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RESUMO:

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD) ¢ um distarbio
hereditario do metabolismo peroxjssomal, bioquimicamente caracterizado pelo
acamulo dos acidos graxos de cadeia muito longa ("very long chain fatty acids" -
VLCFA) em diferentes tecidos. O acimulo destes acidos graxos esta associado com
desmielinizagdo cerebral, anormalidades em nervos periféricos e insuficiéncia
adrenocortical e testicular. A incidéncia desta condi¢do € estimada em 1 para 25.000
homens. Pelo menos seis fendtipos podem ser distinguidos, sendo
adrenoleucodistrofia cerebral infantil (cALD) e adrenomieloneuropatia (AMN) os
mais freqiientes. O gene X-ALD foi identificado e diversas mutagGes identificadas,
mas a relagdo genétipo-fendtipo ndo parece clara. O diagnéstico € relativamente facil
e o diagndstico pré natal € possivel em familias afetadas. Embora no exista ainda um
tratamento especifico para a doenga, varias opg¢Ges terapéuticas sdo utilizadas nestes
casos.

Neste trabalho foram analisados 21 individuos com insuficiéncia adrenal e 26
individuos com tetraparesia ou paraparesia com suspeita de X-ALD, todos do sexo
masculino. Dezessete casos de X-ALD (13 ALD e 4 AMN) foram diagnosticados,
dos quais 7 aderiram a protocolos de tratamento. Treze familias (incluindo 88
familiares) foram investigadas, tendo sido encontrados 5 casos adicionais de X-ALD
(1 ALD e 4 AMN) ainda assintomaticos e 35 mulheres heterozigotas. Cinquenta e
sete porcento dos pacientes encaminhados por insuficiéncia adrenal e 19% dos
pacientes referidos por tetraparesia/paraparesia foram identificados como afetados por

X-ALD. Leucodistrofia foi o sintoma mais freqiiente, ocorrendo em 80% dos casos.
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Deficiéncias na visdo, na fala, na escrita e no aprendizado, convulsGes, e distarbios de
comportamento foram sinais também freqiientes. A idade média de diagnodstico foi de
10 anos para ALD e de 29 anos para AMN, sendo o intervalo entre os primeiros
sintomas e o diagnostico de 2,4 anos para ALD e de 7 anos para AMN. O grande
intervalo observado entre o aparecimento dos sintomas e o diagndstico parece indicar
que os neurologistas e outros especialistas parecem nio estar familiarizados com as
muitas facetas da X-ALD, mas podem também refletir as dificuldades enfrentadas
para o diagnostico laboratorial da doenga em nosso meio.

Nossas principais conclusdes foram: a) a X-ALD ¢ bastante freqiiente em
homens com insuficiéncia adrenal (57%) e com tetraparesia/paraparesia (19%), e que
estes sinais sdo importantes para levantar a suspeita diagnostica; b) a freqiiéncia de
mulheres heterozigotas detectada foi alta, assim como foi significativa a ocorréncia de
portadores assintomaticos, o que justifica a investigagdo familiar de X-ALD para a
prevengdo e tratamento precoce da doencga; c) diferentes formas clinicas foram
encontradas em diferentes membros das familias estudadas, o que confirma a
heterogeneidade fenotipica da doenga; d) leucodistrofia foi o sintoma mais frequente,
sendo, portanto, o mais importante para a suspeita diagnodstica; e) os médicos devem
estar mais atentos as diferentes facetas da X-ALD, o que permitird diagndsticos mais
precoces; f) ndo parece haver uma clara correlagdo entre efeitos bioquimicos e
clinicos na X-ALD, sendo que o tratamento com dieta e 6leo de Lorenzo produz um
efeito bioquimico relativamente adequado com resposta clinica pobre, ndo revertendo
a sintomatologia pré-existente; g) novas terapias mais eficazes sdo necessarias para

que se possa obter um melhor prognoéstico para os pacientes com X-ALD, sendo para
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tanto fundamental o desenvolvimento de centros de referéncia como o estabelecido ao

longo deste trabalho.
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ABSTRACT:

The X-linked adrenoleucodistrophy (X-ALD) is a hereditary disorder of the
peroxissomal metabolism, biochemically characterized by the accumulation of very
long chain fatty acids (VLCFA) in distinct tissues. The accumulation of these fatty
acids is associated with cerebral demyelinization, peripherical nerve abnormalities and
adrenocortical and testicular failure. The incidence of this condition is estimated in 1
to 25.000 men. At least six different phenotypes can be distinguished. The two most
frequent are  cerebral  infantile  adrenoleucodistrophy  (cALD)  and
adrenomyeloneuropathy (AMN). The X-ALD gene and several mutations were
identified, but the genotype-phenotype relation seems yet unclear. The diagnosis is
generally easy and prenatal diagnosis is possible in affected families. Although a
specific treatment for this disease is not yet available, several therapeutic options can
be used in these cases.

In this study, 21 patients with adrenal insufficiency and 26 patients
with tetraparesy or paraparesy with suspected X-ALD, all males, were analyzed.
Seventeen cases of X-ALD (13 ALD and 4 AMN) were confirmed, of which seven
joined the treatment protocols. Thirteen families (including 88 people) were
investigated. Five aditional cases of X-ALD (1 ALD and 4 AMN), still
assymptomatic, as well as 35 heterozygote women, were found. Fifty seven percent of
the patients referred for adrenal insufficiency and 19% of those with tetraparesy/
paraparesy were identified as afeected for X-ALD. Leucodistrophy, which occurred in

80% of cases, was the most frequent symptom. Visual, speaking, spelling and learning
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deficiencies, seizures and behavior disorders were also frequent signs. The average
age at diagnosis was of 10 years old for ALD and of 29 years old for AMN. The
interval between the first symptoms and the diagnosis was of 2,4 years for ALD and
of 7 years for AMN. This large gap between the appearance of symptoms and the
diagnosis seems to indicate that neurologists and other specialists may not be aware
with the multiple aspects of X-ALD, but can also reflect the many difficulties related
to the laboratorial diagnosis of this disease in our conditions.

Our main conclusions were: a) X-ALD is very frequent in men with
adrenal insufficiency (57%) and with teraparesy/paraparesy (19%), and that these
signs are important to raise the diagnostic suspicion; b) the frequency of heterozygote
women detected was high, as well the significant occurrence of assymptomatic
carriers, which justifies a familial investigation of X-ALD aiming prevention and early
treatment of the disease; ¢) different clinic forms were found in different members of
the investigated families, which confirms the phenotypic heterogeneity of the disease;
d) leucodystrophy was the most frequent signal, being therefore the most important
for the diagnostic suspicion; e) doctors should be more alert to the different aspects of
X-ALD, allowing an earlier diagnosis; f) there does not seem to be a clear correlation
between clinical and biochemical effects in X-ALD; the treatment with diet and
Lorenzo’s oil, which has a reasonable biochemical effect, is not clinically effective,
and results in no improvement of pre-existing symptoms; g) more effective therapies
are needed to achieve a better prognosis in X-ALD patients, being an essential step to

the development of reference centers as the one established during this study.
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1. INTRODUCAQO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sdo defeitos bioquimicos
hereditarios, quase sempre devidos a deficiéncia de uma atividade enzimatica. A
auséncia ou marcada deficiéncia na atividade enzimatica leva a um bloqueio
metabolico com repercussdo variavel no individuo, sendo geralmente grave e muitas
vezes letal. Os EIM j& foram descritos em todas as areas do metabolismo
(aminoacidos, acidos orgéanicos, lipidios, carboidratos, etc.) e sua identificagio tem
frequientemente contribuido para o melhor conhecimento do metabolismo humano
normal (SCRIVER et al, 1995).

Estas doengas s3o relativamente raras quando analisadas como
entidades isoladas na populagdo em geral, mas sua freqiéncia aumenta
consideravelmente quando investigadas como grupo em amostras pré-selecionadas
(RAINE, 1974; HALL et al, 1978 ). A deteccdo desses disturbios pode ser, portanto,
mais compensadora quando sdo estudados pacientes de alto risco, definidos a partir
de critérios clinicos, genéticos, étnicos ou geograficos (WATTS, 1978).

A variabilidade no quadro clinico apresentado por esses pacientes
permite supor uma ampla heterogeneidade genética, a qual vem sendo paulatinamente
confirmada pelos progressos na analise das mutagGes associadas a estas doengas.
Programas de detec¢io de EIM em pacientes de alto risco, hoje rotina nos paises
desenvolvidos, geralmente utilizam técnicas que permitem a detec¢do de disturbios do

metabolismo dos aminoacidos, dos carboidratos, das glicoproteinas, dos
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esfingolipidios, dos glicosaminoglicanos e¢ dos acidos orgénicos, incluindo os
relacionados com a B-oxida¢do peroxissomal (GOLPERTZ, 1974; WARRS et al,
1975, CHALMERS, 1974).

A identificacdo de um EIM permite muitas vezes a introdugio de um
tratamento eficaz. Quando isso ndo € possivel, a ocorréncia de novos afetados no
mesmo grupo familiar pode ser evitada pela identifica¢do de casais em risco, aos quais
pode ser oferecido o aconselhamento genético e, em muitos casos, o diagnostico pré-

natal.

1.2 Peroxissomas

O peroxissoma € uma organela envolvida por uma membrana, sem
estrutura interna € sem DNA, encontrada em todas as células eucaridticas (com
excegdo dos eritrocitos maduros) e presente em todos os tecidos, especialmente no
figado e nos rins (LAZAROW et al, 1995; MOSER et al, 1995a). Tanto a matriz
peroxissomal quanto as proteinas da membrana sdo sintetizadas nos polissomas
livres no citosol e levadas pos-tradugdo para dentro de um peroxissoma pré-existente,
o qual cresce e se divide. Defeitos no mecanismo de transporte das proteinas da
matriz s8o relevantes quando se considera as varias desordens peroxissomais
(SANTOS et al, 1988; BALFE et al, 1990; WALTON et al, 1992).

A importéncia dos peroxissomas no metabolismo celular € enfatizada
pela existéncia de um grupo de doengas hereditarias causadas por um dano em uma

ou mais fungdes peroxissomais (TEN BRINK, ef al, 1993; WANDERS ez al, 1988).
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Os peroxissomas foram primeiramente descritos por RHODIN em
1954 como “corpos esféricos ou ovais” presentes no citoplasma do ttbulo renal
proximal de camundongo. O trabatho pioneiro de DE DUVE ¢ BAUDHUIN (1966)
tornou claro que estas organelas contém um nimero de enzimas geradoras de
peroxido de hidrogénio (H,O,) assim como a catalase, a qual decompde H,O, em
agua (H;O) e oxigénio (0O,.). A associagdo das enzimas geradoras de H,O, e catalase
em uma unica organela levou estes autores a introduzir 0 nome “peroxissoma”.

A principal fungdo dos peroxissomas € catalisar a B-oxidacdo de
4cidos graxos e derivados (LAZAROW & MOSER, 1995; MOSER er al, 1995a;
WANDERS et al, 1995; WANDERS er al, 1996b). Os substratos que sio
preferencialmente ou exclusivamente oxidados no peroxissoma incluem os acidos
graxos de cadeia muito longa (“very long chain fatty acids”-VLCFA), os &cidos
graxos poliinsaturados, os acidos graxos dicarboxilicos, as prostaglandinas € a cadeia
lateral do colesterol (WANDERS ef al, 1994). Todas as evidéncias aceitiveis
sugerem que grande parte dos acidos graxos derivados da dieta sejam oxidados na
mitocondria até CO, e H,O. No entanto, a mitocondria nio pode metabolizar todos os
acidos graxos. Os peroxissomas fazem o encurtamento da cadeia desses dcidos graxos
que, apds poucos ciclos de B-oxidagio, podem ser captados pelo  sistema
mitocondrial para a completa oxidagdo até CO, e HO (WANDERS, ef al, 1994;
WANDERS ef al, 1996a).

Embora inicialmente se acreditasse que os peroxissomas tivessem um
papel de menor importincia no metabolismo de mamiferos, agora esta claro que eles
catalisam rea¢des essenciais em um numero de diferentes rotas metabolicas e que tém,

na verdade, um papel indispensavel no metabolismo intermediario. As rotas
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metabolicas nas quais os peroxissomas estdo envolvidos incluem: a biossintese de
plasmalégenos, 4cidos biliares e colesterol; a transaminagio do glioxalato; a oxidacio
de VLCFA, de acidos de cadeia ramificada, &cidos dicarboxilicos ¢ 4cidos graxos
poliinsaturados; e, ainda, a oxidagio do 4cido L-pipecdlico e 4cido fitlnico
(FOURNIER et al, 1994).

A P-oxidagdio peroxissomal, como a P-oxidagdo mitocondrial,
ocorre através de sucessivos passos de desidrogenaco, hidratagfo e clivagem tiolitica
(figura 1). As enzimas envolvidas, entretanto, sdo bastante distintas das enzimas
mitocondriais correspondentes, exceto a acil-CoA sintetase de 4acidos graxos de
cadeia longa. Esta, presente no sitio citosolico da membrana peroxissomal, € idéntica
aquela presente na membrana mitocondrial externa e na membrana do reticulo
endoplasmatico. Recentemente, verificou-se a presenca de uma acil-CoA-sintetase
separada envolvida na ativagdo dos 4cidos graxos de cadeia muito longa. Esta
atividade enzimatica estd presente nos peroxissomas e no reticulo endoplasmético,
mas nfo na mitocondria. Parecem haver evidéncias que sugerem uma relagfo entre a
ativagdo dos VLCFA na membrana peroxissomal e sua subsequente P-oxidagio
dentro do peroxissoma. Apds sua ativacio, os ésteres acil-CoA dos acidos graxos de
cadeia muito longa sdo, subseqiientemente, B-oxidados pela a¢do da enzima acil-CoA
oxidase, da proteina bifuncional com as enzimas enoil-CoA hidratase e L-3-hidroxi-

acil-CoA desidrogenase e da enzima tiolase peroxissomal (WANDERS et al, 1990).
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1.3 Deoengas Peroxissomais

Os distirbios peroxissomais sfio caracterizados, bioquimicamente,
pelo actimulo, nos tecidos e fluidos corporais, dos metabdlitos que sdo normalmente
degradados no peroxissoma (LAZAROW & MOSER, 1995; WANDERS et al,
1991). Os distirbios peroxissomais reconhecidos atualmente compreendem 17
diferentes situagdes, 15 delas com envolvimento neurologico. Todos, com excegdo da
adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD), tém padrio de heranca autossbmica
recessiva (FOURNIER er al, 1994). As doencas peroxissomais sfio classificadas
conforme o dano celular envolvido: (a) aquelas nas quais os peroxissomas estdo
virtualmente ausentes, levando a um dano generalizado das fungBes peroxissomais
(ex.: sindrome cerebro-hepato-renal de Zellweger, forma infantil da doenga de
Refsum, acidemia hiperpipecdlica, adrenoleucodistrofia neonatal); (b) aquelas nas
quais os peroxissomas est3o presentes, mas varias fungles peroxissomais estdo
prejudicadas (ex.: forma rizomélica da condrodisplasia punctata); (c) aquelas nas
quais 0s peroxissomas estio presentes e somente uma tnica fun¢do peroxissomal esta

prejudicada (ex.: X-ALD ) (WANDERS et al, 1988).

A maioria das doencas peroxissomais apresenta severas
anormalidades neurolégicas, incluindo retardo psicomotor, hipotonia, convulsGes,
deficiéncia na audico e comprometimento ocular, além de anormalidades
craniofaciais, oculares, hepéticas, esqueiéticas e gastrintestinais (WANDERS e/ al,
1988). No plasma dos pacientes com estes disturbios, os VLCFA, o 4cido pipecolico,
os acidos biliares, e os acidos pristanicos e fitAnico acumulam-se em graus variados

(TEN BRINK et al, 1993).
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O acimulo de VLCFA que ocorre na maioria destes distirbios
permite que a identificacdo de um defeito da B-oxidagdo peroxissomal possa ser feita
pela andlise dos VLCFA no plasma, usualmente através da cromatografia gasosa

(WANDERS er al, 1990).

1.4 Adrenoleucodistrofia

O termo adrenoleucodistrofia (ALD) refere-se a duas doencgas
neurologicas degenerativas caracterizadas pelo actimulo de VLCFA nos tecidos e
fluidos biolégicos e usualmente acompanhado de desmielinizagdo da substancia
branca e presenca de inclusGes lipidicas citoplasmaticas no sistema nervoso central
(SNQ), células adrenocorticais e células de Schwann (WANDERS et al, 1992).

A ALD neonatal, herdada de modo autossdmico recessivo, diferencia-
se da X-ALD também nos aspectos clinicos e bioquimicos. E uma desordem da
biogénese do peroxissoma na qual o numero e o tamanho dos peroxissomos estio
diminuidos e a fungfio de pelo menos 5 enzimas peroxissomais estd prejudicada. Sinais
clinicos da doenga envolvem hipotonia muscular grave, convulsGes, disfuncdo
hepatica e sinais dismorficos (MOSER et al, 1995a).

A X-ALD ¢é um disttrbio do metabolismo que acomete
aproximadamente 1 em cada 25.000 homens. Os VLCFA que se acumulam na X-
ALD sfo quase sempre saturados, sem ramificagdes, incluindo principalmente aqueles
com uma cadeia de 26 carbonos (4cido hexacosandico, Ca.0) € de 24 carbonos (acido

tetracosanoico, Caa). O Caso também pode ser chamado de acido cerédtico € 0 Caso



21

de 4cido lignocérico (MOSER e al, 1995a). SENIR e col (1998) demonstraram que,
além dos niveis aumentados destes 4cidos graxos, também foram observados niveis
aumentados do 4cido nervéico (Czs.1), 0 qual € um 4cido graxo de cadeia muito longa
monoinsaturado. Este aumento também ocorre em consequéncia do defeito no
processo de -oxidacdo deste composto.

A X-ALD ¢é a doenga peroxissomal mais comum. O defeito bioquimico
nesta afecciio presumivelmente envolve um disttirbio no transporte da VLCFA-Coa
sintetase na membrana peroxissomal e ndo uma deficiéncia na VLCFA-Coa sintetase
peroxissomal. O gene da X-ALD mostra identidade importante com a proteina da
membrana peroxissomal (FOURNIER e/ al., 1994) e foi verificado estar parcialmente
deletado em 7% de 85 pacientes com X-ALD. LAZO e col. (1993) mostraram que o
defeito na X-ALD estaria relacionado a falta de atividade da enzima VLCFA-CoA
sintetase nos peroxisomas. No entanto, MOSER e col.(1993) verificaram que o gene
responsavel pela X-ALD nfio codifica a VLCFA-CoA sintetase e sim uma protefna
homologa & proteina de membrana peroxisomal de 70Kd pertencente & familia dos
transportadores ABC. Nio se sabe qual a relagio entre esta proteina e a VLCFA-CoA
sintetase (YAMADA et al, 1999). A auséncia desta proteina foi detectada em
aproximadamente 70% das familias estudadas por KEMP e col. (1994).

