempre que

possivel, ao tratamento adequado.

As pesquisas realizadas nesse ambulatério ndo se restringiram apenas a area de
leucoencefalopatias, mas também, como ilustrado na parte “produgdo cientifica”, ao
desenvolvimento de vérios outros estudos na area de neurogenética. Outro produto dessa
cooperacao foi a orientagdo de multiplos trabalhos de conclusao de curso de residentes de
Neurologia, Pediatria, Psiquiatria e Clinica Médica, além de participacdo como co-orientador

em algumas dissertagdes de mestrado.

Um produto talvez ainda mais importante foi a solicitagdo e aprovagao de um quarto
ano de residéncia em Neurologia (R4) com foco especial em doencgas raras, o qual deve
contribuir grandemente com o atendimento a esses pacientes € com novas pesquisas no nosso

Servico.

A Linha de Pesquisa em Leucodistrofias, iniciada com essa tese, estd em
consonancia com a Politica Nacional de Doengas raras, e levou a vérias perspectivas para um

futuro proximos, comentadas em uma sessao especifica adiante.

7.2 Limitacoes

Uma limitacdo desse estudo foi o pequeno tamanho da amostra, o que reflete tanto
a raridade da doenga quanto as limitagdes de se chegar ao diagndstico em uma regido
economicamente desfavorecida de um pais em desenvolvimento. Além disso, a amostragem do
estudo foi realizada por conveniéncia, o que impede que quaisquer conclusdes epidemioldgicas

robustas possam ser tiradas do mesmo.

Os métodos de diagnosticos foram heterogéneos, com alguns pacientes (a maioria)
realizando apenas painel de leucodistrofias, enquanto outros realizaram analise completa do

exoma, levando também a diversos vieses.

7.3 Implicagoes clinicas e perspectivas
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A realizacdo desse trabalho implicou na criagdo de rede de apoio ao diagnostico de
leucoencefalopatias, com discussdes entre especialistas e orientagdo de encaminhamento aos
Servigo de Neurogenética do HUWC para seguimento especializado desses casos, inclusive

levando ao acolhimento a pacientes com essas doengas raras em ambulatorio especifico.

Além disso, esse trabalho abriu as portas para a participacao do nosso grupo de
pesquisa em ensaios clinicos envolvendo essas doencas, tendo no momento um ensaio clinico
multicéntrico internacional em andamento no qual o pesquisador principal dessa tese atua como

investigador principal (PI), além de outros ensaios clinicos ainda em fase de negociagao.

Como principais perspectivas para essa linha de pesquisa no futuro temos as

seguintes:

1. Tentativa de criagdo de um “registry” para leucoencefalopatias no Brasil, com o

apoio dos maiores centros universitarios do pais e da Academia Brasileira de Neurologia (ABN)

2. Inicio de séries retrospectivas nacionais em algumas doencas estudadas como
CSF1R e CTX. Além disso sera iniciada uma coleta de dados para uma série retrospectiva de

leucodistrofias ja diagnosticadas no Brasil.

3. Desenvolvimento de um painel genético para apoio ao diagnostico em parceria
com a Fiocruz para que seja oferecido como apoio ao diagnostico para médicos e pesquisadores

em todo o Brasil.

4. Convite para redigir um abstract com os resultados do ensaio em Xantomatose

Cerebrotendinea.

8 CONCLUSAO GERAL

Nesta tese revisamos a abordagem diagnostica e caracterizagao clinica, de imagem
e genética de pacientes adultos com LD/LG, bem como apresentamos uma breve revisao sobre
as principais LD/LG diagnosticadas em adultos. Avaliamos 19 pacientes com LD/LG de inicio
na idade adulta, encontrando a Xantomatose Cerebrotendinea ¢ a Doenga de Fabry como
diagnosticos mais comuns, ressaltando a possibilidade de vieses de selecao e de avaliagdao. Na

nossa casuistica a forma de heranca mais comum foi a autossdmica recessiva, fato que pode
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estar relacionado a vieses no estudo, mas pode também representar o impacto da maior taxa de
consanguinidade encontrada em nosso estado. De forma importante encontramos em quase
metade dos pacientes doengas trataveis e o tratamento foi disponibilizado para todos esses

pacientes.

Dessas descri¢des resultaram alguns trabalhos de revisdo e outros relatando
variantes novas e/ou expansdes de fendtipos. Os dois trabalhos mais representativos entre eles

foram expostos e discutidos nessa tese.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Leucodistrofias de Inicio na Idade Adulta: Caracterizagao Clinica,
Molecular e de Neuroimagem.

Pesquisador responsavel: Dr. Pedro Braga Neto

Pesquisador executante: Dr. Paulo Ribeiro Nobrega

Prezado(a) colaborador(a),

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado Leucodistrofias de
Inicio na Idade Adulta: Caracterizacio Clinica, Molecular e de Neuroimagem, que visa
melhorar o entendimento de um grupo de doencas raras que se caracterizam por alteragcdes na
formacdo da mielina (capa de gordura que envolve os nervos e as conexdes no interior do
cérebro). O objetivo do estudo € investigar como se manifestam essas doengas, como o0s exames
podem contribuir para o seu diagndstico e que mutagdes sdo mais frequentes na nossa
populacao.

1.Participacio na pesquisa: Ao participar desta pesquisa, vocé deve concordar com a
utilizacdo dos dados de sua historia clinica, das imagens de exames radioldgicos e dos
resultados de exames laboratoriais, que serdo coletados através do seu prontuario. Sua
identidade serd preservada em todo o processo. Nenhuma identificagdo dos dados, seja da
historia clinica ou dos exames, sera feita.

Além disso, vocé respondera a um questionario para avaliar alteragdes de memoria, dificuldades
na linguagem e outras fun¢des do cérebro. Serdo realizados alguns exames de sangue,
procedimentos que avaliam o funcionamento elétrico do cérebro (eletroencefalograma) e
exames para estudar a imagem do cérebro (ressondncia magnética).

2. Descricao dos desconfortos e riscos esperados: riscos para os pacientes sao decorrentes de
um tempo para entrevista; da coleta de exames de sangue - dor no local da pung¢ao, desconforto
fisico e psicoldgico causados pela coleta em si; da realizagdo de ressonancia magnética (RM)
de cranio - permanéncia de cerca de meia hora em ambiente fechado com desconforto e eventual
claustrofobia, possibilidade de alergia ao meio de contraste. Para minimizar o desconforto que
i1sso pode causar, os pacientes serdao abordados antes da consulta clinica, enquanto aguardam
chamada do médico assistente e, em sala reservada, proxima a sala de atendimento.

3. Beneficios para o participante: ndo se restringem aos pacientes envolvidos, mas a todos
pacientes com diagndstico de leucodistrofia, uma vez que os resultados obtidos poderdo
propiciar um maior conhecimento sobre a doenga. Nao havera nenhum beneficio direto para o
participante que optar por ser incluido no estudo.

4. Direito de se retirar do estudo: Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem prejuizo para seu tratamento.
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5. Direito de confidencialidade: As informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo
divulgadas apenas em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
pacientes, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre todos os
dados relativos a sua participagdo neste estudo.

6. Despesas e compensacdes: Nao hd despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada
a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo pesquisador,
integralmente, em todas as etapas do estudo.

7. Garantia de acesso: “em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador
¢ o Dr. Paulo Ribeiro Nobrega, que pode ser encontrado no enderego Rua Prof.Costa Mendes,
1608-40.andar -Rodolfo Teofilo, CEP 60.430-140 - Bloco Didatico da Faculdade de Medicina
/UFC. Fone(85) 3366-8052/3366-8054.

Se voce tiver alguma consideragdao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Coronel Nunes de Melo, 1142, Rodolfo
Teofilo; fone: 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br”

Caso voceé se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes que leu ou que foram
lidas para vocé sobre os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que
sua participacdo ¢ voluntdria, que ndo ha remuneracio para participar do estudo e se vocé
concordar em participar solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do paciente ou representante legal Data /]

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data /]
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Cerebrotendinous Xanthomatosis represents a rare and underdiagnosed
inherited neurometabolic disorder due to homozygous or compound
heterozygous variants involving the CYP27A1 gene. This bile acid metabolism
disorder represents a key potentially treatable neurcgenetic condition due to
the wide spectrum of neurological presentations in which it most commonly
occurs. Cerebellar ataxia, peripheral neuropathy, spastic paraparesis, epilepsy,
parkinsonism, cognitive decline, intellectual disability, and neuropsychiatric
disturbances represent some of the most common neurclogical signs
observed in this condition. Despite representing key features to increase
diagnostic index suspicion, multisystemic involvement does not represent an
obligatory feature and can also be under evaluated during diagnostic work-up.
Chenodeoxycholic acid represents a well-known successful therapy for this
inherited metabolic disease, however its unavailability in several contexts, high
costs and common use in patients at late stages of disease course limit more
favorable neurclogical outcomes for most individuals. This review article aims
to discuss and highlight the most recent and updated knowledge regarding
clinical, pathophysiological, neurcimaging, genetic and therapeutic aspects
related to Cerebrotendinous Xanthomatosis.

KEYWORDS

Cerebrotendinous Xanthomatosis, lipid storage disease, CYP27A1, chenodeoxycholic
acid, inherited metabolic disorders, inborn errors of metabolism
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1. Introduction

Cerebrotendinous Xanthomatosis (CTX) or Cerebral
Cholesterinosis (MIM #213700) is a rare autosomal recessive
inherited metabolic lipid-storage disorder related to bile
acid biosynthesis pathways (1), CTX is caused by bi-allelic
pathogenic variants in CYP27AI (2q35), which codes sterol
27-hydroxylase, a mitochondrial enzyme of cytochrome P450
oxidase system. Reduction of the activity of this enzyme leads
to increased formation and storage of abnormal lipid content
in several tissues, especially tendons, lenses and peripheral, and
central nervous system (2).

Several hundreds of cases have been reported since the first
description in 1937 by Van Bogaert (3). Current data suggest
that the disease appears to be substantially underdiagnosed:
the incidence in the United States is between 1:72,000 and
1:150,000, and the disease frequency among Sephardim Jews of
Morocco has been estimated to be 6 per 70,000 (4, 5). More
than 400 individuals with CTX have been reported worldwide
(6), with larger groups of affected individuals being reported
in the medical literature from Italy, the Netherlands, Germany,
Japan, China, Turkey, Israel, and Spain. CTX incidence ranging
from 1:134.970 to 1:461.358 in Europeans, 1:263.222 to 1:468.624
in Africans, 1:71,677 to 1:148,914 in Americans, 1:64,267 to
1:64,712 in East Asians and 1:36,072 to 1:75,601 in South
Asians (7).

The aim of the present article is to present current evidence
on the main clinical, biochemical, radiologic and treatment
aspects of CTX.

2. Pathophysiology of CTX

CTX is caused by pathogenic variants in CYP27A1, which
leads to of deficiency in sterol 27-hydroxylase, a mitochondrial
enzyme with a key role in cholesterol metabolism and bile
acid synthesis pathways. Multiple variants associated with CTX
have been identified, including missense, insertion/deletions,
splice-site and nonsense variants, and there is no known clear
genotype-phenotype correlation (1, 7).

Bile acid synthesis occurs in two main metabolic pathways.
The classical pathway initiates with 7o-hydroxylation of
cholesterol, in which the enzyme cholesterol 7a-hydroxylase
acts. The alternative pathway’s first step is 27-hydroxylation
of cholesterol, catalyzed by sterol 27-hydroxylase, leading to
oxidation of side chains of different sterol intermediates (8).
In CTX, the impaired activity of CYP27A] compromises the
formation of chenodeoxycholic acid (CDCA) and cholic acid,
to a lesser extent. The loss of the negative feedback effect
of CDCA on cholesterol 7o-hydroxylase results in increased
levels of 7w-hydroxy-4-cholesten-3-one and its metabolites
in the classical pathway (Figure 1). Elevated serum levels

of cholesterol and wurine bile acids as glucuronides are
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found (11). The increased cholesterol metabolites adhere
to tissues. Furthermore, there are raised levels of other
abnormal pathological intermediates, such as cholestanol. Their
accumulation mainly in the brain, eye lenses and tendons cause
progressive neurologic dysfunction, cataract and xanthomas,
respectively, which are some of the classic clinical manifestations
of the disease. However, there is a wide number of phenotypes
with diverse systemic and neuropsychiatric symptoms (12).

