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RESUMO

Introducdo: Adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD) é uma doenga
desmielinizante, peroxissdbmica, genética, com heranca ligada ao X, causada por
mutacdo no gene ABCD1, que resulta em degradacdo deficiente de acidos graxos
de cadeia muito longa (AGCML) e acumulo dos mesmos em SNC, cortex adrenal e
testiculos. A doenca pode se apresentar em diferentes fendétipos, sendo o fenétipo
cerebral infantil 0 mais grave deles e de ocorréncia extremamente rara em criangas
do sexo feminino. Objetivo: Este estudo visa descrever caso raro de X-ALD forma
cerebral infantii em menina, do ponto de vista clinico, laboratorial, genético e de
estudos neuroimagem, bem como investigar do ponto de vista clinico, laboratorial e
genético os familiares diretos da paciente index. Metodologia: Foi realizada anélise
de prontuario com levantamento de exames complementares da paciente index
desde o inicio dos sintomas até seu Obito. Foi realizado ainda exame clinico
detalhado, dosagem de AGCML e exame de inativagdo do cromossomo X nos
familiares diretos da paciente index. Resultados: Menina branca, sem histéria
familiar conhecida de X-ALD, iniciou aos seis anos quadro de irritabilidade,
agressividade e baixo rendimento escolar, evoluindo apés um més com severa
reducdo da acuidade visual. Realizada RNM de cranio no nono més de evolugéo
que evidenciou lesdes hiperintensas em T2, sem restricdo a difusdo, com captacao
periférica pelo contraste na substancia branca cerebral, em especial adjacente aos
atrios ventriculares e cornos occipitais. Com um ano e quatro meses de evolucdo a
paciente ja se apresentava com tetraparesia espastica, déficit cognitivo e amaurose
bilateral. Exame de AGCML compativel com estado de heterozigose para X-ALD.
Considerando quadro clinico, evolugcdo da doenca, exame de AGCML e exames de
neuroimagem, e apos considerar diagndéstico diferenciais tais como ADEM, doenca
de Schilder, leucodistrofia metacromatica, doenca de krabbe e doencas que cursam
com aumento de AGCML, o diagnéstico de X-ALD forma cerebral infantil foi firmado.
A avaliacdo dos familiares diretos evidenciou para mae da paciente index exame
clinico normal, exame de AGCML compativel com heterozigose e exame de
inativagdo do cromossomo X com padréo aleatorio. A avaliacdo da meia-irma da
paciente index evidenciou exame clinico e de acidos graxos de cadeia muito longa
normais, e exame de inativacdo do cromossomo X com inativacdo favorecendo o

cromossomo X paterno. Concluséo: O diagndstico de X-ALD forma cerebral infantil



em criancas do sexo feminino é extremamente raro e esta forma da doenca pouco
estudada. A paciente deste estudo apresenta quadro clinico, evolucdo, exames de
AGCML e exames de neuroimagem compativeis com X-ALD, sendo este caso o
primeiro caso, em nosso entendimento, de menina com X-ALD forma cerebral infantil
sem histdria familiar da doenca.

Palavras chave: Adrenoleucodistrofia ligada ao X. Fendtipo cerebral infantil. Doenca
desmielinizante. Diagnéstico diferencial.



ABSTRACT

Introduction: X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a demyelinating,
peroxisomal, genetic disease, with X-linked inheritance, caused by a mutation in the
gene ABCD1, which results in impaired degradation of fatty acids of very long chain
(VLCFA) and its accumulation in the CNS, testis and adrenal cortex. The disease
may present itself in different phenotypes, being the childhood cerebral phenotype
more serious and extremely rare in female children. Objective: This study aims to
describe a rare case of X- ALD childhood cerebral form in a girl, from the standpoint
of clinical, biochemical, genetic and neuroimaging studies, and to investigate the
clinical, laboratory and genetic aspects of the direct relatives of the index patient.
Methods: We performed analysis of medical records and additional tests from the
index patient from the onset of her symptoms until her death. We conducted further
detailed clinical examination, measurement of VLCFA and X-chromosome
inactivation test in the immediate family of the index patient. Results: white girl with
no known family history of X-ALD, began at age six with irritability, aggressiveness
and poor school performance, evolving after one month with severe reduction in
visual acuity. MRI features held in the ninth month of evolution showed hyperintense
lesions in T2, unrestricted diffusion, with peripheral contrast enhancement in cerebral
white matter, especially adjacent to the occipital horns and ventricular atria. After a
year and four months, the patient had already presented spastic quadriplegia,
cognitive impairment and bilateral blindness. Examination of VLCFA was compatible
with state of heterozygosity for X-ALD. Considering the clinical examination, disease
progression, VLCFA examination and neuroimaging tests, and after considering
differential diagnoses such as ADEM, Schilders disease, metachromatic
leukodystrophy, Krabbe disease and diseases with increased VLCFA, the diagnosis
of X- ALD childhood cerebral form was made. The evaluation of the mother of the
index patient revealed normal clinical exam and exam VLCFA compatible with
heterozygosity. X chromosome inactivation tests showed random pattern of X
inactivation. The evaluation of the half-sister of the index patient showed normal
clinical and VLCFA test. X chromosome inactivation test showed inactivation favoring
the paternal X chromosome. Conclusion: The diagnosis of X- ALD childhood
cerebral form in female children is extremely rare and poorly studied. The patient in

this study presented clinical symptoms, disease progression, VLCFA test and



neuroimaging compatible with X-ALD, this being the first case, in our view, of a girl
with X-ALD childhood cerebral form with no family history of the disease.

Keywords: X-linked adrenoleukodystrophy. Infantile cerebral phenotype.
Demyelinating disease. Differential diagnosis.



Quadro 1

Quadro 2

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

LISTA DE ILUSTRACOES

Critérios propostos para o diagnéstico de Doencga de Schilder -
LOBB ..ieiieeee ettt e e e st a e e e e e b aareeaeeaan

Casos descritos em literatura de Doenca de Schilder em criancas

RNM realizada com 8 meses de evolugdo de doencga,
apresentando area hipointensa em T1 e hiperintensa em T2 sem
restricdo a difusdo, com captacdo periférica pelo contraste,
localizada na substancia branca adjacente aos atrios ventriculares
€ COornos occipitais, porgéo posterior das coroas radiadas e centro
1] 01017 | PSRRI

RNM realizada aos 8 anos de idade, com 2 anos e dois meses de
evolucdo da doenca, evidenciando hipersinal em T2W no bulbo,
no porgao ventral da ponte e pedunculos cerebrais ........................

RNM realizada aos 8 anos de idade, com 2 anos e dois meses de
evolucdo da doenca, evidenciando hipersinal em T2W na
substancia branca dos hemisférios cerebrais, mais evidentes nas
regides parieto-occipitais e acometendo também as fibras “U” e o
(o0 ] oo Jor=1 [0 1S o USSP PPPPPPSURP

Eletroforese capilar dos produtos de amplificacdo por PCR para
exame de inativagdo do cromossomo X da meia-irmé da paciente
index, resultados preliminares. O primeiro gréafico evidencia os
picos referentes aos amplicons do locus HUMARA antes da
digestdo por endonuclease de restricdo. O segundo grafico se
refere aos amplicons obtidos apds a digestdo com Hpall, ficando o
registro apenas da fracdo de cromossomos X que esta inativada,
pois a Hpall digere apenas 0s cromossomos X ativos ....................

Eletroforese capilar dos produtos de amplificacdo por PCR para
exame de inativacdo do cromossomo X da mae da paciente
index, resultados preliminares. O primeiro gréfico evidencia os
picos referentes aos amplicons do locus HUMARA no antes da
digestdo por endonuclease de restricdo. O segundo grafico se
refere aos amplicons obtidos apés a digestdo com Hpall, ficando o
registro apenas da fracdo de cromossomos X que esta inativada,
pois a Hpall digere apenas 0s cromossomos X ativos ....................

Eletroforese capilar dos produtos de amplificacdo por PCR para
exame de inativagdo do cromossomo X do pai da meia-irma da
paciente index, resultados preliminares. O primeiro grafico
representa o cromossomo X antes da digestdo e o segundo
gréafico é o resultado da inativacao apos a digestao pela Hpall .......

27
30

39

40

41

42

43



Tabela 1

LISTA DE TABELAS

Resultado do exame de acidos graxos de cadeia muito longa da
[ Ted [T g (=TT o = G



ABCD1
ADEM
AGCML
ALDP
AMN
ASA
DHA
ENMG
GALC
HUMARA
LCR
NAA
RNM
SNC
SNP
TC
X-ALD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosine triphosphate - ATP - binding cassette subfamily D, member 1
Encefalomielite aguda disseminada
Acidos graxos de cadeia muito longa
Proteina ALD
Adrenomieloneuropatia

Arilsulfatase A

Acido docosa-hexaenoico
Eletroneuromiografia

Enzima Galactocerebrosidase
Human androgen receptor

Exame de liquor

N-acetil-aspartato

Ressonancia Nuclear Magnética
Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Periférico
Tomografia Computadorizada

Adrenoleucodistrofia ligada ao X



3.1
3.1.1
3.2
3.3
3.4

3.4.1

3.4.2

3.4.3
3.4.4
3.4.5

4.1
4.2
4.3

SUMARIO

INTRODUGAO .....oouiiiecieeeeee et 12
(@] =] = 1 A/ 1 R 16
OBJIETIVO GERAL ...t 16
OBJIETIVO ESPECIFICO ...ttt oot 16
REVISAO DA LITERATURA ....oooviieeeece e cte et 17
X-ALD FORMA CEREBRAL INFANTIL ...ooovviiieeeeeeeee e 17
Trata@mMENTO .oovuiieii e 18
X-ALD FORMA CEREBRAL EM MULHERES .........cccceoeeviiiieee. 20
X-ALD FORMA CEREBRAL EM CRIANCAS DO SEXO FEMININO.. 21
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ...ttt 23
Doenca de Krabbe .......ccooiiiiiiiiiic e 23
Leucodistrofia MetaCromatiCa ..........ccceeeeeieeiiieeeeeeieeeeeeee 25
Doenca de SChilder ..o 27
ADEM o 30
Doencas que cursam com aumento de AGCML ..........cvvvvvvviinnnn. 32
MATERIAL E METODOS .....oooviiiiiteeeeee et 34
DESENHO DO ESTUDO ...ouiii et 34
ANALISE DE PRONTUARIOS E EXAMES CLINICOS .........c.c......... 34
EXAMES LABORATORIAIS .....couviiiie et 34
RESULTADOS ...ttt ettt 38
DISCUSSAD ..ottt 44
CONCLUSOES ...ttt 50
REFERENCIAS .....oviiitiieeeete ettt 51
APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ..... 57

ANEXO A - ESCAlad@ LOBS ..ueeeeeeee e 60



12

1 INTRODUCAO

Adrenoleucodistrofia é uma doenca desmielinizante, peroxissémica,
genética, com heranca ligada ao X (MIGEON et al., 1981; MOSER; MAHMOOD,;
RAYMOND, 2007) causada por mutacdo no gene ABCD1 (adenosine triphosphate -
ATP - binding cassette subfamily D, member 1), que fica localizada no cromossomo
X (Xg28) e codifica uma proteina de membrana, a ALDP (MOSSER et al., 1994).

Tais mutacdes levam a deficiente degradacdo de acidos graxos de cadeia
muito longa, reacdo que normalmente ocorre nos peroxissomos, e resultam no
acumulo dos mesmos em sistema nervoso, cortex adrenal e testiculos (MOSER,;
MAHMOOD; RAYMOND, 2007).

Até o momento ja foram descritas mais de 1000 mutacfes capazes de dar

origem a doenca (www.x-ald.nl).

Segundo a literatura, a correlacdo genotipo-fenétipo € dificil, pois ha
coexisténcia de fendtipos distintos da doenca na mesma familia (BERGER et al.,
1994).

A incidéncia da adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD) é de
aproximadamente 1:21.000 em homens e 1:14.000 em mulheres heterozigdticas, e
ndo ha diferenca de incidéncia em diferentes grupos étnicos (BEZMAN et al., 2001;
MOSER; MAHMOOD; RAYMOND, 2007).