A seqiiéncia do gene ALD apresenta alta identidade com os genes que
codificam o grupo de proteinas transportadoras ABC (MOSER et al, 1993;
AUBOURG ef al, 1993). Além de estarem associadas ao transporte através da
membrana celular, os transportadores ABC também podem mediar o transporte de
substancias através das membranas intracelulares, como parece ser o caso do gene

ALD, que atua na membrana dos peroxissomos (CONTRERAS er al, 1994).
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Na X-ALD o defeito primario envolve um Gnico gene no cromossomo
X que foi mapeado como Xq28 (MOSER et al, 1992). Utilizando-se técnicas de
clonagem posicional o gene ALD foi isolado (MOSER et al, 1993). O gene ALD
possui 21 Kb e se divide em 10 exons. Analise com hibridizacdo “in situ” por
fluorescéncia (FISH) mostrou haver sequéncias homélogas ao gene ALD nos
cromossomos 2 ¢ 16 (EICHLER et al, 1996), assim como nos cromossomos 10 e 22
(EICHLER et al, 1997). A auséncia da porgdio proximal do gene ALD indica que
estas cOpias autossdmicas representam pseudogenes truncados ndo processados.

A regifo Xq28 contém muitos genes associados a doengas, incluindo os
responsaveis pela hemofilia A, diabetes insipidus, paraplegia espastica ligada ao X,
sindrome de MASA e distrofia muscular de Emery-Dreifuss (SENECA and
LISSENS,1995). Em torno de 50% das mulheres heterozigotas apresentam uma
forma amena da doenga, provavelmente devido a desvios no processo de inativagfo
randémica do alelo da adrenoleucodistrofia. Genes modificadores, genes secundérios
e fatores imunolégicos ou ambientais podem também contribuir para a expresséo
clinica da doenga. A identificacdo desses fatores secundérios hipotéticos pode ser
importante ndo somente para o entendimento da fungio fisiolégica da proteina da X-
ALD e das suas rotas metabolicas, mas também pode contribuir para um tratamento

mais eficiente.
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1.5._Adrenoleucodistrofia ligada aoc X

1.5.1 Apresentacio Clinica

A apresentacdo clinica da X-ALD ¢ bastante variavel (MOSER, 1997). A
forma cerebral infantil € a mais comum e tem o fenétipo mais grave, com inicio de
comprometimento neurologico normalmente entre 5 € 10 anos de idade, levando a um
estado vegetativo e morte dentro de poucos anos. Dificuldade escolar e déficit de
atengdo sdo sintomas precoces comuns, seguidos de distiirbios visuais e auditivos e
quadriplegia, enquanto as convulsGes sdo normalmente uma manifestagdo mais tardia.
A desmiclinizagdo progressiva do SNC esta associada com uma resposta inflamatdria
no cérebro. Em 86% dos 167 pacientes com a forma infantil da X-ALD testados no
Kennedy Krieger Inmstitute (Baltimore, USA) até 1987, os sintomas neuroldgicos
precederam sinais da insuficiéncia adrenal, mas 85% dos pacientes com envolvimento
neurolégico mostraram resposta diminuida do cortisol ao estimulo com horménio
adrenocorticotropico (ACTH) na época do diagnostico neurolégico (MOSER et al,
1987; MOSER et al, 1991b). Na historia pregressa, sdo freqiientemente registrados
episddios de vOmitos inexplicdveis, desidratacdo, fraqueza e hiperpigmentagdo, os
quais foram atribuidos a insuficiéncia adrenal primaria (MOSER et al, 1991b). As
mudangas precoces no comportamento incluem instabilidade emocional,
comportamento retraido ou hiperativo e/ou insucesso escolar. A dificuldade em
compreender a fala dentro de ambiente barulhento ou ao telefone ¢ um sintoma

comum. O dano visual é um sintoma precoce em aproximadamente 1/3 dos pacientes
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e inclui campo ¢ acuidade visuais prejudicadas. Num estdgio mais avangado da
doenca, a visio ¢ totalmente perdida e hé atrofia doptica. Uma vez que os sintomas
neurolégicos manifestam-se, a deterioragfio € rdpida. Numa série de 167 pacientes
estudados no Kennedy Krieger Institute o intervalo médio entre o primeiro sintoma
neurologico e o estado vegetativo foi de aproximadamente 2 anos (MOSER et al,
1987). Apos este periodo, em geral o paciente estd acamado, incapaz de ver e falar e
alimentando-se por sonda (MOSER et al, 1991d). A forma cerebral juvenil tem idade
de inicio entre os 11 e 22 anos, sendo que os sintomas ¢ a deterioracdo que ocorre
nestes pacientes sio semelhantes aqueles da forma cerebral infantil. Os sintomas mais
fregiientes incluem dificuldade escolar, distirbios de comportamento, visdo e audigéo
diminuidas, deméncia, convulsio, hipoatividade e coordenacdo pobre (MOSER ez al,
1995a). O termo adrenoleucodistrofia cerebral adulta designa pacientes com o defeito
bioquimico da X-ALD e que desenvolvem sintomas cerebrais apds os 21 anos de
idade, mas que ndo apresentam envolvimento da medula espinhal. Esta forma adulta €
relativamente rara (MOSER ef a/, 19952). Os afetados desenvolvem distirbios no
comportamento, deméncia ou outras deficiéncias neurologicas cerebrais. Esta
condicdo pode ser diagnosticada erroneamente como esquizofrenia, esclerose
mutltipla, tumor cerebral ou doenga de Alzheimer (MOSER et al, 1991d). A presenca
da insuficiéncia adrenal é um indicio do diagnostico. Os especialistas devemn estar
alertas para a possibilidade de X-ALD quando da ocorréncia de distirbios psicoticos
em pacientes com a insuficiéncia adrenal, embora eles possam ocorrer na insuficiéncia
adrenal devido a outras causas (ESIRI er al, 1984). Lesdes na substancia branca,
demonstradas por tomografia computadorizada ou por ressondncia magnética, s&o

freqiientemente o primeiro sinal que conduz ao diagndstico, que € estabelecido por
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ensaios bioquimicos. A X-ALD cerebral adulta também tem um progndstico sombrio:
o intervalo entre o primeiro sintoma neurolégico e o estado aparentemente vegetativo
ou morte é de 3 a 4 anos (MOSER et al, 1995a). As formas cerebrais desenvolvidas
na adolescéncia e na fase adulta sfo raras e se diferenciam da forma infantil apenas
pela idade de inicio.

A segunda forma mais comum de X-ALD é a adrenomieloneuropatia
(AMN). Nesta forma clinica o inicio dos sintomas ocorre em média apds os 21 anos
de idade, envolvendo principalmente a medula espinhal € os nervos periféricos,
levando a paraparesia progressiva e disfungfo esficteriana. Aproximadamente 40%
dos pacientes também apresentam algum grau de envolvimento cerebral e depresséo
(MOSER et al, 1991d). Em contraste com as formas cerebrais da X-ALD, a AMN
parece ser uma axonopatia que envolve mais severamente os aspectos distais dos
axdnios com a perda da mielina da medula espinhal. A incapacidade neuroldgica ¢
lentamente progressiva, de modo que dentro de 5 a 15 anos apos o inicio da doenga
os disttrbios do andar tornam-se graves e requerem o uso de bengala ou de cadeira de
rodas (MOSER et ai, 1995a). Nos fendtipos descritos até agora os sintomas de
insuficiéncia adrenal podem preceder, coincidir ou seguir o inicio do
comprometimento neurologico (FOURNIER er al, 1994).

Alguns pacientes com o defeito bioquimico da X-ALD manifestam
apenas sinais de insuficiéncia adrenocortical e s@o referidos como apresentando
insuficiéncia adrenal isolada. Alguns dados obtidos em paises desenvolvidos indicam
qgue aproximadamente 40% dos pacientes do sexo masculino com insuficiéncia adrenal
tem o defeito bioquimico da X-ALD, que seria a causa mais freqiiente deste quadro

em homens. A insuficiéncia adrenocortical na X-ALD parece ser diretamente atribuida
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ao acumulo dos VLCFA, enquanto a patogénese das lesdes no sistema nervoso
parece ser mais complexa. Quase 90% dos homens com a forma cerebral infantil da
X-ALD ou com AMN tem graus variados de insuficiéncia adrepal. A insuficiéncia
adrenal isolada pode ser um sinal precoce da forma cerebral infantil ou da AMN,
podendo preceder a expressdo clinica completa da X-ALD (SENECA and LISSENS,
1995). E provavel que adolescentes e adultos com o fen6tipo de insuficiéncia adrenal
isolada eventualmente desenvolvam AMN. Entretanto, ndo existe nenhuma correlagio
entre a presenca ou severidade do envolvimento adrenal e o tipo ou severidade do
envolvimento neurolégico (MOSER er a/, 1992). O intervalo entre o inicio da
insuficiéncia adrenal e o dano neuroldgico € variavel, mas pode ser tdo longo quanto
32 anos (MOSER et al, 1995a). Embora livres de sintomas neurolégicos evidentes,
alguns pacientes apresentam anormalidades ao exame clinico-neuroldgico cuidadoso
ou tém alteragles do sistema nervoso central na avaliagio por ressonincia magnética
(MOSER et al, 1991d).

EL-DEIRY e co0ls.(1997) estudaram a prevaléncia da disfungdo adrenal
em 71 mulheres portadoras do gene da X-ALD. Estas pacientes foram inicialmente
identificadas como sendo portadoras obrigatdrias deste gene pela historia familiar,
tendo niveis plasmaticos de VLCFA consistentes com o estado heterozigoto. Todas
as pacientes mostraram niveis séricos normais de cortisol estimulado por ACTH , isto
¢, acima de 20 pg/dL. Entretanto, quatro pacientes (6%) mostraram concentracoes
de aidosterona estimulada por ACTH subnormais . Trés destas mulheres (75%)
estavam usando agentes antinflamatérios ndo esteroidais (AANE), enguanto somente
quatro das 67 (6%) pacientes com resposta normal & aldosterona usavam AANEs.

Entdo , 0 uso de AANEs foi associado com aumento do risco de hipoaldosteronismo.
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Trés destas quatro mulheres tiveram sintomas consistentes com deficiéncia de
mineralocorticéides . Conclui-se que:

a) insuficiéncia adrenal cortical raramente desenvolve-se em heterozigotas
para ALD;

b) insuficiéncia mineralocorticoide isolada pode ocorrer em heterozigotas
para ALD, assim como pode ocorrer na disfuncdo adrenai relacionada a
sindrome imunodeficiéncia adquirida e autoimune;

c) ser heterozigota para ALD pode predispor ao hipoaldosteronismo
relacionado ao uso de AANES;

d) uma diminui¢do subclinica na reserva de glicocorticoide, como medida
pelo teste de estimulo com CRH pode estar presente na maioria destas
mulheres;

¢) a medida dos niveis de aldosterona deve estar incluida nos testes de
estimulacdo com ACTH quando se procura evidéncias de insuficiéncia
adrenal em mulheres afetadas;

f) os AANEs devem ser considerados um fator de risco para o
desenvolvimento de hipoaldosteronismo em heterozigotas para ALD.
Existe uma notavel variabilidade dos sintomas neurologicos e

endocrinolégicos em pacientes com X-ALD, com uma correlagdo pouco clara entre
mutacdes do gene ALD e os diferentes fendtipos neurologicos. KORENKE e col
(1997) relataram dados endocrinoldgicos, clinicos, laboratoriais € moleculares de 55
pacientes com X-ALD de 34 familias. Sintomas de insuficiéncia adrenal foram
observados em 33 (60%) pacientes , 20 dos quais mostraram sintomas neurolégicos

adicionais de ALD ou AMN. Sintomas neurolégicos isolados foram vistos em 12
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(22%) pacientes; em 9 (16%) pacientes nfo haviam sintomas neurologicos nem
endocrinolégicos. MutagGes do gene ALD (n=38) foram detectadas em 50 pacientes
(incluindo 9 conjuntos de rmios) de 32 familias. Nenhuma correlagfio foi encontrada
entre a mutacdo para o gene ALD e disfungdo endocrinologica. Entretanto, foi
encontrado que todos os conjuntos de irmiAos eram concordantes para o fenotipo
hormonal (sintese de cortisol foi reduzida em 2 conjuntos e normal em 7 conjuntos),
enquanto 4 conjuntos mostraram fendtipo neuroldgico discordante. Aparentemente,
fatores hereditarios adicionais as mutagtes do gene da X-ALD podem interferir com
o fen6tipo hormonal mais fortemente do que com o fendtipo neurolégico nesta
doenga. Assim, a adrenoleucodistrofia é caracterizada por uma ampla variabilidade
fenotipica (STRADOMSKA and TYLKI-SZYMANSKA, 1996), a qual poderia ser
causada por genes modificadores autossémicos ou por fatores ndo genéticos (SOBUE
et al, 1994).

Resumindo, os fendtipos clinicos da X-ALD sfio: forma cerebral infantil,
forma cerebral juvenil, forma cerebral adulta, adrenomieloneuropatia (AMN),
insuficiéncia adrenal isolada sem sintomas neurologicos (Al) e ALD em individuos
neurologicamente e endocrinologicamente assintométicos (MOSER, 1995b). Cabe
salientar que os varios fen6tipos podem ocorrer dentro da mesma familia

(FOURNIER et al, 1994).

1.5.2.Diagnostico

O diagnoéstico da X-ALD depende da demonstragdo de niveis anormaimente

altos de VLCFA saturados em fluidos orgédnicos como soro ou plasma e/ou em
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tecidos acessiveis como fibroblastos cultivados, leucécitos, eritrdcitos, figado e
musculo. Pela simplicidade de obtencdo, a andlise inicial de soro ou plasma tem sido
rotineiramente usada. Uma variedade de métodos cromatograficos tém sido descritos
para a medida dos VLCFA. Muitos laboratdrios utilizam o procedimento original
desenvolvido por MOSER & MOSER (1991¢), o qual envolve a preparacdo de um
extrato de lipideos totais, o tratamento desse extrato cdm acido cloridrico metanolico
(produzindo metilésteres), a purificacdo dos metilésteres através de cromatografia de
camada deigada (CCD) e a quantificagéio por cromatografia gasosa (DACREMONT
et al, 1995). O procedimento analitico de escolha é a cromatografia capilar gas-
liquido, a qual pode ou nfio ser combinada com a espectrometria de massa. Para a
correta interpretagdo do resultado das andlises € necessério verificar ndo somente a
concentrac3o de C26:0 (4acido hexacosanéico), mas também as razdes C26:0/C22:0
(4cido docosandico) e C24:0 (4cido tetracosandico)/C22:0. Embora anormalidades
nas concentracdes de VLCFA sejam menos marcadas em pacientes com X-ALD do
que em outras doengas peroxissomais, na maioria dos casos (acima de 90%) todos
estes trés pardmetros estfio mais do que dois desvios padrdes acima dos valores
meédios dos controles (tabela 1). Estudos recentes tém mostrado que em uma minoria
destes pacientes somente um (ou dois) destes trés pardmetros pode ser anormal.
Nestes casos € analisada nova amostra de plasma e, se ainda ndo esclarecido o
diagnostico, fibroblastos cultivados de pele sdo indicados para estudos adicionais. Se
a concentragdo de VLCFA no plasma ¢é anormal e o paciente estd sob suspeita de
sofrer de uma forma variante ou de uma desordem peroxissomal diferente da X-ALD,
procedem-se estudos adicionais em plasma, eritrécitos, plaquetas e fibroblastos

(WANDERS et al, 1992; WANDERS et al, 1993, WANDERS e? al, 1994).
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A tabela 1 apresenta os valores, em umol/L, dos VLCFA em plasma
de pacientes com X-ALD, com heterozigose para X-ALD e de uma populagio

normal.

TABELA 1: Valores referenciais para o plasma, em pmol/L.

C22:0 (C24:0 C26:0 RAZAO RAZAO
C24/C22 C26/C22

Individuos normais

(n=30)
Média 48 10 1,04 0,33 0,02
limite 5%-95% 26-70 5-15 0,56-1,52 0,21-0,45 0,01-0,03
Heterozigotas
para X-ALD
(n=20)
Média 28 19 1,42 0,50 0,05
limite 5%-95% 7-49 0-39 0,66-2,20 0,32-0,68 0,04-0,06
Pacientes com
X-ALD
(n=20)
Média 50 36 6,70 0,65 0,11
Iimite 5%-95% 30-70 5-67 2,86-10,5 0,23-1,07 0,07-0,16

Fonte: Laboratério de Analises de Metabdlitos do Servigo de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

A detecgio de heterozigotos é possivel na X-ALD, através da analise
dos VLCFA no soro ou fibroblastos ou pela analise de DNA. Segundo MOSER e col.
(1995a) 80% dos heterozigotos obrigatorios mostram niveis anormais de VLCFA no
plasma. Esta percentagem ¢ mais alta (95%) se niveis de VLCFA em fibroblastos séo
considerados, o que sugere que a detec¢fo de heterozigotos pode ser mais sensivel se
este tecido € analisado (WANDERS ef al, 1993). STEINBERG e cols. (1994)
estudaram 34 mulheres com historia familiar de X-ALD tendo encontrado 10

heterozigotas, uma das quais sintomatica.
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Somente as novas metodologias moleculares de diagnostico sdo
capazes de identificar a mutacfio responsavel pela X-ALD no afetado, permitindo,
assim a identificagfo precisa da mulher portadora. Como jé citado anteriormente, o
gene responsavel pela X-ALD foi localizado em X 28 e clonado (MIGUEON et al,
1981; AUBOURG et al, 1987). Este gene tem 21 kb e 10 exons, codificando uma
proteina de 745 amino acidos (MOSER et al, 1992). Mais de 150 diferentes mutacdes
foram descritas até hoje, ndo sendo possivel, entretanto, identificar associacées entre
mutacdes especificas e fendtipos clinicos (DODD et al, 1997). E importante observar
que nenhuma destas mutagdes determina um fendtipo exclusivo, sendo observada a
ocorréncia dos mais variados fendtipos associados a diferentes mutagdes, sendo o
inverso também valido, isto €, a ocorréncia de diferentes fen6tipos numa mesma
familia. Além disso, inimeros estudos realizados ndo sugerem concentraggo étnica de
mutacdes especificas (BRAUN et al, 1995; UCHIYAMA et al, 1994; KOK et al,
1995). A tunica mutac¢io considerada freqiiente na X-ALD € a delegio AG1415/16
presente no exon 5, detectada em 12 % dos afetados (KEMP et al, 1994). Um grande
ntimero de mutagGes esta localizada nos exons 1, 5, 6 e 8, mas podem ser encontradas
em todos os 10 exons. Aproximadamente 50% das mutagdes descritas até o momento
sdo mutagdes de sentido trocado, € o restante se divide em mutacdes sem sentido
(10,9%), microdelecdes (16,4%), microinsergdes (2,7%), dele¢des de aminoacidos
(3,6 %) e inser¢Ges de aminoacidos (1.8 %) ( DODD et al, 1997).

Ainda nfo se conhece a fungdo da proteina ALD.
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1.5.3 Deteccido de Portadores ¢ Aconselhamento Genético

Aos membros da familia de um individuo com X-ALD deve ser
oferecido a dosagem dos VLCFA para detec¢do de outros possiveis portadores,
sejam eles individuos do sexo masculino ainda pré-sintométicos ou mulheres
beterozigotas. Os hemizigotos e as heterozigotas, quando for o caso, devem ser

alertados sobre o risco (50%) de transmitir o gene aos seus descendentes.