Accumulation of cholestanol in the brain is still not fully
understood, since it does not efficiently cross the blood-brain
barrier (BBB) (7, 12). Impairment or increased permeability
of the BBB has been suggested, possibility endorsed by the
high levels of cholestanol and apolipoprotein B found in the
cerebrospinal fluid (CSF) in patients with CTX. This change of
the BBB may be an effect of circulating bile alcohol glucuronides
(1). Nevertheless, some studies have shown an intact BBB
in CTX patients, indicating that the increased cholestanol
may result from insufficient removal or from synthesis of
cholestanol in the brain from cholesterol or another precursor.
Furthermore, the bile acid precursor 7a-hydroxy-4-cholesten-
3-one crosses the BBB and can be converted to cholestanol by
neurons, astrocytes, microglia, and human monocyte-derived
macrophages (1, 7) (Figure 1).

The lesions in CTX present significant deposits of
cholesterol as well as cholestanol, although serum cholesterol
levels are usually normal. However, elevated serum levels of
lathosterol and phytosterol are found, indicating increased
de novo synthesis and incremented intestinal absorption of
cholesterol, respectively (11). Also, regarding the metabolism
of cholesterol, patients with CTX develop early atherosclerosis
and xanthomas, which might be related to diminished transport
of peripheral cholesterol to the liver, since the levels of
27-hydroxycholesterol, the product of the 27-hydroxylase
activity that passes more efficiently the cell membranes,
are significantly reduced (1, 13). Increased cytoplasmic Ne-
carboxymethyl-lysine related to oxidative stress dysfunction
has been also evidence in foamy histiocytes from the dentate

nucleus (14).

3. Clinical overview and diagnosis of
CTX

The diagnosis of CTX is mainly based on clinical,
neuroradiological, genetic, and biochemical findings. The
clinical presentation of the disease is highly heterogeneous,
which can lead to significant diagnosis delay. In young
people, CTX-related findings are primarily bilateral juvenile
cataracts (82%), chronic diarrhea (31%), and intellectual
disability (48-74%) (1, 15).

added to the appearance of tendon xanthomas (76%), as

In adults, these factors are

well as psychiatric disturbances (11.4%) and neurological
disorders, such as peripheral neuropathy (45%), cerebellar
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SYMPTOM AND SIGN TIMELINE IN CTX

Intellectual
disability (>45-60%)

Epilepsy (>30%)

Cataracts (>80%) |

Chronic diarrhea
(40-50%)

Neonatal
Jjaundice

Dysarthria (>30%)

DISEASE SEVERITY (PHENOTYPES)

Neuropathy (>45-70%)

Tendon xanthomas
(>65-75%)

Neuropsychiatric
disturbances (>30%)
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Spasticity (60%) | _o+""

Parkinsonism, dystonia,
myoclonus (10%)
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Osteoporosis (>65%)
Dementia (>60%)
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FIGURE 1

targets (receptors) of CDCA and CA (1, 9, 10)
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Biochemical pathways of bile acid metabolism and pathophysiological mechanisms involved in CTX. Both alternative (acidic) and classic
(neutral) pathways in liver metabolism are represented in blue color. Primary bile acids (Cholic acid and Chenodeoxycholic acid) a
in orange. Secondary and tertiary bile salts are showed in red. Brain neurometabolic steps are represented in black squares, as well as molecular

Age (years)

represented

ataxia (36-83%), movement disorders (parkinsonism, dystonia,
myoclonus, postural tremor), cognitive decline (87%), and
spastic paraparesis and other pyramidal signs (64-92%) (1,6, 15,
16) (Figure 2).

In childhood, the earliest manifestations may be infantile
diarrhea and neonatal cholestatic jaundice. Typically, jaundice
is self-limited and transient, without severe complications,
and associated with elevated conjugated hyperbilirubinemia,
liver transaminases and alkaline phosphatase. Gamma glutamyl
transferase serum levels are generally normal or slightly elevated.
The marked reduction of CDCA content does not stimulate
the activation and expression of farnesoid X receptor, leading
to reduced bile salt exportation and transportation in bile
canaliculi (1, 19). There are, however, rare descriptions of
severe neonatal cholestasis in patients with CTX, leading
to very early lethal progression or evolving with the need
of liver transplantation (19). Chronic unexplained infancy-
onset diarrhea is the most common gastrointestinal scenario
(76% of patients) and occurs due to the presence of bile
alcohol in the intraluminal region and relative absence of
CDCA. Steatorrhea, cholestanol, cholesterol and fatty acids
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are absent in the stool content, as well as malabsorption
and failure to thrive are not usually observed (1). CDCA
represents a highly effective therapy for symptomatic diarrhea
remission. Bilateral juvenile cataract is also a common finding,
being described in 85% of patients (20). During juvenile
and adulthood periods, optic neuropathy and premature
retinal vessel atherosclerosis may represent additional neuro-
ophthalmological complications (1). Neurological signs and
tendinous xanthomas often develop after cataracts appear.
Xanthomas may be present in 71% of patients with CTX,
appearing in the 1st to 3rd decade of life, being more common
in late adolescence and early adulthood. They are represented
by large amounts of foamy macrophages full filled with complex
lipid crystal cleft structures (1, 7, 12). They appear more
frequently in the Achilles tendon but can also be identified
in the tibial tuberosity, triceps, and fingers tendons (Figure 3).
Tendon involvement in inherited metabolic disorders is not
limited to xanthomata in CTX and may also occur in familial
hypercholesterolaemia type 3 (PCSK9), sitosterolemia (ABCGS),
ataxia with vitamin E deficiency (1"T'PA), hyperlipoproteinemia
type III (APOE), primary hypoalphalipoproteinemia type 2
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Natural history, disease progression and symptem and sign timeline in each phenotype of CTX (classical, spinal,

according to the age of symptom-onset (1, 6, 7, 12, 17, 18)
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and “non-neurological’ forms),

(APOAT), Alagille syndrome (JAGI), and rarely in congenital
hypophosphatasia, ochronosis and galactosemia (21). Other
typical examination findings in familial hypercholesterolemia,
such as corneal arcus and eyelid xanthelasmata, are not observed
in CTX.

Neurological dysfunction is almost always present, with
onset usually in late adolescence or early adulthood (12)
(Figure 2).

depression, hallucinations, agitation), dementia, and intellectual

Psychiatric symptoms (behavioral disorders,
disability can be present (15). Intellectual disability is commonly
one of the most common neurological complications in CTX
starting during the first decade of life (12). Pyramidal (spasticity
and hyperreflexia) and cerebellar signs (progressive ataxia and
dysarthria) are frequent. Although less common, movement
disorders, such as parkinsonism, dystonia, myoclonus, and
tremor have been reported. Dystonia is mostly multifocal,
with reports of blepharospasm, oromandibular, cervical, and
limb dystonia (22). Both positive and negative myoclonus
have been reported as one of the earlier movement disorders
features of CTX, mainly involving upper extremities, which
can have a polyminimyoclonus pattern, resembling intention,
or action tremor (23). Palatal myoclonus with pharyngeal,
laryngeal, and lingual involvement may also be present
(22). Seizures, peripheral neuropathy (that may be axonal,

demyelinating or mixed), motor, or sensorimotor (24, 25)
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and pes cavus are also possible features (Figure 3). Later, with
advancing age, other frequent findings can be observed, such
as premature atherosclerosis, osteoporosis, and cardiovascular
disease, which include ischemic heart disease, mitral valve
insufficiency, abdominal aortic aneurysm, coronary artery
dissection, and thickening of the interatrial septum due to
lipomatous hypertrophy (1). There are also descriptions of
cardiac autonomic dysfunction, ventricular tachycardia, and
atrial fibrillation in the disease (7, 26). Osteoporosis represents
a challenging chronic complication of CTX and commonly
leads to important morbidity, especially in lately diagnosed
patients and generally with poor response to CDCA therapy
(1, 2, 6,
be also a possible early complication of CTX and probably

7). Childhood and juvenile-onset osteoporosis may

underdiagnosed during the first decades of life (1, 6).

Despite ataxia is usually considered the main gait
disturbance presented by patients with CTX, pyramidal
findings are more frequent than cerebellar signs (15) and
cases of spinal xanthomatosis, characterized sometimes as
pure forms of spastic paraparesis, have been reported in
the literature (27-29). A recent literature review on spinal
xanthomatosis, reviewed 34 cases, reporting a mean age of
onset of the neurological symptoms of 24 years, with most
cases presenting with complex hereditary spastic paraplegia
(HSP) phenotype, presenting dementia, ataxia, polyneuropathy,
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FIGURE 3

Clinical examination findings in CTX. Note the presence of tendon xanthoma {white arrows| located in the anterior tibial tuberosity (A) and the
Achilles tendon (B). Pes cavus (white arrawhead) is also another possible feature (C)

seizures, and psychiatric disease as the complicating feature.
Interestingly, 23.5% reported patients had spastic paraplegia
as the sole neurological phenotype and only 31% of patients
with spinal xanthomatosis presented xanthomas. On the other
hand, cataracts and chronic diarrhea were frequent features
being present in 78 and 65% of cases, respectively (30). Since the
report by Burguez et al. (29) the center of one of the authors of
the present manuscript (Saute JA) has been screening CYP27A1
in the investigation of patients with HSP suspicion. Among
115 screened families, CTX was diagnosed in six of them,
representing 5% of this cohort in southern Brazil (Saute JA
personal communication), confirming that HSP phenotype
should lead to CTX suspicion with biochemical or genetic
screening for the disease.

The presence of two of four clinical hallmarks (premature
cataracts, diarrhea, progressive neurologic signs, tendon
xanthomas) should trigger comprehensive biochemical testing
for CTX (31). Ophthalmologists may notice unexplained
bilateral cataracts, which are a common symptom, especially
in children and teenagers (32). Given that these are among
of the early indications and symptoms, the association of
juvenile cataracts and chronic diarrhea is particularly significant
(33-35). Additionally, children and adolescents with psychiatric
disorders including autism spectrum disorder, attention
deficit hyperactivity disorder (ADHD), irritability, aggressive
outbursts, or oppositional-defiant disorder should undergo
further testing, especially in the context of consanguinity or in
the presence of cataracts or chronic diarrhea (36).

In clinical practice, the Mignarri index of suspicion can
be used to calculate the CTX prediction score and guide the
best diagnostic approach for each individual. This index assigns
different scores to certain groups of findings (Table 1): (i) family
history, (ii) systemic signs, and (iii) neurological involvement
(37). The highest indicator score (100) is attributable to “very
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strong indicator” (A), including positive family history of a
sibling with CTX (A1), and/or presence of tendon xanthomas
(A2). “Strong indicator” (B) with an individual score of 50 is
given to the presence of consanguineous parents (B1), and/or
juvenile-onset cataracts (B2), childhood-onset chronic diarrhea
(B3), prolonged unexplained neonatal jaundice (B4), and/for
ataxia or spastic paraparesis (B5), dentate nuclei signal changes
at brain MRI (B6), and/or intellectual disability or psychiatric
disturbances (B7). “Moderate indicator” (C) is attributable to
individual score of 25 and given to early osteoporosis (C1),
and/or epilepsy (C2), parkinsonism (C3), and polyneuropathy
(C4) (7, 37, 38). Plasma cholestanol level assessment is indicated
in patients with Mignarri scores = 100. With previous high levels
of plasma cholestanol or a Mignarri score >200 (including at
least 1 “very strong indicator” or 4 “strong indicator”), there is
a formal indication for genetic analysis of CYP27A1 gene (2, 37,
39, 40). The clinical use of the Mignarri score should not limit
the early investigation of patients with clinical features highly
suggestive of CTX diagnosis (i.e., juvenile cataracts, childhood-
onset chronic diarrhea), even in the absence of score values
higher than 100 or 200 points or other clinical signs.