Nos homens a doenca manifesta-se em oito fendtipos distintos:
assintomaticos, Addison apenas, forma cerebral da infancia, cerebral do
adolescente, adrenomieloneuropatia (AMN), AMN cerebral, forma cerebral do adulto
e olivo-ponto cerebelar (MAHMOOD et al., 2005; MOSER; MAHMOOD; RAYMOND,
2007).

O fendtipo assintomatico € aquele de pacientes com teste de acidos graxos
de cadeia muito longa alterado e anormalidade genética comprovada, mas que
ainda ndo apresentam qualquer anormalidade neurolégica atribuivel a X-ALD, nao
possuem insuficiéncia adrenal (mesmo que testes especificos mostrem reserva
adrenal alterada) e apresentam ressonancia magnética de cranio normal. E comum
até os 4 anos de vida e muito raro apds os 40 anos. Seu diagnéstico geralmente é
feito a partir do rastreio da doenca em familiares de pacientes sabidamente

afetados.


http://www.x-ald.nl/
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O fenodtipo Addison apenas é representado por pacientes com insuficiéncia
adrenocortical primaria sem evidéncias de anormalidades neurolégicas. Mais de
50% dos casos ocorrem na infancia, com inicio geralmente antes dos 7,5 anos de
idade. Acomete cerca de 20% dos homens com X-ALD e quase todos os pacientes
com este fendtipo desenvolverdo, no decorrer na vida, o fenétipo AMN ou cerebral
(MOSER, 2006).

A forma cerebral da infancia inicia-se por definicdo antes dos 10 anos de
idade, tendo 21 meses 0 mais novo paciente ja estudado (MOSER, 2006). O pico de
incidéncia se da entre os 4 e 8 anos de idade e o desenvolvimento anterior ao inicio
da doenca € normal. Sua ocorréncia gira em torno de 35% do total de homens com
X-ALD sendo este o fenotipo mais grave. E caracterizada por desmielinizac&o
inflamatoria cerebral com rapida progressao e a insuficiéncia adrenal esta presente
em 85% dos casos.

O fendtipo cerebral do adolescente aparece em pacientes de 11 a 20 anos.
Tem apresentacado semelhante a forma cerebral da infancia, porém é de progresséo
um pouco mais lenta. Responde por 4 a 7 % dos casos de X-ALD.

A AMN € uma axonopatia distal ndo inflamatéria dos tratos longos.
Geralmente se apresenta como paraparesia espastica de progressdo lenta,
associada a disturbios de sensibilidade e esfincterianos, sem evidéncias de
anormalidades encefalicas (MOSER, 2006). Responde por 25-30% dos casos de X-
ALD.

AMN cerebral é a adrenomieloneuropatia combinada com envolvimento
inflamatorio cerebral. Responde por 10-12% dos casos de X-ALD.

O fendtipo cerebral do adulto € caracterizado por desmielinizacao
inflamatoria no adulto anterior & AMN. Inicia-se apés os 21 anos de idade e tem
progressao rapida. Responde por 2% dos casos de X-ALD.

O fendtipo olivo-ponto cerebelar é caracterizado por envolvimento
preferencial do cerebelo e tronco cerebral no adolescente e no adulto. Responde por
1 a 2% dos casos (MAHMOOD et al.,, 2005; MOSER; MAHMOOD; RAYMOND,
2007).

Aproximadamente 50% das mulheres heterozigéticas desenvolverdo algum
sintoma da doengca no decorrer da vida. Os fendtipos reconhecidos em

heterozigdticas sao: assintomatico, mielopatia leve, mielopatia moderada a grave,
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envolvimento cerebral e insuficiéncia adrenal clinicamente evidente (JANGOUK et
al., 2012; MOSER; MAHMOOD; RAYMOND, 2007).

As pacientes assintomaticas sdo aquelas em gue nao existem evidéncias de
envolvimento neuroldgico ou adrenal.

O fendtipo mielopatia leve consiste em pacientes que apresentem
hiperreflexia em membros inferiores, alteracées de sensibilidade distal e discreta ou
nenhuma incapacidade.

A mielopatia moderada a grave tem manifestacfes clinicas e patoldgicas
mimetizando a AMN nos homens, porém mais branda e de acometimento mais
tardio.

O fendtipo cerebral é raro em criancas e discretamente mais comum a partir
da meia idade.

A insuficiéncia adrenal clinicamente evidente é rara em qualquer idade.

O diagnoéstico de X-ALD é feito por meio da dosagem de acidos graxos de
cadeia muito longa (AGCML) no plasma, com concentracdes elevadas de C26:0 e
aumento das razfes C26:0/C22:0 e C24:0/C22:0 (MOSER et al., 1999),
anormalidades que ja estdo presentes ao nascimento, e por analise genética
mutacional. Em mulheres, um exame de AGCML normal ndo exclui o diagndstico de
heterozigose, ja que 15% das pacientes heterozigoticas apresentam resultado falso-
negativo, sendo necessaria a analise genética para o diagnostico definitivo.

Existe ainda a possibilidade de diagnéstico pré-natal. Este pode ser
realizado através da determinacdo de AGCML em cultura de células do liquido
amniotico ou células provenientes de biopsia de vilo coridénico, detec¢do da proteina
ALDP por técnicas de imunofluorescéncia e analise de DNA (LAN et al., 2010;
MAIER et al., 1999). A combinacdo de mais de uma técnica é recomendada a fim de
evitar erros diagndsticos. O diagndstico pré-implantacdo também ja esta disponivel
atualmente (MOSER, 2006).

A distingdo dos fenotipos € feita através da histéria clinica, exame
neurologico e exames de neuroimagem.

O fendtipo cerebral infantil, o mais grave dos fenétipos, foi originalmente
descrito como de acometimento restrito a meninos. Existem porém na atualidade
raros relatos de casos de acometimento deste fenétipo em criancas do sexo
feminino (HEFFUNGS; HAMEISTER; ROPERS, 1980; HERSHKOVITZ et al., 2002).
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Esta dissertacdo de mestrado estd inserida na linha de pesquisa
neuroepidemiologia, uma das linhas de pesquisa do Programa de Pds-Graduacgao
em Neurologia da UNIRIO, e visa descrever um caso raro de adrenoleucodistrofia
forma cerebral infantil em menina, assim como realizar investigacao diagndstica nos
familiares diretos da paciente index, com o objetivo de melhor compreender o

acometimento da X-ALD em mulheres.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever caso de adrenoleucodistrofia forma cerebral infantil do ponto de

vista clinico, laboratorial, genético e de exames de neuroimagem em menina do Rio

de Janeiro.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar do ponto de vista clinico, laboratorial e genético os familiares

diretos da paciente index.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 X-ALD FORMA CEREBRAL INFANTIL

O fenotipo cerebral infantil se constitui em encefalopatia progressiva na
infancia, em crianca previamente saudavel, caracterizada por deterioracdo cognitiva,
sinais de localizacao encefalicos (hemi-sindromes, hemiparesias, hemi-hipoestesias,
hemianopsias) ou cerebelares e amaurose progressiva.

Os sintomas iniciais mais comuns em ordem decrescente de frequéncia sé&o
alteracbes de comportamento, deterioracao intelectual, déficit visual, déficit auditivo,
dificuldades na fala, alteracdes na escrita, distarbios de marcha, convulsées e
fraqueza nos membros (BERGER; GARRTNER, 2006).

O pico de incidéncia se da entre os 4 e 8 anos de idade.

Na auséncia de tratamento o paciente evolui para estado vegetativo em 2 a
3 anos, com Obito ocorrendo ap6s periodos variaveis (MOSER, 2006). Nao existe
relacdo entre idade de inicio dos sintomas e tempo de sobrevida em pacientes sem
tratamento (MAHMOOD et al., 2005).

Exames de neuroimagem sdo de fundamental importancia para
determinacao do fenétipo, da progresséo de doenca e decisdo terapéutica.

As alteragbes em ressonancia nuclear magnética (RNM) de cranio
geralmente precedem as alteracfes clinicas, o que contribui enormemente para o
diagnéstico precoce (LOES et al., 2003).

S&ao reconhecidos atualmente cinco padrdes de envolvimento cerebral em
RNM de cranio de acordo com a localizagédo anatdomica da lesdo. O padrdo 1, o mais
comum deles, mais frequente em criancas, € caracterizado por lesdes em substancia
branca parieto-occipital ou esplénio do corpo caloso. O padrao 2, de ocorréncia mais
comum na adolescéncia, consiste em lesdes de substancia branca frontal ou joelho
do corpo caloso. No padrédo 3 as lesbes sdo em trato corticoespinhal, sendo este o
mais comum em adultos. O padrédo 4 é caracterizado por lesbes em substancia
branca cerebelar, sendo de acometimento preferencial em adolescentes, e o padrao
5 consiste em lesdes em substancia branca parieto-occipital e frontal concomitantes
e de acometimento mais frequente em criancas (LOES et al., 2003). Tais padroes
fenotipicos tém prognosticos diferentes, sendo o padrdo 5 o mais grave deles,

seguido pelos padrbes 1 e 2.
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Loes e colaboradores (1994) desenvolveram uma escala, Loes Score, a fim
de graduar as lesdes da X-ALD em exames de RNM de cranio. Esta escala consiste
em um sistema de pontos baseados na extenséo e localizagdo das lesbes, assim
como na presenca de atrofia focal e/ou global. Cada area € pontuada como 0 se
normal, 0,5 para envolvimento unilateral e 1 se a lesdo ou atrofia forem bilaterais. A
pontuacdo maxima é 34 pontos e uma RNM com pontuacdo superior a 1 é
considerada anormal. Esta escala tem importante valor preditivo de progressao de
doenca (LOES et al., 1994).

A captacdo pelo contraste nas imagens de RNM também possui valor
preditivo quanto a progressao de doenca, existindo forte correlacdo entre a presenca
de captacéo e a progressao da doenca (MELHEM et al., 2000).

Outra ferramenta que contribui para determinacao de progressao de doenca
€ a ressonancia com espectroscopia. De acordo com estudo elaborado por Eichler e
colaboradores, em 2002, foi demonstrada que uma razao NAA/colina menor que 5 é
altamente preditiva de progressao de doenca (EICHLER et al., 2002).

O valor preditivo das alteracdes em RNM é também idade dependente. De
acordo com Moser e colaboradores (2000), o risco de desenvolver a forma cerebral
€ maior até os 7 anos de idade, diminui aos 10 anos e tem nova queda aos 13 anos,
mas nunca cessa. Sendo assim, pacientes com RNM de cranio normal aos 7 anos ja
passaram o periodo de maior risco de desenvolver tal fen6tipo (MOSER et al.,
2000). Existe no entanto uma pequena parcela de pacientes (em torno de 10%), que
permanece estavel apesar de exame de RNM estar alterado, € mesmo sem

tratamento algum.

3.1.1 Tratamento

Os tratamentos disponiveis na atualidade para a X-ALD forma cerebral
infantil s&o: reposicdo hormonal, dieta com 6leo de Lorenzo e o transplante de
medula 0ssea.

O tratamento com reposi¢cdo hormonal é mandatério para todos os pacientes
que apresentem insuficiéncia adrenal priméaria, no entanto ele ndo altera o status
neurologico (MOSER, 2006; MOSER; MAHMOOD; RAYMOND, 2007).
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O oOleo de Lorenzo é uma mistura de 4:1 de trioleina e trierucina. A
administracdo oral deste Oleo, combinada com dieta € capaz de reduzir ou até
normalizar os niveis de acidos graxos de cadeia muito longa no plasma. No entanto,
este tratamento ndo altera a progressdao da doenca. Atualmente, seu uso é
preconizado para pacientes assintomaticos, entre 18 meses e 8 anos de idade, com
diagnéstico de X-ALD, e com RNM normal, com o intuito de prevenir o
desenvolvimento da forma cerebral (MOSER; MAHMOOD; RAYMOND, 2007,
MOSER et al., 2005). Antes dos 12 meses de vida o tratamento é contraindicado,
pois o0 6leo de Lorenzo pode diminuir os niveis de acido docosa-hexaendico (DHA),
que tem papel importante no desenvolvimento da retina e do cérebro, e a
suplementacdo de DHA pode nao ser suficiente para restaurar padrbes normais
nesta idade critica (MOSER et al., 2005). ApGs os oito anos de idade o risco de
desenvolver a forma cerebral diminui substancialmente, ndo sendo mais indicado o
tratamento profilatico com 6leo de Lorenzo (MAHMOOD et al., 2005).