1.5.4 Diagnéstico Pré-natal

As doengas peroxissomais conhecidas sfio todas potenciaimente
graves, freqiientemente associadas com alta morbi-mortalidade, justificando quase
sempre a possibilidade do diagndstico pré-natal, para o qual varios métodos estio
disponiveis (WANDERS et al, 1988). Para o diagnostico pré-natal de X-ALD é
possivel fazer andlise de VLCFA por cromatografia gasosa e/ou a medida da B-
oxidagio dos VLCFA em  bibpsia coribnica ou ammibcitos cultivados. E
recomendavel ter alguns cuidados para minimizar o risco de resultados falso-
negativos utilizando-se subculturas em meios apropriados. A anélise cromatografica
dos VLCFA pode ser complementada pela medida da B-oxidacdo dos VLCFA e, em
algumas situagfes, por ensaios imunocitoquimicos para verificar a expressdo da
ALDP em vilosidades coribnicas. A andlise da ALDP somente ¢ atil nos casos em
que a ALDP € negativa no caso indice.

Ainda, para fins de diagndstico pré-natal, pode ser feita a analise molecular

) S . ~
direta para a identificagc da mutac8c presente na familia (WANDERS ef a
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A analise mutacional € o mais adequado procedimento para o diagndstico pré-natal,
quando a natureza da mutacfo em uma familia de risco € conhecida e, especialmente,
quando ¢ caso indice ¢ ALDP positivo (MOSER and MOSER, 1999; WANDERS et

al, 1998).

1.5.5 Tratamento

Viarias abordagens tem sido utilizadas para tentar oferecer aos
pacientes com X-ALD alternativas terapéuticas, inchuindo modificagbes na dieta, uso
de drogas ¢ transplante de medula éssea.

O desenvolvimento de uma terapia para X-ALD iniciou como resultado
de uma observagdo feita por KISHIMOTO e col. (1980) que administraram 10 mg
por dia de Cjso marcado radioativamente por via nasogastrica em um paciente
terminal com X-ALD durante os ditimos 100 dias de vida. Estudos “post-mortem”
mostraram que em uma regido cerebral ativamente desmielinizada, 90% do Caeo
estava marcado radioativamente. Foi concluido que 90% do Cjso encontrado no
cérebro era oriundo da alimentacdo do paciente. A demonstracdo de que o Cio
cerebral provinha pelo menos em parte da dieta, levantou a hipotese de que a restri¢do
deste composto da dieta poderia ter um efeito benéfico andlogo ao que foi obtido
quando a ingestdo de acido fitnico era restringida em pacientes com a doenga de
Refsum (REFSUM, 1981). Foi desenvolvida, assim, uma terapia que reduzia a ingesta
diaria de Cye0 das 12-40 mg de uma dieta usual americana para apenas 3 mg (VAN

DUYN et al, 1984). Infelizmente, esta medida nfo diminuiu os niveis de Cis¢ DO
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plasma e nfo alterou o indice de progressfo clinica nos pacientes com a forma infantil
da X-ALD (BROWN ez al, 1982). A diferenga entre os resultados terapéuticos
encontrados na doenga de Refsum e na X-ALD é que o 4acido fitdnico €
exclusivamente originado da dieta, enquanto que o Cy € também sintetizado
endogenamente pelo sistema de elongacdo microssomal. Por razdes desconhecidas,
este sistema enzimatico mostrou ser mais ativo nas células de pacientes com X-ALD
do que em células normais (TSUJT et al, 1985).

A sintese dos acidos graxos com cadeia maior que 16 carbonos é
executada por um sistema de elongacio dos acidos graxos. Este sistema ocorre tanto
na mitocondria como nos microssomas (MURAD & KISHIMOTO, 1978).

A estequiometria da reagfio de elongacdo no sistema microssomal € :

Palmitil CoA + malonil CoA + NADPH+ H ——

Estearil CoAd + CO; +NADP™ + CoA +H-0

Com esta reacfio, um éacido graxo Ci¢ (palmitico) ¢ elongado a Cys
(estedrico). A sintese dos VLCFA ¢ realizada por adigdes de malonil CoA. Assim
duas unidades de carbono sdo adicionadas repetidamente até que a cadeia €
completada. A ativagio e subseqiiente 3-oxidacdo peroxissomal dos acidos graxos de
cadeia muito longa sfio processos complexos e altamente regulados envolvendo a

acdo coordenada de enzimas multiplas e proteinas acil carreadoras  (Figura 1).
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FIGURA 1: Ativacdo e subsegiiente -oxidaciio peroxissomal dos acidos graxos de
cadeia muito longa (adaptado de WANDERS ez al, 1990).
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BOURRE et al. (1976) concluiram que uma unica enzima ¢ responsavel pela
elongacfio do acido docosandico (Cyz0) € dos monoinsaturados, entre eles o acido
erucico (Cy:1) (Figura 2).Este achado foi relevante para o desenvolvimento de uma

proposta terapéutica para X-ALD.

GORDURAS SATURADAS GORDURAS MONOINSATURADAS

C18:0 C18:1 ACIDO OLEICO

\ C22:1 ACIDO ERUCICO
ENZIMA DE ELONGAMENTO
/—] \J
VLCFA SATURADOS VLCFA MONOINSATURADOS
C24:0 C24:1
C26:0 C26:1

FIGURA 2. Elongamento das gorduras saturadas e monoinsaturadas (Adaptado de
BOREL, 1992).

Foi demonstrado que a administracdo de acidos graxos monoinsaturados
diminui a sintese dos VLCFA saturados (RIZZO et al, 1986). BOURRE ef al (1976)

demonstraram que um mesmo sistema enzimatico elonga acidos graxos saturados e
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monoinsaturados e que a reducio na sintese de VLCFA saturados decorre da
competicdo com 4cidos graxos monoinsaturados por esse sistema de enzimas
(MOSER et al, 1995a). O resultado ¢ a diminuicdo na quantidade de VLCFA
saturados produzidos. A quantidade de VLCFA monoinsaturados aumenta, mas eles
sdo menos toxicos para as células do que os saturados e o organismo parece apto
para metabolizé-los (BOREL, 1992). KOIKE et al (1991) propuseram que o efeito é
graxos. Estas observacdes levaram inicialmente ao planejamento de uma dieta que
combinou a administracdo oral de gliceroltrioleato (GTO), em uma dose didriade 1 a
2.5 g/kg de peso corporal, e a restricdo da ingesta de VLCFA (RIZZO et al, 1987;
SINGH et al, 1984). Apesar desta dieta ter baixado os niveis do acido hexacosanbico
(Ca6:0) no plasma em torno de 50% em 4 meses, cles ainda eram duas vezes superiores
aos normais (MOSER et al, 1991a).

Em 1987, RIZZ0O ¢ col. mostraram que a adi¢do de gliceroltrierucato
(GTE) produzia uma diminuicdo marcante de VLCFA no plasma. Foi demonstrado
que uma mistura 4:1 de GTO-GTE normalizava os niveis de Cyo no plasma da
maioria dos pacientes apos um més de tratamento. O gliceroltrierucato (GTE) € um
glicerol esterificado com 3 moléculas de acido erucico, o qual € um 4&cido
monoinsaturado ndo ramificado com 22 carbonos na cadeia. O 4cido erticico ndo ¢
uma gordura usual da dieta, exceto em algumas partes da India e da China. E um
componente do Oleo de colza (KRAMER et a/, 1983), membro da familia das
mostardas. O gliceroltrioleato (GTO) é um o6leo especial purificado contendo em
torno de 90% de acido oléico. Esta presente em muitos alimentos como no 6leo de

milho (25% de acido oléico), no dleo das sementes de girassol (21% de acido ol€ico)
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ou no 6leo de oliva (71% de 4cido ol€ico). Diferentemente dos outros 6leos, o
gliceroltrioleato tem apenas tracos de VLCFA (BOREL, 1992). O desenvolvimento
do dleo GTE foi exaustivamente incentivado por Augusto Odone e sua esposa, pais
de Lorenzo, um menino que apresentou a forma infantil da X-ALD. A mistura 4:1 de
GTO-GTE foi, entfo, referida como o “Oleo de Lorenzo”, e passou a ser usada em
infimeros pacientes europeus e norte-americanos, em geral, dentro de estudos
prospectivos (MOSER et al, 1995a). A dosagem recomendada do 6leo é dependente
da idade, do peso corporal e das condi¢des clinicas do paciente. Em geral, administra-
se 2-3 ml/kg/dia do 6leo (VAN DUYN et al, 1984). Além disso, o Oleo de Lorenzo é
isento de lactose, gliten, proteina, frutose e de sacarose.

Ao Oleo de Lorenzo deve-se associar uma dieta restrita em VLCFA e
suplementar com multivitaminas, minerais ¢ com uma fonte adicional de 4cidos graxos
essenciais (MOSER er al, 1992).

Em geral, a restrico na ingesta dos VLCFA pode ser alcangada pelo
paciente alimentando-se dos seguintes produtos: laticinios nfio gordurosos, cortes
magros de carnes bovina e suina, aves sem a pele e peixes com baixa gordura, frutas e
vegetais .

Os principais alimentos a serem evitados sdo fontes de gorduras saturadas
tais como: gorduras industrializadas (manteiga, cremes, leites, sorvetes), gorduras
encontradas nas carnes e derivados e Oleos vegetais (BOREL, 1992).

O Kennedy Krieger Institute conduziu um ensaio clinico com o Oleo de
Lorenzo em 53 pacientes com X-ALD. A terapia foi aplicada enquanto eles se
encontravam neurologicamente assintomaticos. O termo assintomatico, nesse estudo,

nfio necessariamente implica na auséncia de envolvimento neurolégico, uma vez que
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pacientes com alteragGes comportamentais minimas e/ou com desmielinizacio
incipiente nos estudos de ressondncia nuclear magnética também foram incluidos no
estudo. A dieta foi administrada e a resposta bioquimica avaliada pela medida dos
niveis plasméticos de Cze.0, mensalmente durante o primeiro ano e, depois disso, com
intervalo de 3 a 6 meses. Os valores obtidos durante o periodo do tratamento foram
medidos ¢ comparados com controles. Os niveis de Cyo no plasma foram
normalizados ou substancialmente reduzidos em 65% dos pacientes, e
moderadamente reduzidos em 23% dos casos ( MOSER, 1995b).

Apbés a administracdo do tratamento num periodo de 38 + 27 meses, foi
feita uma avaliacio da eficacia clinica do mesmo, quando se pode observar que 45%
dos pacientes permaneceram bem, 36% deles mostraram ressonincia magnética e
comportamento ou fun¢do cognitiva ligeiramente anormais, 4% apresentaram
ressondncia magnética e fungfio cognitiva ou comportamento moderadamente
anormais, 6% tiveram piora marcante e 4% foram a 6bito (MOSER, 1995b).

Os resultados apresentados por estes 53 pacientes parecem favoraveis e
sugeriam que a terapia com o Oleo de Lorenzo poderia reduzir a freqgiiéncia e
gravidade do envolvimento neuroldgico subsequente em pacientes com X-ALD
tratados antes da instalag8io dos sintomas neurologicos (MOSER, 1995b).

O principal efeito adverso do uso da mistura GTO-GTE € a
trombocitopenia, que pode ocorrer em até 40% dos pacientes tratados (ZINKHAM et
al, 1993). A soma de plaquetas parece estar inversamente relacionada ao niveis do
acido erticico nos lipideos plaquetarios. J4 o GTO, tem pouco ou nenhum efeito sobre
as plaquetas. Se a contagem das plaquetas cair abaixo de 100.000 € necessario

substituir a mistura GTE-GTO pelo uso do éleo GTO somente. Isto resulta em um
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aumento do nimero de plaquetas dentro de 1 a 2 meses, mas nem sempre permite a
normalizagdo completa. Os pacientes tratados também estéo sob o risco da deficiéncia
de acidos graxos essenciais. Parece que esta deficiéncia pode ser corrigida, pelo
menos em parte, por suplementagio com compostos tais como o 6leo de agafrdo
(MOSER et al, 1995a) e com acidos graxos ®-3 na forma de cépsulas de dleo de
peixe (MOSER et al, 1992). Os pacientes em tratamento com o Oleo de Lorenzo
ainda podem mostrar uma razio alta na concentracio dos 4cidos triendico-tetrandico,
a qual estd associada com a deficiéncia dos acidos graxos essenciais (MOSER et al,
1992).

A terapia apenas com o Oleo de Lorenzo para pacientes que ji estio
neurologicamente sintomaticos ndo parece fornecer um beneficio clinicamente
significante e pode ndo ser justificada devido aos efeitos colaterais, como a redugéo
do numero de plaquetas (ZINKHAM et al, 1993).

Outras terapias para X-ALD tém sido propostas, incluindo transplante de
medula (AUBOURG et al, 1990; KRIVIT er al, 1992), modulagdo da resposta
inflamatoria (POWERS et al, 1992) com agentes tais como p-interferon e
plasmaferese (PATY, 1993), além da esperada terapia génica (MOSER ez al, 1995a).

O transplante de medula 6ssea (TMO) ¢ uma medida terapéutica na qual
o paciente recebe uma infusfio de células-tronco do tecido hematopoiético. Essas
células alojam-se no espago medular restabelecendo a hematopoiese. O transplante
pode ser do tipo autblogo, no qual as células infundidas sdo do préprio paciente
colhidas anteriormente a uma aplasia medular, podendo esta ser primaria (anemia
aplastica) ou secundaria a radioterapia e quimioterapia; ou alogénico, na qual a

medula provém de um doador imunologicamente compativel.
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Os primeiros transplantes de medula foram realizados em pacientes que ja
apresentavam incapacidade neurologica avangada (MOSER et al, 1984). Os
transplantes resultaram na esperada normalizacfo da degradagiio dos VLCFA em
leucdctitos circulantes. Somado a isso, houve uma reducgfo substancial dos niveis de
VLCFA no plasma, sugerindo que o suprimento de um numero relativamente |
pequeno de células enzimaticamente competentes foi suficiente para reduzir a carga
total dos VLCFA. Apesar desse aspecto animador, os sintomas neurologicos dos
pacientes continuaram a avangar possivelmente ainda mais rapidamente do que antes
do transplante. Estudos subsequentes (MOSER e al, 1992; KRIVIT et al, 1992;
MOSER, 1995b; WEINBERG et al, 1988; MOSER, 1997) confirmam que o
transplante de medula em pacientes que j4 apresentamn dano neuroldgico substancial
ndo methora o estado neuroldgico ¢ pode até acelerar a deterioragdio. Mais de 50
afetados pela ALD foram submetidos ao transplante de medula 6ssea sendo que
somente 20 % deles apresentaram melhora (MOSER et al, 1995a).

O interesse em transplantes foi retomado pelo relato de AUBOURG e col
(1990), os quais realizaram um transplante em um menino de 8 anos de idade com
anormalidades leves na funco psicométrica, na fungo motora, no estado neuroldgico
e na imagem por ressonancia magnética. Um gémeo HLA compativel, ndo idéntico e
ndo afetado foi o doador. Os niveis plasmaticos dos VLCFA normalizaram. Também
a imagem por ressonancia magnética, os exames neurologicos ¢ a fungio psicométrica
normalizaram-se (iguais as do gémeo) um ano depois. Até 1992, haviam sido
realizados um total de 16 transplantes de medula em pacientes com X-ALD (MOSER
et al, 1992; KRIVIT et al, 1992). KRIVIT e col (1992) relataram resultados

animadores em pacientes com envolvimento neurolégico ainda pequeno.
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Os mecanismos pelos quais o transplante de medula pode levar & melhora
ainda s@o incertos. Os possiveis fatores sio : (a) o suprimento de enzimas normais ao
cérebro através de células derivadas do transplante, as quais iﬁcluem a microglia;
(b) imunossupressio associada com o transplante; (c) a transferéncia de um gene
modificador favoravel.

A resposta inflamatéria, a qual pode ser mediada através das citocinas
inflamatérias ou por mecanismos imunes, parece ter importincia central na
patogénese das lesdes desmielinizantes. Esfor¢os prévios para modificar isto por
imunossupressdo com ciclofosfamida nfo obtiveram sucesso (NAIDU et al, 1988;
STUMPF et al, 1981). O uso de imunoglobulinas por via intravenosa foi bem
sucedido em um paciente com a forma juvenil da X-ALD (MIIKE et al, 1989).
MOSER e col (1992) testaram esta estratégia em 12 pacientes e observaram ser a
mesma eficiente em um paciente, mas sem beneficios claros para os demais. A recente
demonstracdo que o fator de necrose tumoral o (tnf o) pode estar especificamente
envolvido na resposta inflamatéria da X-ALD (POWERS et al, 1992; McGUINNESS
et al, 1993) levou ao inicio de uma terapéutica experimental com pentoxifilina, uma
metilxantina que recentemente mostrou inibir a atividade do tof o (ALEGRE et al,
1991; NOEL et al, 1990).

O interferon é um potente mibidor da sintese do fator « de necrose tumoral
e interferon vy, os quais estdo em altos niveis nas areas dismielinizadas do cérebro de
afetados pela X-ALD. A eficacia desta terapia ainda no é conhecida, ndo tendo sido
possivel observar melhora nos pacientes com ela tratados (KORENKE er a/, 1995).

KEMP e col. (1998) relataram que o tratamento de células de pacientes

com X-ALD, assim como de camundongos “knock-out” para o gene ALD (LU et al.,
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1997), com 4-fenilbutirato (4PBA) resultou na diminui¢iio dos niveis de VLCFA,
assim como no aumento do processo de B-oxidagio de VLCFA. Ocorre ainda
aumento da expressdo da proteina ALDRP, com proliferagdo de peroxissomos.

Outra droga, o fenofibrato, também altera a expressdo dos genes ALDR e
RMP70 (ALBET et al, 1997), elevando o padrdo de expressdo dos produtos destes
genes principalmente no figado e intestino.

SINGH e col. (1998 ae b) mostraram o potencial da lovastatina (um inibidor
da 3-hidréxi-3-metil-glutaril-coenzima A - HMG-CoA-redutase) e do sal sédico do
acido fenilacético (AFA, um mibidor da mevalonato pirofosfato decarboxilase) para o
tratamento da X-ALD. Lovastatina ou AFA sozinhos ou em combinacdo estimulam a
beta-oxidacdo do &acido lignocérico (C24:0) e normalizam os elevados niveis de
VLCFA em fibroblastos de pele cultivados de pacientes com X-ALD, podendo indicar
uma nova possibilidade terapéutica para esta doenga.

O dano neurolégico na X-ALD pode ser mediado por ativacdo de astrécitos
¢ indugéo de citocinas proinflamatérias (fator de necrose tumoral o, interleucina 1 B e
interleucina 6). O tratamento com Oleo de Lorenzo ¢ dieta ndo estdo direcionados
para os aspectos neuroinflamatérios da doen¢a. Em modelos animais, SINGH e col.
(1998b) mostraram que a lovastatina e o fenilacetato sddico inibem a inducfio da
sintetase do 6xido nitrico e a liberagdo de citocinas proinflamatorias envolvidas na
patogénese do dano neurologico na X-ALD. Eles t€m mostrado também que a
lovastatina, AFA e compostos que aumentam AMP ciclico intracelular e a atividade
da proteina quinase A (PKA) normalizam os niveis de VLCFA em fibroblastos de pele
de pacientes com ALD infantil e AMN. Estes autores trataram sete pacientes de trés

familias com lovastatina (20 mg/dia por duas semanas, apos 40 mg/dia se nenhum
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efeito adverso ocorreu) por dois a seis meses. A avaliagdo foi feita pelos aspectos
clinicos e pela dosagem de VLCFA. Um paciente foi retirado do estudo por diarréia
persistente ¢ elevag@io marcada dos niveis séricos de creatina quinase. Qutro paciente
interrompeu o tratamento. Os niveis plasmdticos de VLCFA diminufram dos seus
valores pré-tratamento dentro de um més apds o inicio da terapia e permaneceram
baixos ¢ dentro da faixa normal por mais de seis meses em cinco pacientes que
continuaram o tratamento. A curta duragdo e o pequeno tamanho do estudo ndo
permitem avaliar se houve beneficio clinico. Estes resultados sugerem que tratamento
com lovastatina pode representar um meio simples, seguro e efetivo de reduzir o
actmulo plasmatico de VLCFA nos pacientes com X-ALD.