As for the biochemical characteristics that provide subsidies
to aid in the diagnosis, high serum concentrations of cholestanol
are the main diagnostic marker of CTX (7). Elevation of
other cholesterol precursors, such as 7-dehydrocholesterol and
8-dehydracholesterol, is also commonly observed in plasma
testing in CTX (41). High levels of bile alcohols, such as
glucuronides, can be found in bile, plasma, and urine and
are biomarkers for CTX. In tissues, cholesterol tends to
be increased, while in plasma its concentration is normal
or reduced. Other bile acid precursors in plasma and bile
(such as lathosterol, lanosterol) are increased. Classical CTX
form usually leads to significantly higher plasma levels of
cholestanol than atypical forms and spinal CTX. Plasma levels
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TABLE 1 Mignarri suspicion index for CTX [adapted and modified from (37)1.

Very strong criteria ( Strong criteria (B) Moderate criteria (C)
| Basmily bistey | Sibling with CTX T ——— =
Multisystemic involvement ‘I'endon xantomas Juvenile cataract; childhood-onset chronic Early osteoporosis

diarrhea; prolonged neonatal jaundice

Neurological involvement - Cerebellar ataxia and/or spastic paraparesis;  Epilepsy; Parkinsonism; polyneuropathy
dentate nucleus signal change in
neuroimaging; intellectual disability and/or
neuropsychiatric involvement

Score for cach group of eriteria: very strong criteria = 100/strong criteria = 50/moderate criteria = 25.

Obs. I: Suspicion index scores of 200 or higher with at least one (A} criteria or four (B) criteria indicate the need of assessment of the CYP27A1 gene analysis or, if unavailable, plasma
cholestanol level evaluation,

Obs, 2: As diagnostic resources are limited in most centers, cases with suspicion index scores of 100 or higher should be evaluated initially with the assessment of plasma cholestanol levels,
High plasma cholestano] levels indicate the need of further genetic analysis for CTX, as well as cases with normal plasma cholestanol levels but with a positive family history of a sibling
with CTX also indicate the need of genetic testing.

Obs. 3: The Mignarri suspicion index can be used for patients with clinieal suspicion at any age of symp set, despite being more indicated for juvenile and adult patients.
of cholestanol and abnormal intermediates of bile acid synthesis in clinical practice (Table 2). The development of specific
may be elevated also in chronic cholestatic biliary tract diseases, diagnostic criteria for CTX became an essential measure for
such as Primary biliary cirrhosis and Progressive Familial diagnostic purposes and future clinical trials (Table 3).
Intrahepatic Cholestasis type 3 (ABCB4), and in inherited Regarding differential diagnoses, sitosterolemia, familial
metabolic disorders, such as Niemann-Pick disease type C, hypercholesterolemia (both of which can also manifest
sitosterolemia, familial hypercholesterolemia, and peroxisomal with tendon xanthomas), Smith-Lemli-Opitz syndrome
biogenesis disorders (1, 6, 42, 43). Drugs which promote (characterized by elevated 7-dehydrocholesterol, which may
abnormal activity of bile acid metabolism, such as intravenous also be present in some CTX patients), other inborn errors of
propofol during total anesthesia, may lead to similar metabolic bile acid metabolism (such as HSP type 5A), and non-specific
profiles to primary bile acid synthesis disorders (44). There liver disease are among the disorders with features similar to
is also important variation in plasma cholestanol levels in CTX (40, 50-52). Progressive neurologic symptoms, as well
different ethnic and age groups, mainly comparing neonatal, as cataracts and chronic diarrhea, can distinguish CTX from
childhood and adult (45). Chronic steroid use may reduce these disorders (34, 50). Congenital diarrhea and Alagille
plasma cholestanol levels, leading to potential false-negative syndrome are important differential diagnoses in childhood
results and normal values (46), while hypothyroidism may lead onset, as well as other causes of neonatal jaundice. In adult
to increased levels (1). In CSF analysis, it is possible to find high patients, differential diagnosis is made with other causes
levels of cholestanol, cholesterol, fragments of apolipoprotein of progressive neurologic disease, such as HSP, hereditary
B, apolipoprotein-Al, and albumin (1, 7, 11). Liver biopsy may cerebellar  ataxias, multiple sclerosis, leukodystrophies,
demonstrate the presence of electrodense deposits dispersed in mitochondrial disease, histiocytosis, and other causes of
the cytoplasm and crystal formation (1, 6, 39), although they acquired ataxia, and in these cases tendon xanthomas
are not routinely indicated. The quantification of the bile acid and cataracts are among the most important clues for
precursor 7 alpha-hydroxy-4-cholesten-3-one is being proposed CTX (53).
as a rapid and potentially alternative diagnostic test for CTX The considerable diagnostic delay before the correct
(7, 12), as well as an optimal therapeutic biomarker during diagnosis and proper treatment might be prevented if CTX was
clinical follow-up (47). included in national newborn screening programs. Newborn
Sequencing of CYP27A 1 should be performed in all patients screening with dried blood spots is considered by several
with a suspected diagnosis of CTX. Some authors have suggested groups a key step for early diagnosis and treatment (54).
genetic testing in patients with high cholestanol levels or with However, inclusion in newborn screening programs should
very high clinical suspicion (34), but nowadays the accessibility be done cautiously and initially in a research context due
of genetic testing is greater than dosing cholestanol for most to the likelihood of detecting mild variants that may remain
centers. Bi-allelic pathogenic variants combined with typical asymptomatic for a longer period without treatment (6).
clinical findings are diagnostic of CTX, but variants of unknown There is not a definite metabolite or battery tier to perform
significance should always be confirmed with plasma cholestanol metabolic or genetic neonatal screening for CTX. However,
analysis (6). As genetic testing methods became more accessible the most characteristic biomarker in CTX positive newborns
and available for investigation in most centers specialized in after screening was 5-B-cholestane-3e,7u,12w,25-tetrol,3-O-B-
Rare Diseases, organizing knowledge about potential clinic- D-glucuronide (GlcA-tetrol) (54, 55), and both GlcA-tetrol
genetic correlations in CTX has become a major challenge and the ratio of GlcA-tetrol to tauro-chenodeoxycholic acid
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TABLE 2 Variants described in CYP27A1 gene and the main clinical and genetic correlations associated with CTX (1, 2, 4-7, 9, 17, 18, 20, 29, 48).

I. Variants associated with specific CTX phenotypes or features

c1214G>A (p.Arg105GIn)

Spinal CTX

435G (p.Gly 145Gly),
€.1214G= A (p.Arg405Gln),
c.1421G=>A (p.Argd74Gln)

“Non-neurological” C'I'X: phenotype associated with marked multisystemic involvement and no
clinical or neuroimaging evidence of neurological compromise.

<.1421G= A (p.Argd74Gln)

Classical CTX

<646G=C (p.Ala216Pro)

c.1183C=T (p.Arg395Cys)

Isolated neurological involvement (including adult-onset forms)

Acute neuropsychiatric disturbances and psychosis after CDCA discontinuation

Il. Heterozygous carriers, polymorphisms, and disease risk associated with CYP27A1 (49)

&4 Tar disord, 11

Increased susceptibility to

Some common polymorphis|

There are currently no other

population and higher cardiovascular risk.

II. Population, founder effects and most prevalents variants (1)

; and sporadic amyotrophic lateral sclerosis (rs4674345)

ms in CYP27A 1 gene (rsd674345, rsd674338) are associated with premature aging, type 2 diabetes mellitus risk in obese

allelic disorders associated with CYP27A1 pathogenic variants.

THigher prevalence of CTX

Japanese; Italian (Sardinia); Sephardic Jewish from Moroccan origin; Druze ethnoreligious group in Israel

Netherlands c1016C=T,c.1183C>"T, c.1263+ 1G> A

Italy 646G =>C, . 1183C>T, ¢. 1184+ 1G> A, €.1263+1G> A, deletion of 1.9kb (including exons 7-9)
Japan €1214G= A, ¢.1421G=> A, ¢.1420C>T, ¢ 435G=>T

Spain Northwestern (c.1183C=T) and Southern {c.1213C>T)

IV. Specific features associated with the main observed variants in CYP27A1 gene (1)

No definite genotype-phen

€.1571T=G (p.Leu524Arg)

otype correlations have been established (1).

b VUS (PP3, PM2); missense; homozygous; Turkey; high plasma cholestanol levels; late-onset spinal CTX. AT:
absent in gnomAD aggregated.

C.1421G> A (p.Arg174Gln)

€.1420C>"T (p.Argd74Trp)

€.1342_1343insCACC
(p.Argddsfs:)

€.12634+1G=>A (splice
donor)

€.1214G> A (p.Arg405Gln)

€. 1435C=T (p.Argd79Cys) | VCV000004254.17, Pathogenic (PP5, PM2, PM5, PM1, PP3); missense; compound heterozygous or homozygous; recurrent in
1572551322 Sardinia (Italy) and France; commonly childhood-onset, ne diarrhea, no xanthomata; late-onset dementia and
spastic paraparesis; may have normal plasma cholestanol levels. AT 0.0043% (gnom A 1) aggregated).
€.1435C=G (p.Arg479Gly) | VCVO000004267.7, Pathogenic (PP5, PM2, PMS, PM1, PP3); missense; compound heterozygous; Global (France, USA, Bragzil).
rs72551322 AF:0.0014% (gnomAD aggregated).

VCV000004238.12,
rs121908097

Pathogenic (PP5, PM2, PMS, PM1, PP3); missense, abnormal RNA splicing site change; compound
heterozygous or homozygous; Brazil, Japan, USA, Netherlands; high plasma cholestanol levels, AF:
0.0016% (gnomAD aggregated).

VCV000004259.14,
15121908098

Pathogenic (PP5, PM2, PMS, PMI, PP3); missense; compound heterozygous; Japan, Germany, USA,
South Korea, Netherlands, Slovenia, China (Han population); high plasma cholestanol levels; late-onset
pure spinal CTX, rapidly progressive. AF: 0.0024% (gnomAD aggregated).

A

- Pathogenic (PVSI, PM2, PP5); fi pound t gous; Japan; lat
isolated bilateral Achilles tendon xanthoma, no neurological ) t (isolated
AF: absent in gnomAD aggregated.

set disease,
features).

hift variant; c

VCV000004262.14,
15397515355

Pathogenic (PVS1, PM2, PP5); canonical splice site variant, splice donor variant; compound heterozygous;
China (Han population), France, USA, Japan; latent hotspot; systemic involvement not obligatory. AF:
0.0028% (gnomAD aggregated).

VCV000004260.17,
rs121908099

Pathogenic (PP5, PP3, PM2, PM5); missense; homozygous or compound heterozygous; South Korea, USA,
Japan, France, China (Han population); AF: 0.004% (gnomAD aggregated).

