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CAPÍTULO I 

SUMÁRIO, SUMMARY, SOMMAIRE 



Sumário 

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X (X-ALD, OMIM N° 
300100) é uma doença hereditária caracterizada pela destruição da mielina do 
sistema nervoso, insuficiência das glândulas supra-renais e acumulação de 
ácidos gordos de cadeia muito longa (AGCML) em vários tecidos e no plasma. 
A alteração bioquímica presente na X-ALD é devida à ausência de activação 
dos AGCML a derivados acil-CoA antes da sua entrada na via de p-oxidação 
peroxissomal. Este processo é catalisado por uma acil-CoA sintetase dos 
AGCML (SAGCML). 

Clinicamente distinguem-se várias formas que podem coexistir numa 
mesma família. A divisão dos diferentes fenótipos de X-ALD está relacionada 
com a idade de início dos primeiros sintomas de X-ALD e com o local onde são 
detectadas as primeiras lesões no sistema nervoso central. Assim, a forma 
cerebral de X-ALD é caracterizada por uma progressão inicial lenta seguida de 
uma evolução muito rápida, enquanto que a adrenomieloneuropatia (AMN) 
afecta principalmente o sistema nervoso periférico. 

A X-ALD é causada por mutações no gene que codifica a proteína da 
adrenoleucodistrofia (ALDP), localizada na membrana do peroxissoma. A 
ALDP pertence à família de transportadores ABC, a sua função bem como a 
sua relação com o defeito bioquímico presente na X-ALD (acumulação de 
AGCML) ainda estão por esclarecer. 

Foram efectuados estudos bioquímicos e genéticos em diferentes 
amostras biológicas de 20 doentes portugueses com adrenoleucodistrofia 
ligada ao cromossoma X, pertencentes a 10 famílias distintas. Foi testada a 
possibilidade de uso de diferentes linhas celulares no diagnóstico de X-ALD e 
identificação de portadoras, tendo-se verificado que os linfócitos após cultura, 
linfoblastos, não podem ser utilizados no diagnóstico da X-ALD, pois não se 
verifica acumulação de ácidos gordos de cadeia muito longa como no plasma 
e nos fibroblastos. 

A determinação da frequência de adrenoleucodistrofia numa população 
de doentes de Addison idiopáticos, utilizando o doseamento dos níveis de 
AGCML plasmáticos como marcadores para a X-ALD, permitiu demonstrar o 
defeito bioquímico da X-ALD em 27% dos doentes estudados com doença de 
Addison. Este valor sobe para 50% se considerarmos apenas os indivíduos 
com idade de início dos primeiros sintomas inferior aos 16 anos. 
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Sumário 

A caracterização de mutações do gene da adrenoleucodistroíia em 
doentes com X-ALD, previamente diagnosticados bioquimicamente, revelou 
heterogeneidade, tendo sido identificadas duas novas mutações no gene da 
ALDP: uma no exão 2, 1296delG e outra no exão 9, 2 2 8 Í O T (T632I) (segundo 
Mutation Database for X-linked Adrenoleukodystrophy, www.x-ald.ntj. Foram 
ainda identificadas uma mutação missense no exão 8, 2236G>A (R617H) e 
um polimorfismo no exão 6, estes já referidos na literatura. O polimorfismo, 
L516L, foi identificado em dois dos doentes estudados. O estudo de vários 
elementos afectados, hetero- e hemizigotos, de uma família, demonstrou 
ausência de correlação genótipo/fenótipo. 

Foi efectuado o estudo das consequências das mutações presentes no 
gene da adrenoleucodistroíia ao nível da proteína ALDP tendo-se utilizado para 
o efeito técnicas de imunofluorescência e immunoblotting. Dos nove doentes 
com X-ALD cujos fibroblastos e linfoblastos foram utilizados para a detecção 
da ALDP, apenas nas linhas celulares de um dos doentes foi detectada ALDP 
em quantidades semelhantes ao controlo. Os fibroblastos de cinco doentes 
com X-ALD (56%) revelaram a ausência da ALDP e em fibroblastos de três 
doentes (44%) foi evidenciada a presença da ALDP em quantidades reduzidas. 
Nos fibroblastos destes três doentes a extracção de proteínas dos fibroblastos, 
na presença de carbonato e posterior immunoblotting, permitiu verificar que a 
ALDP se encontrava no sedimento (pellet), indicando localizar-se em 
estruturas membranares. 

Estudos de localização subcelular efectuados em fibroblastos de doentes 
com ALDP imunoreactiva, demonstraram que esta proteína co-localiza com a 
catalase, uma enzima peroxissomal, indicando que a ALDP se encontra no 
peroxissoma apesar de estar presente em quantidades inferiores às detectadas 
em controlos. 

Foram ainda estudadas as famílias em que os casos índex não possuíam 
ALDP imunoreactiva em fibroblastos, 5 das 9 analisadas (56%). Os resultados 
obtidos na detecção, por imunofluorescência, da ALDP em fibroblastos de pele 
após cultura (de possíveis portadoras) indicam que este método pode ser 
utilizado para identificação de heterozigoticas para a X-ALD. Testou-se ainda a 
aplicabilidade desta técnica no diagnóstico pré-natal da X-ALD. 
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Summary 

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD, OMIM N° 300100) is a serious 
disorder, affecting the white matter of the nervous system and the adrenal 
cortex. An accumulation of very long chain fatty acids (VLCFA) is observed in 
several tissues and plasma. The biochemical defect is due to a defect in the 
activation of VLCFA to their CoA derivatives catalysed by acil-CoA sintetase 
(VLCFAS). 

Clinically several phenotypes can be distinguished that can coexist in 
the same family. The classification of the different X-ALD phenotypes is 
related with the age of onset and the localisation of the first neurological 
lesions. Thus, the cerebral form of X-ALD is characterised by a slow initial 
progression followed by a fast evolution, while the adrenomyeloneuropathy 
(AMN) begins latter and affects mainly the peripheral nervous system. 

X-ALD is caused by mutations in a gene coding for a protein located in 
the peroxisomal membrane, ALDP. This protein belongs to the ABC family of 
transporters that requires ATP to function as transporter. ALDP function as 
well as interrelation between ALDP and VLCFAS remains unknown. 