PAHAN e col. (1998) relataram que compostos (forskolin, 8-bromo cAMP
¢ rolipram, um inibidor da cAMP fosfodiesterase) que aumentam o cAMP e ativam a
PKA parecem estimular a beta-oxidacfo peroxisomal do 4cido lignocérico (C24:0)
enquanto que compostos (H-89 ¢ PKI miriostolado) que diminuem o cAMP ¢ a
atividade PKA inibem a beta-oxidagdo peroxisomal do &cido lignocérico em
fibroblastos cultivados de pacientes com X-ALD. Consistentemente com a
estimulacfo da beta-oxidagdo do acido lignocérico, os ativadores PKA, normalizaram
os niveis de VLCFA em fibroblastos cultivados de pacientes com X-ALD. Esta
normalizagdo  com “forskolin”, 8-bromo ¢AMP ou com rolipram foi feita
independente da expressdo do RNAm ou da proteina relacionada a ALD, sugerindo
que derivados cAMP podem corrigir o defeito metabdlico em fibroblastos X-ALD
sem envolver o gene da doenca. Devido ao fato de que astrécitos ¢ microglia em
lesGes desmielinizantes do cérebro X-ALD expressam citocinas proé-inflamatérias

como o fator alfa de necrose tumoral (tnf-o) ¢ a interleucina-1 beta, estes autores
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avaliaram o efeito dos derivados cAMP ou rolipram na microglia e nos astrocitos
primérios de ratos estimulados por lipopolisacarideos e encontraram que derivados
cAMP ou rolipram inibem a indugfo do tnf-a e interleucina-1 beta tanto em astrécitos
quanto em microglia. A habilidade dos derivados cAMP ¢ rolipram para bloquear a
indugdo do tnf-a e da interleucina-1 beta em astrocitos e microglia ¢ normalizar os
acidos graxos patégenos em fibroblastos de pele da X-ALD claramente identifica
andlogos de cAMP e rolipram como potenciais candidatos para terapia de pacientes

com X-ALD.

Espera-se que a terapia génica possa conduzir, no futuro, a um tratamento

definitivo para esta doenga.
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2. JUSTIFICATIVA:

Os progressos laboratoriais para o diagnostico dos disturbios da -oxidagfio
peroxissomal tém sido importantes. A identificacdo destes erros inatos do
metabolismo possibilita, algumas vezes, a introdugfo de um tratamento que podera
permitir uma possivel melhor qualidade de vida aos pacientes.

Nos paises desenvolvidos, onde programas de deteccdo de doengas
peroxissomais em pacientes suspeitos sdo hoje rotina, foi verificado que alguns
pacientes com o defeito bioquimico da X-ALD manifestam somente sinais de
insuficiéncia adrenocortical e/ou um quadro neurolégico mais leve, sem
comprometimento cerebral. Assim, a investigacio destes distlirbios parece ser
relevante uma vez que permite um precoce diagnostico destas entidades,
possibilitando um tratamento mais adequado.

Deve-se ressalvar que as varias formas clinicas de X-ALD podem recorrer
na mesma familia, podendo os casos de insuficiéncia adrenal isolada e de tetraparesia
servirem como sentinela para indicar a presenca do gene, possibilitando o tratamento
precoce € a prevencdo da ocorréncia de formas mais graves.

H4 também a necessidade de se identificar familias grandes com X-ALD,
com vistas a melhor avaliagdo da expressdio fenotipica do gene, estudo que ¢ mais
vidvel em paises como o Brasil, onde o tamanho familiar é usualmente maior que nos
paises desenvolvidos.

Considerando os aspectos acima citados, pareceu-nos adequado realizar uma
pesquisa para avaliar a presenca de casos atipicos de X-ALD em pacientes com

insuficiéncia adrenal e tetraparesia em nosso meio, possibilitando que esta abordagem
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fosse dimensionada, e que o estudo das familias identificadas fosse realizado éom
vistas a contribuir para o melhor entendimento da variabilidade fenotipica da doenga.
Os resultados desta pesquisa poderdo contribuir de alguma forma para um
melhor progndstico dos pacientes com X-ALD, uma vez que as familias afetadas
podem ser beneficiadas pelo tratamento precoce, pela detecgdo de portadores, pelo

aconselhamento genético e pelo diagnostico pré-natal.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

a) averiguar a freqiiéncia de X-ALD em pacientes com insuficiéncia adrenal e
em pacientes com tetraparesia;

b) averiguar, nas familias identificadas, a freqiiéncia dos diferentes fenotipos,
de X-ALD e de mulheres heterozigotas, estimando o potencial de risco para as
muitiplas formas da doenga;

¢) correlacionar os achados bioquimicos com as caracteristicas clinicas dos
pacientes de forma a tentar contribuir para a melhor caracterizagdo da
heterogeneidade das manifestagdes apresentadas;

d) avaliar a evolugdo de pacientes X-ALD tratados com a mistura
gliceroltrioleato/gliceroltrierucato no que tange aos aspectos bioquimicos €
clinico/radiolégicos.

Além disso, o projete tem como objetivo secundério a implantaco de um
centro de referéncia para o diagndstico, tratamento, prevenco e investigacfio de

doengas peroxissomais.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1.Ameostra estudada:

No presente trabatho foram investigados 21 pacientes com diagnostico de
insuficiéncia adrenal e 26 pacientes com tetraparesia/paraparesia, encaminhados por
diversos servigos de Endocrinologia e Neurologia. Os pacientes com insuficiéncia
adrenal foram incluidos no estudo mediante os seguintes critérios: niveis de cortisol
alterados (avaliados pelo teste de estimulacio do horménio adrenocorticotréfico) ou
imagem compativel em tomografia computadorizada da glindula adrenal. Para
avaliacdo dos niveis de cortisol foi necessdrio jejum. Foi colhida amostra de sangue
basal (tempo zero) antes da administracdo de ACTH sintético endovenoso na dose de
0,25mg. Foi feita nova coleta de sangue nos tempos 30,60 e 90 minutos. Na resposta
normal ao cortiso! o pico plasmatico excede a 30pg/dL ou pelo menos 50% em
relacdo ao valor basal (CRAPO et al., 1979). Os pacientes com insuficiéncia adrenal
nfo apresentaram resposta ao cortisol. Os pacientes com tetraparesia foram incluidos
no estudo desde que nfo tivessem outra etiologia clara previamente identificada. De
todos eles foram colhidas amostras de sangue para a analise de VLCFA no plasma.
Quando era confirmado o diagndstico de X-ALD, as familias eram investigadas com
vistas a detecgfo de outros hemizigotos e de heterozigotas.

Foram utilizados para estabelecimento dos valores de referéncia 30
individuos sadios, em cuja familia ndo existiam casos de X-ALD, insuficiéncia adrenal
ou tetraparesia, dos quais também foram colhidas amostras de sangue para a andlise

de VLCFA em plasma.
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4.2. Tratamento empregado:

O tratamento pode ser instituido em 7 pacientes nos quais foi diagnosticada
X-ALD, o qual seguiu o protocolo empregado no Servigo de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Resumidamente, o tratamento utilizado pelos
pacientes neste estudo consistiu em uma dieta restrita em VLCFA combinada com a
utilizagio do Oleo de Lorenzo, em quantidades especificas para cada paciente de
acordo com o peso corporal, namero de plaquetas e niveis plasmaticos de VLCFA.

Em alguns pacientes foi prescrita suplementagdo com multivitaminas, minerais
e uma fonte adicional de 4cidos graxos essenciais, acido linoléico e linolénico
encontrados no 6leo de agafrdio e 6leo de peixe.

Em geral, a restric;zif) na ingesta de VLCFA pode ser alcangada pelo paciente
alimentando-se dos seguintes produtos: laticinios nfio gordurosos, cortes magros de
carne bovina e suinos, aves sem a pele e peixes com baixa gordura, frutas e verduras.

Os principais alimentos a serem evitados sdo fontes de gorduras saturadas
tais como: gorduras industrializadas (manteigas, cremes, leites, sorvetes), gorduras
encontradas nas carnes e derivados e 6leos vegetais.

A evolucdo dos pacientes foi aferida por avaliagGes clinicas, radiologicas e

laboratoriais.

4.3. Métodos empregados:

O sangue foi coletado com anticoagulante (heparina), sendo separado o
plasma, que era mantido congelado a - 40°C até o momento das andlises. Ndo foi

exigido jqiﬁm para a coleta do mesmo.
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~ Foi feita a dosagem dos seguintes VLCFA no plasma: acido docosanodico
(C22:0), acido tetracosandico (C24:0) e 4acido hexacosandico (C26:0). Foram
também calculadas as razdes C26:0/C22:0 e C24:0/C22:0.

O procedimento analitico utilizado foi a cromatografia capilar gas-liquido,
baseado no procedimento original de MOSER e MOSER (1991c). Neste método, 0,1
ml de plasma ou 250 ul de fibroblastos so utilizados, sendo os lipidios extraidos com
cloroférmio-metanol. Apds serem secados, sdo tratados com acido hidrocolico
metandlico, o qual forma metil-ésteres de todos os acidos graxos. Os ésteres metilicos
dos acidos graxos sdo, posteriormente, purificados por cromatografia de camada
delgada e, subsequentemente, quantificados pela cromatografia gasosa. O contetdo
de proteina dos fibroblastos foi estimado pelo método de LOWRY et al (1951).

Detalhadamente, a dosagem de VLCFA em material biologico utiliza 100pL
de plasma ou 250 pL fibroblastos adicionados de padrdo interno (dcido graxo
heptacosandico - Cy70) para medidas do Cyo, Caso € do Cieo. Nesse primeiro
momento faz-se a extragdo do plasma com uma mistura de cloroférmio : metanol
(1:1, v/v) seguida de agitacdo e centrifugacdo. Removem-se as proteinas precipitadas
¢ ao sobrenadante adiciona-se 2,5 ml de cloroférmio e 1,5 ml de agua bidestilada.
Agita-se por meio de um vortex ¢ novamente leva-se a centrifuga (10 minutos a 3000
rpm). A camada superior € desprezada a fim de remover os lipideos polares. Seca-se a
fase inferior com nitrogénio (N,), redissolve-se com 0,5 ml de cloroférmio : metanol
(2:1, v/v) e seca-se novamente com nitrogénio (N;). A seguir, a cada extrato de
lipideo total seco adiciona-se 0,6 ml de acido cloridrico metanélico 1 N (400 pl de
metanol com 200 pl de metanol/acido cloridrico 3 N). Essa mistura fica 16 horas 2

75°C para que ocorra a metilagdo dos acidos graxos. Apos as 16 horas, deixa-se
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resfriar & temperatura ambiente, seca-se com nitrogénio, lava-se com a mistura 2:1 de
cloroformio:metanol e seca-se novamente. O passo seguinte € a purificagdo dos
ésteres metilicos através da cromatografia de camada delgada. A amostra ¢
solubilizada e aplicada em uma placa de silica gel pré-lavada. Depois da aplicacio, a
placa € colocada em uma cuba contendo a mistura tolueno : dietiléter (97:3, v/v).
Apds a migragdo, a placa € revelada com iodo e os pontos correspondentes aos
ésteres metilicos dos 4cidos graxos sdo extraidos por raspagem. Essa raspagem ¢
submetida a 3 extragdes com hexano, sendo entdo a fase superior, orgénica, seca com
nitrogénio. O residuo é solubilizado com hexano para, finalmente, ser injetado no
cromatografo a gas. Este, € equipado com um detector de ionizacdo de chama, com
uma coluna capilar de silica tipo HP-5 (0.20 mm de didmetro interno; 0.33 um de
filme; 25 m de comprimento), sendo o hélio o gas de arraste utilizado. As areas dos
picos cromatograficos sdo utilizados para fins de quantificacio pelo método da

padronizacdo interna.

4.4, Analise Estatistica:

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelos testes de
Mann Whitney, Wilcoxon, teste exato de Fisher e Kruskal-Wallis, sendo as diferengas
identificadas pelo Dunn. Para tal utilizou-se o programa SPSS versfo 6.0. O nivel
de significincia foi de p<0,05.

4.5. Consideracoes Eticas:

Todos os pacientes convidados a participar do trabalho assinaram um termo

de consentimento pés-informacgdo (Anexo 1).
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5. RESULTADOS

Neste trabalho foram estudados 47 individuos, sendo 21 com insuficiéncia
adrenal e 26 com tetraparesia e/ou paraparesia. Nos 21 individuos com insuficiéncia
adrenal foram detectados 12 casos de ALD (57,1%). Nos 26 individuos com
tetraparesia/paraparesia foram detectados 1 caso de ALD (3,8%) e 4 casos de AMN
(15,4%), totalizando 5 casos de X-ALD (19,2%). Assim sendo, da amostra total de
47 pacientes com insuficiéncia adrenal ou tetraparesia/paraparesia foram detectados

17 casos de X-ALD (36,2%). Estes resultados estdo resumidos na tabela 2.

Tabela 2- Freqiiéncia de casos de adrenoleucodistrofia e adrenomieloneuropatia em

pacientes com insuficiéncia adrenal e tetraparesia/paraparesia.

Individuos/casos Insuficiéncia adrenal Tetraparesia/Paraparesia Todos
ALD 12 (57,1%) 1(3,8%) - 13 (27,7%)
AMN - 4 (15,4%) 4 (8,5%)
Normais/ndo afetados 9 (42,9%) 21 (80,8%) 30 (63,8%)
Total 21 (100%) 26 (100%) 47 (100%)

Também foram estudados 88 familiares (25 homens € 63 mulheres) de 13
familias destes 17 casos indice. Nos 25 homens foram detectados 1 caso adicional de
ALD (4%) e 4 casos adicionais de AMN (16%). Nas 63 mulheres foram identificadas

35 heterozigotas (portadoras) do gene da X-ALD (56%). (tabela 3)
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Tabela 3 — Resultados da investigacido dos familiares de 13 pacientes X-ALD.

Familia Homens Mulheres Total de familiares
estudados
ALD AMN Normais | Heterozigotas | Normais

1 1 5 6

2 3 4 4 11

3 1 2 3 6

4 3 3

5 2 1 3

6 1 1 2

7 2 4 6

8 1 3 2 2 8

9 1 1

10 2 2 4

11 1 1

12 2 4 2 8

13 2 11 11 5 29

Total 1 4 20 35 28 88

As figuras 3 a 15 contém os heredogramas destas 13 familias. Os
heredogramas mostram que diferentes tamanhos familiares foram estudados, sendo a
maior familia com 29 membros. Pode-se observar pela diferenca entre o numero de
individuos testados e o tamanho dos heredogramas que muitas vezes ¢ dificil
despeﬁar o interesse familiar pelo estudo.

Os 17 pacientes com diagndstico de X-ALD tiveram idade média ao
diagnostico de 10 anos para ALD e de 29 anos para AMN. A tabela 4 mostra as
idades de inicio dos sintomas, diagndstico e do inicio da terapia, mostrando que foi
grande o intervalo entre inicio dos sintomas, diagndstico e inicio da terapia (nos casos
em que esta terapia foi instituida).

Os pacientes com ALD tiveram média de idade de aparecimento dos primeiros
sintomas de 7.6 anos, enquanto que nos com AMN esta média foi de 22 anos. A idade

de inicio da terapia foi de 10 anos para ALD e 29 anos para AMN. Portanto o
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intervalo de tempo entre o aparecimento dos sintomas e o diagndstico ou a intituigdo
da terapia foi de aproximadamente 2 anos para ALD. Para os pacientes com AMN o
intervalo entre o inicio dos sintomas ¢ ¢ diagnostico foi de 7 anos e o intervalo entre

0s primeiros sintomas e o inicio da terapia foi de 7 anos.

Tabela 4 - Idade do aparecimento dos sintomas, do diagnéstico e do inicio da terapia

nos 17 pacientes com X-ALD.

Paciente | Idade nos | Idade de | Idade de inicio | Intervalo Intervalo
primeiros diagnéstico da terapia entre entre
sintomas (anos) (anos) sintomas ¢ | sintomas e
(anos) diagnéstico inicio terapia

(anos) {anos)

ALD

1 7 9 9 2 2

2 10 11 11 1 1

3 4 9 9 5 5

4 8 9 1

5 7 8 1

6 8 10 2

7 13 15 15 2 2

8 6 8 2

9 7 8 1

10 8 8 0

11 8 20 12

12 6 6 6 0 0

Média 7.6 10,0 10,0 24 2,0

AMN

1 23 28 28 5 5

2 16 19 19 3 3

3 17 21 21 4 4

4 22 39 39 17 17

5 32 38 38 6 6

Média 22,0 26,0 29,0 7.6 7,0

A tabela 5 relaciona os sintomas e sinais encontrados nos pacientes com X-
ALD. Como era de se esperar, devido aos critérios de inclusdo, insuficiéncia adrenal e

fraqueza de membros estavam entre os sintomas mais freqiientes, aparecendo em 53%
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e 40% dos casos, respectivamente. Leucodistrofia foi um sinal muito freqiiente,
observade em 80% dos casos.

Leucodistroﬁa,‘ insuficiéncia adrenal, fraqueza muscular, dificuldade visual e
de aprendizado foram os principais sintomas apresentados pelos pacientes com X-
ALD como um todo. Leucodistrofia, dificuldade de visdo, escolar e da escrita foram
mais frequentemente encontradas nos pacientes com ALD. Insuficiéncia adrenal
ocorreu com igual freqiiéncia em ambas as formas clinicas. Fraqueza muscular
associada com paraparesia foram muito mais freqiientes nos pacientes AMN
(p=0,02564). Embora nfo significativa, uma tendéncia para dificuldade visual foi
observada nos pacientes ALD (p=0,09231).  Hiperpigmentagfio, convulsoes,
tremores, distarbios de equilibrio e esfincterianos, e dificuldades na fala apareceram

em ambas as formas clinicas com quase a mesma frequéncia.
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Tabela S - Frequéncia de sinais e sintomas observada nos 17 pacientes com X-ALD.