Pacientes que recebem o 6leo de Lorenzo como forma de prevenir as
formas cerebrais devem ser submetidos a exame de RNM de cranio em regime
semestral a fim de permitir o diagndstico precoce possibilitando, quando indicado, o
transplante de medula 6ssea.

O transplante de medula 6ssea € o Unico tratamento, até o0 momento, para
X-ALD forma cerebral com bons resultados a longo prazo (AUBOURG et al., 1990;
PETERS et al., 2004; SHAPIRO et al., 2000).

As indicacBes do transplante séo restritas a: meninos e adolescentes com
fendtipo cerebral em estagios iniciais; anormalidades progressivas em RNM, com
LOES score < 9; anormalidades neuroldgicas leves ou ausentes, com teste de QI
superior a 80 pontos; adultos, com ou sem AMN, que tenham envolvimento cerebral
em fases iniciais (MAHMOOD et al., 2005); meninas com forma cerebral da doenca,
gue sejam equivalentes homozigoticas (HERSHKOVITZ et al., 2002).

As contraindicacdes do transplante sdo: meninos assintomaticos com RNM
normal, ja que a histéria natural da doenca indica que mais da metade destes
pacientes ndo desenvolverdo este fendtipo; fendtipo AMN, ja que nao existem
estudos que comprovem beneficio do transplante nestes pacientes; fenotipo cerebral
avancado e mulheres heterozigoticas.
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3.2 X-ALD FORMA CEREBRAL EM MULHERES

O primeiro caso documentado de X-ALD forma cerebral em mulheres foi
descrito por Heffungs, Hameister e Ropers (1980). O caso era de uma adolescente
de 14 anos cujo irmao tinha diagndstico de X-ALD forma cerebral infantil, e que
apresentou fenotipo cerebral associado a insuficiéncia adrenal de forma similar ao
seu irmao (HEFFUNGS; HAMEISTER; ROPERS, 1980).

Matsumuro e colaboradores (1991) descreveram o caso de mulher de 51
anos, cuja mae tinha diagnostico de AMN, que iniciou quadro com déficit cognitivo
com piora progressiva, seguido por disturbio de marcha. A RNM de cranio
apresentava areas de hiper-intensidade difusa em substadncia branca
(MATSUMURO et al., 1991).

Jung e colaboradores (2007) descreveram dois casos de mulheres
portadoras de AMN que desenvolveram acometimento cerebral. O primeiro caso era
de uma mulher de 35 anos, cujo filho havia falecido por X-ALD, que iniciou quadro
de dificuldade de deambulacdo com piora progressiva. Aos 48 anos ela se
encontrava restrita a cadeira de rodas. ApO0s 7 anos evoluiu com déficit visual
progressivo e atrofia Optica bilateral. RNM de cranio evidenciou hiper-intensidade em
T2 parieto-occipital bilateral. Exame de inativagdo do cromossomo X demonstrou
grave padréo de inativagdo preferencial favorecendo a expressédo do X mutado. O
segundo caso era de uma menina que iniciou aos 8 anos sintomas psicoticos, aos
25 anos evoluiu com paraparesia espastica e passados outros 20 anos apresentava
déficit cognitivo, paraparesia espastica severa e sindrome cerebelar. A RNM de
cranio evidenciava atrofia cerebelar moderada e evidente hiper-intensidade em T2
em substancia branca cerebelar (Sindrome olivo-ponto cerebelar). O exame de
inativacdo do cromossomo X revelou inativacdo preferencial moderada favorecendo
a expressao do X mutado (JUNG et al., 2007). Em ambos os casos a AMN era o
diagndstico predominante, mas um componente cerebral também era evidente.

Fatemi e colaboradores (2003) desenvolveram estudo com objetivo de
avaliar a extensado do envolvimento cerebral em mulheres heterozigéticas através de
exame de RNM de cranio. Neste estudo foram avaliadas 76 mulheres
heterozigoticas com idade variando entre 8 e 75 anos. Destas, 65 pacientes tinham
quadro clinico compativel com AMN, com gravidade variavel, duas pacientes tinham

evidéncias clinicas de envolvimento cerebral e nove eram assintomaticas. Os
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exames de RNM de cranio foram normais em 65 das 76 pacientes e anormais em
onze pacientes. Das onze pacientes cujo exame de RNM era anormal apenas trés
apresentavam alteracbes em decorréncia de X-ALD e destas apenas duas eram
resultado de envolvimento cerebral pela X-ALD. A primeira era paciente de 14 anos
que apresentava alteracées de memoria, déficit visual, ataxia cerebelar, diminuicdo
de sensibilidade vibratoria e insuficiéncia adrenal, forca muscular mantida. Exame de
RNM evidenciando envolvimento difuso da substancia branca profunda e subcortical.
A segunda era mulher de 45 anos apresentando déficit cognitivo e alteracdes de
personalidade, associadas a paraparesia espastica com inicio aos 30 anos de idade.
RNM apresentando atrofia significativa e hipersinal difuso em T2 em substancia
branca periventricular anterior e posteriormente, alteracdes em regido subcortical e
envolvendo as fibras de projecdo no tronco cerebral. A terceira e Ultima paciente
com exame de RNM de cranio alterado era adolescente de 13 anos apresentando
alteracbes em exame de RNM de trato cortico-espinhal e quadro clinico compativel
com AMN associada a doenca de addison (FATEMI et al., 2003). O estudo concluiu

que o envolvimento cerebral em mulheres heterozigéticas é de ocorréncia rara.

3.3 X-ALD FORMA CEREBRAL EM CRIANCAS DO SEXO FEMININO

O acometimento do fendtipo cerebral em criancas do sexo feminino é
extremamente raro.

Hershkovitz e colaboradores (2002) descreveram caso de X-ALD forma
cerebral em crianga do sexo feminino. A paciente era uma menina de 8,5 anos, com
histéria familiar para X-ALD, que iniciou o quadro com alteracbes de comportamento.
Exame de RNM de cranio demonstrava envolvimento difuso da substancia branca,
mais evidente em regides frontais, exame de sangue constatou aumento de &cidos
graxos de cadeia muito longa e teste imunocitoquimico em cultura de fibroblastos
cutdneos mostrou que a ALDP estava ausente em 99% das células da paciente em
100% das células dos familiares masculinos afetados. O cariétipo era 46X; Xdel
(g27-Ter), que explica a ocorréncia de tal fendtipo nesta paciente. Aos 8 anos e 9
meses ela foi submetida a transplante de medula 6ssea e seu estado neurolégico e

neuropsicolégicos permaneceram estaveis apos 18 meses do transplante.
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Em 1961, a pesquisadora inglesa Mary Lyon prop6s a hipétese de que as
fémeas mamiferas compensariam a dose dupla de genes do cromossomo X
inativando um desses cromossomos. Desta forma, as células femininas se tornariam
geneticamente semelhantes as masculinas, que por sua vez possuem apenas uma
copia funcionante dos genes ligados ao cromossomo X. A inativacdo do
cromossomo X ocorre ao acaso, independente dos genes que possuem, e nos
blastdbmeros iniciais do desenvolvimento. Sendo assim, as mulheres possuem
células geneticamente diferentes entre si, pois em algumas estdo ativos 0s genes
provenientes do cromossomo X materno e em outras do cromossomo X paterno.
Mulheres heterozigoticas para genes ligados aos cromossomos X podem expressar
o alelo dominante em algumas células e o alelo recessivo em outras.

Sendo a inativacdo do cromossomo X nas ceélulas sométicas das mulheres
um processo aleatorio, altos padrdes de inativacao preferencial de um cromossomo
X é considerado um evento raro em mulheres normais. Na X-ALD esta inativacéo
preferencial do cromossomo X parece ter grande influéncia na variabilidade
fenotipica.

Em estudo desenvolvido por Maier e colaboradores (2002), com o objetivo
de avaliar a relacdo entre a inativacdo preferencial do cromossomo X,
concentragcbes plasmaticas de AGCML e sintomas clinicos, foi encontrada forte
relagdo entre o grau de inativacdo preferencial e os sintomas clinicos. Ndo houve
relacdo entre o padréo de inativacédo e os niveis de AGCML.

Existem, portanto trés explicacdes possiveis para a ocorréncia do fenétipo
cerebral infanti em meninas (HEFFUNGS; HAMEISTER; ROPERS, 1980). A
primeira seria em pacientes heterozigéticas em que houvesse inativacao preferencial
do cromossomo X normal favorecendo assim a expressdo do cromossomo X mutado
(MIGEON et al., 1981). A segunda seriam pacientes hemizigéticas para o l6cus da
X-ALD e neste caso a paciente herdaria um cromossomo X mutado e, além disso,
sofreria uma delecdo incluindo o lécus da X-ALD, fazendo desta uma equivalente
homozigotica (HERSHKOVITZ et al.,, 2002). A terceira possibilidade seria de
pacientes homozigoticas, ou seja, pacientes que herdaram o cromossomo X mutado
e, além disso, sofreram mutagdo de novo no outro cromossomo X.

A hipoétese de inativacdo preferencial do cromossomo X € a de ocorréncia

mais comum segundo a literatura.
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A explicacdo mais provavel para inativacao preferencial do cromossomo X
normal em heterozigoticas é a ocorréncia de mecanismos de selecao pos-inativacao.
Excepcionalmente na X-ALD estes mecanismos de sele¢do supostamente
resultam em crescimento favoravel de células expressando o alelo mutado,
culminando em concentracdes elevadas de AGCML e no desenvolvimento dos

sintomas neuroldgicos em heterozigoticas (MIGEON et al., 1981).

3.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

3.4.1 Doencga de Krabbe

Doenca de Krabbe ou leucodistrofia de células globdides é uma doenca rara,
qgue envolve a substancia branca do sistema nervoso central e periférico. Tem
heranca autossémica recessiva e € causada por mutagdo no gene GALC mapeado
no cromossomo 14g31 (SANO, 2012). Mais de 60 mutacdes ja foram identificadas.
Tais mutacdes resultam na deficiéncia da enzima galactocerebrosidase responsavel
pela hidrolise dos galactolipideos, encontrados quase exclusivamente na mielina,
resultando no acumulo dos mesmos (WENGER et al., 2000).

Os principais galactopeptideos séo: galactocerebrosideos e psicosina. Os
galactocerebrosideos também sdo hidrolisados pela GM1l-gangliosidase, o que
explica o maior acumulo da psicosina, sendo esta entédo a principal responsavel pela
destruicdo dos oligodendrocitos e células de Schwan, resultando em
desmielinizacdo do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP).

O diagnostico bioquimico da doenca de Krabbe é feito através da dosagem
da atividade da enzima galactocerebrosidase (enzima GALC) nos leucdcitos
isolados ou na cultura de fibroblastos da pele (WENGER et al., 2000).

Segundo a literatura existem diversas formas clinicas da doenca,
classificadas de acordo com o inicio dos sintomas. Duffner e colaboradores (2012),
em trabalho recente que envolveu o estudo de 122 criancas de oito paises,
subdividiu as formas clinicas levando em considerac¢éo ndo so o inicio dos sintomas,
mas também a sobrevida destes pacientes em: infantil precoce (pacientes em que o
inicio dos sintomas ocorre entre zero e seis meses, 62% dos casos deste estudo),

infantil tardio (inicio dos sintomas entre sete e doze meses, 10% dos casos),
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aparecimento tardio (inicio dos sintomas entre 13 meses e 10 anos, 22% dos casos),
adolescente e adulto (inicio dos sintomas entre 11 e 20 anos e apos os 20 anos
respectivamente, 5% dos casos) (DUFFNER et al., 2012).