Biochemical and genetic studies were performed in different biological 
samples from 20 Portuguese patients with X-linked adrenoleukodystrophy 
belonging to 10 different families. The possibility of using different cell lines in 
the diagnosis and identification of carriers was tested. Lymphocytes in culture 
cannot be used in the diagnosis of X-ALD, because accumulation of VLCFA 
does not occur in this cell line as in plasma and fibroblasts. 

We used the VLCFA concentration to determine the frequency of X-linked 
adrenoleukodystrophy in patients with Addison's disease. Biochemical defect 
of X-ALD was demonstrated in 27% of patients studied; this value rises to 
50% if we consider the individuals with age of onset below 16 years. 

Mutational analysis of X-ALD gene revealed heterogeneity, in this study 
we report two new mutations (according Mutation Database for X-linked 
Adrenoleukodystrophy, www.x-ald.nlj, a missense mutation already published 
and a polymorphism. The polymorphism, L516L, was identified in two X-ALD 
patients. The two missense mutations identified were: one in exon 8, 2236G>A 
(R617H) and other, in exon 9, 2281C>T (T632I), the later not yet described in 
the literature. A new deletion in exon 2, 1290delG, was also characterised. 
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Summary 

The absence of phenotype/genotype correlation was demonstrated after 

the analysis of several hemizygotes and hétérozygotes from one X-ALD family. 

X-ALD protein, ALDP, was studied using both Western-blot and 

immunofluorescence techniques. Normal amounts of ALDP were detected only 

in one of the nine X-ALD patients studied. Fibroblasts/lymphocytes from five 

patients (56%) revealed complete absence of the protein coded by X-ALD gene 

and cell lines from three (44%) revealed ALDP in reduced amounts when 

compared to normal controls. 

Fibroblasts from those three patients were further analysed; protein 

extraction in the presence of carbonate and immunoblotting using an ALDP 

monoclonal antibody revealed that ALDP was present in the pellet. Subcelular 

localisation studies demonstrated that ALDP co-localises with the catalase, a 

peroxisomal enzyme, indicating that ALDP goes to peroxisomes although it is 

present in small amounts. 

Families with affected male relatives shown to lack ALDP in their 

fibroblasts, 56% of the patients from this study, were particularly analysed. 

Immunofluorescence assays for the X-ALD protein ALDP can be used to test 

for carrier status. Further use of this technique for prenatal diagnosis of X-

ALD was also tested. 
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Sommaire 

L'adrenoleucodystrophie liée à IX (X-ALD, OMIM N° 300100), est une 
maladie d'origine génétique qui se caractérise par une démyélinisation 
progressive du système nerveux central et une insuffisance surrénale. On 
observe dans la X-ALD une accumulation anormale d'acides gras saturés à 
très longue chaîne, (AGTLC) que résulte d'un trouble de leur (3-oxydation qui à 
lieu normalement dans le péroxysome. Le déficit biochimique est du à un 
défaut d'activation de ces AGTLC en leurs dérivés CoA-Acétylés, catalysé par 
une acyl-CoA synthetase spécifique des AGTLC. 

L'expression phénotypique de la X-ALD est très polymorphe, existant 
fréquemment au sein d'une même famille. La X-ALD cérébrale c'est à dire la 
forme la plus grave et la plus fréquente de la maladie et 
l'adrénomyéloneuropathie (AMN) qui touche de jeunes adultes. La variabilité 
phénotypique qui caractérise 

Le gène de la X-ALD a été localisé en Xq28 et l'isolement du gène a 
permis de définir la protéine putative codée par ce gène. La protéine, ALDP, 
s'avère appartenir à la super-famille des protéines à cassette liant l'ATP, 
protéine qui ont un rôle dans le transport cellulaire de divers substrats. 

Ce mémoire rend compte du travail qui a permis l'étude biochimique et 
génétique chez 20 patient X-ALD portugais de 10 différentes familles. Dans un 
premier temps ce mémoire rendra compte de la caractérisation du déficit 
biochimique primaire de la maladie, dans des lignées lymphoblastoides. Les 
lymphocytes sont isolés à partir de sang total et transformés par le virus 
dTSpstein-Barr (EBV). On'a trouvé que le diagnostique biochimique de la X-
ALD n'est possible à partir des lignées lymphoblastoides parce que la détection 
de l'accumulation des AGTLC n'est possible dans des lignées lymphoblastoides 
comme dans plasma et fibroblastes. 

La caractérisation biochimique de la X-ALD chez patients avec la maladie 
d'Addison a permet de démontrer une accumulation d'AGTLC dans 27% de 
cas étudies. Chez l'enfant la X-ALD est de fait certainement la première cause 
d'insuffisance surrénale. 

Dans un second temps la caractérisation génétique a permis la détection 
des mutations dans le gène de l'adrenoleucodystrophie liée a IX, en trois 
patients. 
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Sommaire 

Deux de ces mutations entraînant des substitutions affectent des acides 

aminés conservés: R617H, 2236G>A dans l'exon 8 déjà décrit dans la 

littérature et une neuf, T632I, 2 2 8 Î O T dans l'exon 9 (d'accord avec Mutation 

Database for X-linked Adrenoleukodystrophy, ivww.x-ald.nl). Une autre 

mutation crée un codon stop premature, 1290delG dans l'exon 2. 

L'étape suivante été d'étudier l'expression de l'ALDP et de confirmer la 

localisation de la protéine chez les patients X-ALD. Des lignées cellulaires ont 

été étudiées en Western-blot et immunofluorescence avec les anticorps anti-

ALDP. Chez 5 (56%) patients la protéine est absente. Chez 1 patient une 

protéine de 75kDa est détectée. Enfin chez 3 autres patients, la protéine et 

détectée mais en quantité inferior aux témoins. 

Afin de confirmer la localisation de l'ALDP, la co-localisation de cette 

protéine et de la catalase par double immunofluorescence indirecte et deus 

fluorochromes différents à été effectué. Sur les fibroblastes de ces 3 patients, 

un marquage ponctué et d'une couleur intermédiaire est observé, confirmant 

une localisation des deux protéines dans le même organelle. 