€1209C=>G (p.Asnd03Lys) | VCV000065837.2, VUS (PM2); missense; compound heterozygous; childhood-onset; no cataracts, no diarrhea, no xanthomata;
rsS87778781 Al absent in gnomA D aggregated.
c.1198G=T (p.Val400Phe) | - VUS (PM2, PP3); compound heterozygous; adult-onset; high plasma cholestanol levels; no significant
systemic involvement (no cataracts, no diarrhea, no xanthomata). AF: absent in gnomAD aggregated.
c.11844+1G>A (splice VCV000065833.32, Pathogenic (PVSI, PM2, PP3); splice site mutation; compound heterozygous or homozygous; Iran, France;
danor) rsS87778777 high plasma cholestanal levels; higher rates of non-syndromic intellectual disability; systemic involvement

not obligatory. AF: 0.0163% (gnomAD aggregated).
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€1183C>T (p.Arg395Cys)

¢ 1176_1177del
(p.Glu392fs=)

c.1169del T (p.Lys391fs«)

€.1017G>C (p.Thr339Thr)

c.1016C="T (p.Thr33aMet)

VCVO000004255.3,
15121908096

VCV0000284271.10,
15200553205

VCV000004266.33,

Pathogenic (FPS5, PM2, PMS, PMI1, PP3); missense, abnormal pre-mRNA splicing; homozygous or
compound | ygous; more prevalent in Caucasian population, France, Germany, Netherlands, USA,
Chile, Japan; high plasma cholestancl levels; childhood or adult-onset. AT: 0.0283% (gnomAD aggregated).

Likely pathogenic (PVS1, PM2); compound heterozygous; Japan; high plasma cholestanol levels. AF: absent
in gnomAD aggregated.

Likely pathogenic (PVS1, PM2); frameshift; homozygous; no cataracts; typical neuroimaging and
neurological involvement. AF: absentin gnomAD aggregated.

VUS (PP3, PM2, PP5); compound heterozygous; France; normal plasma cholestanol levels; pure neurological |
phenotype (late-onset dementia and spastic paraparesis, or childhood-onset disease); no diarrhea, no
xanthomata. AF: absent in gnomAD aggregated.

Pathogenic (PP5, PP3, PM2, PM5); missense; compound heterozygous; USA, Brazil, Germany, South Korea,

rs121908102 Netherlands, China (Han population): high plasma cholestanol levels. AF: 0.0086% (gnomAD aggregated).
|
¢.944_948del TGGCC VCV000004265.7, Pathogenic (PVS1, PM2, PP5); frameshift variant, premature translational stop signal; compound
(p.Leu315Glnfs«15) 15397515356 heterozygous: USA. AF: 0.002% (gnomAD aggregated).

<.850_854delinsCTC
(p.Lys284(s)

¢.844+1G=A (splice donor)

VCV000004256.12,
18397515353

VCV000004257.12,

Likely pathogenic (PVSI, PM2); homozygous; Italy; typical neurological disturbances without tendon
xanthomata. AF: absent in gnomAD aggregated.

Pathogenic (PVS1, PM2, PP3); canonical acceptor splice site, disruption of RNA splicing; homozygous or
compoundhelerozygous. AF: 0.0064% (gnomAD aggregated).

Pathogenic (PP5, PVS1, PM2); splice donor variant, aberrant RNA splicing; homozygous; Morrocan Jews,

rs397515354 Germany, Netherlands, USA; spinal CTX, classical CTX. AF: 0.0011% (gnomAD aggregated).
€.784C>T (p.Arg262Cys) VCV001284558.4, | VUS (PM2); missense; compound heterozygous; late-onset spinal CTX, rapidly progressive; Japan,
rs778371330 Netherlands, USA. AF: 0.0057% (gnomAD aggregated).

646G =>C (p.Ala216Pro)
c.526del (p.Asp176fs)
435G =T (p.Gly145Gly)

‘ <.845-1G=A (acceptor site)
‘ 410G = A (p.Argl37Gln)

VCV000065885.20,
15201346271

VCV000334367.12,
rs765512351, rs886055630

RCV000056114.6,
rs58778796

RCV000056176.9,
rs387778818

AT, allele frequency; VUS, variant of uncertain significance.
Obs. 1: AF presented in this table according to gnomAD v2.1.1 (CYP27A1: ID ENSG00000135929.4). Currently, 118 ClinVar variants in CYP27A1 gene are classified as pathogenic or likely
pathogenic (and only 48 of them are included in gnomAD, up to 30th October, 2022).

Obs. 2: All variants presented in this table consider NM_000784.4 (CYP27A1) as the reference primary transcript.

Obs. 3: There are no established correlations involving specific variants and difTerent levels of biomarkers in primary newborn screening (50)

Obs. 4: Most typical pathogenic variants involve the adrenodoxin-binding (exon 6) and heme-binding (cxons 8 and 9) domains of CYP27A L.

Obs. 5: Other rare variants found in single descriptions are not summarized in this table (eg, c255+-1G=T, c.256-1G=T, ¢.379C=T, c.1561dupA, ¢.1537C=T, €. 1264A> G, c435-12G=T,

€A434G=A, ¢.850A=T).

Pathogenic (PP5, PM2, PP3); missense; compound heterazygous or homorygous; rare isolated neurological
involvement. AF: 0.0032% (gnomAD aggregated).

Pathogenic (PVSI, PM2, PP5); frameshift variant, premature translational stop signal; homozygous; India
(Eastern, Southern), Suriname, Netherlands, USA. AF: 0.0032% (gnomAD aggregated).

Likely pathogenic (PP5, PM2); synonymous variant, alternative pre-mRNA splicing; compound heterozygous|
USA, South Korea. Al 0.0024% (gnomAlY aggregated).

Pathogenic (PP5, PM2, PMS, PP3, PM1); missense; homozygous cases with increased plasma cholestanol
levels; compound heterozygous cases with mild CTX phenotype, spinal CTX and mild lab changes (including
normal plasma cholestanol levels). AF: 0.0039% (gnomAD aggregated).

Obs. 6: Pathogenicity classification of each variant presented in the table takes into consideration the 28 criteria of the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)

Standards and Guidelines, 2015,

from dried blood spots represent the most accurate diagnostic

biomarkers for newborn screening (6, 55, 56).

4. Neuroimaging findings

The typical neuroimaging finding of CTX is T2-weighted
(T2W) hyperintensity in the dentate nucleus, with cerebellar
hypointensity occasionally being seen in the late stage as a result

of hemosiderin depositions and microhemorrhages following

cerebellar vacuolation (57).

Frontiers in Neurolagy

A review article of 38 patients has shown brain MRI
abnormalities in 84% of patients, with supra and infratentorial
cortical atrophy, subcortical and periventricular white matter
abnormalities, brainstem lesions, cerebellar atrophy and other
cerebellar parenchymal abnormalities involving the dentate
nuclei and the surrounding white matter as the main findings
(9). T2W and FLAIR brain MRI may show symmetric
hyperintense lesions in the periventricular white matter,
posterior limbs of internal capsules, globus pallidum, cerebral
peduncles extending into the substantia nigra, anterior region
of the pons, inferior olive, or in the cerebellar parenchyma,

involving the dentate nuclei and the surrounding white matter,
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TABLE 3 Diagnostic criteria and categories for CTX, based on Sekijima's (17) and modified from Stelten’s criteria (6)

(i) Definite CTX: One or more symptoms or signs in criteria (A) + criteria B+ C+ D
(ii) Probable C : One or more symptoms or signs in criteria (A) 4 criteria B + D
(iii) Possible CTX: One or more symptoms or signs in criteria (A) + criteria B

Criteria (A): Signs and symptoms (seven different classes): juvenile or adult-onset tendon xanthoma; intellectual disability or progressive neurological or
neuropsychiatric involvement (e.g., cognitive decline, spastic paraparesis, cerebellar ataxia, polyneurapathy, seizures, parkinsonism, dystonia); childhood or

juvenile-onset cataracts; juvenile coronary artery disease; chranic unexplained childhood-onset diarrhea; juvenile osteaporosis; prolonged neonatal cholestasis.

Criteria (B): Biochemical studies: raised levels of plasma/serum cholestanol levels

Criteria (C): Genetic testing studies: presence of biallelic pathogenic variants in the CYP27AI gene (homozygous or compound heterozygous).

Crileria (D): Exclusion of other potential differential diagnosis: especially for abnormal plasma cholestanol levels and atypical profile of bile alcohols (e.g, sitosterolemia,

hypothyroidism, obstructive biliary tract disease, familial hypercholesterolemia)

Obs. 1: Despite the existence of criteria B, as discussed in other topic of this review manuscript, there are several cases of genetically-proven CTX with normal plasma cholestanol levels

during assessment.

Obs. 2:Pr jons with pure behavioral invol or affective/mond disorders are generally not included as a single positive neurological sign in criteria A.
Obs.
as well as normal spine MRT studies do not exclude the diagnosis of spinal CTX.

Obs. 4; Identification of biallelic pathogenic variants may be performed by single-gene sequencing analysis, by next-generation sequencing-based multigene panels, by large-scale
sequencing techniques (whole-exome or genome sequencing) or rarely by deletion/duplication analysis by MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) or quantitative
PCR techniques.

The absence of signal changes invelving the dentate nuclei and cerebellar and deep and periventricular white matter on brain MRI studies does not rule out the diagnosis of CTX,

FIGURE 4
Neuroima

(H) and SWI
maging (J)

natter and de

which were hypointense on TIW and diffusion-weighted images nucleus remain unclear (12, 30). A significant clinical-imaging

(DWT) (7, 40) (Figures 4, 5). correlation was only found between the extent of dentate
The dentate nuclei may present with hypointensities on hyperintense lesions and disability expressed by the modified

T2W/FLAIR and susceptibility-weighted (SW) images over Rankin Scale (30).

time. T2W/FLAIR signal abnormalities in the dentate nuclei The distribution of lesions along corticospinal tracts or in

were the most common findings in patients with CTX the cerebellum were consistent with the clinical presentation

(30). The reasons for preferential involvement of the dentate of pyramidal or cerebellar signs, whereas abnormalities of the
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substantia nigra may be associated with Parkinsonian features
(30, 40).

Spinal xanthomatosis may present with non-enhancing long
T2W hyperintense lesions predominantly involving the central
and posterior cord (Figure 6). One study has found it to have
a relatively mild clinical course, compared with the classic
form of the disease (30). This case series with 33 patients
reported that patients usually presented pyramidal signs and
48% had dorsal column signs. One of the patients presented
with late-diagnosed CTX and after treatment discontinuation
had psychiatric symptoms and marked spinal xanthomatosis
(rare), which manifested as spastic paraparesis in the absence of
xanthomas, Spinal MRI revealed new linear hyperintensities of
the corticospinal and gracile tracts (30, 57).

Neuroimaging findings, despite being highly variable among
patients, generally disclose features which are rarely reversible
in multi-imaging modalities after treatment with CDCA, even
in individuals with early diagnosis of CTX (13). There is
not, however, a direct correlation between the severity of
neurological compromise and the extension of dentate nuclei
and white matter involvement, including patients with severe

motor compromise and cognitive decline with unremarkable

Frontiers in Neurology

neuroimaging studies. Neuroimaging features are quite similar
in both adult and childhood-onset cases, despite a more typical

In summary, brain MRI shows diffuse cerebellar atrophy; ex-

pattern being identified in adult patients (1,

vacuum dilatation of the IV ventricle; symmetric hyperintensity
of the dentate nuclei and of the cerebellar white matter with
some associated DWT hypointensities in the adjacent zone; a soft
hyperintensity on T2W and FLAIR may be noted in the superior
cerebellar peduncles and in the pyramidal tracts; initial signs of
cerebral atrophy may also present be with enlargement of both
the insular and frontal spaces (13).

Additionally, magnetic resonance spectroscopy (MRS) may
reveal typical lipid peaks, increased choline, and decreased N-
acetyl-aspartate peaks in the involved regions, which indicates
extensive axonal damage and mitochondrial dysfunction
(40). Functional dopaminergic studies showed presynaptic
denervation, which is consistent with the mild improvement
with levodopa in some patients (58, 59).

Usually tendon xanthomas appear as hypo- to isointense
on TIW images and showed low to intermediate signal on
T2W images. Bilateral Achilles tendons were most frequently

involved. CT scans may show soft tissue enlargement with
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FIGURE 6
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areas of low attenuation. This may be related to abnormal lipid
deposition (13, 38, 57).