Sinais e sintomas ALD+AMN (%) ALD AMN
(v=17) (%) (%)
(=13 (=4
Leucodistrofia 80 50,9 50
Insuficiéncia adrenal 53 63,6 75
Fraqueza de membros ( * ) 40 18,2 100
Dificuldade de visdo 40 54,5 -
Dificuldade escolar 40 45,5 25
Dificuldade na fala 33 43,5 25
Hiperpigmentacdo 33 36,4 25
Convulsdes 33 36,4 25
Paraparesia (*) 27 9,1 75
Dificuldade na escrita 27 36,4 -
Tremor 27 9,1 50
Distarbio de comportamento 27 18,2 50
Distirbio de equilibrio 21 18,2 25
Distirbio esfincteriano 20 18,2 25
Dor abdominal 13 18,2 -
Deterioragio neuronal 13 18,2 -
Dificuldade de audicdo 13 9,1 25
Hiperatividade 13 9,1 25
Vomito ¢ prostagdo 13 18,2 -
Faces atipicas 7 9,1 -
Ataxia progressiva 7 9,1 -
Cianose 7 9,1 -
Déficit de atengio 7 9,1 -
Dor de cabega 7 9,1 -
Microcefahia 7 9,1 -
Hipotrofia 7 - 25
Afasia 7 9,1 -
Edema cerebral 7 9,1 -
Enurese 7 9,1 -
Hiponatremia 7 9,1 -
Hemiparesia 7 9,1 -
Pneumonia 7 9,1 -
Sangramento gastroesofigico 7 9,1 -
Deméncia leve 7 9,1 -
Idade média inicio sintomas (anos) - 8 22

Idade média no diagndstico (anos) - 10 29
(*) Estatisticamente significativo — Teste Exato de Fisher
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Comparando-se pelo teste de Mann-Whitney as concentrages de VLCFA dos
pacientes ALD + AMN com a sintomatologia mais freqiiente apresentada pelos
mesmos no momento do diagnostico (leucodistrofia, insuficiéncia adrenal, fraqueza
muscular, dificuldade de visdo, dificuldade escolar, dificuldade de fala,
hiperpigmentaco, convulsdes, paraparesia, dificuldade na escrita, tremor e distiarbio
de comportamento) foi verificada uma associagdo entre as concentragdes de VLCFA
¢ alguns sintomas. Constatou-se uma associagio entre leucodistrofia e a razdo
C24:0/C22:0, a qual esta aumentada (mediana= 0,94 , p=0,0433), entre dificuldade na
escrita e as concentragtes de C22:0 ¢ C26:0, que estdo diminuidas (medianas=39,2 €
2,54; p=0,0090 e p=0,0367, respectivamente), entre dificuldade de visdo e a razio
C24:0/C22:0 que estd aumentada (mediana =1,48 , p=0,0451) e entre fraqueza
muscular e a concentragio de C22:0, que estd aumentada (mediana=56,9 , p=0,0372).
Ainda, verificou-se uma tendéncia de associagio, embora nio significativa, entre
mmsuficiéncia adrenal e a concentra¢do de C24:0 (mediana= 38,2 , p=0,0662), a qual
estd diminuida.

Estes resultados parecem indicar que alteragbes de VLCFA podem estar
relacionadas a alguns  sintomas especificos nestes pacientes. Estudos mais
aprofundados sfo necessarios para confirmar ou nio estes achados.

Sete pacientes sob tratamento dietético usavam Oleo de Lorenzo em doses
ajustadas conforme o peso, niveis plasmaticos de VLCFA, numero de plaquetas, efc.
A tabela 6 descreve as doses de Oleo de Lorenzo usadas em L/més e mL/Kg/dia

assim como o tempo de uso da terapia em meses.
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Tabela 6 - Doses de Oleo de Lorenzo utilizada nos pacientes X-ALD sob tratamento

dietético e tempo de uso da terapia.

Pacientes Dose oleo Duracio da terapia
(meses)
( L/més) mbkg/dia

AMN

1 3,0 1,2 40

2 3,0 1,2 27
ALD

3 2,0 1,2 33

4 3,0 2,0 13

5 2,0 1,2 13

6 2,0 1,6 24

7 1,6 1,2 18

O impacto deste tratamento pode ser observado sob dois aspectos:
a) Bioquimico: alteragdo dos niveis plasmaticos de VLCFA (figura 16) a,b,
c, d, €) e (tabela 7)

A figura 16 (a a e) ilustra as concentragdes dos VLCFA dos pacientes sob
tratamento dietético. Ndo houve diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05)
quando comparados as concentra¢des de VLCFA nos diferentes momentos
terapéuticos, pelo teste pareado de Wilcoxon.

A tabela 7 mostra as concentragdes plasmaticas do acido hexacosandico
(C26:0) durante todo o periodo de tratamento dos pacientes X-ALD, verificando-se

quc a concentragio destc acido graxo permancecu alta (acima dec 2,86 p mol/L)
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durante a maior parte do tempo de tratamento, uma vez que a faixa de normalidade se
encontra entre 0,56 e 1,52 umol/L.

A média da concentragdo plasmatica do 4cido hexacosandico (C26:0) nos
pacientes tratados foi de 6,22 umol/L no momento do diagndstico e de 3,08 umol/L

apés inicio do tratamento (queda de 50,5%). A razfio C26:0/C22:0 foi de 0,14 no

momento do diagnéstico e de 0,08 apds o inicio da terapia (queda de 42,8%).

Tabela 7 - Concentragiio média do acido hexacosandico (C26:0) no plasma durante o

periodo da terapia (normal: 0,56 a 1,52 pmoVL)

Concentracdo de C26:0 umol/LL  Valores observados nos pacientes em tratamento

(%)
<1,52! 4,6
1,52 a 2,86 32,6
>2,86 62,8

1-  Valor méximo da normalidade.
2- Limite inferior observado em pacientes ndo tratados.

b) Clinico: curso clinico dos sintomas inicialmente apresentados (tabelas 8 e 9)
A tabela 8 descreve em termos percentuais a evolugio clinica/radiolégica dos
pacientes X-ALD sob tratamento dietético, a maioria dos quais se manteve sem
progressdo clinica importante (estaveis) durante a terapéutica. Apenas 1 paciente

ALD mostrou piora severa do quadro clinico e outro ALD foi a 6bito.
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Tabela 8 - Evolucéo clinica dos pacientes X-ALD sob tratamento com 6leo

de Lorenzo.
Evolugio ‘ Porcentagem (%)
Sem progressdo clinica importante 4 (57,1)
Imagem de tomografia computadorizada ligeiramente pior 1(14,3)
Piora severa 1(14,3)

Morte 1(14,3)

A tabela 9 relaciona a presenca ou auséncia de alteragdes cerebrais na imagem
‘por tomografia computadorizada dos pacientes em tratamento para X-ALD com a
progressio clinica da doenca. Todos os pacientes com ALD cerebral estudados
tinham alteragSes na tomografia computadorizada. Setenta e um porcento dos
pacientes mostraram uma lenta progressio na sintomatologa clinica e 28,3% deles

tiveram uma rapida progressio dos sintomas da doenga.
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Tabela 9 - Curso clinico dos pacientes portadores de X-ALD tratados

com Oleo de Lorenzo.

Paciente Duracio da terapia Curso clinico Alteracdes TC
(meses)

ALD

1 13 Progressivo/lento sim
2 33 Progressivo/lento sim
3 18 Progressio rapida sim
4 24 Progressdo rapida sim
5 13 Progressivo/lento sim
AMN

1 40 Progressivo/lento nio
2 27 Progressivo/lento ndo

As figuras 17, 18, 19 e 20 (a a €) mostram as concentracdes de VLCFA nos
pacientes com X-ALD, nos pacientes com insuficiéncia adrenal e tetraparesia sem o
diagnéstico de X-ALD, nas heterozigotas e nos familiares normais, respectivamente.
A concentracdo de C26:0 e as razbes C24:0/C22:0 e C26:0/C22:0 dos pacientes X-
ALD e das heterozigotas diferem significativamente dos controles normais, dos
familiares ndo afetados e dos pacientes com insuficiéncia adrenal e tetraparesia sem o
diagnostico de X-ALD para um p<0,05, quando testados pelo teste do Kruskal-

Wallis, sendo as diferengas entre os grupos analisadas pelo teste de Dunn.
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Figura 16: (a) Niveis plasmaticos do dcido docosandico (Cro) em diferentes momentos
da terapia dietética de pacientes com X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de
normahidade. As linhas continuas com diferentes simbologias indicam 5 pacientes com
ALD e 2 pacientes com AMN.
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Figura 16: (b) Niveis plasméticos do 4cido tetracosandico (Caso) em diferentes momentos
da terapia dietética de pacientes com X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de
normahidade. As linhas continuas com diferentes simbologias indicam 5 pacientes com ALD
e 2 pacientes com AMN., *Concentragdes de Cuso diferem do grupo controle (faixa de
normalidade) para p<0.,05 pelo teste de Mann-Whitney-U-Wilcoxon.



79

CQS;Q(UMOVL)

1% 2% éxc 4% 5 % 7 8 8 10 11 12
Momentos Terapéuticos

-e—-ALD1 —~-ALD2 - ALD3 -+ALD4
-=—AlLDS = AMN1 - AMN2

Figura 16: (¢) Niveis plasmaticos do acido hexacosanbico (Caso) em diferentes
momentos da terapia dietética de pacientes com X-ALD. As linhas tracejadas indicam a
faixa de normalidade. As linhas continuas com diferentes simbologias indicam 3
pacientes com ALD e 2 pacientes com AMN. *Concentra¢des de Caeo diferem do grupo
controle (faixa de normalidade) para p<0,03 pelo teste de Mann-Whitney-U-Wilcoxon.
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Figura 16: (d) Niveis plasmaticos da razdo Ci4.0/Cyo em diferentes momentos da terapia
dietética de pacientes com X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
As linhas continuas com diferentes simbologias indicam 5 pacientes com ALD ¢ 2
pacientes com AMN. *Razdes Cp.o/Crno diferem do grupo controle (faixa de
normalidade) para p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney-U-Wilcoxon.
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Razdes Cu.0/Caup

1% 2% 3% 4% 5 6 7% 8+ ¢ 10 ™ 12
Momentos Terapéuticos ‘

—e—ALD 1 e AL 2 -ALD 3 s LD 4

g A} 1 B ~~ AN 1 ~g—AMN 2

Figura 16: (e) Niveis plasmaticos da raz8o Cys.0/Can em diferentes momentos da terapia
dietética de pacientes com X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
As linhas continuas com diferentes simbologias indicam 5 pacientes com ALD e 2
pacientes com AMN. *Razdes Cpo/Crao diferem do grupo controle (faixa de
normalidade) para p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney-U-Wilcoxon.
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Figura 17: (a) Niveis plasmaticos do dcido docosandico (Cao) em pacientes com X-
ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 17: (b} Niveis plasmaticos do acido tetracosandico (Cao) em pacientes com
X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 17: (¢) Niveis plasmadticos do dcido hexacosandico (Caeo) €m pacientes com X-
ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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igura 17: (d) Niveis plasméticos da razio Cu.o/Cae em pacientes com X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 17: () Niveis plasméticos da razfo Cus¢/Caze em pacientes com X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 18: (a) Niveis plasmaticos do dcido docosanédico (Cpe) em pacientes com
insuficiéncia adrenal ou tetraparesia/paraparesia sem diagnéstico de X-ALD. As linhas
tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 18: (b) Niveis plasmaticos do acido tetracosandico (Cag) em pacientes com
insuficiéncia adrenal ou tetraparesia/paraparesia sem diagnoéstico de X-ALD. As linhas
tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 18: (¢) Niveis plasmaticos do acido hexacosandico (Caeo) em pacientes com
insuficiéncia adrenal ou tetraparesia/paraparesia sem diagnéstico de X-ALD. As linhas
tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 18: (d) Niveis plasmaticos da razio Cy0/Cae em pacientes com insuficiéneia
adrenal ou tetraparesia/paraparesia sem diagnéstico de X-ALD. As linhas tracejadas
indicam a faixa de normalidade.
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Figura 18: (e) Niveis plasmaticos da razdo Cao/Caro em pacientes com insuficiéneia
adrenal ou tetraparesia/paraparesia sem diagnostico de X-ALD. As linhas tracejadas
indicam a faixa de normalidade.
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Figura 19:(a) Niveis plasmaticos de Cao em mulheres heterozigotas para X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 19:(b) Niveis plasmaticos de C,40 em mulheres heterozigotas para X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 19:(c) Niveis plasmaticos de Ciso em mulheres heterozigotas para X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 19:(d) Niveis plasmaticos da razdo Cys.0/Caze em mulheres heterozigotas para
X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 19:(e) Niveis plasmaticos da razio Cus./Crre em mulheres heterozigotas para
X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 20: (a) Niveis plasmaticos de Csz0 em familiares ndo afetados por X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 20: (b) Niveis plasmaticos de Cyep em familiares ndo afetados por X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 20: (¢) Niveis plasmaticos de Cie em familiares ndo afetados por X-ALD. As
linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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Figura 20: (d) Niveis plasmaticos da raz@o Cys.0/Cra em familiares ndo afetados por
X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade .
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Figura 20: (e) Niveis plasmaticos da razdo Cys.o/Ci em familiares néo afetados por
X-ALD. As linhas tracejadas indicam a faixa de normalidade.
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6. DISCUSSAO

Dados da literatura obtidos em paises desenvolvidos referem que
aproximadamente 40% dos pacientes do sexo masculino com insuficiéncia adrenal
tem o defeito bioquimico da X-ALD, que seria a causa mais freqiiente desta condigio
em homens. A grande maioria dos pacientes diagnosticados com insuficiéncia adrenal
idiopatica apresentam X-ALD (LAURETTIE er al, 1996). A insuficiéncia
adrenocortical na X-ALD parece ser diretamente causada pelo acimulo de VLCFA
(SENECA AND LISSENS, 1995). Em nossa amostra, 57% dos pacientes do sexo
masculino com insuficiéncia adrenal apresentaram o defeito bioquimico da X-ALD, o
que mostra ser este sinal um importante alerta para a suspeita de X-ALD em homens.

Nao encontramos na literatura dados sobre a freqiiéncia de X-ALD em
individuos do sexo masculino com tetraparesia ou paraparesia, embora deva ser
registrado que muitos individuos com X-ALD sejam diagnosticados erroneamente
como afetados por esclerose multipla. Em nosso estudo verificamos que 16% dos
pacientes que apresentavam tetraparesia/paraparesia sem fator etildgico definido
eram, na verdade, portadores de AMN. Essa frequéncia ressalta, também, a
importancia de se suspeitar desta forma de X-ALD (AMN) quando da presenga deste
sintoma neurologico em homens, nos quais ja foram excluidas outras causas. A
detecgdo de portadores sintomaticos pode levar a descoberta de novos casos, ainda
assintomaticos, os quais poderdo se beneficiar do tratamento. E bem sabido que o
tratamento com GTO/GTE deve idealmente ser iniciado antes que 0Os primeiros

sintomas neurologicos se desenvolvam (KORENKE ef al, 1995).
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MOSER (1995b), ao estudar 53 pacientes com X-ALD, obteve resultados
que sugerem que a terapia com Oleo de Lorenzo pode reduzir a freqiiéncia e a
severidade do envolvimento neurologico em pacientes com o defeito bioquimico da
X-ALD tratados antes do aparecimento dos sintomas neurolégicos. Os resultados
encontrados por KORENKE e col. (1995) e MOSER e col. (1995b) sugerem que o
tratamento com Oleo de Lorenzo é muito mais efetivo quando iniciado precocemente
e uma vez que os sintomas tenham progredido significantemente o tratamento com
GTO/GTE pode ser de pouca ajuda. Mesmo se houver apenas um retardamento da
detertoragdo neuroldgica ou a prevencgdo da deterioracio intelectual, a qual também
pode afetar pacientes AMN, considera-se isto como uma vantagem. Drogas novas
como a lovastatina ainda ndo foram testadas neste sentido, mas se mostram
promissoras.

Os familiares com AMN estudados neste trabalho foram aparentemente
beneficiados pelo tratamento com Oleo de Lorenzo, tendo o curso clinico da doenca
nestes pacientes se mostrado mais ameno, embora esta observagdo ndo tenha sido
testada do ponto de vista estatistico.

Nas 13 familias por nds investigadas foram encontradas 35 (56%) mulheres
portadoras, entre 63 mulheres em risco estudadas. Este alto percentual de
heterozigotas chamou a aten¢io no sentido da importancia de se investigar familiares
de X-ALD, uma vez que estas mulheres podem ser beneficiadas pelo aconselhamento
genético e/ou pelo diagnéstico pré-natal. O risco destas mulheres transmitirem o gene
mutado para os filhos é de 50%, sendo muito alta a chance dos filhos homens que
receberem o gene apresentarem alguma forma de X-ALD. A chance para as filhas

mulheres é menor, mas também existe. As mulheres que desenvolvem manifestacdes
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clinicas da doenga poderiam eventualmente se beneficiar de tratamento. O diagnoéstico
pré-natal pode ser feito pela analise dos VLCFA ou pela analise molecular em
vilosidades coridnicas ou células cultivadas do liquido amnidtico (WANDERS ez
al,1990; WANDERS e al, 1988). E importante examinar todos os familiares quando
um caso de ALD e/ou AMN ¢ diagnosticado, ndo s6 pela possibilidade de tratar com
Oleo de Lorenzo ou outros meios, mas também porque todos os casos de ALD e
AMN estdo sob o risco de desenvolver insuficiéncia adrenal, um problema
potencialmente grave e que responde bem ao tratamento.

Em algumas das 13 familias estudadas foi possivel investigar um grande
numero de individuos (29 na maior delas). Em muitas houve dificuldade de se obter
dados de um maior numero de familiares ou mesmo amostras de plasma, uma vez que
as distincias geograficas em nosso pais sdo grandes. Muitas vezes ocorreu resisténcia
dos familiares para participar do projeto de pesquisa. Cabe lembrar que as varias
formas clinicas da X-ALD podem ocorrer na mesma familia, podendo casos de
insuficiéncia adrenal isolada ou tetraparesia servirem como indicadores da presenga
do gene, possibilitando a prevencio da ocorréncia de formas mais graves. Ha
necessidade, também, de se identificar familias grandes com X-ALD, com vistas a
melhor avaliacdo da expressdo fenotipica do gene, estudo este que € mais viavel em
paises como o Brasil onde o tamanho familiar € usualmente maior do que nos paises
desenvolvidos. Em 4 das 13 familias estudadas foram detectados casos das duas
formas clinicas mais comuns: ALD infantil e AMN. Em quase todas estas familias
(12) foram encontradas heterozigotas, em niameros variados.

A tabela 10 mostra a freqiiéncia dos fendtipos encontrados em  grupos

estudados em diferentes populacdes.
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Tabela 10 - Fregiiéncia dos fenotipos de X-ALD em diversos estudos.

N=185' N=1475*> N=77°

Fenotipo (%) (%) (%)
*CALD/adol 57 53 31
*AALD 3 3 1
AMN 28 25 46
Addison 8 10 14
Assintomaticos 4 8 8

? Adrenoleucodistroﬁa cerebral da crianga e adolescente.
® Adrenoleucoditrofia cerebral adulta.
' Aubourg, 1991
*Moser, 1992
3 van Geel, 1994
Pode-se observar que a ALD cerebral infantil é a mais freqiiente em 2 dos 3
grupos estudados. Um estudo realizado na Holanda demonstrou ser a AMN o
fenotipo mais comumente encontrado naquele pais (VAN GEEL ef al , 1994). Em 77
pacientes estudados, 31% apresentavam a forma cerebral enquanto 46%
apresentavam AMN. Esta diferenga de freqiiéncias pode estar relacionada a diferentes
densidades populacionais, assim como a diferengas particulares no sistema de saude.
Diferentes fenotipos podem ser observados numa mesma familia. SOBUE ef
al (1994) relataram heterogeneidade fenotipica em dois gémeos monozigdticos
apresentando ALD na fase adulta. Embora os dois pacientes tenham desenvolvido a
doenca um deles apresentou os primeiros sintomas pelo menos 6 anos antes,

indicando que outros fatores também podem influenciar o0 momento do aparecimento

dos primeiros sintomas. KORENKE ef a/ (1996) relataram o caso de dois gémeos
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monozigoticos onde apenas um dos individuos desenvolveu a forma cerebral infantil,
sendo que o outro gémeo ndo apresentava qualquer alteragdo neurologica nos exames
por ressonancia magnética. Este estudo indicou a possibilidade de haver algum tipo
de envolvimento do genoma mitocondrial, uma vez que observou-se a existéncia de
uma mutagdo pontual heteroplasmatica no DNA mitocondrial da mae deste
individuos. Estudos até entdo realizados indicam ndo haver qualquer associag@o entre
as diferentes formas desta doenga e a origem étnica (CHEMKE et al., 1984).