D'outrés études sur les familles des patients X-ALD chez qui aucune 

protéine n'est détectée ont été réalisées. En immunofluorescence indirecte, les 

fibroblastes et les amniocytes montrent la protéine ALDP ne semble pas 

exprimée chez les patients X-ALD ou chez les fammes conductrices qu'ont une 

double populations des fibroblastes, à la fois un marquage ponctué et 

l'absence. Ce résultat indiquant que cette méthode peux être utilisé pour 

l'identification du statut de conductrices et diagnostic prénatal de la X-ALD. 
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Introdução 

1. HISTÓRIA 

A adrenoleucodistrofia (X-ALD) ligada ao cromossoma X (OMIM N° 
300100) foi identificada como uma nova entidade clínica em 1923, num rapaz 
que apresentava hiperpigmentação desde os 3-4 anos de idade, progressivas 
perturbações neurológicas e de comportamento e ainda alterações no 
funcionamento das glândulas supra-renais (Siemerling e Creutzfeldt, 1923). O 
nome adrenoleucodistrofia foi proposto por Blaw apenas em 1970 (Blaw, 
1970). Fanconi e colaboradores (1963), sugeriram que esta patologia 
apresentava um modo de transmissão recessivo e ligado ao cromossoma X 
após terem verificado que todos os casos reportados na literatura até então se 
referiam a doentes do sexo masculino. Nessa altura especularam que o 
envolvimento cerebral e das glândulas supra-renais se poderia ficar a dever a 
um único defeito genético. A expressão fenotípica da X-ALD é amplamente 
heterogénea, sendo em 1976 reconhecida a primeira forma adulta de X-ALD 
(Budka et ai, 1976) e mais tarde pormenorizada e denominada como 
adrenomieloneuropatia (AMN) (Griffin et ai, 1977). A evidência de que X-ALD e 
AMN são a mesma entidade patológica surgiu quando numa mesma família 
foram detectados 4 casos de adrenoleucodistrofia e um de 
adrenomieloneuropatia (Davis et ai, 1979). Willems e colaboradores (1990), 
verificaram que doentes com X-ALD e AMN pertencentes à mesma família 
possuem idênticos haplotipos demonstrando que a X-ALD e AMN não são 
causadas por mutações alélicas diferentes. Até à presente data são inúmeras 
as publicações que dão conta da variabilidade clínica da X-ALD (Budka et ai, 
1981; Moser et ai, 1992a; Maris et ai, 1995), mesmo em gémeos monozigóticos 
(Sobue et ai, 1994). A determinação da concentração dos ácidos gordos de 
cadeia muito longa (AGCML) no plasma (Moser et dl, 1981) e em eritrócitos 
(Tsuji et ai, 1981) rapidamente se tornou na forma de diagnóstico da X-ALD, 
uma vez que nestes doentes há acumulação de ácidos gordos de cadeia muito 
longa em vários tecidos e no plasma. O diagnóstico pré-natal é também 
possível pois a acumulação de AGCML foi detectada em amniócitos após 
cultura (Moser et ai, 1982; Singh et ai, 1984a). 
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Introdução 

A acumulação de AGCML na X-ALD é uma consequência da deficiente 

activação destes substratos, processo que é efectuado pela enzima acil-CoA 

sintetase (Jakobs e Wanders, 1991). A restante via de degradação dos 

AGCML, que ocorre no interior do peroxissoma, encontra-se, nos doentes com 

X-ALD, sem qualquer alteração (Singh et ai, 1984a e b; Wanders et ai, 1987b). 

Em 1981 o gene da X-ALD (ABCD1) foi localizado na banda q28 do 

cromossoma X (Migeon et ai, 1981) e posteriormente confirmado por outros 

autores (Boué, 1985, Aubourg et ai, 1987). A identificação e caracterização do 

gene da X-ALD revelou que este codifica uma proteína integrante da 

membrana do peroxissoma, a ALDP, que pertence ao conjunto de proteínas 

transportadoras que ligam ATP, a família ABC (Aubourg et al, 1993a). A 

função assim como a relação da ALDP com o defeito bioquímico presente na 

X-ALD permanecem ainda por esclarecer. A ALDP apresenta um peso 

molecular de 75 kDa e possui homologia significativa com a proteína de 70 

kDa integrante da membrana do peroxissoma (PMP 70) (Mosser et ai, 1993). 

Outros 2 homólogos da ALDP foram já identificados em humanos (Holzinger et 

ai, 1997 a e b). Estão descritas cerca de 250 mutações no gene da X-ALD 

identificadas em famílias com adrenoleucodistrofia de origens diversas. Cerca 

de 5% das mutações são delecções parciais do gene, 15-25% são delecções de 

1 a 3 pares de bases, 40-50% são mutações missense, 20-25% são mutações 

frameshift, 6% são mutações nonsense e 5% são mutações de splice (Smith et 

al, 1999). A grande maioria das mutações presentes no gene ABCD1, foi 

identificada em apenas uma família de X-ALD, com a excepção da mutação 

1801-1802delAG que foi caracterizada em vários doentes (Kemp et ai, 1994). 

Estudos efectuados em fibroblastos de doentes com X-ALD demonstraram que 

aproximadamente 70% destes fibroblastos apresentam ausência completa da 

ALDP (Watkins et ai, 1995 e Kemp et ai, 1996). 
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Introdução 

2. ADRENOLEUCODISTROFIA LIGADA AO CROMOSSOMA X 

2.1 FENÓTIPOS CLÍNICOS 

A X-ALD é uma doença genética, que apresenta um padrão de 

hereditariedade recessivo ligado ao cromossoma X (Moser et al, 1984b) e uma 

frequência que pode variar entre 1.1 por 100 000 nados vivos nos EUA (Moser 

et ai, 1995c), 1.6 por 100 000 na Austrália e Espanha (Kirk et ai, 1998 e Ruiz 

et ai, 1998) e 1 por 200 000 indivíduos do sexo masculino na Holanda (van 

Geel et ai, 1994). A tabela 1 lista a frequência dos diferentes fenótipos clínicos 

observados em doentes com X-ALD de diversos países. Dois terços das 

portadoras desenvolvem sintomas de X-ALD, aumentando a frequência desta 

patologia para 1:10 000 (Moser et al, 1995c). A taxa de novas mutações ocorre 

em cerca de 8% dos casos índex, 4 1 % nas mães portadoras e em 25% nas 

avós portadoras (Aubourg et ai, 1993a). São consideradas portadoras 

obrigatórias as filhas de indivíduos afectados e aquelas mães com mais do que 

um indivíduo afectado. 