5. Clinical management and
therapeutic approaches

Generally, neurologic and neuropsychologic
evaluations, plasma cholestanol concentration, brain MRI,
echocardiography, and total-body bone density should be
evaluated annually; more frequent surveillance may be
indicated in newly diagnosed patients until biochemical
indicators of disease stabilize. Of note, because cholestanol
levels may require considerable time to return to a normal
range (reduction of 91 wmol/l in an average follow-up of 34
months) after specific treatment initiation, other substrates in
the cholestanol pathways, such as intermediate bile alcohols,
could be used for short-term follow-up or as surrogate outcomes
in clinical trials (7).

In CTX pathophysiclogy, there is markedly reduced
production of bile acids, especially chenodeoxycholic acid
(CDCA), and to a lesser extent cholic acid (CA). As CDCA and
CA have a negative physiologically feedback on 7-a-hydroxylase,
the rate-limiting enzyme of bile acids synthetic pathway, in CTX
7-a-hydroxylase activity is highly enhanced (60). This results
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in reduced synthesis of CDCA, high production of cholestanol
and its subsequent accumulation in different tissues, as well as
normal or low levels of cholestanol in plasma and bile alcohols
in urine (61). Evidence that cholestanol may be neurotoxic is
supported by the finding of cholestanol deposition and apoptosis
in neuronal cells, most notably Purkinje cells, in the cerebellum
of rats fed a 1% cholestanol diet (62). CDCA also blocks and
antagonizes GABA 5 and NMDA receptors (63) (Figure 1).

Given the reduced synthesis of CDCA and high production
of cholestanol, as well as the recent evidence that cholestanol
may be neurotoxic, CDCA has become the standard of care
for CTX patients. It prevents the accumulation of cholestanol
by inhibiting bile acid synthesis through a negative feedback
pathway (31). This drastically lowers plasma cholestanol
concentrations in patients and its accumulation in tissues.
While initial studies with CDCA reported clear short-term
clinical benefit in most patients with CTX, long-term studies
have rather reported stabilization in some patients (61). In
1984, one of the first studies was published that spoke in
favor of long-term benefit from CDCA therapy in outcomes
such as decreased serum cholestanol, improved neurological
examination and electroencephalographic findings (16).
Despite this, there have been no specific randomized placebo-
controlled clinical trials of CDCA in patients with CTX to
this date.

frontiersin.org

128



Nobrega et al.

CDCA treatment typically does not significantly reduce
tendon xanthomas or improve cataracts, but can stabilize
or improve neurologic manifestations, including cognitive
deterioration, pyramidal tract signs, and cerebellar deficits (15).
Therefore, given the natural course of CTX, the primary aim of
treatment is stabilization or improvement of neurological signs
and symptoms based on results of retrospective trials (31).

While most CTX patients do well in response to CDCA
therapy, others continue to deteriorate neurologically, especially
patients diagnosed over the age of 25 years who already
have significant neurologic disease (64). When significant
neurologic pathology has accurred, the effect of treatment seems
to be limited (15). Early diagnosis and treatment in CTX
are imperative to prevent potentially irreversible neurological
damage and it changes the disease course in a positive way,
alleviating both the neurologic and systemic symptoms of
CTX. In a study with 43 CTX patients with a follow-up of 8
years, cognitive impairment (74%), premature cataracts (70%),
tendon xanthomas (77%), and neurologic disease (81%) were the
most frequent conditions, and treatment with CDCA improved
symptoms in 57% of patients, despite of 20% continued to
deteriorate (64).

In the largest retrospective cohort study of CDCA treatment
with 56 patients, all patients diagnosed and treated before the age
of 24 had complete resolution of previous neurologic symptoms
and no new onset symptoms, while 61% of patients diagnosed
and treated after the age of 24 had neurologic deterioration, with
parkinsonism as the main treatment resistant feature (6). These
findings suggest that CDCA treatment should be instituted as
soon as possible, and that early diagnosis is paramount to good
outcomes in this disease (65).

The currently recommended dosing for CDCA ranges from
5 to 15 mg/kg per day in children and 750 mg per day, in three
divided doses, in adults. There is a formal recommendation of
a slowly progressive dosing introduction with 500 mg per day,
for 2 weeks, followed by a weekly increase of 250 mg per day,
until the recommended dose is reached (6). If serum cholestanol
or urine bile alcohols remain elevated after 3 months, CDCA
may be raised up to 1,000mg per day. For children and
adolescents, it is recommended an initial dose of 5 mg/kg per
day, in three divided doses. Few specific adverse events or
safety concerns have been reported for CTX patients treated
with CDCA, with most reports indicating no major adverse
events. Discontinuation of therapy due to adverse events occurs
in <5% of cases (31). Hepatotoxicity is considered the major
concern with CDCA, however in most cases with minor serum
aminotransferase elevations (66). Hepatotoxicity leads to the
need of dosing adjustment (67), despite in most cases minor
serum transaminase elevations (up to three times the upper limit
of normality) represent a transient phenomenon with complete
resolution in up to 6 months after drug discontinuation.
Patients with serum aminotransferase levels over three times

the upper limit of normality and evolving with recurrence of
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such laboratory changes after reintroduction of CDCA may
discontinue therapy. CDCA restart is recommended generally
at lower initial doses of 5 mg/kg per day and maintained
at such dosing with no significant complications (31). If
patients evolve with persistent diarrhea or severe gastrointestinal
complaints, transient reduction of the recommended dosing
is performed until improvement of symptoms, when effective
dosage is restarted. CDCA therapy is contraindicated in
patients with moderate to severe hepatocyte dysfunction,
intrahepatic cholestasis, primary biliary cirrhosis, sclerosing
cholangitis, biliary pancreatitis, biliary gastrointestinal fistula,
acute cholecystitis or cholangitis, or biliary tract obstruction
(31, 64). Patients with absolute contraindication to CDCA
use or severe adverse events may potentially benefit from the
alternative use of CA (68).

Early reports of combination therapy with low doses
of CDCA with HMG-CoA reductase inhibitor pravastatin
suggested that this combination reduced plasma levels of
cholestanol and avoided the increase in triglyceride and
low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol with CDCA alone;
however, the follow-up period was too short to detect relevant
clinical changes (69). Other case reports also favored the
combination of CDCA with HMG-CoA reductase inhibitors
like simvastatin and atorvastatin, with biochemical response
and reports of improvements of peripheral neuropathy and
cognitive symptoms when statin was added to CDCA (70,
71). LDL-apheresis with CDCA and HMG-CoA reductase
inhibitor is another possible approach, despite the consistent
reduction of cholestanol to normal or even subnormal levels,
a definite improvement of clinical symptoms was not noted
with this aggressive cholestanol lowering therapy (72, 73).
CDCA alone presents stronger evidence on clinical outcomes
than combined therapy with CDCA and HMG-CoA reductase
inhibitor. In a recent consensus statement with Delphi method,
the expert panelists considered CDCA alone the preferred first
line therapy for CTX, but also considered that combination
therapy with HMG-CoA reductase inhibitor improves/stabilizes
the prognosis. The panel disagreed that LDL apheresis
improves/stabilizes prognosis (6).

Previous studies have also evaluated the possible role
of CA therapy in the management of patients with CTX
with variable patterns of clinical response, especially regarding
neurological involvement (49, 74). Through the suppression
of endogenous bile acid biosynthesis by negative feedback
mechanisms, similar to CDCA, CA supplementation provided
significant reduction in the urinary excretion and serum
production of intermediate biomarkers of bile acid biosynthesis
pathway (75). A retrospective Franco-Belgian multicentric study
evaluated the safety and efficacy of CA in the treatment of both
CDCA-naive and non-naive patients with CI'X (60). More than
80% of individuals had clinical improvement or stabilization and
marked reduction of plasma cholestanol levels during treatment

period, disclosing a possible role of CA as a second-line or
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alternative therapy in patients who presented moderate to severe
side effects with CDCA therapy (60). There is currently no
consensus regarding the use of CA as a monotherapy in CTX
(6). Other studies have evaluated the potential role of several
other compounds, such as cholestyramine (76), hydrophilic
ursodeoxycholic acid (76), ursodeoxycholic acid (76) and, in
biochemical and clinical parameters of patients with CTX,
however no significant responses or benefits were observed (76).

Finally, preclinical studies showed that single intravenous
administration of adeno-associated virus (AAV) expressing
CYP27A1 directed to liver provided full metabolic restoration
of the disease in a transgenic mice model of CTX in a greater
extent than CDCA (77), being a promising therapeutic option
that should be pursued by future studies.

6. Prognosis

Age at definite diagnosis and treatment introduction as
early as possible represents the most important prognostic
factors related to treatment responses and outcomes, especially
in asymptomatic patients or individuals without significant
neuropsychiatric involvement (1, 6, 7). Progressive reduction
of plasma cholestanol levels after treatment initiation leads to
slowing clinical progression of CTX (6). Patients with typical
brain MRI involvement of the deep cerebellar white matter
with vacuolation seen as hypointense on Tl-weighted and
FLAIR sequences generally evolve with worse prognosis (60),
as well as the absence of dentate nuclei signal changes is
generally associated with better prognosis (6). Some CYP27A1
pathogenic variants have been also associated with more severe
neurological and multisystemic involvement and then worse
prognosis (Table 2). As CDCA represents a specific drug therapy
developed for continuous use, long-term treatment availability
for initiation and maintenance represents a key issue for
better neurological and systemic outcomes and increased life
expectancy (6).

7. Conclusion

CTX is a rare and potentially treatable genetic disease

that results in multisystemic involvement. The main
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Abstract

Background Fabry disease (FD) is an X-linked lysosomal storage disorder with accumulation of globotriosylceramide, caus-
ing neurologic involvement mainly as acroparesthesias and cerebrovascular disease. Aseptic meningitis has been reported
in 11 patients with FD, but no prior study has correlated alpha-galactosidase (GLA) specific variants with meningitis. We
present in this manuscript a family in which a novel GLA pathogenic variant was associated with aseptic meningitis in 2 of
5 family members.

Methods This study began with identifying the proband, then screening family members for FD symptoms and evaluating
symptomatic individuals for genetic and biochemical status. All patients underwent magnetic resonance imaging, and those
with headache underwent cerebrospinal fluid (CSF) analysis.

Results Five patients (3 females) from a single family were included in this study. Mean age at diagnosis was 20.6 years.
Two patients (40%) had aseptic meningitis; one of them also had cerebrovascular events. C-reactive protein and erythrocyte
sedimentation rate were elevated during aseptic meningitis episodes. Both patients responded to intravenous methylpred-
nisolone with resolution of fever, headache, and vomiting. One of them recurred and needed chronic immunosuppression
with azathioprine.

Conclusion We described aseptic meningitis in a family with a novel GLA variant. Meningitis might be a common phenom-
enon in FD and not a particularity of this variant. Understanding the mechanisms underlying meningitis and its association
with cerebrovascular events may lead to a new paradigm of treatment for stroke in these patients. Further prospective studies
with CSF collection in patients with FD and recurrent headache could help to elucidate this question.

Keywords Fabry disease - Meningitis - Stroke - Enzyme replacement therapy - Inflammation

Background a-galactosidase A (x-GalA) [1]. The deficient enzyme leads

to multisystemic accumulation of globotriosylceramide
Fabry disease (FD) is an X-linked inherited lysosomal stor- (Gb3) not only within vascular endothelium and smooth
age disorder of glycosphingolipid metabolism. It is caused ~ muscle cells, but also the heart, kidneys, skin, eyes, gastro-
by GLA variants that affect the encoding of hydrolase  intestinal, dorsal root ganglion cells, and central nervous
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system [2], some of them described as early as in placen-
tal tissues [3]. Intra-lysosomal Gb3 leads to cellular dys-
function, chronic inflammatory process, vessel occlusion,
ischemia, and organ damage [4]. FD prevalence ranges from
around 1:8454 to 1:117,000 in males, with no predilection
for ethnicity [5]. However, nconatal screenings suggested
increased incidence of FD in Austria, Northwestern Italy
(1:3000), and Taiwan [6, 7]. Currently, more than 1000
pathogenic variants have been identified in GLA [8], and
FD severity is usually determined by the rate of Gb3 accu-
mulation. Enzymatic activity is reliable only in males, with
values ranging from 1 to 30% of normal controls [9].