A existéncia de diversos fenodtipos dentro de uma mesma familia indica a
possibilidade de haver outros mecanismos responsaveis pelo quadro clinico observado
em diferentes pacientes. Além de fatores ambientais, tais como dieta, um destes
mecanismos pode estar relacionado a presenga de outros fatores genéticos que nao
mutagdes especificas no locus da X-ALD. Alguns autores acreditam na existéncia de
um gene modificador autossémico (SMITH ef al, 1991) que seria responsavel pela
existéncia dos diferentes fenétipos observados na X-ALD. A aplicagdo de modelos
matematicos indica que a heterogeneidade fenotipica observada na X-ALD pode
estar associada a influéncia de um outro Jocus (MAESTRI e BEASTRI, 1992). Deste
modo, dependendo do alelo presente neste Jocus autossOmico © paciente
desenvolveria uma determinada forma de X-ALD. E importante notar que este gene
modificador n3o seria responsavel pela ocorréncia da doenga podendo ser encontrado
em individuos normais. O fenotipo final do individuo, segundo esta teoria, seria uma
combinag¢do entre a mutagdo encontrada no gene ALD e os alelos presentes neste
suposto gene autossdmico modificador.

Nio parece haver qualquer relagdo entre o tipo de mutagdo encontrada no

locus ALD e o fenétipo observado, podendo-se encontrar todos os fenotipos
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associados a uma mesma mutag¢do em diferentes individuos. Em um estudo realizado
em 231 familias afetadas por alguma forma de X-ALD, Moser e col.(1992)
encontraram ALD infantil em 43 familias, AMN em 27 ¢ doenga de Addison em 9.
Em 152 familias (66%) foram encontrados individuos com fenétipos discordantes
sugerindo que a varabilidade observada poderia estar associada a um Jocus
autossomico. Alguns estudos sugerem que a proteina ALD possa estar associada com
outras proteinas da mesma familia, formando heterodimeros. No entanto, ¢é
importante observar que se hd de fato outro Jocus associado a forma clinica
observada, este ndo € por si s6 causador da doenga, uma vez que todas as familias
acometidas apresentam um padrdo de heranga ligado ao cromossomo X e que a
grande maioria dos individuos até hoje analisados apresentam mutagdes no Jocus da
X-ALD.

Nas 13 familias estudadas encontramos 35 mulheres portadoras,
representando 56,0% dos familiares do sexo feminino, sendo que apenas uma
apresentava sintomatologia (neuropatia periférica). Sabe-se que 20 a 30 % das
mulheres heterozigotas desenvolvem sintomas neuroldgicos que se assemelham a
AMN (paraparesia espastica progressiva, perda da sensibilidade & vibragdo e
neuropatia periférica que podem aparecer na terceira ou quarta décadas de vida),
podendo haver variagio individual de acordo com o padrio de inativagdo do
cromossomo X (MOSER et al, 1995a). Ja a insuficiéncia adrenal isolada raramente se
desenvolve em heterozigotas para X-ALD (EL-DEIRY et al, 1997). As familiares
ndo foram testadas, neste estudo, para insuficiéncia adrenal. O achado de que 56%
das mulheres familiares de nossos pacientes com X-ALD sdo portadoras do gene

mutado para X-ALD indica a importancia do problema, levando em conta o risco de
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50% de transmissio do gene para os descendentes. Nas familias estudadas neste
trabalho foram encontradas 35 mulheres portadoras do gene para X-ALD com o
seguinte grau de parentesco com afetados por X-ALD: 12 mdes, 10 irm3s, 5 tias, 6
primas-irmds, 1 filha e 1 sobrinha de pacientes com AMN. Este trabalho de detecg¢do
de portador € importante, ndo s6 para o eventual tratamento das mulheres
sintomaticas como para a prevengdo de novos casos de X-ALD, que pode ser feita
através do aconselhamento genético, eventualmente acompanhado de diagnostico pré-
natal.

Atualmente, a detec¢@o de heterozigotas € possivel através da andlise de
VLCFA no soro ou em fibroblastos, ou pela andlise de DNA. Segundo MOSER
(1997), 80% das heterozigotas obrigatérias mostram niveis de VLCFA no plasma
anormais. Nas 20% restantes os niveis sd3o normais, provavelmente devido a
inativagdo preferencial do cromossomo X que carrega o alelo mutado. A porcentagem
de deteccdo laboratorial € mais alta (95%) se os VLCFA forem dosados em
fibroblastos, o que parece ser um método mais adequado. A detecgdo de portadores
tem sido realizada através de medi¢des de VLCFA combinada com estudos de ligagdo
entre 0 DXS52 e o locus ALD (MOSER, comunicagdo pessoal). O Jocus DXS52 é
altamente polimorfico sendo informativo em aproximadamente 90% das familias. No
entanto, com o isolamento do gene ALD o diagnéstico molecular das possivels
heterozigotas pode ser realizado através da analise do proprio gene, permitindo,
desse modo, um diagnostico preciso em 100% dos casos.

| KORENKE e col. (1995) estudaram 16 pacientes com X-ALD, sendo 6
ALD, 3 AMN, 2 com Doen¢a de Addison sem envolvimento neurologico € 5

pacientes assintomaticos. Os primeiros sintomas apareceram com 10 anos nos
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pacientes ALD e com 20 anos nos pacientes AMN, sendo o intervalo entre os
sintomas neurolégicos e o inicio da terapia (supostamente também do diagnoéstico) de
1,8 e 6 anos, respectivamente. Todos os 16 pacientes foram tratados com a mistura
GTO/GTE, sendo que 3 (18,8%) foram a ¢bito no primeiro ano de tratamento. Os 7
pacientes sem sintomatologia neuroldgica permaneceram clinicamente bem durante
todo o curso da terapia. Dos 3 pacientes ALD e dos 3 AMN restantes 3 pioraram
clinicamente e 3 permaneceram estaveis. Nos pacientes ALD e AMN os sintomas
neurologicos iniciais eram leves a moderados: mudangas de comportamento e
convulsdes para ALD e dificuldade de caminhar para AMN.

Os pacientes ALD por nos estudados foram diagnosticados em média com
cerca de 10 anos, sendo que os primeiros sintomas foram observados com 7,6 anos.
O intervalo entre o inicio dos sintomas € o diagnéstico foi, portanto, de 2,4 anos. Nos
pacientes AMN a idade de diagndstico foi em média de 29 anos e a idade de inicio
dos sintomas de 22 anos, com um intervalo médio de 7 anos. O intervalo entre o
aparecimento dos sintomas € o inicio da terapia foi de 2 anos para ALD e 7 anos para
AMN.

Dezesseis dos 17 pacientes de nosso estudo foram diagnosticados somente
quando sintomas neurologicos graves e evidentes ja estavam presentes. Na nossa
amostra tanto a idade de diagnostico quanto os intervalos de tempo entre os primeiros
sintomas e o diagndstico e entre os primeiros sintomas € o inicio da ferapia foram
maiores do que os referidos por KORENKE e col(1995). E bem sabido que a
resposta ao tratamento depende da precocidade do diagnostico e da auséncia de
sintomas neurologicos. A demora no diagnéstico destes pacientes pode ser atribuida

a falta de conhecimento sobre a X-ALD por parte da maioria dos médicos, ja que a



110

insuficiéncia adrenal apresentada pelos pacientes é freqiientemente diagnosticada
como Doencga de Addison e os pacientes n3o sdo rotineiramente investigados para o
acumulo dos VLCFA, talvez pela dificuldade em se realizar a dosagem de VLCFA em
nosso pais. Além disso, os individuos com sintomas neurolodgicos mais brandos
podem ser muitas vezes diagnosticados erroneamente, sendo comum diagnosticar
AMN como esclerose multipla, por exemplo.

Outro trabalho de KORENKE e col (1997), no qual foram estudados dados
endocrinolégicos, clinicos, laboratoriais e moleculares de 55 pacientes X-ALD
pertencentes a 34 familias, mostrou que sintomas de insuficiéncia adrenal foram
observados em 33 (60%) dos pacientes, 20 dos quais apresentavam sintomas
neurologicos adicionais de ALD ou AMN. Sintomas neurologicos isolados foram
vistos em 12 (22%) dos pacientes e em 9 (16%) ndo haviam sintomas neurologicos
nem endocrinologicos.

Nos 17 portadores de X-ALD por nés estudados verificamos que
leucodistrofia, insuficiéncia adrenal, fraqueza dos membros, dificuldade visual e
dificuldade escolar foram os principais sintomas apresentados. Leucodistrofia, dano
visual, dificuldade de aprendizado e dificuldade na escrita foram mais freqiientes nos
pacientes ALD. Insuficiéncia adrenal teve igual freqi€ncia em ambas as formas
clinicas, aparecendo em 54% dos individuos estudados. Fraqueza muscular associada
a paraparesia foi muito mais frequente em portadores de AMN. Insuficiéncia adrenal,
hiperpigmentagdo, convulsdes, tremor, disturbio esfincteriano, distarbio de equilibrio
e dificuldade na fala aparecem em ambas as formas clinicas com quase a mesma
frequéncia. Perda de audigfo, disturbios de comportamento e hiperatividade foram

sintomas mais caracteristicos dos pacientes com AMN. Os médicos devem estar
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atentos para pacientes com insuficiéncia adrencortical e sem sintomas neurol6gicos,
os quais devem sempre fazer a analise de VLCFA em plasma, j4 que nestes
individuos o tratamento com Oleo de Lorenzo pode prevenir ou retardar as
manifestacdes clinicas da X-ALD, além de permitir a identificacdo de familias em
risco.

Em nossa amostra 7 pacientes sob tratamento dietético usaram também Oleo
de Lorenzo em dose ajustada que em média foi de 1,4 ml/kg/dia, sendo a duragdo
média da terapia de 24 meses (13 a 40 meses). Desde 1998, a Secretaria da Saude e
Meio Ambiente do Estado do Rio Grande do Sul passou a importar o Oleo de
Lorenzo para os pacientes com X-ALD do estado. Até entdo muitos pacientes nio
seguiam adequadamente a dieta por falta de recursos financeiros para adquirir o Oleo
de Lorenzo (que € importado e tem alto custo), sendo este um dos fatores que
dificultaram o tratamento. Outra dificuldade se refere a baixa aderéncia a dieta pobre
em VLCFA e a ingesta do 0leo.

KORENKE e col. (1995) avaliaram o tratamento com a mistura GTO/GTE
em 16 pacientes, 7 deles assintomaticos (com leve envolvimento neurologico). Trés
foram a 6bito e 3 tiveram piora no seu curso clinico, 7 pacientes assintomaticos se
mantiveram clinicamente estaveis durante o periodo da terapia. Portanto, 10 (62,5%)
dos pacientes tratados permaneceram bem. Os niveis plasmaticos de VLCFA
normalizaram-se dentro de 1 a 3 meses apos iniciada a terapia. A razdo C26:0/C22:0
declinou para 20% nos primeiros meses de tratamento, mas aumentou no segundo
ano para mais de 110%, em relagdo aos niveis iniciais. Houve uma diminui¢do da
razdo C24:0/C22:0 para 60% dos valores do inicio da terapia com um leve aumento

no segundo ano, permanecendo dentro da faixa de normalidade. A concentragdo de
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C26:0 diminuiu bruscamente no primeiro més de tratamento permanecendo dentro da
normalidade até o final. Nenhum dos 7 pacientes assintomaticos desenvolveu sintomas
neurologicos durante a terapia, 6 destes mantendo-se sem sinais de desmielinizagdo.
Quatro destes 7 individuos encontravam-se na idade classica de inicio da forma
infantil da X-ALD. Estes resultados s3o semelhantes aos de MOSER (1995b) em 50
meninos neurologicamente assintomaticos, que relata que 1 paciente desenvolveu
sintomas e desmielinizagdo. Considerando o curso natural da ALD infantil era de se
esperar que sem tratamento ocorresse uma maior freqiiéncia de desenvolvimento de
sintomas neurologicos. Seis dos 9 pacientes com sintomas neurologicos de ALD ou
AMN estudados por KORENKE et col (1995) deterioraram sob uso da terapia
embora o tratamento tenha sido iniciado em pacientes levemente afetados. Somente 3
dos 9 pacientes neurologicamente sintomaticos ndo tiveram progressio da
sintomatologia apos 34 meses de terapia.

MOSER e col (1995b), ao estudar 50 pacientes sem sintomatologia
neurologica tratados com GTO/GTE, verificaram que 45% dos mesmos
permaneceram bem durante a terapia. Em 13% deles houve piora na imagem de RNM
ou na fungdo cognitiva. Em outros 17% a imagem de RNM foi significativamente
pior. Em 10% dos pacientes além da piora na imagem da RNM houve leve ou
moderado dano do comportamento e da fungdo cognitiva. Nos demais 6% houve
desenvolvimento do fenétipo infantil cerebral progressivo. Neste estudo 65% dos
individuos atingiram uma significante diminui¢do da concentragdo de C26:0 no
plasma, se mantendo dentro da normalidade em 40% deles. Em 13% dos pacientes

houve uma pequena reducdo na concentragdo do acido hexacosandico e nos demais



113

16% ndo ocorreu redugdo, provavelmente devido a inabilidade em manter o regime
dietético.

O seguimento destes pacientes assintomaticos mostrou que naqueles sob
tratamento dietético uma leve anormalidade neuroldgica se manteve estavel por
longos periodos. Os dados sugerem que a administragdo precoce do Oleo de Lorenzo
reduz a freqiéncia e a severidade das deficiéncias neurologicas subsequentes.
Entretanto, estes dados devem ser interpretados com cuidado uma vez que estudos
recentes indicam que o Oleo de Lorenzo ndo penetra no cérebro, o que coloca em
questdo a base tedrica para a mistura GTO/GTE. Uma vez que o acido erdcico ndo
atinge o cérebro em concentragdes adequadas ¢ improvavel que haja um efeito com a
atual dosagem prescrita do Oleo de Lorenzo. Outras analises indicam que os niveis de
C26:0 no tecido cerebral “post mortem” em pacientes X-ALD tratados com Oleo de
Lorenzo ndo diferem daqueles de pacientes n3o tratados (RASMUSSEN et al, 1994).

Até o presente momento varios grupos diferentes ndo foram capazes de
demonstrar beneficio clinico significativo da terapéutica dietética no tratamento ou
prevengdo da X-ALD. Em um estudo realizado na Holanda com 22 pacientes (VAN
GEEL et al, 1994) 86% dos pacientes apresentaram niveis normais de C26:0 no
plasma e, no entanto, nenhum efeito clinico relevante pode ser observado. Os efeitos
desta dieta em adultos sintomaticos sdo, ainda, contraditorios. Além disso, a recente
descoberta de que nio apenas C24:0 e C26:0 estariam elevados na X-ALD mas
também o VLCFA monoinsaturado C24:1 (SANDHIR ef al, 1998) indica claramente

que o tratamento a base de dieta especial acompanhada do Oleo de Lorenzo deve ser

reavaliado.
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Na nossa amostragem de pacientes sob tratamento dietético a eficacia do
mesmo pode ser observada sob dois aspectos: bioquimico e clinico. Além do uso do
Oleo de Lorenzo da dose de 1,2 ml/kg/dia os pacientes faziam uma dieta pobre em
VLCFA. Alguns deles fizeram suplementagdo com os acidos graxos essenciais
linolé€ico e linolénico.

Com relagdo aos aspectos bioquimicos pode-se observar que nos 7 pacientes
sob tratamento dietético (2 AMN e 5 ALD) as concentra¢cdes de C26:0 diminuiram
abruptamente (50,5%) no primeiro més de tratamento, tendo se mantido dentro da
faixa de normalidade somente em 3 pacientes nos ultimos meses da terapia e tendo
aparecido alguns picos de altas concentragdes em outros momentos. O mesmo
ocorreu com a razdo (26:0/C22:0, diminuindo em 42,8% apés o inicio do
tratamento. Sessenta e dois porcento das dosagens plasmaticas de C26:0 durante o
periodo de terapia ficaram acima de 2,86 umol/L. Cabe salientar que estes pacientes
iniciaram o tratamento quando sintomas neurologicos irreversiveis ja estavam
presentes. Isto parece indicar que existe uma real dificuldade na manutengdo do
manejo dietético da X-ALD em nosso meio.

Paralelamente, 57,1% destes pacientes permaneceram clinicamente bem
durante o mesmo periodo, sendo que 28,6% dos mesmos apresentaram uma rapida
progressdo no curso clinico da doenga, sendo que 1 destes pacientes foi a obito. Estes
resultados mostram ndo haver uma correlagdo clara entre o efeito bioquimico e clinico
em pacientes tratados com dieta e Oleo de Lorenzo.

O dano neurologico na X-ALD parece ser mediado pela ativagdo dos
astrocitos e a indugdo das citocinas pro-inflamatorias. Atualmente, as restrigdes

dietéticas e a terapia com Oleo de Lorenzo s3o usadas para diminuir os niveis
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plasmaticos dos VLCFA, mas estas medidas n3o modificam os  aspectos
neuroinflamatérios da doenca. Recentemente, em estudos animais, SINGH e col.
(1998b) mostraram que a lovastatina e o fenilacetato de sddio inibem a indugdo da
sintese do éxido nitrico e das citocinas pro-inflamatoérias (fator de necrose tumoral «,
interleucina 1P e interleucina 6) envolvidas na génese do dano neurolégico da X-
ALD. Além disso foi demonstrado que estes compostos normalizam os niveis de
VLCFA em fibroblastos cultivados em pacientes com ALD e AMN. Estes autores
trataram 7 pacientes de 3 familias com lovastatina por 2 a 6 meses, iniciando com a
dose de 20 mg/dia e passando para 40 mg/dia, quando da auséncia de efeitos
adversos. Com exce¢o de um paciente que apresentou diarréia € aumento dos niveis
de creatina quinase no soro, nos demais ndo se observaram reagbes adversas. Os
resultados mostraram uma diminui¢do dos VLCFA totais dentro de um més e
permaneceram diminuidos € dentro da faixa de normalidade em 5 pacientes. A curta
duracgdo e o pequeno tamanho da amostra nio permitiram avaliar se houve beneficio
clinico. Em outro estudo SINGH e col. (1984) prop6em que estas drogas normalizam
os niveis de VLCFA em fibroblastos de pele de pacientes X-ALD por aumentar a
atividade peroxisomal para B-oxidagdo dos VLCFA. Estudos multicéntricos
controlados devem ser realizados nos proximos anoé para avaliar o potencial

terapéutico da lovastatina e do fenilacetato de s6dio na X-ALD.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

a) Foram diagnosticados 13 casos de X-ALD ( todos ALD) em 21 homens com
insuficiéncia adrenal isolada (61,9%), € 5 casos de X—ALD (sendo 4 casos de AMN
e 1 caso de ALD) em 26 homens com tetraparesia/paraparesia sem causa etiologica
definida (19,2%). Estas altas freqiéncias indicam que estes sinais e sintomas sao
importantes para a suspeita de X-ALD em homens, e que esta possibilidade
diagndstica deve ser sistematicamente investigada em pacientes com insuficiéncia

adrenal e tetraparesia.

b) Foram encontradas 35 mulheres heterozigotas, perfazendo 56,0% do total
de 63 mulheres em risco estudadas nas 13 familias investigadas. Este percentual
mostra a importancia de se investigar mulheres portadoras do gene mutado para X-
ALD, uma vez que as familias podem ser beneficiadas pelo aconselhamento
genético e/ou pelo diagnostico pré-natal. Algumas heterozigotas podem apresentar

sintomas e se beneficiar da introdugdo precoce do tratamento disponivel.