Tabela 1 - Frequência relativa dos fenótipos apresentados pelos doentes de X-ALD de 
diferentes países. 

FENÔTIPO FREQUÊNCIA (%) 
Espanha Austrália Holanda França EUA 
n=60 (a) n=96(b) n=77(c) n=366(c) n=388 (c) 

cerebral infantil 
} 33 } 52 } 3 1 } 44.8 

39 
cerebral adolescente } 33 } 52 } 3 1 } 44.8 6 
cerebral adulto 16 2 1 4.6 2 
adrenomieloneuropatia 27 25 46 40.6 26 
doença de Addison 12 16 14 5.8 14 
assintomático 12 5 8 4.2 13 

(a) Ruiz et ai, 1998; (b) Kirk et a/., 1998; (c) Bezman and Moser, 1998. 

Os fenótipos mais frequentes de X-ALD, que são também os mais graves, 
incluem as formas cerebrais infantil e adolescente, que afectam rapazes entre 
os 5 e 12 anos de idade (Blaw, 1970). Os indivíduos afectados por uma forma 
cerebral possuem inicialmente um desenvolvimento neurológico normal 
(Moser, 1995a). 
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Introdução 

Através de estudos de imagem de ressonância magnética (IRM) é possível 

observar-se que a mielinização se processa normalmente (Berger et ai, 1992; 

Uchiyama et ai, 1991). De forma simultânea com o aparecimento dos sinais de 

desmielinização, aparecem as alterações de comportamento sendo possível 

observar-se também um défice nas funções cognitivas. As IRM destes doentes 

revelam lesões de desmielinização que se iniciam pela substância branca 

occipital ou pelo corpo caloso (Jensen et ai, 1990). Verifica-se de seguida uma 

evolução rápida dessas lesões desmielinizantes, contemporâneas a um 

agravamento neurofisiológico. Surgem então défices motores e sensoriais, 

traduzidos por uma hemiparésia e alterações visuais e auditivas (Loes et ai, 
1994). A evolução até um estado vegetativo e morte ocorre geralmente durante 

um período de 2 ou 3 anos após início dos primeiros sintomas (Moser, 1986). 

A insuficiência da glândula supra-renal ocorre em 95% dos casos de X-ALD 

infantil e juvenil e constitui em cerca de 20% dos casos como o primeiro 

sintoma da patologia (Moser et ai, 1991b). 

A forma adulta desta doença, chamada adrenomieloneuropatia (AMN), 

afecta indivíduos de sexo masculino de idades compreendidas entre os 20 e 

30 anos (Griffin et ai, 1977). Caracteriza-se pelo aparecimento de 

perturbações da marcha e do equilíbrio (Moser et ai, 1991 a), sendo os nervos 

periféricos e a espinal medula os principais locais de desmielinização (van 

Geel et ai, 1996). A doença apresenta uma progressão mais lenta do que a 

forma infantil podendo levar a uma hemiparésia por volta dos 40 anos de 

idade. Aproximadamente 30% dos doentes com AMN desenvolvem alterações 

cerebrais desmielinizantes e quando surgem, apresentam uma evolução 

semelhante à observada nas formas infantis (Martin et ai, 1980). Cerca de 

65% dos doentes com AMN apresentam insuficiência supra-renal, que pode 

permanecer como único sintoma durante 5 a 15 anos (van Geel et ai, 1994). A 

insuficiência periférica das glândulas supra-renais, observada na X-ALD, 

caracteriza-se por uma perturbação das funções gluco- e mineralo-corticóides 

(Powers et ai, 1982) que não é acompanhada por alterações ao nível da 

medula (Bakos et ai, 1995). Foi também observada frequentemente, nas 

formas adultas, uma alteração da função gonadal periférica que envolve as 

células de Leydig e os tubos seminíferos (Powers e Schaumburg, 1981). 
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Introdução 

Designa-se por doença de Addison (Addison only) o fenótipo de X-ALD 

em que a única alteração presente é a insuficiência supra-renal. 

Cerca de 60% das portadoras podem desenvolver sintomas semelhantes 

aos observados na forma AMN, que incluem alterações na medula espinal e 

nervos periféricos, podendo levar a uma grave hemiparesia. Não se observam 

alterações cerebrais graves nas portadoras (Schlote et ai, 1987) e só 

excepcionalmente surge insuficiência supra-renal (Heffungs et ai, 1980). 

Denominam-se assintomáticos os indivíduos que nunca manifestaram 

qualquer sintoma de X-ALD, quer no plano neurológico quer no 

endocrinológico, embora evidenciem acumulação de ácidos gordos de cadeia 

muito longa no plasma (Moser et ai, 1993). A reavaliação destes doentes 

alguns anos após o diagnóstico revela muitas vezes casos de AMN ou de forma 

cerebral adulta (van Geel et ai, 1996). 

A acumulação de AGCML saturados é idêntica em qualquer uma das 

formas de X-ALD (mesmo nos indivíduos assintomáticos), não existindo 

nenhuma correlação entre a acumualção de AGCML e a severidade da doença 

(Moser e Moser, 1996b). A co-ocorrência de duas ou mais formas de X-ALD já 

foi detectada em várias famílias (Moser et al, 1995c). Esta variação fenotípica 

intrafamiliar pode ser explicada pela acção de um ou mais gene(s) 

modificador(es) autossómicos (Moser et ai, 1995d) e/ou outros factores ainda 

não identificados (Korenke et ai, 1996b). 

2.1.1 ALD ligada ao cromossoma X versus ALD neonatal 

O termo adrenoleucodistrofia é usado para descrever duas entidades 
genéticas completamente distintas com alterações no córtex das glândulas 
supra-renais e na mielina do sistema nervoso. 