FD can present in the classical form and in the atypical
form [8, 10]. In the classic phenotype, affected subjects
with absent or residual enzyme activity present symptoms
in early childhood (1 to 3 years old) throughout adulthood
characterized by acroparesthesia, telangiectasias,
angiokeratomas, heat intolerance followed by gastrointestinal
symptoms (abdominal pain, nausea, vomiting, diarrhea),
exercise intolerance, and cornea verticillata. In adulthood,
FD patients present renal disease starting with proteinuria
and overtime progressing to end-stage renal disease [4, 11].
Cardiovascular manifestations, such as coronary artery
disease, arrhythmias, sudden death, and left ventricle
hypertrophy, are the leading causes of death [12].

Cerebrovascular involvement includes ischemic stroke,
cervical dissection, hemorrhagic stroke, and cerebral
venous thrombosis [13]. In addition, neuropathic pain at
early stages, headaches, vascular dementia, vertigo/tinnitus,
sensorineural hearing loss, and psychiatric and cognitive
disorders can also be present [ 14, 15].

Aseptic meningitis has been previously reported in 11
patients with different GLA pathogenic variants [16-25],
but no prior study has correlated specific variants with
this feature. We present a novel GLA pathogenic variant
in a family of 5 members in which aseptic meningitis was
documented in 2 of them.

Methods

This study was observational and began with identifying
the proband. Then, family members were clinically screened
for FD, and for those symptomatic, genetic and biochemical
status for FD was determined. Next, all positive patients
underwent brain MRI, and those with manifestations
suggestive of aseptic meningitis underwent CSF analysis,
along with multiplex PCR for cytomegalovirus, enterovirus,
herpes simplex virus 1 and 2, human herpesvirus 6, human
parechovirus, varicella zoster virus, Escherichia coli K1,
Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes, Neisseria
meningitidis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pneumoniae, and Cryptococcus neoformans/gattii.

@ Springer

Genetic analysis was performed by next-generation
sequencing (NGS-Illumina) of GLA; lyso-Gb3 was assessed
by liquid chromatography—mass spectrometry (LC-MS),
and alfa-galactosidase enzyme activity was determined by
fluorescence spectroscopy.

Patients were followed for 4 years, from December 2016 to
November 2020, at Hospital Geral de Fortaleza, a Neurology
Reference Center in Ceard state, Brazil. Patients or one legal
guardian consented to participate in this publication that was
also approved by the local Institutional Ethics Committee.

Results

Five patients (3 females) from the same family were studied.
Their mean age at diagnosis was 20.6 years. Family pedi-
gree is shown on Fig. 1. Two patients (40%) had documented
recurrent aseptic meningitis; one of them also had cerebro-
vascular events. Both patients had negative CSF multiplex
PCR for the most common offending pathogens. Erythrocyte
sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein (CRP) were
elevated during their aseptic meningitis episodes. Conversely,
ESR and CRP were normal in patients without meningitis.

The presence of classical signs of FD was variable among
family members (Table 1). Cornea verticillata was seen in all
5 patients; acroparesthesias and hypo/hyperhidrosis were pre-
sent in 4, left ventricular hypertrophy and proteinuria in 2, and
arterial hypertension and angiokeratomas in only 1 of them.

Both patients with aseptic meningitis responded to intrave-
nous methylprednisolone (IVMP) with complete resolution of
fever, headache and vomiting, and no infusion complications.
One patient had complete resolution of CSF pleocytosis after
IVMP, and another had temporary resolution with meningitis
recurrence after steroid tapering. This patient improved after
a second course of IVMP and oral azathioprine.

Molecular analysis of GLA identified in all patients
the variant chrX:101,404,787A > C (GRCh38/hg38),
¢.3927 T> G ENST00000218516, and p.(Leul31Arg), in
hemizygosity or heterozygosity. This substitution was not
present in populational databanks as gnomADv2.1.1 or gno-
mADv3.1.2, and it was never reported before in medical
literature or in variant repositories as ClinVar or LOVD.
Nevertheless, substitution in this same codon for another
amino acid [p.Leul31Pro] has been previously reported as
pathogenic25. Leucine at position 131 is highly conserved
among species, and in silico algorithms for pathogenicity
prediction (PolyPhen, Mutation Taster, CADD) suggest that
this substitution is deleterious. Additionally, elevated lyso-
Gb3 levels and reduced GLA activity in males corroborate
pathogenicity of p.Leul31Arg substitution.

All patients are currently receiving enzyme replacement
therapy with agalsidase alpha (Replagal®).
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Fig.1 Pedigree in a family with
Fabry disease due to a novel
GLA ¢392 T>G: p.Leul31Arg

variant

43 years

. Fabry 20 years 18 years 15 years 7 years

Table 1 Clinical symptoms, magnetic resonance imaging, and cerebrospinal fluid findings and treatment in 5 patients with a novel GLA
¢.392 T>G (p.Leul31Arg) variant

Case Age Sex Symptoms at presentation MRI CSF Treatment
1 15 Female Headache, nausea, phonophobia, previous stroke Right thalamus and left internal capsule 40 cellssmm’  ERT+IVMP
hyperintense lesions
2, 18 Male Recurrent headache, fever, and vomiting Normal 15 cells/mm® ERT+IVMP
acroparesthesias

3 20 Female Acroparesthesias hypohidrosis, chronic migraine Normal Not performed ERT

4 7 Male  Acroparesthesias, hypohidrosis Normal Not performed ERT

5 43 TFemale Acroparesthesias hypohidrosis, chronic migraine Multiple periventricular hyperintensities Not performed ERT

MRI magnetic resonance imaging, CSF cerebrospinal fluid, ERT enzyme replacement therapy, T'VMP intravenous methylprednisolone

Case 1

A 15-year-old female presented with severe occipital head-
ache associated with photophobia and phonophobia, nausea,
and fever in October 2016. She had a previous history of

stroke at the age of 12 and oligoarthritis of the knees and
elbows. There was no history of acroparesthesias or hypo-
hidrosis/hyperhidrosis. On neurological examination, there
was bilateral hyperreflexia and Babinski sign. Visual acuity
was 20720 in both eyes, but biomicroscopy revealed cornea
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verticillata. Magnetic resonance imaging (MR) showed T2
hyperintense lesions in the right thalamus, right caudate
nucleus, and left internal capsule (Fig. 2). CSF examination
had a leukocyte count of 40 cells per mm?® (87% lympho-
cytes/8% neutrophils/5% monocytes) and negative cultures,
compatible with aseptic meningitis. Her CRP was 5.62 mg/L
(normal range < | mg/L), and ESR was 37 mm/h (normal
range < 20 mm/h). Proteinuria (325.4 mg/24 h-normal
range < 150 mg/24 h) and left ventricular hypertrophy were
also observed. Genetic testing demonstrated a heterozy-
gousc.392 T>G (p.Leul31Arg) GLA mutation, not previ-
ously described, and elevated lyso-Gb3 (3.8 ng/mL-ref-
erence value < 1.8 ng/mL). Enzyme replacement therapy
(ERT) with a-galactosidase was started. Despite enzyme
replacement therapy (ERT) and decrease in lyso-Gb3 lev-
els (1.8 ng/mL), she had recurrent aseptic meningitis and
central retinal artery occlusion. IVMP (1 g/day for 5 days)
was prescribed, with improvement of headache and nausea.
CSF pleocytosis resolved after I'VMP, but meningitis clinical
symptoms recurred after steroid tapering (20 cells per mm’
on CSF). Another course of IVMP was performed, and the
patient was maintained with azathioprine and prednisone
without further recurrences during 4 years of follow-up.

Case 2

An 18-year-old boy, case 1 sibling, was screened for clini-
cal signs of FD. He had acroparesthesias in hands and feet,
hyperhidrosis, headache, recurrent fever, vomiting, dysp-
nea on exertion, and auricular angiokeratomas (Fig, 3).
Genetic testing demonstrated the same GLA variant found
in case | with lyso-Gb3 levels of 78.9 ng/mL (reference
value < 1.8 ng/mL) and alpha-galactosidase enzyme

Fig.2 Magnetic resonance
imaging in a patient with Fabry
disease and stroke. T2-weighted
image shows hyperintense
lesions in the right ventromedial
thalamus, right caudate nucleus,
and left internal capsule
compatible with remote lacunar
infarcts
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Fig. 3 Auricular angiokeratomas in a patient with Fabry discase

activity <2.8 pmol/L/h (reference value > 15.3 pmol/L/h).
Brain MRI did not show abnormalities. CSF examination
during an acute episode of intense headache and fever in
November 2018 revealed a leukocyte count of 15 cells
per mm® (97% lymphocytes), compatible with aseptic

136



Neurological Sciences

meningitis. CRP was 147.98 mg/L (normal range < | mg/L),
and ESR was 59 mm/h (normal range <20 mm/h). IVMP
was started, with improvement of headache, fever, vomiting,
and resolution of CSF pleocytosis. Echocardiogram was nor-
mal, and there was no proteinuria. Ophthalmological evalu-
ation demonstrated cornea verticillata. ERT was started. He
had no recurrence of meningitis and no episodes of stroke.

Case 3

A 20-year-old female, case 1 sibling, was also screened for
clinical signs of FD. She had acroparesthesias that worsened
with physical exertion and heat intolerance, hypohidrosis,
and chronic migraine headache with visual scotomas.
Brain MRI and echocardiogram were unrevealing, Genetic
testing demonstrated the same GLA variant found in case
1, in heterozygousity, with lyso-Gb3 levels of 4 ng/mL
(reference value < 1.8 ng/mL), CSF examination was not
performed (the patient had no clinical signs of meningitis).
Ophthalmological evaluation demonstrated cornea
verticillata. ERT was started with annual monitoring of
lyso-Gb3. No episodes of stroke or meningitis were observed
on follow-up.

Case 4

A 7-year-old boy, case 1 sibling, was also screened for FD.
He reported pain in the extremities characterized as pricking
needles and “burns,” as well as a hypohidrosis, since the age
of 3. These symptoms caused great impact on his quality
of life both for pain and intolerance to exercise and heat.
Family members reported that complaints became more
frequent and that pain was completely refractory to the use
of analgesics. Molecular analysis of GLA demonstrated
the same variant found in case 1 with lyso-Gb3 levels
of 60.1 ng/dL (reference value < 1.8 ng/mL) and alpha-
galactosidase enzyme activity < 0.8 pmol/L/h (reference
value > 15,3 pmol/L/h). CSF examination was not performed
(the patient had no clinical signs of meningitis). After
4 months of ERT, he reported improvement in pain and his
parents noticed that he started performing physical activities
and participating in games with his peers. No episodes of
stroke or meningitis were observed on follow-up.

Case 5

A 43-year-old female patient, case 1 mother, was screened
for FD. She had acroparesthesias, hypohidrosis, and
chronic migraine. There was no previous history of fever or
meningitis. Echocardiogram demonstrated left ventricular
hypertrophy, and brain MRI showed small bilateral white
matter hyperintensities suggestive of microangiopathy.
She had hypertension, dyslipidemia, and proteinuria

(536.6 mg/24 h—normal range < 150 mg/24 h). Genetic
testing demonstrated the same GLA variant found in case 1
with lyso-Gb3 levels of 9.8 ng/mL (reference value < 1.8 ng/
mL). Ophthalmological examination also showed cornea
verticillata. CSF examination was not performed (the patient
had no clinical signs of meningitis). ERT was started with
annual monitoring of lyso-Gb3. No episodes of stroke or
meningitis were observed on follow-up.

Discussion

Meningitis in FD has been previously reported in eleven
patients, 7 males and 4 females, aged 15-54 years [16-24].
In most of these patients (9/11), it was associated with
cerebrovascular disease, predominantly affecting the
vertebrobasilar circulation. This co-occurrence has led
some authors to hypothesize that meningitis and stroke in
FD might be associated [22, 26-28].