¢) Foram detectados 5 casos adicionais de X-ALD (1 ALD e 4 AMN) nos
25 familiares do sexo masculino estudados em 4 das 13 familias. Estes 5 pacientes,
a maioria dos quais assintomaticos ao diagnostico, podem ser potencialmente
beneficiados pelo tratamento, que possivelmente pode proporcionar um curso

clinico mais brando da doenca.
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d) Neste estudo, pode ser observada a ocorréncia de diferentes formas
clinicas de X-ALD numa mesma familia, confirmando evidéncias da literatura.
Estudos em familias grandes, mais provaveis de serem realizados em paises em
desenvolvimento, deverdo auxiliar na pesquisa de fatores modificadores que

possivelmente modulam a expressio clinica da doenga.

e) Leucodistrofia foi o sinal mais freqiiente (80%) apresentado pelo
conjunto de pacientes com X-ALD. Dificuldade visual, de aprendizado, de fala e
convulsGes foram os sintomas mais freqlientes nos pacientes com ALD, enquanto
disturbio de comportamento foi o mais freqiiente nos pacientes com AMN. O
grande nimero de diferentes sinais e sintomas associados a X-ALD enfatiza a
necessidade de melhor divulgar a doenga no meio médico, uma vez que o paciente
pode procurar diferentes especialistas, que devem estar alertados para esta

possibilidade diagnéstica.

f) A idade média de diagnostico foi de 10 anos para ALD e 29 anos para
AMN, sendo o intervalo entre os primeiros sintomas e o diagnéstico de 2,4 anos
para ALD e de 7 anos para AMN. Tanto a idade do diagnostico quanto o intervalo
entre os primeiros sintomas e o diagndstico foram considerados elevados. Estes
resultados podem indicar que os neurologistas e outros especialistas parecem ndo
estar familiarizados com as muitas facetas da X-ALD ndo levantando a suspeita
diagnostica. Além disso, a dificuldade em realizar dosagem de VLCFA em nosso

pais pode constituir um fator adicional para o retardo no diagnostico. Muitos casos
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de ALD e AMN podem estar sendo equivocadamente diagnosticados como doenga

de Addison e esclerose multipla.

g) Sessenta e dois porcento dos niveis plasmaticos do acido hexacosanéico
(C26:0) dos 7 pacientes tratados para X-ALD se encontraram acima de 2,86
pumol/L. (normal entre 0,32 e 1,52 pumol/L), durante o periodo do tratamento.
Entretanto, os niveis plasmaticos desse metabolito diminuiram em média 50% apos
inicio do tratamento, mantendo-se durante a terapia 58%, em média, abaixo dos
valores iniciais. Dos pacientes tratados, 57,1% permaneceram clinicamente bem
durante o periodo de tratamento, enquanto que 28,6% (apresentando ALD)
mostraram rapida progressio no curso clinico da doenga, sendo que um deles foi a
obito. Estes resultados confirmam nZo haver uma correlagdo clara entre controle
bioquimico e a evolugdo clinica em pacientes tratados com dieta e éleo de Lorenzo,

o que esta de acordo coma literatura.

h) Novas terapias mais eficazes sdo necessarias para o tratamento da X-ALD,
para que se possa obter um melhor prognostico para a doenga com progressdo mais
lenta dos sintomas ou mesmo reversio do _quadro ja instalado. A lovastatina surge
como uma droga promissora, e estudos clinicos estdo sendo planejados no sentido
de avaliar sua eficacia. A terapia génica ainda ¢ apenas uma possibilidade futura de

tratamento da X-ALD.

i) No decorrer deste trabalho, o Servigo de Genética Médica do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre tornou-se um centro de referéncia para o diagnostico,
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tratamento, prevengdo e investigagdo de X-ALD, sendo o Gnico laboratorio no pais
a realizar rotineiramente dosagem de VLCFA e um dos centros selecionados para
participar em estudos multicéntricos internacionais para a avaliagdo de novas

terapias para X-ALD.
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Anexo 1

9. Termo de Consentimento Pés-Informacio

O presente projeto de pesquisa tem por objetivos: (1) verificar a frequéncia
da doenga “Adrenoleucodistrofia ligada ao X” em pacientes que apresentam
insuficiéncia adrenal ou uma alteragdo neurologica denominada "tetraparesia"; (2)
verificar, nas familias identificadas, a frequéncia de individuos que possuem o gene
mas que ndo apresentam sintomas e investigar o risco destes pacientes manifestarem
alguns dos sintomas associados a Adrenoleucodistrofia; (3) correlacionar os achados
bioquimicos com as caracteristicas clinicas dos pacientes, de forma a contribuir para
um melhor conhecimento destes disturbios; (4) avaliar a evolugdo destes pacientes
quando tratados com a mistura gliceroltrioleato/gliceroltrierucato no que tange aos

aspectos bioquimicos € clinicos.

Os dados necessarios para a realizagio do projeto serdo obtidos através de
entrevistas realizadas com os pacientes e seus familiares, bem como pela analise de
acidos graxos de cadeia muito longa em plasma obtido pela coleta de sangue
periférico e, nos casos positivos, também em fibroblastos cultivados obtidos pela

coleta de biopsia de pele.

Os risco e desconfortos causados pela coleta de sangue para o estudo sdo

semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina.
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Uma possivel reagdo de dor decorrente da coleta de fibroblastos pode ser prevenida
pelo uso de analgésicos por via oral, sendo a posterior cicatrizacdo um processo
rapido. Este procedimento sera feito em condigGes assépticas sob anestesia local. O
material coletado sera utilizado tinica e exclusivamente para fins do projeto de
pesquisa, sendo garantido o sigilo das informacles obtidas e que o individuo, ou

familiares, no caso de menores de idade, tera acesso as mesmas.

Pelo presente Consentimento Pos-Informagio, declaro que fui informado, de
forma clara e detalhada, sobre o presente Projeto de Pesquisa. Os pesquisadores
responsaveis pelo projeto sdo o Dr. Roberto Giugliani e a farmac€utica-bioquimica

Carmen Regla Vargas (fone 051-3168011).

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta & qualquer
pergunta ou esclarecimento a qualquer diavida acerca da pesquisa; da liberdade de nio

participar do estudo, da seguranga do sigilo e carater confidencial das informagdes.

Data:
Individuo:
Responsavel Legal:

Pesquisador:
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ABSTRACT

Adrenoleukodystrophy (X-ALD) is an X-linked recessively inherited peroxisomal
disorder, phenotypically heterogenous, characterized by progressive white-matter
demyelination of the central nervous system and adrenocortical insufficiency. We investigated
15 male X-ALD patients varying in age from 7 to 39, diagnosed from 108 suspected patients
referred for investigation. Plasma levels of very long chain fatty acids (VLCFA) were measured
at our laboratory using gas chromatography (GC). Eleven cases of childhood X-ALD and four
cases of adrenomyeloneuropathy (AMN) were diagnosed. Adrenal insufficiency,
leukodystrophy and limb weakness were the most frequent symptoms, appearing in 12, 8 and 6
of the patients, respectively. Physician awareness of X-ALD seems inadequate to judge by age
at diagnosis and lengthy interval between the start of symptoms and diagnosis. This is the first
published series of Brazilian patients with X-ALD. We determined signs and symptoms
relevant for diagnosis, as early identification seems important for treatment outcome. In
addition, diagnosis identifies carriers, who could benefit from genetic counselling and prenatal

diagnosis.



INTRODUCTION

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is the most frequent peroxisomal disorder,
with an estimated frequency of 1:20,000 in males (Moser, 1993; Korenke ef al.,1995). It
should be differentiated clinically and biochemically, from neonatal ALD, an autosomal
recessive disorder of peroxisome biogenesis in which the function of at least five peroxisomal
enzymes is impaired. In X-ALD, a defect in lignoceroyl-CoA ligase causes pathognomonic
tissue accumulation of very long chain fatty acids (VLCFA), mainly hexacosanoic (Cys0) and
tetracosanoic acids (Ca4) (Moser,1993; Wanders ef al., 1992; Wanders ef al.,1988). Fatty
acid accumulation seems responsible for adrenal cortex malfunction and nervous system
demyelination (Wanders et al., 1996, Moser et al., 1991). Known clinical forms are: classical
(or childhood) X-ALD (ALD), adrenomyeloneuropathy (AMN) and isolated Addison’s disease
(AD). In some cases patients are completely asymptomatic, and these several phenotypes may
occur in the same family (Koike ef al., 1991; Wanders ef al., 1996; Korenke et al.,1995;
Moser et al., 1992; Moser et al., 1991; Wanders ef al., 1994; Wanders et al., 1995). ALD and
AMN are the two most frequent clinical forms of X-ALD (Wanders et al., 1996, Korenke et
al., 1995; Moser et al., 1992). Patients with ALD usually develop the symptoms from age four
to eight, including visual and auditory disturbances, decreased school performance, adrenal
insufficiency, walking difficulties, demyelinization and leukodystrophy. The disease progresses
rapidly and patients usually die aproximately two to five years after symptom onset (Moser et

al., 1992). In contrast, AMN appears around age 20-30 (Koike er al, 1991) and is

characterized by progressive paraparesis and sphincter disturbances, since the spinal cord is

affected. Two-thirds of the patients have adrenal insufficiency. Treatment consists of a diet

restricted to saturated fatty acids, combined with the use of glycerotrioleato/glyceroltrierucate



(GTO/GTE), known as Lorenzo’s oil (Koike ef al., 1991, Korenke et al., 1995; Moser et al.,
1994; Ruiz et al., 1996 ). The objective is to normalize VLCFA concentrations, but favorable
responses apparently occur only in patients beginning treatment before the appearance of
neurological symptoms (Koike ef al., 1991; Moser, 1993; Korenke et al., 1995; Moser et al.,
1994). Bone marrow transplantation and immunosuppression are also considered therapeutic
alternatives (Moser et al., 1992). Lovastatin and sodium phenylacetate are being tested as
therapeutic drugs for normalizing VLCFA levels in plasma and skin fibroblasts of X-ALD
patients (Singh et al., 1998a; Singh et al., 1998b). We describe 15 male patients with X-ALD,

stressing main signs and symptoms and phenotypic differences between ALD and AMN.



MATERIAL AND METHODS

We studied 15 male patients (from 12 families) aged between 7 and 39 with confirmed
diagnosis of X-ALD, selected from 108 patients referred for investigation due to suggestive
symptoms from pediatric, endocrinology and neurology services from various Brazilian cities.
A reference group of 30 healthy individuals was also studied to establish normal values of
VLCFA plasma concentrations.

VLCFA were analyzed at our laboratory following the Moser technique (Moser and
Moser, 1991). Internal standard (C,7.0 —heptacosanoic acid) was added to 100uL of plasma
samples. Chloroform-methanol (1:1) was added for plasma extractions. After centrifugation,
the supernatant was mixed with distilled water and chloroform for removal of precipited
proteins. After further centrifugation the lower phase was dried under N, and chloroform-
methanol (2:1) was used to rinse down dried lipids. Methanolic HCI (I1N) was added to each
dry total lipid extract and the tubes kept at 75°C for 16 hours to perform acid methanolysis.
The fatty acid methyl esters were then purified by thin-layer chromatography. The plates
(0.25um silica gel G 20x20) were pre-washed in (52:20:7:3) chloroform:methanol:acetic
acid:water and (90:10:1) hexane:ether:acetic acid. The plate was developed in (97:3)
toluene:ether. After air drying during 16 hours, the samples were exposed to iodine vapors.
Extraction of VLCFA methyl esters from silica was performed using hexane (3 times). After
drying with N,, the samples were redissolved with 50uL hexane for analysis by gas
chromatography. We used Varian GC equipment with a HP-5 column (crosslinked 5% phenyl
methyl silicone, 0.33um film thick, 0.2mm internal diameter and 25m long), flame ionization
detector, split/splitless injector, and helium as carrier gas. Concentrations of Cx. (docosanoic
acid), Cy4.o (tetracosanoic acid) and Caeo (hexacosanoic acid) were measured, and Ca.0/C20

and Coa0/Cor-0 ratio were also calculated.



Statistical Analysis

Fishers's Exact Test was employed to compare the signs and symptoms found in the
patients with the two different clinical forms of X-ALD. The criterion for significance was

p<0,05.



RESULTS AND DISCUSSION

The 15 patient sample included 11 cases of ALD and 4 of AMN. Symptom frequency
of these two clinical forms of X-ALD was determined for these cases (table I).

The Cu.0 concentration, Cas.0/Cao ratio and Cas./Capo ratio, were determined (Figure
1). These were from the first plasma sample collected for diagnosis from each patient. The
Cus:0 plasma concentration (figure la) was above normal in all patients. In addition, the
Ca6:0/Cx0 ratio was high in all patients (figure 1b). Due to the increased concentration of Cas.,
the Caso/ Cio ratio was high in all patients (figure 1c), except one. In fact, the elevations in
Cz6:0 plasma concentration and Cy.0/Cay.0 plasma ratio are X-ALD pathognomonic.

ALD patients were diagnosed on average at age 10 although first symptoms were
observed at age eight, thus the average interval between suspicion and diagnosis was two
years. For AMN patients average age at diagnosis was 27 while symptom onset began at 20,
resulting in an average seven year delay. Patients were diagnosed only when neurologic
symptoms appeared. Both age at diagnosis and lapse between first symptoms and diagnosis
aggravated prognosis since response to treatment is known to depend on precocious diagnosis
and absence of neurological symptoms. Diagnosis delay in our cases could be attributed mainly
to physicians unawareness of X-ALD, since adrenal insufficiencies are frequently simply
diagnosed as Addison’s disease, and patients are not investigated for VLCFA accumulation.

Leukodystrophy, adrenal insufficiency, limb weakness, impaired vision and learning
difficulties were the main symptoms presented by the X-ALD patients as a whole.
Leukodystrophy, impaired vision, school difficulty and poor handwriting were more frequently
found in ALD patients. Although not significant (p=0.09231), a tendency to impaired vision

was observed in ALD patients. Adrenal insufficiency ocurred with equal frequency in both



clinical forms. Limb weakness associated with paraparesis was much more frequent in AMN
patients (p=0.02564). Adrenal insufficiency, hyperpigmentation, seizures, tremor, sphincter and
gait disturbances and speech difficulties appeared in both clinical forms with almost equal
intensity.

Restriction of dietary VLCFA and Lorenzo’s oil is recommended to decrease fatty acid
accumulation (Korenke et al., 1995; Moser ef al., 1994; Ruiz et al., 1996). In addition,
treatment requires supplements with the essential linoleic and linolenic acids. Six of the 15
patients followed this recommendation (one died after five years of treatment). However, as
previously mentioned, more favorable prognosis depends on treatment beginning before
neurological symptoms appear (Korenke et al., 1995; Moser ef al., 1994; Moser, 1995). In 15
Italian ALD boys and 20 American ALD boys presenting neurological symptoms, Lorenzo’s
oil therapy failed to change the clinical course of the disease (Wanders ef al., 1992; Moser ef
al., 1992). Korenke et al. (1995) studied 16 patients treated with Lorenzo’s Oil during 19
months. Six of nine neurologically symptomatic patients deteriorated during therapy, and MRI
alterations worsened in all patients with clinical deterioration. None of the seven neurologically
asymptomatic patients developed neurological symptoms. In none of the 6 patients with normal
cranial MRI at start of therapy did MRI deterioration occur during therapy. Follow-up of the
neurologically Vasymptomatic children supports the hypothesis that Lorenzo’s oil therapy can
prevent development of neurological symptoms. Our own experience with a small number of
ALD symptomatic patients however, agrees with the hypothesis that Lorenzo’s oil lacks
efficacy in these late diagnosed patients.

Adrenal insuficiency, leukodystrophy and limb weakness appeared in 12, 8 and 6 of our
15 patients, respectively. These signs are important in investigating X-ALD and when they

occur in males should call for VLCFA level determination. Patients with adrenal insufficiency



but no neurological symptoms always require VLCFA plasmatic analysis, since Lorenzo’s oil
could prevent or delay clinical manifestation of X-ALD.

The VLCFA plasma level determination in at risk families should be done
independently of patient age or symptomatology presence. Detection of index cases in families
is important for: (a) detection of further X-ALD cases; (b) treatment of asymptomatic or barely
symptomatic cases to avoid or delay symptom appearence, (¢) detection of heterozygotes; (d)
providing genetic counselling and prenatal diagnosis for at-risk subjects. Although VLCFA
analysis is still an important tool for diagnosis of patients and for the treatment follow-up, it is
being progressively replaced, for carrier detection and prenatal diagnosis, by the more specific

molecular analysis of the X-ALD gene.
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RESUMO

Adrenoleucodistrofia (X-ALD) é uma desordem peroxissomal com padrao de heranca
ligada ao X, fenotipicamente heterogénea, caracterizada por uma progressiva desmielinizagio
da substdncia branca do sistema nervoso central e por insuficiéncia adrenal. Foram
investigados por nos 15 pacientes do sexo masculino com sinais clinicos sugestivos de X-ALD,
com idade entre 7 e 39 anos, diagnosticados entre 108 pacientes encaminhados para
investigacdo por suspeita clinica. Os niveis plasmaticos dos acidos graxos de cadeia muito
longa (VLCFA) foram dosados em nosso laboratério através de Cromatografia Gasosa (CG).
Onze (73%) casos da forma infantii de X-ALD (ALD) e 4 (27%) casos de
adrenomieloneuropatia (AMN) foram diagnosticados. Insuficiéncia adrenal, leucodistrofia e
fraqueza muscular foram os sinais mais freqiientes, aparecendo em 80%, 53% e 40% dos
casos, respectivamente. O conhecimento dos médicos sobre a possibilidade da X-ALD parece
ser pequeno, o que pode ser concluido a partir da elevada idade no diagndstico e do grande
intervalo entre o inicio dos sintomas e o diagnostico. Neste trabalho, que relata a primeira série
brasileira de pacientes com X-ALD, procuramos enfatizar os sinais e sintomas as quais s30
relevantes para a suspeita diagnostica, uma vez que a identificacdo precoce dos casos parece
ser importante para o sucesso do tratamento. Além disso, o diagnéstico permite a identificacio
de portadores, os quais podem se beneficiar do aconselhamento genético e do diagnostico pré-

natal.
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FIGURE LEGEND

Figure 1 — Very long chain fatty acids levels in 15 Brazilian patients with X-linked
adrenoleukodystrophy: (a) C26:0 plasma concentration, (b) C26:0/C22:0 ratio; (c)
C24:0/C22:0 ratio. The horizontal solid lines indicate upper (X + 2SD) and lower (X — 2SD)

reference values, calculated with samples from 30 healthy subjects. SD= standard deviation.
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Table I - Frequency of signs and symptoms in the 15 X-linked

adrenoleukodystrophy Brazilian patients.