Na forma ligada ao cromossoma X, a alteração bioquímica presente é a 
acumulação de ácidos gordos de cadeia muito longa nos tecidos e no plasma, 
encontrando-se a estrutura do peroxissoma normal. Na forma neonatal 
(Ulrich et al, 1978) o padrão de hereditariedade é autossómico recessivo e 
verifica-se uma diminuição do número e tamanho dos peroxissomas (Aubourg 
et ai, 1986). 
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A acumulação de ácidos gordos de cadeia muito longa, é uma característica 
comum às duas formas de adrenoleucodistrofia que, no entanto, resulta de 
diferentes mecanismos: na forma neonatal, existe uma alteração em todo o 
processo de p-oxidação daqueles substratos; na forma ligada ao cromossoma 
X, o defeito envolve apenas activação dos ácidos gordos (Goldfischer et ai, 
1985). Existem outras diferenças fundamentais entre a forma ligada ao X (X-
ALD) e a neonatal: (i) na forma neonatal, grande parte dos peroxissomas estão 
ausentes e os que estão presentes são morfologicamente distintos dos 
existentes em células de doentes com a forma de adrenoleucodistrofia ligada 
ao cromossoma X que apresentam uma estrutura normal (Vamecq et ai, 
1986); (ii) os doentes com a forma neonatal apresentam uma incapacidade de 
sintetizar plasmalogéneos e oxidar ácido fitânico (Wanders et ai, 1987a), têm 
níveis aumentados de ácido pipecólico (Kelley e Moser, 1984) e dos 
intermediários dos ácidos biliares (Noetzel et ai, 1983), enquanto que os 
doentes com X-ALD não apresentam nenhuma destas alterações; (iii) as duas 
formas de adrenoleucodistrofia nunca ocorreram na mesma família (Lazarow e 
Moser 1995). 

2.2 BIOQUÍMICA 

Em células de doentes com X-ALD detectam-se níveis de p-oxidação dos 
ácidos gordos de cadeia longa (C16:0 e C20:0) normais, catalase normal, 
biossíntese de plasmalogéneos e actividade da enzima DHAP-AT também 
normais, a única alteração é a acumulação de AGCML (C24:0, C26:0) (Moser 
et ai, 1984b). 

2.2.1 Ácidos gordos de cadeia muito longa 

Os ácidos gordos de cadeia muito longa (AGCML) são definidos como 
ácidos gordos contendo um número de átomos de carbono superior a 22 
(C22), podendo ser saturados ou insaturados. 

Nas células a percentagem de ácidos gordos de cadeia muito longa em 
relação à quantidade de ácidos gordos total pode variar entre os 0.1% e 10%. 
Os AGCML saturados, encontram-se em elevada frequência na esfingomielina 
dos glóbulos vermelhos e nos lípidos da bainha de mielina do sistema 
nervoso. 
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O ácido cerótico (C26:0) representa 1% a 5% do total de ácidos gordos na 

esfingomielina dos glóbulos vermelhos, cerebrosídeos e sulfatídeos cerebrais 

(Rizzo et ai, 1987). Nos restantes tecidos a percentagem de AGCML é muito 

inferior, sendo que o C26:0 representa cerca de 0.01% e 0.02% de ácidos 

gordos totais no plasma e glândula supra-renal, respectivamente (Moser et ai, 
1981). 

Os AGCML presentes no organismo derivam de duas fontes: da dieta 

alimentar e da síntese endógena (Kishimoto et ai, 1980). A síntese de ácidos 

gordos de cadeia superior a C16 é realizada por intermédio do sistema de 

elongação (Murad e Kishimoto, 1978). Este sistema de elongação de ácidos 

gordos é bastante complexo envolvendo reacções de transesterificação e várias 

proteínas transportadoras (Bourre et ai, 1976). O sistema de oxidação de 

ácidos gordos peroxissomal foi identificado em 1976 (Lazarow e De Duve, 

1976). Os peroxissomas p-oxidam uma série de substratos: ácidos gordos de 

cadeia média, longa e muito longa, ácidos dicarboxílicos de cadeia média e 

longa, ácidos gordos com ramificação 2-metil derivados do isoprenóido 

(exemplo: ácido pristânico), prostanóides (prostaglandinas, tromboxanos, 

leucotrienos), as cadeias laterais carboxílicas de certos xenobióticos e dos 

intermediários dos ácidos biliares, ácidos di- e trihidroxicoprostanóicos (em 

peroxissomas hepáticos), outros substratos são o ácido dolicóico e as cadeias 

carboxílicas laterais de vitaminas lipossolúveis (Cerdan et ai, 1988; Diczfalusy 

e Alexon, 1990; Jedlitschky et ai, 1991; K(|)lvraa e Gregersen, 1986; 

Mortensen, 1992; Singh et ai, 1993; Vamecq e Drayer, 1989; Mannaerts e van 

Veldhoven, 1993a). 

2.2.1.1 Activação e (3-oxidação 

Os ácidos gordos uma vez no interior das células são activados, por 
tioesterificação, pela enzima acil-CoA sintetase, a esteres de Coenzima A. Os 
peroxissomas contêm acil-CoA sintetases de ácidos gordos de cadeia longa e 
muito longa (Hashmi et dl, 1986, Lazo et ai, 1990a). Recentemente foi 
identificado e caracterizado no homem, o gene que codifica para uma destas 
enzimas, responsável pela activação dos AGCML (hSAGCML) (Steinberg et ai, 
1999). 
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Esta proteína é expressa principalmente no fígado e os estudos para 

determinar a sua localização subcelular revelam dupla marcação no retículo 

endoplasmático e no peroxissoma. No peroxissoma, a sintetase parece estar 

voltada para o seu interior (Smith et ai, 2000). Foram caracterizados 2 

homólogos da SAGCML em humanos (Hl e H2), mas as suas funções 

bioquímicas ainda estão por esclarecer (Watkins et ai, 1999). Estes autores 

sugerem que os homólogos SAGCML Hl e H2 só funcionem como sintetases 

na presença de outras proteínas (por exemplo a proteína da 

adrenoleucodistrofia-ALDP) ou actuem facilitando o transporte dos ácidos 

gordos através das membranas dos organelos. 