In these reported cases, meningitis does not seem o
respond to ERT and shows variable response to steroids,
with improvement in headache frequency in most patients.
Of note, cerebrovascular events also do not seem to decrease
after ERT11. Previous studies have found increased levels
of endothelial adhesion molecules and plasminogen
activator inhibitor and reduced levels of thrombomodulin
in patients with FD [29]. Deposition of Gb3 has been
linked to increased oxidative stress, and lyso-Gb3 seems
to be associated with vascular smooth muscle growth,
resulting in vessel wall hypertrophy observed in FD [30].
Polymorphisms involving genes responsible for IL-6, eNOS,
factor V, and protein Z have also been found to be associated
with vascular brain lesions in patients with FD, suggesting
a role for inflammation and coagulation activation in the
pathophysiology of stroke in these patients [31, 32].

Meningitis in FD may be related to abnormal depositions
of glycosphingolipids in choroid plexus vessels and
arachnoid suggesting transport of glycosphingolipids from
plasma into CSF through choroid plexus and reabsorption
at arachnoid villi as reported in an autopsy study [33].
This may lead to chronic arachnoid inflammation and CSF
pleocytosis. Increased expression of proinflammatory
cytokines (IL-1p and TNF-«) has been observed in an
analysis of peripheral blood mononuclear cells in patients
with FD, and in vitro injection of Gb3 in similar amounts to
those found in FD into normal macrophages has also been
found to lead to similar increases in IL-1 and TNF-oc [34],
reinforcing the role of Gb3 deposition in the inflammatory
reaction of FD, including meningitis. Levels of lyso-Gb3
in female patients from the present series were all under
6 times above the upper reference limit, not associated to
the presence of meningitis symptoms, being over 44 times
higher in the male patient who had meningitis and also in
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the male patient who did not have meningitis, as is expected
in males with FD.

On the other hand, some authors have suggested a
systemic inflammatory response as the main cause for
meningitis in FD, advocating FD to be included in the group
of auto-inflammatory diseases. Increased levels of Gb3 in
plasma and lysosomes, and its abnormal processing, would
be recognized as antigens linking to toll-like receptor-4
(TLR4), which is present in not only immune system
cells but also renal and endothelial cells. Its accumulation
activates innate immune response involving CDd1 and TRL4
[35] inducing dysregulation of natural killer T (NKT) [36,
37] and dendritic cells, also increasing specific cytokine
production [38, 39], such as TNF-a, and IL-4, 5, 9, 10, 14,
and 1740,

Other genetic disorders may cause recurrent inflamma-
tion, including familial Mediterranean fever (OMIM 249
100), tumor necrosis factor receptor super-family 1 A-asso-
ciated periodic syndrome (TRAPS) (OMIM 142 680), peri-
odic fever associated with mevalonate-kinase deficiency
(MVK) (OMIM 260 920), and hereditary periodic fevers
related to mutations in the CIAS! (cold induced auto-inflam-
matory syndrome 1) gene [40]. Common clinical features are
recurrent attacks of fever; articular, abdominal, and cutane-
ous symptoms and systemic inflammatory response. CNS
involvement, recurrent meningitis, and sensorineural hearing
loss are also reported in these diseases, as well as in FD. In
a series of patients with meningitis, systemic inflammation
signs, such as fever and elevated erythrocyte sedimentation
rate (ESR) and C-reactive protein (CRP), were present in all
three patients [17]. These signs were also observed in the
recurrent meningitis patients in the present series (cases 1
and 2). Increased production of inflammatory cytokines has

also been reported in other lysosomal storage disorders, like
Gaucher’s disease [34].

In the family reported here, 40% of patients (2/5) had
symptomatic aseptic meningitis, and it was the initial clinical
manifestation in one of these cases. Both patients responded
to 1V steroids. One of them (case 1) recurred | year after the
first IVMP course as oral steroid therapy was being tapered
and needed a second course of IVMP together with azathio-
prine to stabilize CSF abnormalities.

Among eleven patients with FD and aseptic meningitis
in literature, five were treated with ERT with no improve-
ment in CSF abnormalities and neurologic signs [16-24].
One had recurrent stroke during treatment. On the other
hand, 8/11 were treated with corticosteroids with or without
azathioprine, and half of these improved (3/8) or stabilized
(1/8) CSF findings. Focal signs (hemiparesis and aphasia)
improved with steroids in one patient [21] (Table 2). To
our knowledge, only one patient in the literature was treated
with CS, ERT, and azathioprine, and this patient had clinical
and CSF improvement [18]. However, the small number and
heterogeneity in reports still precludes from drawing defini-
tive conclusions regarding treatment of aseptic meningitis in
FD. In the present series, clinical signs (headache and fever)
improved with steroids, but CSF abnormalities persisted in
one case and only remitted after a second course of IVMP and
introduction of azathioprine in another. The best treatment
approach for patients with meningitis and FD is still unclear.

Biochemical markers and GLA activity did not differ from
other classic cases of FD, and it is possible that aseptic men-
ingitis is an underrecognized feature of FD rather than a spe-
cific result of the novel mutation reported here. It is unclear
why some members of this family had symptomatic aseptic
meningitis while others did not. It is possible that Fabry dis-
ease leads (o a pro-inflammatory state that in some patients

Table 2 Initial CSF analysis, treatment. and recurrence of meningitis or stroke on follow-up in patients with aseptic meningitis in Fabry discase

Publication year Sex Age Previous stroke CSF:‘(cells per Treatment Recurrent stroke
mm-/protein mg/ or meningitis
dL) (follow-up)
Dubost et al. [25] 1984 M 54 No 26/123 Ccs No (36 m)
Uyamaetal. [24] 1995 M 18 Yes 217119 Ccs Meningitis (24 m)
Perrot et al. [22 2002 M 39 Yes 22/98 None No (3 m)
Callegaro et al. [20] 2006 M 49 Yes 09/48 CS/ERT No (NR)
Lidove et al. [16] 2007 F 25 Yes 7647 CS/AZA /ERT No (24 m)
Schreiber et al. [21] 2007 F 26 Yes 42/52 CS/ERT Stroke (6 m)
Lidove et al. [17] 2009 M 30 Yes 24/81 CS/ERT No (6 m)
Lidove et al. [17] 2009 M 31 Yes 08/70 ERT No (24 m)
Yanagimura et al. [23] 2014 M 45 Yes 11731 CS/ERT Meningits (NR)
Sawada et al, [19] 2015 F 39 Yes 10/64 ERT No (NR)
Kraemer et al. [18] 2017 F 38 Yes Pleocytosis (NR) CS/MTX/ERT  No (NR)

CSF cerebrospinal fluid, M male, F female, CS corticosteroids. ERT enzyme Replacement Therapy, AZA azathioprine, MTX methotrexate. NR

not reported, m months
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may result in recurrent aseptic meningitis, asymptomatic CSF
pleocytosis in others, and no CSF changes in the remainder.
The factors that drive these multiple presentations are still
unknown and may be related to different cytokine profiles
even in carriers of the same GLA variants associated with
other genetic factors, such as HLA complex polymorphisms,
cytokine receptors, and epigenetic factors.

Infectious meningitis in our patients was assessed with
multiplex PCR that ruled out the most common pathogens.
Also, drug-induced aseptic meningitis, mostly associated
with non-steroidal anti-inflammatory drugs, antibiotics
(sulfamides, penicillins), intravenous immunoglobulin,
monoclonal antibodies, and vaccines, was ruled out during
anamnesis,

One of the patients (case 1) presented central retinal
artery occlusion, which, despite being rare, has already
been described in the literature in 4 other cases of FD
[41-43]. The pathophysiology is not fully understood, but
glycosphingolipid deposition associated with vascular tor-
tuosity and arteriolar narrowing (retinal findings common
in FD) may be contributing factors [41-43]. Therefore, in
patients with central retinal artery occlusion without risk
factors, FD should be considered, especially if there are
cutaneous stigmata or pain in the extremities. Central reti-
nal artery occlusion in FD may share pathophysiology with
stroke, and as such may also be associated with systemic
inflammation and aseptic meningitis as occurred in case 1.

Our study has several limitations. First, a small number of
patients make it difficult to generalize our findings. Second,
only patients with clinical signs of meningitis underwent
CSF testing, making it impossible to evaluate asymptomatic
CSF pleocytosis or to correlate CSF pleocytosis with men-
ingitis symptoms. It is possible that more patients in this
family had asymptomatic CSF changes. Third, as this was
not a controlled trial, analysis of the effects of steroids in
the improvement of neurological symptoms suffered several
biases. Fourth, an unbiased comprehensive test for infectious
ctiologies (like new CSF metagenomics tests [44]) is not
available at our facility, and recurrent infectious meningitis
is not completely ruled out. On the other hand, it would be
very unlikely to find two siblings with this rare sporadic
condition after we have ruled out the most common infec-
tious pathogens.

In conclusion, we have described a high prevalence
of meningitis with systemic inflammatory response in a
family with a novel pathogenic variant in GLA. Meningitis
might be an underdiagnosed phenomenon in FD and not a
particularity of this specific mutation. Understanding the
mechanisms underlying meningitis in FD and its association
with cerebrovascular events may lead to a new paradigm
of treatment for stroke in these patients, a very morbid
complication that does not seem to respond to ERT. Further
studies analyzing a larger number of patients with FD and

recurrent fever and headache in a prospective manner with
CSF collection could help to elucidate this question.
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Key Points

Question: What is the phenotypic spectrum of CLCN2-related leukoencephalopathy with

ataxia?

Findings: We describe 12 additional cases of CLCN2-related leukoencephalopathy and
expand the disease spectrum by adding seizures, spastic paraplegia, and neurodevelopmental

disorders.

Meaning: CLCN2-related leukoencephalopathy should be considered when typical imaging

patterns are present even in the absence of classic neurological symptoms.

Abstract

Importance: Biallelic pathogenic variants in CLCN?2 are associated with a rare autosomal
recessive leukoencephalopathy with distinctive imaging features. Only 31 cases have been

reported to date.

Objective: To describe the clinical and imaging phenotype of 12 additional CLCN2 patients

and expand the phenotypic spectrum of this disorder.

Design: This is a multicenter case series. Informed consent was obtained for all patients.

Patients were evaluated by attending physicians in their respective centers.

Settings: Patients were identified through a search for homozygous/compound heterozygous
pathogenic CLCN2 variants in the database of a commercial laboratory in Brazil and by

contacting reference centers in Europe for additional confirmed cases.

Participants: Twelve patients from Brazil, The United Kingdom and Germany were

evaluated.
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Main outcome and measures: Clinical signs and symptoms were described. Variants were
classified according to the ACMG guidelines. Neuroimaging was assessed by an experienced

neuroradiologist.

Results: Twelve patients with biallelic CLCN2 variants were described. These include three
novel likely pathogenic missense variants. Most patients from Brazil carried the p.Trp570Ter
variant, representing a possible founder effect. All patients demonstrated typical magnetic
resonance imaging (MRI) changes, including hyperintensity on T2-weighted images in the
posterior limbs of the internal capsules, midbrain cerebral peduncles, middle cerebellar
peduncles, and cerebral white matter. Clinical features included a variable combination of
ataxia, headache, spasticity, seizures, and symptoms not previously described in this disease

such as seizures, spastic paraplegia, developmental delay, and psychosis.

Conclusions and Relevance: This report is now the largest case series of patients with

CLCN2-related leukoencephalopathy and reinforces the finding that although the imaging
appearance is uniform, the phenotypic expression of this disorder is highly heterogeneous.
Our findings expand the phenotypic spectrum of CLCN2-related leukoencephalopathy by

adding prominent seizures, severe spastic paraplegia, developmental delay, and psychosis.