A forma de aparecimento tardio foi ainda subdividida em: inicio dos sintomas
entre 13 e 36 meses e inicio dos sintomas entre 37 meses e 10 anos, ja que
existiram diferencas evidentes na sintomatologia e principalmente nos indices de
sobrevida entre os dois grupos. Importante ressaltar que ndo havia neste estudo
pacientes com mais de 5 anos, ficando o segundo grupo com pacientes de 37 a 60
meses. No grupo de 13 a 36 meses 0s sintomas iniciais mais comuns foram
alteracbes de marcha seguido por perda dos marcos do desenvolvimento, choro
excessivo, maos cerradas e déficit visual. No grupo de 37 meses a 10 anos o
sintoma inicial mais comum também foi alteracdo de marcha. Os sintomas mais
comuns no curso da doenca incluem alteracdo de marcha, maos cerradas, rigidez,
dificuldade de alimentacdo e déficit visual. No entanto, existiram diferencas
marcantes entre 0os sintomas no decorrer da doenca nos diferentes grupos tais
como: déficit visual, verificado em 75% dos pacientes do grupo mais novo, enquanto
nos mais velhos ndo houve relato; em contrapartida, hemiparesia foi evidenciada em
71% dos pacientes do grupo mais velho e ndo houve relato no grupo de pacientes
mais jovens.

A sobrevida apdés o inicio dos sintomas também mostrou diferengas
importantes. No grupo de 13 a 36 meses, a sobrevida, neste estudo, em 1, 5 e 10
anos foi de 74%, 64% e 59% respectivamente, enquanto no grupo de 37 meses a 10
anos a sobrevida foi de 100% (DUFFNER et al., 2012).

O maior estudo da forma de aparecimento tardio foi desenvolvido por Lyon e
colaboradores (1991). Neste estudo foram avaliados 50 pacientes, sendo 26 do sexo
masculino e 24 do sexo feminino, 42 pacientes com idade inferior a 5 anos e 8
pacientes com idade entre 5 e 10 anos. O sintoma inicial mais comum foi a alteragao
de marcha. Irritabilidade também foi alteracdo frequente no inicio da doenca. No
curso da doenca 25% dos pacientes apresentaram déficit visual. As alteracdes mais
encontradas em exame de RNM de cranio foram areas de desmielinizacao parieto-
occipital periventricular. O curso da doencga foi muito variavel, e a grande maioria dos
pacientes com evolu¢des mais rapidas tinham idade inferior a 3 anos (LYON et al.,
1991).
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A forma de aparecimento tardio por ter apresentacdo bastante heterogénea,
pode trazer importantes desafios diagndsticos.

O exame de neuroimagem é de fundamental importancia para o diagnostico
e acompanhamento da doenca de Krabbe. A forma de aparecimento tardio da
doenca tem caracteristica de neuroimagem bem estabelecidas, onde o envolvimento
do trato piramidal € achado radiolégico proeminente e as lesbes de substancia
branca séo confluentes e bilaterais (BARONE et al., 1996).

Em estudo desenvolvido por Loes, Peters e Krivit (1999) foram analisados
exames de imagem de 22 pacientes com diagnéstico de doenca de Krabbe, sendo
nove destes com a forma de aparecimento tardio, a fim de determinar padrdo de
acometimento da doenca em exame de RNM. Dos pacientes com a forma de
acometimento tardio da doenca de Krabbe 100% tinham envolvimento de trato
piramidal, 100% apresentavam envolvimento parieto-occipital, 89% envolvimento de
corpo caloso posterior ou esplénio de corpo caloso, 0% apresentava envolvimento
cerebelar, de substancia cinzenta profunda ou atrofia cortical (LOES; PETERS;
KRIVIT, 1999).

O estudo concluiu ainda que por conta do envolvimento tipico da parte
posterior do corpo caloso, trato piramidal e substancia branca parietal, a forma de
inicio tardio pode mimetizar a X-ALD (LOES; PETERS; KRIVIT, 1999).

3.4.2 Leucodistrofia Metacromatica

Leucodistrofia metacroméatica é uma doenca genética de heranca
autossbmica recessiva, desmielinizante, causada pela deficiéncia da enzima
lisossdbmica arilsulfatase A (ASA) responsavel pela degradacdo de sulfatides,
componente essencial da mielina. Tal deficiéncia resulta no acimulo de sulfatides no
SNC e SNP e em menor grau nos rins, figado e bexiga. Os sintomas neurolégicos
resultam da desmielinizacdo progressiva e perda axonal no SNC e SNP
(RAUSCHKA et al., 2006; MAHMOOD et al., 2009).

A doenca por ser subdividida em trés formas clinicas de acordo com idade
de inicio dos sintomas: infantil tardia (0.5 a 4 anos), juvenil (4 a 16 anos) e adulta (>
16 anos) (MAHMOOD et al., 2009).
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A forma juvenil pode ainda ser subdividida em precoce e tardia. Na forma
juvenil precoce o inicio dos sintomas ocorre entre 4 a 6 anos, e suas principais
manifestagbes clinicas sdo anormalidades posturais e de marcha, alteracdes de
comportamento, atrofia Optica e tetraparesia espastica progressiva. Na forma juvenil
tardia o inicio dos sintomas ocorre entre 6 e 16 anos, e suas principais
manifestacdes clinicas sédo alteracdes de comportamento, baixo rendimento escolar,
alteracdes de marcha, tetraparesia espastica lentamente progressiva (VON-FIGURA,
GIESELMANN; JAEKEN, 2001).

Em 2009, Mahmood e colaboradores (2009), realizaram estudo de revisao
que incluiu 303 casos de leucodistrofia metacromatica publicados em periodo de 80
anos. Destes, 98 casos de 50 estudos eram da forma infantil tardia, 78 casos de 42
estudos eram da forma juvenil e 127 casos de 69 estudos eram da forma adulta. Dos
78 casos da forma juvenil revisados por Mahmood e colaboradores (2009), 66%
apresentaram como sintomas iniciais desatencdo e dificuldades escolares, 26%
alteracdes de marcha, 18% tremor ou ataxia, 13% neuropatia e 5% iniciaram a
doenca com convulsées. Neste grupo, 38,5% dos pacientes vieram a 0Obito a uma
idade média de 17,4 anos, ambos os sexos foram afetados de forma semelhante e
nao houve diferencas de sobrevida entre os sexos (MAHMOOD et al., 2009).

A forma insidiosa do inicio dos sintomas predominantemente cognitivos na
forma juvenil traz importantes dificuldades no diagndstico precoce desta forma da
doenca.

O diagnostico da doenca é feito através do quadro clinico, exame de
neuroimagem, dosagem da atividade da enzima ASA em leucécitos do sangue
periférico ou cultura de fibroblastos cutdneos e exame genético.

O exame de Ressonancia Magnética de cranio € caracterizado por lesées de
sinal hiperintenso em T2, envolvendo inicialmente a substancia branca
periventricular e central dos lobos frontal e parietal. Com a evolugdo da doenca as
lesbes se tornam mais densas e passam a envolver também &reas subcorticais. O
padrdo tigroide, caracterizado por faixas com alteracdo do sinal de substancia
branca alternadas com faixas com substancia de branca normal, é caracteristico de
doenca avancada (EICHLER et al., 2009).

O envolvimento das fibras de projecdo, da substancia branca cerebelar e

talamo geralmente estédo presentes em fases avancadas da doenca.
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O envolvimento do corpo caloso pode ocorrer em fases iniciais, mas néo é
tdo proeminente como observado na X-ALD e na doenca de Krabbe.
N&o existe captagcdo periférica pelo contraste nas les6es da leucodistrofia

metacromatica.

3.4.3 Doencga de Schilder

Doenca de Schilder, ou esclerose mielinoclastica difusa, € uma doenca rara,
desmielinizante, considerada por muitos autores com uma variante da esclerose
multipla (KRAUS; KONEN; STRAUSSBERG, 2012; POSER et al., 1986), que
acomete preferencialmente criangas, de 5 a 14 anos, sem preferéncia por sexo
(KURUL et al., 2003).

E caracterizada por anormalidades neuroldgicas focais de apresentac&o
atipica para esclerose mdltipla, e alteracées em exames de neuroimagem que fazem
diagnoéstico diferencial com tumores, abscesso cerebral e outras doencas
desmielinizantes.

Os critérios diagnosticos da doenca de Schilder foram descritos por Poser e

colaboradores em 1986 (Quadro 1).

O diagnéstico requer todos os critérios.

- Desordem mielinoclastica sub-aguda ou crénica, que resulta na formacao de uma ou, mais
frequentemente duas placas, simétricas, bilaterais, de ao menos 2 x 3 cm em duas ou trés
dimensdes, envolvendo o centro semi-oval;
- Nenhuma outra lesdo demonstravel pela clinica ou exames de neurocimagem;
- Sistema nervoso periférico sem alteracdes;
- Funcédo adrenal sem alteracgdes;
- Exame de 4cidos graxos de cadeia muito longa normal;
- Histopatol6gico idéntico ao da Esclerose multipla;
Fonte: Poser e colaboradores (1986)

Quadro 1: Critérios propostos para o diagnéstico de Doenca de Schilder - 1986

O diagnoéstico da doenca requer, de acordo com os critérios de Poser, a
biépsia cerebral, no entanto, com o aprimoramento das técnicas de neuroimagem o
diagnostico néo invasivo esta cada vez mais viavel (BACIGALUPPI et al., 2009).

As alteracbes de exame de RNM de cranio sdo caracterizadas por: lesées

desmielinizantes extensas nos hemisférios cerebrais, hipointensas em T1 e
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hiperintensas em T2, com captacdo de contraste em anel aberto ocorrendo durante
a fase aguda inflamatéria da doenca, associada a discreto edema peri-lesional.
Efeito de massa pode ou néo estar presente e geralmente ndo condiz com o
tamanho das les6es (BACIGALUPPI et al., 2009; MASDEU et al., 2000; YILMAZ et
al., 2008).

O diagnéstico requer ainda a exclusdo do diagnéstico de
adrenoleucodistrofia ligada ao X através de exames de &cidos graxos de cadeia
muito longa e funcao adrenal normais.

O tratamento da doenca de Schilder é realizado com altas doses de
corticoide venoso, seguido geralmente por corticoterapia via oral. A imunoglobulina
humana venosa constitui op¢ao terapéutica para casos refratarios (KRAUS; KONEN;
STRAUSSBERG, 2012).

Bacigaluppi e colaboradores (2009) desenvolveram um estudo, em que foi
realizada uma revisdo de 34 casos de doenca de Schilder publicados em periodo de
dez anos (entre 1998 e 2008). Dos 34 casos revistos, 91% foram descritos como de
apresentacao atipica para Esclerose multipla. Em 79% dos casos o exame de liquor
(LCR) foi realizado e em 1 caso foi detectada a presenca de bandas oligoclonais.
Exame de AGCML foi mencionado em apenas 63% dos pacientes e em somente
12% a funcgéo adrenal foi avaliada. As lesbes em neuroimagem eram bilaterais em
32% e unilaterais no restante dos casos. Com relacdo ao prognostico 52% dos
pacientes tiveram melhora completa, 3% permaneceram estaveis, 26%
apresentaram melhora evolutiva porém persistiram com algum sintoma neuroldgico,
3% vieram a Obito por complicacdes em decorréncia da corticoterapia, 16% tiveram,
segundo relato, evolucdo da doenca para esclerose mdltipla, 3% apresentaram
rapida progressao da doenca, 3% apresentaram dois episodios de exacerbacao da
doenca (BACIGALUPPI et al., 2009).

Relatos de casos mais recentes de doenga de Schilder em criangas menores

de 10 anos estdo exemplificados no quadro 2.
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Quadro clinico;

Estudo IdAade, exames Neuroimagem Diagnostico;
Género Tratamento
complementares
Yilmaz et | 8 anos, Hemiparesia a Lesao unilateral Diagnéstico: clinico e
al., 2008 | feminino esquerda com 4 meses | extensa em neuro-radioldgico;

de evolucgéo; substancia branca, Tratamento: pulsoterapia

Sem histéria de hipointensa em T1, com altas doses de

vacinagao ou infeccdo hiperintensa em T2, corticéide venoso,

recente; Exame de localizada em lobo seguido por

LCR normal; auséncia parietal direito, com corticoterapia oral.

de bandas oligoclonais | captacdo de contraste | Resultado: melhora

e indice de IgG; em anel aberto. clinica completa;

AGCML e funcéo RNM de controle ao final

adrenal néo do tratamento revelou

mencionados; discreta alteracéo de
sinal sem captacéo de
contraste;
Yilmaz et | 9 anos, | Hemiparesia a | Lesdo extensa em | Diagnéstico: clinico e
al., 2008 | feminino esquerda associada a | substancia branca | neuro-radioldgico;
vomitos com 2 | frontoparietal Tratamento: pulsoterapia
semanas de evolucdo; | esquerda, com efeito | com altas doses de

Sem historia de | de massa, captacado | corticoide venoso;

vacinacdo ou infeccdo | de contraste em anel | Resultado: melhora

prévia; AGCML normal; | aberto. Segunda | clinica completa;

Exame de LCR normal; | lesédo pequena, | RNM de controle apés 5
inferomedial e | semanas do inicio do
adjacente ao | tratamento revelou
ventriculo lateral | significativa melhora da
direito com captacdo | lesdo a esquerda, e
de contraste em anel | desaparecimento da
aberto. lesdo & direita.