Após a activação, os ácidos gordos são degradados. A p-oxidação 

peroxissomal de substractos não ramificados consiste em quatro reacções 

consecutivas (Hashimoto, 1999): (i) oxidação com desaturação de acil-CoA a 

2-trans-enoil-CoA; (ii) hidratação que converte o enoil-CoA a L-3-hidroxiacil-

CoA; (iii) uma segunda oxidação com passagem de hidroxiacil-CoA a 3-

cetoacil-CoA; (iv) corte tiolítico que resulta na formação de um acil-CoA 

encurtado em dois átomos de carbono e acetil-CoA ou propionil-CoA no caso 

dos compostos com ramificações 2-metil (figura 1). Os segundo e terceiro 

passos da p-oxidação peroxissomal são catalisados por uma única proteína 

multifuncional (proteína L-bifuncional) (Hoefler et ai, 1994), uma enzima 

monomérica, com actividade 2-enoil-CoA hidratase, 3-hidroxiacil-CoA 

desidrogenase e A3,A2-enoil CoA isomerase (van Grunsven et ai, 1999). A 

multiplicidade de oxidases, hidratases e desidrogenases faz prever também a 

existência de várias tiolases no peroxissoma (Kamijo et ai, 1993; Antonenkov 

et ai, 1999). 
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Figura 1 - Representação esquemática das vias metabólicas e enzimas do 
sistema de activação e de p-oxidação peroxissomal dos ácidos 
gordos de cadeia muito longa (Hashimoto, 1999). 
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2.2.2 Patologia da X-ALD 

As inclusões lipídicas trilamelares visíveis em microscopia electrónica, 
no cérebro e glândula supra-renal dos doentes com X-ALD, são o resultado da 
acumulação de ácidos gordos de cadeia muito longa saturados (AGCML) 
(Powers e Schaumburg, 1974). À medida que a doença avança, todo o córtex 
da glândula supra-renal atrofia. Em fetos com X-ALD são visíveis alterações 
na zona da glândula supra-renal fetal (Powers et ai, 1982). Indivíduos do sexo 
masculino em idade pós-pubertária desenvolvem estruturas lipídicas 
lamelares no citoplasma das células de Leydig, semelhantes às encontradas 
nas células adrenocorticotróficas (Powers e Schaumburg, 1981). Várias 
hipóteses surgiram para explicar os mecanismos através dos quais a 
acumulação de AGCML originam alterações no sistema nervoso central (SNC) 
em doentes com X-ALD: (i) a acumulação das longas cadeias de AGCML nas 
membranas das células do SNC provoca alterações estruturais perturbando a 
função dos receptores membranares (Ho et ai, 1995); (ii) a acumulação de 
AGCML induz uma resposta inflamatória e as citoquinas, por sua vez, 
aumentam os efeitos causados pela acumulação de AGCML, originando morte 
dos oligodendrócitos e desmielinização; (iii) a acumulação de AGCML causa 
instabilidade na mielina e morte dos oligodendrócitos (Dubois-Dalcq et ai, 
1999). 

2.2.3 Defeito enzimático 

Estudos efectuados por Hashmi et ai, em 1986 levaram à identificação 

do defeito enzimático da X-ALD. Uma das observações que mais contribuíram 

para tal foi a verificação de que a oxidação do ácido lignocérico (C24:0), mas 

não do seu derivado-CoA, estava reduzida nos fibroblastos de doentes com X-

ALD (Wanders et ai, 1987 a, Rizzo et ai, 1984). As restantes enzimas da p-

oxidação estão activas e funcionalmente normais na X-ALD (Lazo et ai, 1990b, 

Wanders et al, 1988a). 
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2.3 GENÉTICA 

2.3.1 O gene 

O gene da X-ALD, recentemente denominado ABCD1, foi identificado por 

técnicas de clonagem posicionai (Mosser et ai, 1993), após o estudo de um 

doente de X-ALD que, na região vizinha dos genes R/GCP (Red/ Green colour 

pigment genes) (Sack e Morrei, 1993) apresentava um complexo rearranjo que 

incluía duas delecções separadas por uma inversão de 140 kb (Feil et ai, 

1991, Aubourg et dl, 1990b). Este gene de 21kb, compreende 10 exões e 

junções intrão-exão com sequências consenso para os dadores/aceitadores de 

splicing. O gene da X-ALD codifica para um mRNA com um quadro de leitura 

(open reading frame) de 2,235 bases codificando uma proteína (ALDP) de 745 

aminoácidos (Sarde et ai, 1994a)(apêndice 3). O exão 1 de 1286 bp, contém 

386 bp de sequência não-traduzida- 5TJTR. O exão 10 contém 246bp de 

região codificadora e aproximadamente 1570 bp de sequência não-traduzida 

até ao sinal putativo de poliadenilação (figura 2). 

Foram já descritos vários pseudogenes do gene da X-ALD, presentes em 

diferentes autossomas. Os pseudogenes contêm cerca de 9.7 Kb do gene da X-

ALD que correspondem aos exões 7 a 10 (Eichler et ai, 1997). Estudos de 

hibridização in situ por fluorescência (FISH) identificaram vários pseudogenes 

em diferentes autossomas: 2 p l l , lOp l l , 16p l l , 20ptel e 2 2 q l l (Smith et ai, 

1999). A existência destes pseudogenes, embora não sendo transcritos, 

complicam a análise das mutações presentes no gene da X-ALD (Eichler et ai, 

1996 e 1997). Para testar as mutações no gene da ALD em DNA genómico sem 

a presença destas sequências autossómicas devem ser utilizados primers de 

PCR específicos para o gene da ALD (Boehm et ai, 1999). 

Encontram-se descritas mais de 250 alterações no gene da X-ALD 

identificadas em famílias com adrenoleucodistrofia de origens diversas (Smith 

et ai, 1999; Lachtermacher et ai, 2000; Gomez-Lira et ai, 1999). Cerca de 5% 

das mutações são delecções parciais do gene, 15-25% são delecções de 1 a 3 

pares de bases, 40-50% são mutações missense, 20-25% são mutações 

frameshift, 6% são mutações nonsense e 5% são mutações de splicing (figura 3). 
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Domínios transmembranares 
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Domínio de ligação ao ATP 

Domínio de ligação 
ao ATP 

Figura 2 - Esquemas do gene da X-ALD e da proteína ALDP. A - estrutura do 
gene com 10 exões ] ; B - polipeptídeo (ALDP) com domínios 
putativos: domínio de ligação ao ATP com os dois motivos Walker 
A e B (WA e WB); L3-representa o loop 3 (região possivelmente 
envolvida na hidrólise do ATP e processo de transporte); C -
modelo da ALDP com domínio hidrofóbico (transmembranar) e 
domínio hidrofílico (com local de ligação ao ATP) (adaptado de 
Shani et ai, 1996). 