Introduction

Biallelic pathogenic variants in CLCN2 are associated with a rare autosomal recessive
leukoencephalopathy with prominent ataxia' recently named Leukoencephalopathy with
ataxia (LKPAT; OMIM #615651). Since its first description in 2013, approximately 31
individuals from 30 families have been reported''’. These observations led to the
characterization of a typical phenotype with mild ataxia, variable cognitive impairment,

visual impairment from chorioretinopathy or optic atrophy, male infertility, and headache'.
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Abstract

Background: F abry disease (FD) is an X-linked lysosomal storage disorder with accumulation of
globotriosylceramide, causing neurologic involvement mainly as acroparesthesias and cerebrovascular
disease. Aseptic meningitis has been reported in 11 patients with FD, but no prior study has
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Abstract

Background and purpose: Krabbe disease (KD), or globoid cell leukodystrophy (Online Mendelian
Inheritance in Man #245200), is an autosomal recessive lysosomal storage disease caused by
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Abstract

Introduction: Argininemia or arginase deficiency is a metabolic disorder caused by pathogenic
variants in ARG1 and consists of a variable association of progressive spastic paraplegia, intellectual
disability, and seizures. Hereditary spastic paraplegia (HSP) is a group of inherited diseases whose
main feature is a progressive gait disorder characterized by lower limb spasticity. This study presents 7
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Abstract

Introduction: Hereditary Ataxias (HAs) comprise a wide spectrum of genetically determined
neurodegenerative diseases with progressive ataxia as the main symptom. Few studies have evaluated
nutritional profile in HA patients and most of these focused on specific ataxia subtypes. The objectives
of this study were: (1) to investigate whether hereditary ataxias were associated with changes in
energy expenditure, body composition and dietary intake; (2) to verify differences in these variables
according to ataxia subtype, sex, age, and disease severity.
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Abstract

Background: Turner syndrome (TS) is a rare condition associated with a completely or partially
missing X chromosome that affects 1 in 2500 girls. TS increases the risk of autoimmune diseases,
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APENDICE L - AUTOIMUNE ENCEPHALITIS IN LATIN AMERICA: A CRITICAL
REVIEW

afro-ntiers N REVIEW
in Neurology ot 10 3330 raur 2020 BOBIS:

2

Autoimmune Encephalitis in Latin
America: A Critical Review
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Autoimmune ancephalitis is an increasingly recognized cause of encephalits. The
majorty of case series report patients residing in developed countries in the northem
hemisphere. The epidemiclogic features of autoimmune encephalitis in Latn Amanca
are still unclear. The aim of the study was to perform a review of the clinical presentation
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APENDICE M — PERSISTENT PSYCHOSIS ASSOCIATED WITH EXTREME
DELTA BRUSH IN ANTI-NMDA RECEPTOR ENCEPHALITIS: A CASE REPORT
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Persistent psychosis associated with extreme =
delta brush in anti-NMDA receptor
encephalitis: a case report
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Abstract

Background Anti-NMDAR encephalitis is an emerging differential diagnosis of first episode and persistent psychosis in the
psychiatric community, as clinical manifestations include psychiatric symptoms, cognitive dysfunction, seizures, decreased
consciousness, and dyskinesias. This disease is associated with extreme delta brush (EDB), but the significance and temporal
course of this EEG pattern still needs to be determined. Herein, we report a case of anti-NMDAR encephalitis with persistent
psychosis associated with EDB occurrence on multiple occasions during a 5-year disease course.
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Abstract

Background: Susac syndrome (SS) is a rare endotheliopathy with an estimated prevalence of 0.14-
0.024 per 100,000. It is an important differential diagnosis in demyelinating disorders. There are few
case series and no large randomized controlled trials, and most reports come from developed
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APENDICE O — STEROID RESPONSIVE CAVERNOUS SINUS SYNDROME DUE
TO ROSAI-DORFMAN DISEASE: BEYOND TOLOSA-HUNT SYNDROME - A
CASE REPORT
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CASE REPORT Open Access

Steroid responsive cavernous sinus

syndrome due to Rosai-Dorfman disease: ‘
beyond Tolosa-Hunt syndrome - a case
report
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. Abstract

Background: The term “Tolosa-Hunt syrdirorne” (THS) has bean wsed to refer to painful ophthalmoplegla
assoclated with nonspecific inflammation of the cavemous sinus and many pracesses can result in a similar clinical
picture, Including infectious, inflarmmatory and neoplastic diseases, Rosai-Dorfman disease (RDD) 5 a
lymphopraliferative disorder that rarety affects the central nervous system. We report a case of isolated CMNS Rosal
Dadman disease Invalving the cavernous sinus and prasenting as Tolosa-Hunt syndrome”

Case pmeﬁtilion. Cur patient presentad with hordzontal diplopia due to rrn[.1'||r1'nen'r of cranlal nenves LIl I'-.n' and v
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APENDICE P — STIFF-EYE SYNDROME-ANTI-GAD ATAXIA PRESENTING WITH
ISOLATED OPHTHALMOPLEGIA: A CASE REPORT
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Report
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CASE REPORT
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Intracranial mass lesions and skin ®
discoloration in the armpits as unusual —
clues to Erdheim-Chester disease: a case

report
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Abstract

Background: Erdheim-Chester disease (ECD) is a non-Langerhans histlocytosis that results in multi-organ disease
involving the skin, bones, lungs and kidneys, Central nervous system (CNS) invalvement accurs in about 50 % of
patients, and diabetes insipidus, visual disturbances, and cerebellar ataxia are the mast frequent neurclogical signs
We report a case of Erdhelm-Chester disease with central nervaus systerm involvernent In the form of enhancing
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REVIEW
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Abstract

Background: Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disorder of the neuromuscular junction that
can be exacerbated by many viral infections, including COVID-19. The management of MG
exacerbations is challenging in this scenario. We report 8 cases of MG exacerbation or myasthenic
crisis associated with COVID-19 and discuss prognosis and treatment based on a literature review.
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Abstract

Background: COVID-19 is a pandemic disease responsible for many deaths worldwide. Many
neurological manifestations have been described. We report a case of normal pressure hydrocephalus
(NPH) 2 months after acute COVID19 infection, in a patient without other risk factors.
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Abstract

Introduction: Long-onset COVID syndrome has been described in patients with COVID-19 infection
with persistence of symptoms or development of sequelae beyond 4 weeks after the onset of acute
symptoms, a medium- and long-term consequence of COVID-19. This syndrome can affect up to 32%
of affected individuals, with symptoms of fatigue, dyspnea, chest pain, cognitive disorders, insomnia,
and psychiatric disorders. The present study aimed to characterize and evaluate the prevalence of
sleep symptoms in patients with long COVID syndrome.
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APENDICE X - READER RESPONSE: UNUSUAL POST-COVID-19
PRESENTATION WITH TETRAVENTRICULAR HYDROCEPHALUS: A CASE
REPORT
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Reader Response: Unusual Post-COVID-19 Presentation With Tetraventricular
Hydrocephalus: A Case Report
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We read with great interest the article by Dr. Saini and colleagues.' The authors described a case of tetraventricular
hydrocephalus associated with subarachnoid web, which occurred after COVID-19 infection. The patient presented

an acute headache with nanilledema diie ta increaced intracranial nracciire with carahracninal fluid (CSEY anrflaw
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Myelopathy associated with intrathecal methotrexate POF
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Abstract

A 21-year-old man developed progressive and bilateral lower limb numbness, gait impairment and urinary incontinence over 10
days. He had received intrathecal methotrexate 20 days previously for acute lymphoblastic B-cell leukaemia, following 7 months of
systemic chemotherapy. MR scan of the spinal cord showed bilateral symmetric and extensive T2/fluid attenuated inversion
recovery (FLAIR) increased signal involving the dorsal columns in the thoracic cord. His serum folate concentration was at the
lower end of the normal range. We stopped the intrathecal chemotherapy and gave folate; after a few days, he progressively
improved. Myelopathy is an important adverse effect of intrathecal methotrexate, which may cause clinical and imaging features
resembling subacute combined degeneration of the spinal cord. CNS infiltration must be excluded, intrathecal chemotherapy
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APENDICE BB — UNILATERAL TENSION PNEUMOCEPHALUS OF THE
SYLVIAN FISSURE: A RARE NEUROSURGICAL COMPLICATION

Unilateral Tension Pneumocephalus of the Sylvian Fissure: A Rare Neurosurgical

Complication

Darius David Andrade Lima, Rodrigo Becco de Souza, Paulo Ribeiro Nobrega

waords

Compllcatian
Nuurodurmgary
Prioarocaghalus

Sytvian flesure

Tienalon phasmocsphalis

Abbreviations and Acronyms
CAF. Cerabrospina fluid

llllls

Mowpital Linvevmibies Waitsr Cantidin Unvverodads (eubwad
ok Comrd, Fortmiera, Brand

T whom oy w ahmat! bw
Pl i Malwgia, MO M S

Tension pneumocephalus is an uncommon complication ol neurosurgical pro-
cedures. We report a patient who presented with headache, vomiting, left
hemiparesis and rhinorrhea 30 days after correclion of a recurrenl nasal cere-
brospinal fluid listula and shunl placement. A computed tomography scan
revealed &8 massive collection of air with air-fluid level in the right sylvian
fissure and midline shift. A right pterional craniotomy was perlormed and a
small corticeciomy resulted in evacustion of air from the sylvian fissure. A dural
gralt rom the previous surgery was recognized 1o be acting as a ball-valve
machaniam, trapping air lrom the nasal cavity, It was removed and the cranial
defect was coimected with a split calvarial bone graf. Follow-up brain computed
tomography revealed complete resolution of pneumocephalus. Alter surgery
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Multinodular and vacuolating neuronal tumor of the cerebrum: three case reports
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Multinodular and vacuolating neuronal tumor (MVNT) of the cerebrum is a seizure-
associated rare lesion that currently appears to be a malformative lesion or hamartoma
rather than a low-grade neoplastic lesion. MVNT pathognomonic magnetic resonance
imaging (MRI) features allow for diagnostic accuracy in the differential diagnosis. Lesions
are usually asymptomatic, nonprogressive and incidentally found requiring only imaging
monitoring over time. Although uncommon, it is important to be familiar with MVNT
clinical presentation and key imaging features. We here present a series of three cases
with imaging findings similar to those described in the literature. These patients were
followed with serial neuroimaging

Multinodular and vacuolating neuronal tumor of the cerebrum: three case reports
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New observations on minifascicular neuropathy with
sex-dependent gonadal dysgenesis: a case series with
nerve ultrasound assessment
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Abstract

Background

Gonadal dysgenesis with minifascicular neuropathy (GDMN) is a rare autosomal recessive
condition associated with biallelic DHH pathogenic variants. In 46, XY individuals, this
disorder is characterized by an association of minifascicular neuropathy (MFN) and gonadal
dysgenesis, while in 46, XX subjects only the neuropathic phenotype is present. Very few
patients with GDMN have been reported so far. We describe four patients with MFN due to a
novel DHH likely pathogenic homozygous variant and the results of nerve ultrasound

assessment.

Methods
This retrospective observational study included 4 individuals from 2 unrelated Brazilian
families evaluated for severe peripheral neuropathy. Genetic diagnosis was performed with a

peripheral neuropathy next-generation sequencing (NGS) panel based on whole exome

sequencing focused analysis that included a control SRY probe to confirm genetic sex. Clinical

characterization, nerve conduction velocity studies, and high-resolution ultrasound nerve

evaluation were performed in all subjects.

Results

Molecular analysis disclosed in all subjects the homozygous DHH variant p.(Leu33sPro).

Patients had a striking phenotype, with marked trophic changes of extremities, sensory ataxia,

Download PDF ¥

Working on a manuscript?

Avoid the common mistakes —

Sections Figures

Abstract

Introduction

Subjects and methods
Results

Discussion

Conclusion

Data Availability
References

Author information
Ethics declarations
Additional information
Rights and permissions

About this article

Advertisement

References

Q