Kurul et | 9 anos, Hemiparesia a | Lesdes extensas, | Diagnostico: clinico e
al., 2003 | feminino esquerda, disartria, | hiperintensas em T2, | neuro-radiol6gico;

crises convulsivas | localizadas em | Tratamento: pulsoterapia

ténico-clonicas, substancia branca | com altas doses de

cefaléia, vOmitos e | subcortical dos lobos | corticdide venoso;

febre com uma semana | parietais Resultado: Apds dois

de evolugcdo. Sem | bilateralmente, com | meses dos sintomas

histéria de vacinagdo | captacdo de contraste | iniciais tratados com

ou infeccao prévia;
Exame de LCR:
proteinas aumentadas;
presenca de bandas
oligoclonais;

AGCML: normal

em anel aberto;
Lesdo  hiperintensa
em joelho e esplénio
do corpo caloso

corticoterapia a paciente
evoluiu com déficit visual
subito a direita.
Realizado novo curso de
pulsoterapia com altas
doses de corticoide
Venoso seguido de
corticoterapia oral com
melhora clinica completa;
RNM de controle revelou
regressdo de todas as
lesbes.
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Quadro clinico;
exames Neuroimagem
complementares

Idade;
Género

Diagndstico;

Estudo Tratamento

Riva et| 10 anos, | Cefaléia, vOmitos e | Extensa lesdo em | Paciente diagnosticada

al., 2008 | feminino hemiparesia a direita | lobo parietal | com glioma e submetida
com piora progressiva | esquerdo se | a neurocirurgia. Primeira
em dias. estendendo para o | analise histopatolégica
Exame de LCR normal; | corpo caloso, com | confirmando glioma,
auséncia de bandas | efeito de massa e | reanalise descartou
oligoclonais; captacdo de contraste | diagnostico de glioma e
AGCML e funcdo | em anel aberto. classificou lesdo como
adrenal nao inflamatéria.
mencionados; Tratamento: pulsoterapia

com altas doses de
corticéide venoso;
Resultado: melhora
parcial do déficit motor;

Quadro 2: Casos descritos em literatura de Doenca de Schilder em criancas

3.4.4 ADEM

Encefalomielite aguda disseminada (ADEM) consiste em desordem
inflamatoria, desmielinizante do SNC, de evolucdo aguda ou subaguda, geralmente
monofasica.

Davis e Boos (2003) realizaram estudo de revisao que incluiu 360 criangas
com diagnéstico de ADEM a fim de melhor avaliar a histéria natural da doenca.
Neste estudo 60% das criancas eram do sexo masculino e a idade média de
acometimento foi de 6,7 anos. Em 82% das criancas um evento viral, bacteriano,
febre inespecifica ou até mesmo vacinacdo foi encontrado nas trés semanas que
precederam o inicio do quadro. Os sintomas neuroldgicos progrediram em periodo
médio de 5,1 dias, e 0s sintomas mais comuns apresentados foram: alteracdes do
nivel de consciéncia, sinais motores, febre, ataxia, cefaléia, nauseas e vomitos e
convulsdes. Exame de RNM de cranio demonstrou alteracbes em 95% dos
pacientes. As alteracdes de RNM caracteristicas sao lesdes bilaterais, multiplas,
assimétricas, de substancia branca, com diametro maior que 1 cm. Realce pelo
contraste foi encontrado em 26% dos pacientes, e 16% apresentavam lesdes com
efeito de massa. O progndstico na grande maioria dos casos é excelente com 74%
dos pacientes ficando sem sequela alguma. Nenhum paciente deste estudo foi a

obito.




31

Recorréncias ocorreram em 14% dos casos, e estas podem ser com 0s
mesmos sintomas ou com sintomas diferentes, caracterizando ADEM recorrente e
ADEM multifasica (DAVIS; BOOSS, 2003).

Krupp, Banwell e Tenembaum (2007) redigiram um documento de consenso
a fim de firmar as definicbes de ADEM monofasica, recorrente e multifasica. De

acordo com estas definicbes de consenso temos:

- ADEM monofésica: evento clinico agudo ou subagudo de causa
desmielinizante, que afeta areas multifocais do SNC. A apresentacédo clinica deve
ser polissintomatica e inclui necessariamente encefalite, que é definida como um ou
mais dos seguintes sintomas: alteracdes de comportamento, confusdo mental,
irritabilidade, alterac@o do nivel de consciéncia, letargia ou coma. O paciente tende a
ter melhora clinica e em exame de neuroimagem, mas pode haver sequelas. Nao ha
histéria de evento clinico semelhante anterior e nenhuma outra etiologia pode
explicar tal evento. Exames de neuroimagem mostram lesdes focais ou multifocais,
grandes (> 1 a 2 cm), hiperintensas em T2, em regides supra ou infratentoriais,
envolvendo predominantemente a substancia branca, podendo acometer tambéem
substancia cinzenta, ganglios basais e tadlamo, sem evidéncias radiol6gicas de
destruicdo prévia da substancia branca. Em casos raros, a imagem de RNM pode
mostrar lesdo Unica de 1 a 2 cm, afetando preferencialmente a substancia branca. A
medula espinhal pode apresentar lesdes confluentes com captacdo variavel pelo
contraste, além das lesdes em RNM de créanio.

Um dnico evento de ADEM pode envolver periodo de 3 meses com
flutuacdes de sintomas e de gravidade clinica.

InfeccBes virais geralmente precedem a instalacdo da ADEM, no entanto a
documentacéo de tal infec¢do e o isolamento do agente infeccioso ndo € necessario

para o diagnéstico.

- ADEM recorrente: consiste em recorréncia dos sinais e sintomas iniciais
apos periodo de 3 meses ou mais do primeiro evento de ADEM, sem envolvimento
de novas areas seja na historia, exame clinico ou exame de neuroimagem. Exames
de neuroimagem ndo possuem novas lesfes, no entanto as lesfes prévias podem

estar aumentadas.
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- ADEM multifasica: consiste em evento de ADEM seguido de novo evento
clinico também com critérios de ADEM, mas envolvendo novas areas anatdomicas
em SNC, confirmados pela histéria clinica, exame neuroldgico, e exames de
neuroimagem. O evento subsequente ocorre pelo menos 3 meses apis 0 primeiro
evento de ADEM, e pelo menos 1 més apds completado o tratamento com
corticoides. O novo evento deve incluir apresentacdo polissintomatica, encefalopatia
e sinais e sintomas neuroldgicos diferentes dos iniciais. Exame de RNM mostra
novas areas de lesdo, mas também resolucdo completa ou parcial das lesdes
associados ao primeiro evento.

Imagens de RNM obtidos apés a resolucdo dos eventos mostram melhora

parcial ou completa das lesoes.

3.4.5 Doencas gque cursam com aumento de AGCML

- Pseudo ALD neonatal;

- Adrenoleucodistrofia neonatal (NALD);
- Doenca de Refsum neonatal,

- Sindrome de Zellweger;

- Deficiéncia enziméatica bifuncional.

As trés primeiras ocorrem apenas em periodo neonatal.

Sindrome de Zellweger ou sindrome cérebro-hepatorrenal € uma doenca
autossémica recessiva, peroxissdmica causada pela deficiéncia de mudltiplas vias
enzimaticas. Inicia-se geralmente em recém-natos e 0 comprometimento de
multiplos sistemas ja pode estar presente ao nascimento. A apresentacao clinica da
doenca pode incluir recém-natos flacidos e inativos, dismorfismos cranio faciais,
retinopatia pigmentar e atrofia Optica, alteracbes hepaticas que podem chegar a
cirrose, displasia cistica dos rins podendo resultar em insuficiéncia renal, anomalias
genitais e 6sseas. Dentre os achados laboratoriais estdo: aumento de AGCML,
aumento dos niveis de acido pipecdlico e &cido fitdnico, diminuicdo dos niveis de
plasmalégenos, aumento no plasma e na urina de intermediarios do metabolismo
dos &cidos biliares, aumento de bilirrubinas, alteracbes da funcdo hepatica e

aumento do ferro sérico. Exames de neuroimagem evidenciam mielinizacao
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deficiente, atrofia cerebral, paquigiria, polimicrogiria e heterotopias neuronais. A
maioria das criancas acometidas morre no primeiro ano de vida.
A deficiéncia enzimatica bifuncional apresenta fendtipo similar ao da

sindrome de Zellweger, com dismorfismos faciais e defeitos na migragdo neuronal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho tratou-se de estudo observacional e descritivo.

4.2 ANALISE DE PRONTUARIOS E EXAMES CLINICOS

Foi feita andlise de prontuario com levantamento dos exames
complementares realizados pela paciente index desde o inicio dos sintomas até seu
Obito. Exames clinicos detalhados foram também realizados nos familiares diretos

da paciente index.

4.3 EXAMES LABORATORIAIS

Dosagem de acidos graxos de cadeia muito longa, exame de inativacdo do
cromossomo X e analise genética, que foram realizados a partir de sangue periférico

coletado de familiares diretos da paciente index da seguinte forma:

Dosagem de acidos graxos de cadeia muito longa indicado para todos os
familiares diretos. O exame da paciente index foi realizado em Sao Paulo, no
laboratorio do HIAE (Hospital Israelita Albert Einstein), e os exames da mée e meia-

irma da paciente index foram realizados no Rio de Janeiro, no laboratério DLE.

Exame de inativagdo do cromossomo X, realizado na mae e meia-irma da
paciente index, pela Dra. Lucia Morais do Laboratério de Citogenética do Instituto

Fernandes Figueira, de acordo com o seguinte protocolo:

o Extracdo de DNA de células do sangue periférico

As amostras de DNA foram obtidas a partir de células do sangue periférico
de mulheres normais de acordo com protocolo de Miller e colaboradores (1988). Dez
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mililitros de sangue colhidos com EDTA foram diluidos em 35mL de tamp&o de lise
de hemacias (155mM de NH4CIl; 10mM de KHCOj3; 1mM de EDTA pH: 7.4), e
mantidos em gelo durante 30 minutos. As amostras foram centrifugadas a 340g por
15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 10
mL de tampao de lise de hemacia. O material foi centrifugado novamente a 900g por
15 minutos, e 0 processo repetido até se obter um sedimento celular branco. Em
seguida o sedimento foi diluido em 3 mL de tampéao de lise de nacleo (400mM de
NaCl, 10mM de Tris-HCI, 2mM de EDTA). O SDS foi adicionado a uma concentragao
final de 0,3%, e proteinase tipo XIV, a uma concentracéo final de 50ug/mL, seguido
de incubacdo a 37°C durante a noite. No dia seguinte, a amostra foi tratada com
1mL de NaCL 5M, seguida de 15 segundos de agitacdo vigorosa. Depois foi
centrifugada a 1800g por 10 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado
com pipeta Pasteur e transferido para um segundo tubo de polipropileno de 50 mL.
Foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto, procedendo-se agitacdo até a
precipitacdo do DNA. O DNA foi centrifugado a 1800g por 20 minutos e lavado com
etanol 70%. Em seguida, o DNA foi seco a temperatura ambiente, e ressuspenso em
500 pL de agua milliQ e armazenado a 4° C. Apds a extracdo as amostras de DNA
foram quantificadas em  espectrofotdbmetro (Nanodrop ND - 1000

Spectrophotometer).