Cada família com X-ALD representa uma mutação única, exceptuando-se 

uma mutação descrita no exão 5 (Kemp et ai, 1994). Dos doentes com X-ALD 

cuja mutação presente no gene da X-ALD já foi identificada e descrita, em 24 

(o que equivale a uma frequência de 12%) foi caracterizada uma delecção AG, 

dei 1801-1802, no exão 5 tratando-se de um possível local frequente (hot-spot) 
de mutações (Smith et ai, 1999). 
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Figura 3 - Representação esquemática da ALDP (indicando-se os domínios 
membranares e de ligação ao ATP) e das mutações presentes no 
gene da X-ALD (exceptuando grandes delecções) segundo Smith 
et ai, 1999. D- mutação do tipo missense; ■ - mutação do tipo 
nonsense; ■ - mutação frameshift; B -delecção/inserção de 
aminoácido; E3- alteração de splicing. 

2.3.2 A proteína ALDP 
O gene da X-ALD codifica para uma proteína de 75kDa pertencente à 

família de transportadores transmembranares que ligam ATP, família ABC, e 
que se localiza na membrana do peroxissoma (Mosser et al, 1994a). A análise 
do perfil de hidrofobicidade da ALDP, que permite caracterizar diferentes 
domínios na proteína, revelou uma região amino-terminal hidrofóbica que 
contém seis segmentos transmembranares e uma região carboxi-terminal 
hidrofílica. 

O alinhamento das sequências da ALDP e de outra proteína integral da 
membrana do peroxissoma, a PMP70, demonstra que a identidade entre 
ambas é de 38.5%, com similaridade de 75.6%, sendo a homologia maior na 
zona carboxi-terminal (local de ligação ao ATP) (apêndice 4). Esta região de 210 
amino-ácidos apresenta uma identidade de 56% com a região correspondente 
na PMP70. As duas sequências consenso NBF (nucleotide binding fold) 
características do local de ligação ao ATP são idênticas na ALDP e PMP70 
(Mosser et ai, 1993). 

2.3.2.1 As proteínas ABC 
Os transportadores ABC (ATP binding cassete) são ATPases com um 

papel importante no transporte de diversos substratos, como proteínas, 
peptideos, moléculas e iões inorgânicos (Kuchler e Thorner, 1992). 
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A superfamíla de transportadores em eucariotas compreende a proteína P, 

uma glicoproteína, produto de gene "multidrug-resistant-MDR" (ABCB1) que 

bombeia drogas quimioterapêuticas para o exterior da célula e que possuí 

ainda actividade de canal de cloro (Kane et ai, 1990); o regulador 

transmembranar de condutância da fibrose quística, CFTR (ABCC1) (cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator) que transporta iões cloreto 

(Riordan et al, 1989); os peptidos transportadores, TAP 1 e TAP2 (ABCB 2 e 3 

respectivamente) que controlam o processo de "apresentação" dos antigénios 

da classe I (Trowsdale et al, 1990) e ainda as proteínas peroxissomais 

identificadas recentemente: ALDP, PMP70 , ALDRP e P70R (Mosser et al, 
1993, Holzinger et al, 1997b e c, Kamijo et al, 1990). Estas proteínas 

pertencem a um subgrupo das proteínas ABC (subgrupo D) que engloba um 

total de 15 proteínas presentes em diferentes organismos: as proteínas PXA1 

e PXA2 em leveduras, cinco proteínas em C. elegans, 4 em rato e os 4 

membros da família ABC identificados em humanos e localizados na 

membrana peroxissomal: ALDP , ALDRP, PMP 70 e P70R . 

A ALDP é a proteína, codificada pelo gene ABCD1, responsável pela 

adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X. A ALDRP, codificada pelo gene 

ABCD2, apresenta 62.8% de resíduos amino-acídicos idênticos aos da ALDP, e 

um padrão de expressão distinto, sendo detectada predominantemente no 

cérebro e coração (Lombard-Platet et ai, 1996 e Holzinger et al, 1997b). Este 

grupo de 4 proteínas inclui ainda a proteína da membrana do peroxissoma de 

70 kDa (PMP 70), codificada pelo gene ABCD3 (Gartner et ai, 1992) e a P70R 

ou PMP69, que apresenta 27% de identidade com a ALDP e cujo gene, 

denominado ABCD4, se localiza no cromossoma 14q24.3 (Holzinger et ai, 
1997a; Shani et ai, 1997). 

A família de transportadores dependentes do ATP compreende mais de 

trinta proteínas identificadas, até à data, em procariotas e eucariotas (Higgins, 

1992, Savary et ai, 1997). As moléculas desta família apresentam, 

caracteristicamente, dois domínios na região amino-terminal extremamente 

hidrofóbicos, cada um deles contendo seis sequências transmembranares, 

com estrutura secundária em a-hélice, cuja composição em aminoácidos 

determina a especificidade das moléculas transportadas (Higgins, 1992). 
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Estas proteínas contêm ainda uma sequência hidrofílica com dois domínios 
conservados, envolvidos na ligação à molécula de ATP e durante o processo de 
transporte em que estão envolvidos hidrolisam ATP (Dean et ai, 1994). Cada 
um dos conjuntos de domínios dos transportadores ABC (que incluem 6 
domínios transmembranares e 1 de ligação ao ATP) é expresso como um 
polipeptídeo separado, considerando-se os membros desta família, MDR e 
CFTR, como transportadores completos, enquanto que TAP 1, TAP 2 são 
considerados apenas "meios-transportadores", por só possuírem um desses 
conjuntos de domínios. 

As moléculas TAPI e TAP2 dimerizam formando complexos 
heterodiméricos responsáveis pelo transporte de antigénios do citoplasma 
para o interior do retículo endoplasmático (Arnold et ai, 1992; Beck et ai, 
1992; Spies et ai, 1992). Nos organismos eucariotas os domínios de ligação ao 
ATP dividem-se em dois: (i) o domínio A (WA-Walker A), de sequência 
GX4GK(T)X6(I/V), que contém um resíduo de Usina e que poderá influenciar a 
conformação do domínio em causa ao interactuar directamente com os grupos 
fosfato, p e y , da molécula de ATP; (ii) o domínio B (WB-Walker B) que obedece 
à sequência (R/K)X2GX3L<|)4(D/E) (Saraste et ai, 1990). 