Signs and symptoms Adrenoleukodystrophy Adrenomyeloneuropathy
patients patients
(n=11) (n=4)

Leukodystrophy 10 2

Adrenal insufficiency

£fn

Limb weakness *

Impaired vision

Learning difficulty

_Speech difficulty

Hyperpigmentation

Seizures

o | bt | ot | post | g | g

Paraparesis *

Poor handwriting

Tremor

Behavioral disturbances

Gait disturbances

Sphincter disturbances

Abdominal pain

Neuronal deterioration

Impaired hearing

posnd | et | g

Hyperactivity

Vomiting and prostation

Atypic facies

Progressive ataxia

Cianosis

Attention deficit

Headaches
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Microcephaly

Hypotrophy

Aphasia

Cerebral edema

Enuresis

Hyponatremy

Hemiparesy

Pneumonia

Gastroesophagic bleeding

Mild dementia
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i

Average age for presenting signs (years)

e
]
38
Y

Average age at diagnosis (vears)

* ( p<0,05, Fisher's Exact Test)
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Abstract

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a hereditary disorder of
peroxisomal metabolism biochemically characterized by the accumulation of very

long chain fatty acids (VLCFA) in different tissues and in biological fluids. The

major accumulated acids are hexacosanoic acid (Cog:g) and tetracosanoic acid

(C24.0). The disorder is clinically characterized by central and peripheral

demyelination and adrenal insufficiency which is closely related with the
accumulation of these fatty acids. The incidence of this condition is estimated at
1in 25,000 males. At least six phenotypes can be distinguished, being childhood
cerebral ALD and adrenomyeloneuropathy (AMN) the most common. The
recommended therapy consists of the use of the
glyceroltrioleate/glyceroltrierucate (GTO/GTE) mixture known as Lorenzo’s Oil,
combined with a VLCFA-poor diet. There are also other alternative treatments
such as bone marrow transplantation and immunosuppression, as well as the
use of lovastatin and sodium phenylacetate.

In the present study we evaluated treatment with Lorenzo’s Oil associated
with a VLCFA-restricted diet in 7 male patients with X-ALD in terms of their
clinical and biochemical course. Treatment produced 50% reduction in Czs¢ and
42 8% reduction in the C.0o/Cxo ratio. Most patients remained clinically well,
although approximately 30% of them presented a rapid deterioration of their

clinical condition. The results showed a poor biochemical-clinical correlation for



treatment, indicating that new therapies for X-ALD are needed in order to obtain

a better prognosis for affected patients.



Introduction

Adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a of X-linked metabolic disorder (Ruiz
M, Pampols t & Giros M, 1996), the most common peroxisomal disease (Geel B
M van ef al ,11997; Wanders R J A et a/ ,1995; Wanders R J A ef al, 1993), with a
frequency estimated at 1:25,000 males (Moser H W, 1997).

Peroxisomes catalyze various essential metabolic reactions (Wanders R J
A et al, 1995, Wanders R J A et al, 1993). Peroxisomal diseases can be
classified into three groups according to the extent of loss of peroxisomal
function: generalized, multiple or simple (Geel B M van et al, 1997; Wanders R J
A et al, 1995, Wanders R J A et al, 1993). X-ALD is included in the last group,
since, in this case, peroxisomes are unable to perform B-oxidation (Geel B M
van et al, 1997; Wanders R J A et al, 1995), i.e., there is an impairment in
shortening the chains of fatty acids and of their derivatives (Wanders R J A et
al, 1995;: Wanders R J A et al, 1993).

X-ALD is biochemically characterized by the accumulation of very long
chain fatty acids (VLCFA) in tissues and in biological fluids (Moser H W, 1997,

Moser H W et al, 1994; Scriver C R ef al, 1995; Yamada T ef al, 1999). The

major accumulated saturated fatty acids are hexacosanoic acid (Czs:0) and
tetracosanoic acid (C24:0) (Korenke G C et al, 1995; Moser H W ef al, 1991). The

increased concentrations of these metabolites cause progressive demyelination
of white matter in central nervous system and adrenal insufficiency (Ruiz M,

Pampols t & Giros M,1996; Moser HW, 1997; Wanders R J A ef al, 1992).



A defect in the lignoceroyl coenzyme A ligase (Moser H W et a/ , 1994;
Moser H W ,1995) causes the accumulation of VLCFA which are not oxidized in
the peroxisomes (Moser H W, 1997; Moser H W et al, 1994; Scriver C R et al,
1995; Moser H W, 1995). Mapping and isolation of the X-ALD gene have shown
that the gene codes for a peroxisomal membrane protein, ALD protein (ALDP),
which belongs to the superfamily of the ATP-bound carrier proteins (Moser H W,
1997; Moser H W et al, 1994; Yamada T et al, 1999; Moser H W, 1995). Those
observations indicate that this protein is somehow way involved in the process of
VLCFA oxidation (Moser H W, 1997; Moser H W et al, 1994).

X-ALD is clinically heterogeneous, with the ocurrence of different
phenotypes (i.e., childhood cerebral form (ALD), juvenile cerebral form, adult
cerebral form, adrenomyeloneuropathy (AMN), isolated Addison disease, and
asymptomatic patients) (Geel B M van et al/, 1997; Moser H W, 1997; Scriver C
R et al 1995; Moser H W et al, 1991; Moser H W, 1995), which can be
manifested within the same family (Geel B M van et al, 1997; Moser H W, 1997;
Moser H W et al, 1994; Scriver C R et al, 1995; Korenke G C et al, 1995; Moser
H W et al, 1991). Among these different clinical forms, the most common ones
are ALD and AMN. The first manifests before 10 years of age and involves a
rapid progression of neurologic symptoms leading the patient to a vegetative
state most of the times within 3 years (Moser H W, 1997; Moser H W ef al, 1994;
Scriver C R et al, 1995; Korenke G C ef al, 1995; Moser H W et al, 1991). AMN
manifests between 20 and 40 years of age and is characterized by progressive

paraparesis involving disorders of the spinal cord (Geel B M van et al, 1997;



Moser H W, 1997; Korenke G C et al, 1995, Moser H W et al, 1991), with
approximately 50% of the patients showing cerebral involvement (Geel B M van
et al, 1997; Moser HW, 1997; Moser H W et al, 1991).

Treatment of X-ALD started with the indication of a restricted ingestion of
VLCFA. However, this diet do not succeed, since fatty acids are not only of
exogenous origin, being also synthesized by the organism (Moser H W, 1997;
Scriver C R et al, 1995; Moser H W, 1995). Thus, a diet combining VLCFA
restriction and ingestion of monounsaturated oleic acid (glyceroltrioleate, GTO)
was proposed and within 4 months reduced by 50% the levels of Cygg in the
plasma of X-ALD patients (Moser H W, 1997; Scriver C R et al, 1995; Moser H
W, 1995). It was later demonstrated that a mixture of monounsaturated erucic
acid (glyceroltrierucate, GTE) with GTO at the 4:1 proportion, called Lorenzo’s
Oil, combined with a VL.CFA-poor diet normalized plasma Cog.¢ levels within one
month (Moser H W, 1997; Scriver C R ef al, 1995; Moser H W, 1995). However,
after a few years of study, the effectiveness of this treatment with Lorenzo’s Oil
was questioned since it did not prevent the progression of preexisting neurologic
symptoms (Geel B M van ef al, 1997; Scriver C R et al, 1995; Restuccia D et a/ ,
1999).

Therefore, considering that at the moment there is a controversy of the
effectiveness of this therapy for patients affected by X-ALD, the objective of the
present study was to evaluate the clinical and biochemical course of 7 Brazilian
patients treated with Lorenzo’s Oil and a VLCFA-restricted diet, in the hope to

clarity this point.



Material and Methods

a) Patients and Controls

In the present study we evaluated 7 patients with X-ALD under treatment
with a VLCFA-poor diet and Lorenzo’s Oil. In average, in diagnosis, ALD
patients were 10 years old and AMN patients were 29 years old. A total of 40
blood collections were performed to determine plasma VLCFA. A group of 30
normal individuals was also studied for the determination of the normal values.
The patient and control groups were of similar age (7 to 38 years). Blood was
collected with heparin as anticoagulant, the plasma was separated and stored
frozen at —20°C until the time of analysis.

The study was conducted according to the recommendations of the Ethics
Committee of the University Hospital of Porto Alegre and all patients gave

informed written consent to participate.

b) Methods

VLCFA were analyzed by the technique of Moser (Moser H W and Moser
A B, 1991). A 25 ul volume of the internal standard (C,7.o-heptacosanoic acid)

was added to 100 uL of plasma. Chloroform:ethanol mixture (1:1) was then
added for VLCFA extraction from plasma. After centrifugation, the supernatant
was mixed with distilled water and chloroform to remove the precipitated protein.
After a new centrifugation, the lower phase was evaporated with nitrogen vapor

(N2) and chloroform-methanol (2:1) was used to redissolve the lipids. Methanolic



HCI (3 N) was added to each dried total lipid extract and the tubes were
thoroughly sealed and kept at 75°C for 16 hours for the formation of fatty acid
methy! esters, which were then purified by thin-layer chromatography. Plates
(0.25 um silica gel G 20x20) were prewashed with chloroform:methanol:acetic
acid:water (52:20:7:3) and hexane:ether:acetic acid (90:10:1). After sampie
application to the plate, the chromatographic run was performed using
toluene:ether (97:3) as eluent. After air drying for 16 hours, the samples were
stained with iodine vapor. The methyl esters of VLCFA were extracted from the
silica 3 times using hexane. After drying with N, vapor, the samples were
redissolved with 50 uL hexane and analyzed by gas chromatography using a
Varian apparatus with an HP-5 column (5% methylphenyl silicone, 0.33 um film
thickness, 0.2 mm inner diameter and 25 m in length), a flame ionization

detector, with an injector of the split/splitiess type, and helium as the mobile

phase. The concentrations of Cyz.¢ (docosanoic acid), Co4.0 (tetracosanoic acid)
and Cog.0 (hexacosanoic acid) were determined comparing with controls of

various concentrations and the Cog.0/Ca2-0 and Co4.0/C22-g ratios were calculated.

c) Treatment

The treatment used by the patients under study consisted of a VLCFA-
restricted diet and the use of Lorenzo’s Oil (Geel B M ef al, 1997; Moser H W et
al, 1992) in specific amounts for each patient according to body weight (1.2

mL/Kg/day), platelet numbers and plasma VLCFA levels. Table | indicates the



duration of treatment and the doses of Lorenzo’s Oil used by our patients with X-
ALD.

Supplementation with multivitamins, minerals and an additional source of
essential fatty acids (Moser H W, 1995), linoleic acid and linolenic acid found in
saffron oil and fish oil was recommended.

In general, restriction of VLCFA ingestion can be achieved by eating the
following foods: non-fatty dairy products, lean beef and pork cuts, chickens
without skin and low-fat fish, plus fruits and vegetables. The main foods to be
avoided are saturated fats such as industrialized fats (butter, cream, milk, ice

cream), fats present in meat and meat derivatives, and vegetable oil.
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Results

Figure 1 (a, b and c) illustrates the plasma concentration of Cog.g and the
Co6:0/C22:0 @and Co4.0/Cop ratios, respectively, during the various phases of

patient treatment. Figure 1a shows that Cog.¢ levels were markedly decreased in
all patients after the beginning of treatment and remained relatively close to
normal value throughout most of the period of treatment. Figure 1b shows that
the Cos.0/C22:0 ratio was reduced in all patients except patient ALD 2 after the
beginning of therapy, although this ratio was reduced in this patient in the third
phase of treatment. The ratio was reduced to levels closer to normal ones in all
patients.

A wide variability in Co4.0/Cxpo ratios (Figure 1c) was observed
throughout treatment in all X-ALD patients except patient ALD 3 who presented
a Cp4.0/Coo-g ratio more constantly close to normality.

Table Il describes terms the clinical situation of X-ALD patients under
dietary treatment in percentage terms, most of whom show no major
complications during therapy. Gastrointestinal disturbances like vomiting and
diarrhea were related, and low platelet count was a common finding. Only one
patient presented a severe worsening of the clinical picture, and one death
ocurred during therapy. It is important to mention that all ALD patients (and none

AMN patient) had abnormal CT scan.



11

Discussion

We described here our experience on the treatment with Lorenzo’s Oil of
7 X-ALD patients (2 patients with AMN and 5 patients with ALD), with a mean
duration of treatment of 24 months. All patients were diagnosed late and started
treatment when irreversible neurologic symptoms were already present.

The patients presented high plasma levels of Cyg.9 and of the Cog:0/C22-0

ratio at the time of diagnosis.

Plasma Cos.¢ levels were above 2.86 umol/L (normal levels: 0.32 to 1.56

mol/L) in 62% of the determinations made in the 7 patients treated for X-ALD
during the treatment period. However, plasma Cuo levels were drastically
reduced in these patients after the onset of treatment, remaining, on average,
58% below initial values throughout treatment. In the assessment of treatment, it
is important to consider the difficulty in complying with a VLCFA-poor diet and in
correctly ingesting the oil, since the family itself often conducts treatment in a
faulty manner, a fact that may lead to variations in plasma VLCFA levels during
therapy.

In parallel, 57.1% of these patients remained without major complications
(ALD patients numbers 2 and 5 and AMN patients numbers 1 and 2, see Table
II) during the same period of time, while 28.6% (ALD patients numbers 3 and 4,
see Table lll) presented rapid deterioration, with 1 of them dying. These results

show that there is no clear correlation between the biochemical and clinical
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parameters measured in patients submitted to the dietary treatment
supplemented by the Lorenzo’s Oil.

Moser et al. (1994), in a study of 50 patients with no neurologic symptoms
also treated with GTO/GTE, observed that 56% of them were well during
treatment, 14% of them had alterations in cerebral nuclear magnetic resonance
(NMR) image or in cognitive function, whereas in another 14% the NMR image
was significantly worse. In addition, in 8% of the patients, besides a worsened
NMR image, there was mild or moderate behavioral and cognitive function
damage. In the remaining 8% there was a rapid development of the progressive

infantile cerebral phenotype. Furthermore, 65% of the individuals achieved a
significant decrease in plasma Cos.9 concentration which remained within normal

limits in 40% of them. In 17% of the patients there was a small reduction in
hexacosanoic acid concentration, and in the remaining 17% there was no
reduction, probably due to their inability to follow the dietary regimen.

Another studies demonstrated that treatment with Lorenzo’s Oil was
ineffective in changing the clinical course of the disease in 15 ltalian boys and
20 American boys with ALD, who already presented neurologic symptoms at the
diagnosis (Wanders R J A et al, 1992, Moser H W ef al, 1992). In addition,
Korenke ef al. (1995) assessed the results of treatment with the GTO/GTE
mixture in 16 patients, 7 of them asymptomatic. Three died and 3 showed a
worsened clinical course, while the 7 asymptomatic patients remained clinically
stable during treatment. Follow-up of these asymptomatic patients showed that

in those under dietary treatment a mild neurologic abnormality remained stable
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for long periods of time. The data suggest that early administration of Lorenzo’s
Oil reduces the frequency and severity of the subsequent neurologic
deficiencies. However, these data should be interpreted with caution since
recent studies have indicated that Lorenzo’s Oil does not penetrate the brain, a
fact that questions the theoretical basis for the GTO/GTE mixture. In line with
this assumption, other studies carried out by Moser (1997) have indicated that,
whereas erucic acid is found in the liver and in adipose tissue post mortem, it is
not demonstrable in the brain. Therefore, since erucic acid does not reach the
brain in adequate concentrations, it is unlikely that an effect occurs with the
currently prescribed dose of Lorenzo’s Oil. Other analyses have indicated that

Cos:0 levels observed post mortem in cerebral tissue of X-ALD patients treated

with Lorenzo’s Oil do not differ from those of untreated patients (Moser H W,
1995).

Recent studies have demonstrated that not only Co4.0 and Cog-0 would be
elevated in X-ALD, but also the monounsaturated VLCFA C24:.1 (Sandhir R et a/,

1998). In this present study, wide variability in the C24.¢0/C20: ratio was observed

in most of the patients, perhaps due to the lack of administration of the essential
fatty acids linolenic acid and linoleic acid. Taken together these observations, it
seems that treatment based on a special diet combined with Lorenzo’s Oil
should be reevaluated.

The authors conclude that new therapies are needed for X-ALD in order
to obtain a better prognosis for the patients with slower progression or even

reversal of the symptoms. Other therapies such as bone marrow transplantation
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or immunosuppression have been used for X-ALD treatment in most cases with
non satisfatory results (Geel B M van et al, 1997; Moser H W, 1997; Scriver C R
et al, 1995). In addition, new drugs such as lovastatin and sodium
phenylacetate, which increase peroxisomal B-oxidation of VLCFA are being
tested in order to normalize tissue VL.CFA levels, and appear to provide a more
effective clinical response (Singh | et al, 1998). Gene therapy also arises as a

future possibility for the treatment of X-ALD.
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Resumo

A adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD) é uma desordem hereditaria
do metabolismo peroxissomal, bioquimicamente caracterizada pelo acumulo de
acidos graxos de cadeia muito longa (‘very long chain fatty acids”- VLCFA) em
diferentes tecidos e em fluidos bioldgicos, sendo os principais acidos
acumulados o hexacosandico (Cos0) € 0 tetracosandico (Cosg). O acimulo
destes acidos graxos esta associado com desmielinizacdo cerebral e
insuficiéncia adrenal. A incidéncia desta condigcéo é estimada em 1 para 25.000
em homens. Pelo menos seis fendtipos podem ser distinguidos, sendo a
adrenoleucodistrofia cerebral infantil (ALD) e a adrenomieloneuropatia (AMN) os
mais comuns. O tratamento preconizado consiste na utilizagdo da mistura
gliceroltrioleato/gliceroltrierucato (GTO/GTE), conhecida como Oleo de Lorenzo,
combinada com dieta pobre em VLCFA. Existem ainda, terapias alternativas
como transplante de medula 6ssea e imunossupress@o, além da utilizacdo de
lovastatina e fenilacetato de sédio.

Neste trabalho fez-se uma avaliacdo do tratamento com Oleo de Lorenzo
associado a dieta restrita em VLCFA de 7 pacientes homens com X-ALD
analisando a evolugdo clinica e bioquimica. Os pacientes apresentaram um
reducdo média de 50% nos valores de Cos.0 € de 42,8% na razéo Cos:0/Co2:0
apds o inicio do tratamento. A maioria dos pacientes permaneceu clinicamente

bem e aproximadamente 30% dos pacientes apresentaram uma progresséo
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rapida no curso clinico da doenga. Parece n3o haver uma clara correlagao
bioquimico-clinica do tratamento.

Os resultados hos mostram que novas terapias mais eficazes para X-ALD
s80 necessarias para que se possa obter um melhor prognéstico da doenca
com progressao mais lenta dos sintomas apresentados ou mesmo reverséo dos

sintomas ja presentes nos pacientes.
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Table | — Duration of therapy and doses of Lorenzo’s Oil used for X-ALD

patients under dietary treatment

Patients Oil dose (L/month) and Duration of therapy
mL/kg/day (months)

ALD

1 2and 1.2 13
2 2and 1.2 ‘ 33
3 1.6and 1.2 18
4 20and 1.6 6
5 3.0and 2.0 12
AMN

1 3and 1.2 40

2 3and 1.2 27
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Table Il — Situation of X-ALD patients under treatment with Lorenzo’s Oil

Situation Percentage (%)
No noticeable disease progression or major complications 57 1
Slightly worsening in CT image 14.3
Severe worsening 14.3

Death ‘ 14.3
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Figure legend

Figure1 - (a) Plasma Cysyo. levels, (b) Cos:0/C22-0 ratio, and (c) Cz4.0/Coo:p ratio
at different times of treatment of X-ALD patients with Lorenzo’s Oil. The broken
lines indicate the normal ranges. The continuous lines with different symbols

indicate 5 ALD patients and 2 AMN patients.
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