o Determinagéo de inativagao do cromossomo X: amplificagéo por PCR
do I6cus HUMARA e identificacdo dos amplicons por eletroforese em gel agarose

Inicialmente, o padrdo polimérfico CAG do lI6cus HUMARA (human androgen
receptor) localizado em Xg11-g12 foi determinado em produtos amplificados a partir
de amostras de DNA gendmico, através da técnica de PCR e posterior eletroforese
capilar dos produtos da PCR, como descrito a seguir. Foi utilizado um par de
iniciadores especificos para 0 polimorfismo CAG [5 -
GTGCGCGAAGTGATCCAGAACC -3'; 5'- TACGATGGGCTTGGGGAGAACC
— 3] sendo que o iniciador “sense” estava marcado na extremidade 5 com o
fluorocromo FAM (cor azul). Para cada reacdo foram utilizados 200ng de DNA,
4pmoles de cada iniciador, misturados com o tampéao de reagédo 1X [20Mm de TRIS
HCL (pH 8.4), 50Mm de KCL, sem MgCL2, 1,5mM de MgCL2, 200mM de cada
dNTP, 10% dimetil-sulféxido (DMSO) e 0,15U de Taq DNA polimerase em um
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volume final de 30uL. As condi¢cdes de ciclagem utilizadas foram as descritas por
Delabesse e colaboradores (1995): uma desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos,
pareamento inicial a 65°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 45 segundos a
94°C, 45 segundos a 65°C e 45 segundos a 72°C, e com incubacdes finais a 65°C
por 5 minutos e a 72°C por 10 minutos. A eficiéncia de amplificagao foi verificada por
corrida eletroforética em gel de agarose 1,5% em tampéo de corrida TBE 1X (89 mM
de Tris Base, 89 mM de &cido bdrico e 2mM de EDTA, contendo 0,5ug/ml de
brometo de etidio) a 7-10V/cm, por aproximadamente 30 minutos. Como marcador
de peso molecular foi utilizado o 100pb DNA ladder (Amersham Biosciences). Os

ITM

géis foram fotografados com transluminador UV EAGLE EYE | (Stratagene)

utilizando o programa Quantity One (BioRad Laboratories).

o Estudo do padréo de inativagcdo do cromossomo X

O padréo de inativagcdo dos cromossomos X foi determinado para todas as
mulheres heterozigotas para a repeticdo CAG do I6cus HUMARA, através da andlise
da metilacdo dos sitios de restricdo para a enzima Hpall situados proximos a esta
repeticdo. O padrédo de metilagdo foi determinado em produtos amplificados pela
técnica de PCR (com iniciadores especificos para o l6cus HUMARA) de amostras de

DNA, digeridas e ndo digeridas com a endonuclease de restricao Hpall.

o Digestdo de DNA Gendmico com a Endonuclease Hpall

Para a digestdo, pela endonuclease Hpall, foram utilizados 200ug de DNA,
10 U da enzima Hpall, 1X de tampédo de enzima (10X), em um volume final de
22,5uL. As amostras foram incubadas a 37°C por 18 horas. Para interromper a
reacao de digestdo a mistura foi incubada durante 10 minutos a 95°C. As amostras
nao digeridas foram mantidas nas mesmas condi¢cdes que as amostras digeridas. Os
produtos do DNA digerido e do DNA néo digerido foram imediatamente submetidos

areacdo de PCR.

o Identificagdo do Padrdo de Metilagdo para o Locus HUMARA

Para testar cada reacdo de PCR foram utilizados 2uL do DNA digerido, o
tampédo de reacdo 1X [20Mm de TRIS HCL (pH 8.4), 50Mm de HCL, 1mM de
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MgCL2, 200mM de cada dNTP, 10% dimetil-sulféxido (DMSO) e 0,15U de Taq DNA
polimerase em um volume final de 30uL. As condi¢cbes de ciclagem foram realizadas
de acordo com Delabesse e colaboradores (1995), e a eficiéncia de amplificacao foi
verificada em gel de agarose 1,5% por meio de corridas eletroforéticas, como
descritas anteriormente neste trabalho.

Para a investigacdo da inativacdo do X, os produtos da PCR foram
inicialmente diluidos com agua, em uma proporcao de 1:5 e 1:9. Em seguida, 1uL do
produto da PCR previamente diluido foi adicionado a 0,25uL de marcador de peso
molecular MegaBACE ET 400-R (Amersham Biosciences) e 775uL de Tween 20 a
0,1%. As amostras foram desnaturadas a 95°C por 3 minutos e entdo submetidas a
eletroforese capilar no sequenciador automatico MegaBace 1000, com um sistema
de genotipagem MegaBACE, utilizando tampéao 1X LPA e matriz Long Read Matrix
(Kit MegaBACE™ Long Read Matrix; Amersham Biosciences) com filtro GT Dye Set
2 (ET-ROX, FAM, NED, HEX), compativel com os fluorocromos utilizados. O tempo
para a injecao dos capilares foi de 45 segundos a 3KV e o tempo de corrida de 75
minutos a 10KV. Os resultados foram analisados com programa Genetic Profiler 2.0
(AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002©).

o Identificagéo do Padréo de Inativagdo do Cromossomo X

O padréo de inativacdo do cromossomo X foi identificado em todas as
mulheres heterozigotas (com dois alelos) para o I6cus HUMARA incluidas neste
estudo. Para isso, foram utilizados os dados relativos a altura de cada pico referente
a cada alelo (intensidade de fluorescéncia de cada pico), obtidos através do
programa Genetic Profiler v.20 (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002©). O padrao de
inativacao foi calculado considerando-se a soma das alturas de cada pico (100%) e
calculando-se a percentagem de cada pico em relacdo ao somatério da altura dos

dois picos na amostra digerida com Hpall.
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5 RESULTADOS

Relato de Caso:

Menina branca, natural do Rio de Janeiro, primeira filha de casal nao
consanguineo, sem histéria familiar conhecida para X-ALD, nascida de parto
cesareo, gravidez gemelar dizigbtica, prematura de oito meses, pesando 1.980g e
medindo 45 centimetros ao nascer. Permaneceu internada em UTI neonatal por 10
dias apOs o nascimento devido a baixo peso e recebeu alta hospitalar, apresentando
nos anos subsequentes crescimento e desenvolvimento normais. A outra crianca era
uma menina, nascida com peso inferior a 1Kg, portadora de cardiopatia congénita,
sendo submetida a cirurgia cardiaca e vindo a falecer com 10 dias de vida.

Aos seis anos de idade a paciente iniciou quadro de irritabilidade,
agressividade e baixo rendimento escolar, seguido por estrabismo divergente a
esquerda e déficit visual progressivo, restante do exame neuroldgico e oftalmol6gico
sem alteracdes. Com oito meses de evolucdo, devido a piora do déficit visual, foram
solicitados: potencial evocado visual, cujo resultado foi normal e TC de cranio, que
evidenciou imagens densas pseudonodulares em projecdo dos lobos parietais
bilateralmente, associadas a area com aspecto de edema circunjacente. Parénquima
cerebelar isodenso. Neste momento a paciente apresentava-se dispersa, com
discreta alteracdo da marcha e relato de quedas frequentes. Foi solicitado ainda
exame de liquor cujo resultado foi normal. No mesmo més foi internada em UTI
pediatrica por cefaléia intensa, vomitos incoerciveis e crise convulsiva seguida de
coma, realizada RNM de cranio que evidenciou areas com sinal hipointenso em T1 e
hiperintensas em T2, sem restricdo a difusdo, com captacao periférica de contraste
na substancia branca cerebral, em especial adjacente aos atrios ventriculares,

cornos occipitais e centro semi-oval (Figura 1).
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Figura 1: RNM realizada com 8 meses de evolugdo de doenca, apresentando area
hipointensa em T1 e hiperintensa em T2 sem restricdo a difusdo, com captacéo periférica
pelo contraste, localizada na substancia branca adjacente aos atrios ventriculares e cornos
occipitais, porgao posterior das coroas radiadas e centro semi-oval

Foi prescrita entdo pulsoterapia com metilprednisolona por trés dias que
resultou em melhora da cefaléia e discreta melhora do déficit visual. Foi aventada a
hipotese diagnostica de doenca desmielinizante (ADEM). Apdés uma semana evoluiu
com novo episodio de cefaléia intensa desta vez acompanhado de amaurose
bilateral, sendo internada para curso com imunoglobulina venosa por trés dias.
Recebeu alta sem melhora alguma do déficit visual.

Solicitada nova RNM de cranio que néo evidenciou alteracdes significativas
em relacdo ao exame de RNM anterior. Aventada, pelo neuroradiologista, a hipétese
diagndstica de leucodistrofias: leucodistrofia metacromatica ou X-ALD.

Encaminhada ao Hospital da Lagoa com nove meses de evolugédo, sendo
evidenciada na admissdo amaurose bilateral, marcha atipica, auséncia de sinais de
localizacdo ao exame neuroldgico e respostas adequadas as solicitacdes verbais.
Reconhecia familiares e amigos. Foi realizado novo curso de pulsoterapia com
metilprednisolona sem qualquer melhora.

Com 11 meses de evolucdo a paciente apresentava, além da amaurose
bilateral, espasticidade nos 4 membros. Apdés um més evoluiu com perda auditiva
neuro-sensorial leve bilateral. Neste momento a paciente reconhecia seus familiares
e ndo apresentava déficit de forca. Com 1 ano e 4 meses de evolucdo a paciente
apresentava déficit cognitivo, dificuldade de fala e tetraparesia espastica.

Reconhecia seus familiares. O exame de sangue para avaliacdo de acidos graxos
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de cadeia muito longa evidenciou concentracdes elevadas de C24:0 e C26:0 assim
como das relacdes C24:0/C22:0 e C26:0/C22:0. Achados compativeis com estado
de heterozigose para X-ALD (Tabela 1).

Tabela 1: Resultado do exame de acidos graxos de cadeia muito longa da paciente index

Acidos Graxos de Cadeia Muito Longa

Material: Sangue Resultado Valor Referencial
C22:0 64,8umol/L 0,0 a 96,3 umol/L
C24:.0 94,9umol/L 0,0 a 91,4 umol/L
C26:0 2,97umol/L 0,0 a 1,3 umol/L
C24:0/C22:0 1,46 raz&o 0,0 a 1,39 razdo
C26:0/C22:0 0,046 razéo 0,0 a 0,023 razéo
Acido pristanico 0,17 umol/L 0a 2,98 umol/L *
Acido fitanico 2,69 umol/L 0a 9,88 umol/L *
Ac. pristanico/Ac. fitAnico 0,06 razéo 0a0,39razdo *

« Valores para maiores de 24 meses.

Nessas amostras as concentragdes de C24:0 e C 26:0 encontram-se elevadas, e as relagbes
C24/C22 e C 26/C22 encontram-se anormais. Esse achado é sugestivo de heterozigose para
adrenoleucodistrofia ligada ao X.

Foi solicitada a analise do cariétipo que evidenciou cariétipo normal 46, XX.

Com dois anos e dois meses de evolucgao foi realizada nova RNM de cranio
que evidenciou hipersinal em T2W e FLAIR no bulbo, na porgcédo ventral da ponte,
nos pedunculos cerebrais, na substancia branca dos hemisférios cerebrais, mais
evidentes nas regifes parieto-occipitais e acometendo também as fibras “U” e o
corpo caloso (Figura 2 e 3). Neste momento a paciente encontrava-se acamada e

sem interacdo com o meio.

Figura 2: RNM realizada aos 8 anos de idade, com 2 anos e dois meses de evolugdo da
doenca, evidenciando hipersinal em T2W no bulbo, no porgéo ventral da ponte e pedunculos
cerebrais
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Figura 3: RNM realizada aos 8 anos de idade, com 2 anos e dois meses de evolugdo da
doenca, evidenciando hipersinal em T2W na substancia branca dos hemisférios cerebrais,
mais evidentes nas regides parieto-occipitais e acometendo também as fibras “U” e o corpo
caloso

Somando-se o resultado das ressonancias, ao exame de acidos graxos de
cadeia muito longa e histéria clinica, foi feito o diagnostico de adrenoleucodistrofia
forma cerebral infantil.

A paciente evoluiu por fim com diversos episddios de pneumonia
broncoaspirativa sendo necessarias frequentes internacdes hospitalares. Veio a
Obito com 3 anos e 4 meses do inicio dos sintomas quando se encontrava restrita ao
leito, sem interacdo com o meio, com gastrostomia e tragueostomia.

Foi iniciada entdo a investigacdo fenotipica e genotipica em seus familiares
de forma a serem identificados possiveis sintomas clinicos, a mutacdo que deu
origem a doenca nesta familia e o estado de heterozigose em familiares diretos,
permitindo assim o diagndstico precoce e o aconselhamento genético quando
indicado.

Foi realizado inicialmente exame clinico na mae e na meia-irma da paciente
index, de cinco anos de idade, ambas assintomaticas, que foram normais.

Seguiu-se com exame de acidos graxos de cadeia muito longa e exame de
inativacdo do cromossomo X em ambas. O padrdo de inativagdo dos cromossomos
X foi determinado através da analise de metilacdo dos sitios de restricdo para a

enzima Hpall situados proximos a repeticdo CAG do l6cus HUMARA. O padréao de
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metilacdo foi determinado em produtos amplificados pela técnica de PCR (com
iniciadores especificos para o lo6cus HUMARA) de amostras de DNA, digeridas e ndo
digeridas com endonuclease de restricdo Hpall.

O exame de acidos graxos de cadeia muito longa da mée da paciente index
veio compativel com estado de heterozigose e os resultados preliminares do exame
de inativagdo do cromossomo X mostrou inativacédo aleatéria do X (52,3%) (Figura
4).

O resultado do exame de acidos graxos de cadeia muito longa da meia irma
da paciente index foi normal e os resultados preliminares do exame de inativacao
indicou ativacdo favorecendo o X paterno (65%), o que condiz com o estado
assintomético da menina e com o resultado normal do exame de AGCML (Figura 5).

A figura 6 mostra o resultado do estudo de inativacdo do X do pai da meia-
irma& da paciente index. O primeiro grafico representa o cromossomo X antes da
digestdo e o segundo grafico é o resultado da inativacao apés a digestao pela Hpall.
Neste ndo aparece pico, jA que o homem tem apenas um cromossomo X que
permanece ativo e consequentemente sofre digestdo por Hpall. Os resultados do pai
da meia-irma sao importantes para que se possa identificar o tamanho do alelo
polimdrfico HUMARA paterno e para mostrar que as técnicas utilizadas funcionaram

dentro do esperado.
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Figura 4: Eletroforese capilar dos produtos de amplificacdo por PCR para exame de
inativacdo do cromossomo X da meia-irma da paciente index, resultados preliminares. O
primeiro grafico evidencia os picos referentes aos amplicons do I6cus HUMARA antes da
digestéo por endonuclease de restricdo. O segundo gréafico se refere aos amplicons obtidos
apos a digestdo com Hpall, ficando o registro apenas da fracdo de cromossomos X que esta
inativada, pois a Hpall digere apenas os cromossomos X ativos
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Figura 5: Eletroforese capilar dos produtos de amplificacdo por PCR para exame de
inativacdo do cromossomo X da mée da paciente index, resultados preliminares. O primeiro
grafico evidencia os picos referentes aos amplicons do I6cus HUMARA no antes da digestao
por endonuclease de restricdo. O segundo grafico se refere aos amplicons obtidos apos a
digestdo com Hpall, ficando o registro apenas da fracdo de cromossomos X que esta
inativada, pois a Hpall digere apenas os cromossomos X ativos
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Figura 6. Eletroforese capilar dos produtos de amplificacdo por PCR para exame de
inativacdo do cromossomo X do pai da meia-irmd da paciente index, resultados
preliminares. O primeiro grafico representa o cromossomo X antes da digestao e o segundo
grafico é o resultado da inativacdo apés a digestao pela Hpall
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6 DISCUSSAO

Esta dissertacdo descreve caso extremamente raro de menina, com histéria
clinica, exame neurolégico, exames de neuroimagem e exame de sangue
compativel com X-ALD forma cerebral infantil, sendo este, em nosso entender, o
primeiro relato de acometimento deste fendtipo em menina sem histéria familiar da
doenca.

As doencas que se deve levar em consideracdo para o diagnostico
diferencial sdo doenca de Schilder, doenca de Krabbe, leucodistrofia metacromatica
e outras doencas que cursam com o0 aumento dos acidos graxos de cadeia muito
longa.

Ainda no inicio da doenca da paciente estudada foi aventada a hip6tese de
ADEM ja que naguele momento, a paciente havia sido internada em unidade de
terapia intensiva apresentando cefaleia, vomitos incoerciveis e crise convulsiva
seguida de coma. Exame de RNM de cranio evidenciava extensa lesao
desmielinizante. Desconhecendo a historia prévia da paciente, que vinha
apresentando quadro progressivo ha aproximadamente oito meses, o diagnostico de
ADEM foi aventado.

Apoés alta hospitalar e iniciado o acompanhamento no Hospital da Lagoa
ficou evidente o padrao insidioso de instalacdo da doenca, com inicio had quase um
ano, sendo entdo descartada a hipotese de ADEM, doenca que por sua vez tem
evolucdo benigna e progndstico muito diferente do apresentado pela paciente do
presente estudo, e iniciada investigacdo de doencas com curso progressivo da
infancia.

Outra doenca aventada ainda no inicio do quadro da paciente do presente
estudo foi a doenca de Schilder. A doenca de Schilder (DS) consiste em doenca
desmielinizante rara, de acometimento preferencial em criancas, cujos achados
neuroradioldgicos podem mimetizar a X-ALD. No entanto, de acordo com os critérios
diagnésticos de DS, o diagndstico s6 pode ser firmado apos a exclusdo de X-ALD
através de exame de acidos graxos de cadeia muito longa e fun¢éo adrenal normais.
Além disso, o prognéstico da DS tende a ser favoravel apds tratamento seja com
corticoterapia venosa em altas doses ou com imunoglobulina humana venosa para
casos refratarios. De acordo com o estudo de Bacigaluppi e colaboradores (2009),

em que foram revistos 34 casos da doenca, 52% tiveram melhora completa, 26%
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ficaram com alguma sequela, 3% permaneceram estaveis e apenas 3% (1 paciente)
tiveram rapida progressédo de doenca. Sendo assim, avaliando a historia da doenca
da paciente do presente estudo, exame de acidos graxos de cadeia muito longa
alterado e a ndo resposta ao tratamento com corticoterapia venosa em doses altas e
nem mesmo a imunoglobilina humana venosa, o diagnostico de DS pode ser
excluido.

A doenca de Krabbe pode ter idade de apresentacdo semelhante a X-ALD
forma cerebral infantil, em se tratando do fendtipo de aparecimento tardio, e
apresentacao clinica no inicio da doenca também semelhantes, tendo como
sintomas mais comuns alteracdes de marcha e alteracdes de comportamento. No
entanto, no estudo de Duffner e colaboradores (2012), o indice de sobrevida de
pacientes com este fendtipo foi 100% em 10 anos, o que difere bastante dos indices
de sobrevida encontrados em pacientes com o diagnéstico de X-ALD forma cerebral
infantil.

Phelps, Aicardi e Vanier (1991) relataram quatro casos da forma tardia da
doenca de Krabbe evidenciando a heterogeneidade da doenca. Dentre 0os casos
relatados incluiam crianca de 8 anos de idade que iniciou quadro com dificuldade de
deambulacéo e alteracdo de comportamento, com 2 anos de evolu¢ao apresentava-
se com diplegia, deterioracdo intelectual importante e neuropatia periférica
comprovada por eletroneuromiografia (ENMG). Outros dois casos eram de irmaos,
em que mesmo com idade de inicio dos sintomas, exames de neuroimagem e
atividade enzimatica semelhantes, apresentaram evolucdo bem distintas, com o
primeiro apdés 7 anos de evolugdo estando restrito a cadeira de rodas e com
deterioracdo intelectual evidente e o0 segundo apdés 14 anos de evolucao
apresentando intelecto e vida normais, exame neurologico evidenciando apenas
hiperreflexia e discreta alteracdo de marcha. O quarto e Ultimo caso descrito era de
menina de 4 anos e nove meses que iniciou quadro com irritabilidade, evoluindo
apoés 3 meses com déficit visual e hiperreflexia. TC de cranio evidenciava
hipodensidade bilateral em substancia branca adjacente aos cornos occipitais e
ventriculos laterais com captacdo periférica de contraste no esplénio do corpo
caloso. Devido a quadro clinico e exame de imagem o diagndstico diferencial com X-
ALD foi considerado. A confirmacao diagnéstica foi realizada através de exame de
AGCML normal e dosagem enzimatica alterada confirmando doenca de Krabbe
(PHELPS; AICARDI; VANIER, 1991).
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Outro estudo que evidencia a importancia do diagnéstico diferencial da
doenca de Krabbe com X-ALD foi realizado por Srinvasan, Coleman e Kornberg
(2008). Neste estudo é descrito caso de menino de 5 anos com quadro clinico e
exame de neuroimagem compativel com adrenoleucodistrofia ligada ao X. O exame
de neuroimagem evidenciava ainda captacdo pelo contraste em toda a lesdo
desmielinizante e ndo apenas em sua periferia (SRINVASAN et al., 2008).

Exames de neuroimagem sdo de grande auxilio para o diagndstico
diferencial de X-ALD com doenca de Krabbe. Apesar de ambos terem acometimento
preferencial de substancia branca parieto-occipital periventricular, na X-ALD existe
caracteristica captacao periférica de contraste peri-lesional, enquanto na doenca de
Krabbe existem apenas esses dois casos relatados na literatura de pacientes cujo
exame de neuroimagem havia captacdo pelo contraste (PHELPS; AICARDI,;
VANIER, 1991; SRINVASAN et al.,, 2008). Em ambos os casos o diagnostico
diferencial foi realizado através de dosagem de AGCML que foi normal e medida da
atividade da enzima GALC que estava alterada.

Considerando-se uma evolucdo da doenca mais grave, exame de &cidos
graxos de cadeia muito longa alterado e exames de neuroimagem com captacao
pelo contraste caracteristica da X-ALD, o diagnéstico diferencial da paciente do
presente estudo pode ser realizado, confirmando-se assim o diagndstico de X-ALD
forma cerebral infantil.

A leucodistrofia metacromatica também pode ter idade de inicio dos
sintomas, em se tratando da forma juvenil tardia, e apresentacdo clinica,
semelhantes a X-ALD forma cerebral infantil, tendo como principais sintomas as
alteracbes de comportamento, baixo rendimento escolar e alteracdes de marcha
evoluindo com tetraparesia espastica, no entanto, a evolucdo da doenca tende a ser
mais lenta.

Existem ainda importantes diferengas em exame de neuroimagem entre a X-
ALD e a leucodistrofia metacromatica. Na Ultima ndo existe captacdo de contraste
nas lesdes desmielinizantes e estados avancados da doenca cursam com padrao
tigréide, o que auxilia no diagnéstico diferencial. Com relacdo a alteracdes
bioquimicas, a leucodistrofia metacromatica ndo cursa com o aumento de AGCML.

O aumento dos &cidos graxos de cadeia muito longa ndo €, no entanto
alteracdo patognomonica da X-ALD, existindo outras doencas que cursam com esta

alteracéo, tais como: pseudo ALD neonatal, adrenoleucodistrofia neonatal, doenca
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de Refsum neonatal, sindrome de Zellweger e deficiéncia enzimatica bifuncional. A
pseudo ALD neonatal, adrenoleucodistrofia neonatal e doenca de Refsum neonatal
sdo de acometimento neonatal apenas, sendo excluida por esta razdo no
diagndstico diferencial referente & paciente estudada. Ja a Sindrome de Zellweger e
a deficiéncia enzimatica bifuncional cursam com apresentacdo clinica
multissistémica e muito diferente da X-ALD, facilitando sua exclusdo no diagnostico
diferencial.

Apos revisdo detalhada do caso, levando-se em consideracdo a historia
clinica, exame neurologico, exames de neuroimagem, exames de AGCML tanto da
paciente como de sua mae, ambos compativeis com heterozigose para X-ALD e
apos a exclusdo dos diagnédsticos diferenciais possiveis, foi fechado entdo o
diagnostico de X-ALD forma cerebral infantii em menina do Rio de Janeiro, sem
histéria familiar prévia conhecida para a doenca.

O acometimento cerebral em mulheres heterozigoéticas é bastante raro, em
torno de 2%, sendo que a grande maioria destes casos ocorre em mulheres adultas.
A ocorréncia em adolescentes € ainda mais rara e em criangas existe, em nosso
entender, apenas um caso documentado em literatura. Tal caso foi descrito por
Hershkovitz e colaboradores (2002). A crianca era menina de 8,5 anos, com histéria
familiar de X-ALD (dois tios com o diagndstico), que iniciou quadro com disturbio de
comportamento e baixo rendimento escolar. Exame de neuroimgem e AGCML
compativeis com o diagnostico de X-ALD. O caridtipo era 46XXdel (g27-ter), fazendo
desta paciente hemizigoética para X-ALD. Diferente da paciente do presente estudo
esta tinha historia familiar conhecida para a doenca e exame de cariotipo revelou
delec&o no lécus da X-ALD.

Heffungs, Hameister e Ropers (1980) descreveram caso de acometimento
cerebral em adolescente de 14 anos com histéria familiar para X-ALD, cuja
explicacdo para ocorréncia do caso foi a inativacao preferencial do cromossomo X
normal. No entanto este foi mais um relato de paciente com histéria familiar
conhecida para a doencga, e de ocorréncia em adolescente, diferente da paciente do
presente estudo.

No caso relatado no presente estudo, a explicagdo mais provavel para a
ocorréncia do fendtipo cerebral é a inativacdo preferencial do cromossomo X

favorecendo o X mutado, jA que nao foram encontradas dele¢cdes no locus da X-
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ALD, e a possibilidade de homozigose é extremamente remota e nunca descrita ha
literatura.

De acordo com estudo desenvolvido por Maier e colaboradores (2002), a
inativacao preferencial do cromossomo X pode ocorrer tanto a favor do X mutado
quanto do X normal (MAIER et al., 2002). No entanto, em pacientes heterozigoéticas
para X-ALD parece haver inativacdo preferencial do alelo normal, estando entéo
ativo o cromossomo X que carrega o alelo mutado (MIGEON et al., 1981).

Apés a confirmacdo do diagnostico de X-ALD forma cerebral infantil em
menina, partimos para investigacdo em seus familiares diretos (mae e meia-irma)
através de exame clinico, exame de acidos graxos de cadeia muito longa e exame
de inativacdo do cromossomo X.

A maée, assintomatica, demonstrou exame clinico normal e exame de
AGCML compativel com heterozigose para X-ALD. Exame de inativacdo do
cromossomo X revelou padréo aleatorio de inativacao.

JA a meia-irma da paciente index, de 6 anos de idade, também
assintoméatica até a conclusdo deste estudo, apresentou exame clinico e exame de
AGCML normais, o que ndo exclui estado de heterozigose. O exame de inativacéo
do cromossomo X revelou inativacao preferencial favorecendo o cromossomo X
paterno, que possivelmente n&o carrega a mutacao. Nossos resultados preliminares
apontam para uma alteracado genética em um dos cromossomos X maternos, e que
nesta meia-irmad da paciente index o cromossomo X materno mutado foi
preferencialmente inativado, fazendo com que ela permaneca assintomatica.

O acometimento do fenotipo cerebral infantil em meninas heterozigoéticas é,
portanto pouco conhecido e pouco estudado, dificultando o diagnostico precoce,
condicdo obrigatoria para que sejam oferecidas possibilidades terapéuticas.

A paciente do caso relatado foi diagnosticada em fase avancada da doenca,
ndo sendo mais possivel a indicacdo de tratamentos que nao paliativos.

O maior conhecimento da doenca e a implementacéo de técnicas de rastreio
diagnéstico neonatal, ja possiveis em alguns paises (HUBBARD et al., 2009), seriam
de grande valia para o diagnostico precoce da X-ALD, principalmente em pacientes
que ndo tem histéria familiar da doenca, possibilitando assim melhores progndsticos
para estes pacientes.

A partir do diagnéstico de X-ALD em um determinado paciente, deve ser

realizado o rastreio dos familiares diretos a fim de serem detectados novos casos de
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doenca e possiveis estados de heterozigose, como ficou evidenciado na mae da
paciente do presente estudo, e permitir 0 tratamento precoce e o0 aconselhamento
genético quando indicado. A investigacdo deve partir da histéria clinica e historia
familiar, seguida por exame clinico, exame de neuroimagem e exame de &cidos
graxos de cadeia muito longa. Caso exista histéria familiar de paciente masculino
com o diagnéstico da doenca, o teste de imunocitoquimica para avaliacdo da
expressdo do ALDP pode ser realizado neste e posteriormente em pacientes
heterozigoéticas. Segue-se entdo para analise de caridtipo. Caso o cariétipo seja
normal deve-se buscar por microdelegcbes no cromossomo X com marcadores de
DNA especificos para o lécus da X-ALD. A conclusdo da investigacdo é realizada
com o exame genético a fim de detectar a mutacdo que deu origem a doenca na
familia afetada.

O proximo passo do trabalho sera a conclusédo do exame genético por meio
de sequenciamento dos alelos em guestdo da méae da paciente index, sabidamente
heterozigdtica, e posteriormente da meia-irmd da paciente index, a fim de se
investigar a mutacdo que deu origem a doenca nesta familia e possibilitar a partir
dai, o aconselhamento genético caso este resultado venha positivo.

Este estudo teve como limitacdes a ndo realizacdo da investigacdo completa
da paciente index em vida.

A forga deste estudo consiste na raridade do caso, avaliagdo da mée e meia-
irma da paciente index e investigacdo adicional do pai da meia-irma da paciente

index possibilitando 0 exame de inativacdo do cromossomo X ha mesma.
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7 CONCLUSOES

A paciente do presente estudo apresenta quadro clinico, evolu¢do, exames
de AGCML e exames de neuroimagem compativeis com X-ALD, sendo este caso o
primeiro caso, em nosso entendimento, de menina com X-ALD forma cerebral infantil
sem histdria familiar da doenca.

A investigacédo de seus familiares diretos evidenciou que a mée a paciente
index, assintomatica e com exame neuroldgico normal, era heterozigética para a
doenca, apresentando exame de AGCML alterado. Exame de inativacdo do
cromossomo X da mesma sugeriu padrao aleatorio de inativacdo. Ja a meia-irma da
paciente index, também assintomatica, apresentou exame neuroldgico e exame de
ACGML normais, o que nao exclui estado de heterozigose. Exame de inativagéo do

cromossomo X sugeriu inativacao preferencial do cromossomo X materno.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: ADRENOLEUCODISTROFIA LIGADA AO X FORMA
CEREBRAL INFANTIL: ESTUDO DE CASO

I-  INTRODUCAO E OBJETIVOS

Adrenoleucodistrofia € uma doenca desmielinizante, peroxissdmica,
genética, com heranca ligada ao X, causada por mutacdo no gene ABCD1. A
doenca pode se manifestar em diferentes fenétipos, sendo o fenétipo cerebral infantil
o0 mais grave deles. Na mulheres a ocorréncia deste fenétipo é extremamente raro e
pouco estudado. Esta pesquisa visa o0 estudo de caso de adrenoleucodistrofia forma
cerebral infantii em menina do Rio de Janeiro, bem como o estudo de seus
familiares diretos a fim de melhor compreender o acometimento de tal fen6tipo em
meninas e diagnosticar novos casos de doenca e/ou casos de heterozigose em seus
familiares diretos, permitindo assim a indicacdo de tratamento de forma precoce e o

aconselhamento genético quando indicado.

- PROCEDIMENTOS

Os pacientes, familiares da paciente index, serdo submetidos a exame
clinico detalhado. Amostras de sangue serdo coletadas dos pacientes para
realizacdo de exame de acidos graxos de cadeia muito longa, cariotipo e exame de
inativacdo do cromossomo X. Posteriormente, conforme os resultados, sera
realizada analise genética através de técnica de sequenciamento bi-direcional para

determinacdo da mutacdo causadora da doenca nesta familia.

- DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS

O desconforto inerente ao estudo consiste nas coletas de sangue que
deverdo ser feitas para definir diagnéstico. Os riscos decorrem da necessidade de
repetir um ou mais exames caso 0s resultados obtidos ndo sejam conclusivos.
Beneficios, uma vez estabelecido o0 diagnéstico o0s pacientes terdao

acompanhamento neuroldgico a fim de permitir a indicacdo de tratamentos precoces
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guando indicados, e aconselhamento genético com a finalidade de prevenir novos

casos da doenca na familia afetada.

IV-  ESCLARECIMENTOS

Todas as informacdes serdo comunicadas, assim como quaisquer duvidas
serdo esclarecidas aos participantes do estudo por mim, Dra Patricia Brandéo
Reche, médica, neurologista, pelo telefone (031) 8810-1248.

Se houver alguma duvida sobre a ética da pesquisa, deve-se entrar em contato com
a Comisséo de Etica do HUGG (2264-5517)

V- INFORMACOES COMPLEMENTARES

A autorizacdo de participacdo no estudo pode ser retirada a qualquer
momento, sem prejuizo do paciente com relagdo aos exames realizados e/ou
obtencéo de resultados. Toda informacé&o a respeito do participante e seus exames
sera mantida em sigilo com o intuito de preservar a privacidade do mesmo. As
informacbes serdo fornecidas de maneira atualizada, visando um maior
esclarecimento dos familiares e até uma eventual mudanga de opinido em continuar

ou nao participando do projeto.

VI-  FORMAS DE RESSARCIMENTO

Vocé ndo sera pago (a) nem mesmo recebera nenhum tipo de ajuda
financeira para participar deste estudo. Nao ha nenhum custo (gasto) para vocé por

qualquer exame realizado neste estudo.
VIl-  COMPROMISSOS
O pesquisador responsavel se compromete a utilizar os dados e o material

coletado somente para esta pesquisa e publicacbes cientificas decorrentes da

mesma.
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Sua assinatura indica que vocé leu e entendeu as informacdes descritas
neste formulario, que vocé teve a oportunidade de tirar suas duvidas, e que

concorda espontaneamente em participar deste estudo de pesquisa

Vocé confirma o recebimento de uma copia deste formulario no momento de

sua assinatura ou de seu representante legal aqui colocado.

Rio de Janeiro

Nome da paciente em letra de forma:

Endereco:

Telefone:

Assinatura do paciente:

Nome do responséavel legal ou representante legal:

Assinatura do responsavel ou representante legal:

Nome do pesquisador em letra de forma: Patricia Brandao Reche

Assinatura do pesquisador:



ANEXO A - Escalade Loes

Tabela: Escala de LOES

Substancia Branca Parieto-occipital (Maximo 4)
Substancia Branca Temporal Anterior (Maximo 4)
Substancia Branca Frontal (Maximo 4)
Periventricular
Central
Subcortical
Atrofia Local
Corpo Caloso (Maximo 5)
Esplénio
Corpo
Genu
Atrofia do esplénio
Atrofia Genu
Via optica (Maximo 4)
Radiacéo
Alca de Meyer
Corpo geniculado lateral
Tracto éptico
Via auditiva (Maximo 4)
Corpo geniculado medial
Braco do coliculo inferior
Lemnisco lateral
Ponte
Fibras de projecao (Maximo 2)
Cépsula Interna
Tronco cerebral
Cerebelo (Maximo 2)
Substéncia Branca
Atrofia
Nucleos da base (Maximo 1)
Atrofia Global (Maximo 4)
Leve
Moderada
Severa
Tronco cerebral
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Esta escala foi desenvolvida especificamente para X-ALD e demonstra

correlagdo com a gravidade dos déficits neurolégicos alem de ser preditiva de

progressdo de doenca. Diferentes regifes cerebrais sdo analisadas. Cada area é

pontuada como 0 se normal, 0,5 se envolvimento unilateral e 1 se les&o ou atrofia for

bilateral. A pontuacdo maxima da escala € de 34; uma pontuacdo acima de 1 é

considerada anormal.



< 0,5 =normal
1 a 3 = anormalidade leve a moderada

> 3 = anormalidade severa
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