2.3.2.1.1 Funções das proteínas ABC peroxissomais 

As proteínas peroxissomais pertencentes a este grupo são quatro. A 
função de qualquer uma destas 4 proteínas ainda está por esclarecer, no 
entanto todas parecem representar metade de um transportador funcional. 
Por analogia ao canal de cloro, CFTR, serão necessários dois semi-
transportadores para funcionarem como um transportador (com dois 
domínios transmembranares e dois domínios de ligação ao ATP) (Valle e 
Gartner, 1993). Também as proteínas de leveduras PXA 1 e 2 formam 
heterodímeros para completar um transportador funcional (Shani e Valle, 
1998). A existência destes "semi-transportadores" permite propor a ocorrência 
de uma interacção entre proteínas estruturalmente relacionadas, com a 
formação de complexos homo- ou heterodiméricos envolvidos na constituição 
de moléculas proteicas funcionais. A existência de quatro "semi-
transportadores" na membrana peroxissomal dos mamíferos permite sugerir 
que diferentes tipos de dímeros se podem formar originando um polipéptido 
transportador funcional na membrana do peroxissoma. 
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Estudos recentes (Smith et ai, 1999), com experiências de co-

imunoprecipitação revelaram a possibilidade de formação de homodímeros 

ALDP-ALDP e heterodímeros ALDP-PMP70 e ALDP-ALDRP. A função da ALDP 

e dos restantes semi-transportadores peroxissomais não foi ainda 

determinada, conhecendo-se o seu envolvimento na via de (3-oxidação dos 

ácidos gordos de cadeia muito longa (AGCML). 

Atendendo a que a alteração bioquímica que ocorre na X-ALD é a 

acumulação de AGCML, Mosser e colaboradores (Mosser et ai, 1993) propõem 

que esta se fica a dever a uma alteração funcional da proteína ALDP 

envolvida na estabilização da actividade da enzima acil-CoA sintetase dos 

AGCML. A localização intraperoxissomal da SGACML sugere que a ALDP 

possa estar envolvida, no transporte de substâncias necessárias ao 

funcionamento da SAGCML (figura 4) (Smith et ai, 2000). Qualquer que seja o 

substrato transportado pela proteína ALDP, a presença do NBF (domínio de 

ligação ao ATP) que inclui cinco regiões hidrofóbicas (fl-sheets) e o loop 

enriquecido em glicina (Walker A), também presentes noutras proteínas 

transportadoras da família ABC, sugere que a ALDP use a energia resultante 

da hidrólise do ATP para efectuar esse transporte (Shani et ai, 1996). 

Parece existir uma relação próxima entre os 4 transportadores 

peroxissomais pertencentes à família ABC, existindo a evidência laboratorial 

da formação de homodímeros da ALDP e heterodímeros ALDP/ALDRP e 

ALDP/PMP70 (Smith et ai, 1999). A sobrexpressão das proteínas ALDP, 

PMP70 e ALDRP é capaz de restabelecer a p-oxidação dos ácidos gordos de 

cadeia muito longa em fibroblastos de doentes com X-ALD, o que faz prever 

uma função semelhante para estas proteínas (Cartier et ai, 1995 e Flavigny et 
ai, 1999). O facto de as proteínas de levedura pertencentes à família ABC (PXA 

1 e 2), estarem envolvidas na p-oxidação dos ácidos gordos de cadeia longa e 

não na biogénese do peroxissoma faz prever que também a ALDP não esteja 

envolvida na biogénese dos peroxissomas (Hettema et ai, 1996 e Verleur et ai, 
1997). 
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Matriz peroxissomal 
(í-oxidaçao 

AGCL 

Citoplasma 

i«tn-<rans|>orta<loc ABC O Q 

,;2!ÎE?'Î*,0'*BC E 5 5 «KTM dawgacio ao ATP 

Figura 4 - Modelo proposto para o transporte, através da membrana 
peroxissomal, envolvendo a ALDP, em homo- e/ou 
heterodímeros (adaptado de Dubois-Dalcq et ai, 1999); 

^ - sintetase dos ácidos gordos de cadeia muito longa; 
sintetase dos ácidos gordos de cadeia longa (Sc. cerevisiae);( 

sintetase dos ácidos gordos de cadeia média. ?-desconhecido; 
X-semitransportador ABC. 

2.4 TERAPIA 

O tratamento da insuficiência da glândula supra-renal é essencial. A 
terapia de substituição de esteróides não modifica a evolução neurológica da 
X-ALD, mas é efectiva e muito importante no tratamento da insuficiência 
supra-renal, presente na maioria dos doentes com X-ALD, uma vez que, se a 
insuficiência supra-renal não for tratada, pode ser fatal (Bezman e Moser, 
1998). 

2.4.1 Restrição de AGCML da dieta e ingestão óleo de Lorenzo 

Esta terapia tem por base um regime dietético que consiste, por um lado, 

na restrição alimentar dos AGCML, essencialmente do ácido cerótico (C26:0), e 

por outro na ingestão de determinados óleos: ácido oleico (C18:l xu 9-trioleato 

de glicerol-GTO) e ácido erucico (C22:l w 9 - trierucicato de glicerol-GTE), 

capazes de bloquear a síntese endógena desses mesmos ácidos gordos. 
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Este tratamento é vulgarmente conhecido como terapia com óleo de Lorenzo. 

A combinação destes dois substratos no tratamento da X-ALD leva a que estes 

ácidos gordos mono-insaturados entrem em competição com o sistema 

enzimático que catalisa a elongação dos AGCML saturados (tóxicos), uma vez 

que a mesma enzima realiza a elongação de AGCML saturados e insaturados 

(Rizzo et ai, 1987). Este tratamento permite normalizar a concentração de 

AGCML do plasma em 6 a 8 semanas. Este efeito produzido na diminuição 

dos níveis de AGCML no plasma levou á utilização desta terapia em doentes 

com X-ALD de vários países incluindo Portugal (Nogueira et ai, 1993). No 

entanto, e apesar do efeito na normalização da concentração dos AGCML em 

plasma e vários tecidos, o óleo de Lorenzo é incapaz de impedir a progressão 

neurológica quando esta está presente (Uziel et ai, 1991; Aubourg et ai, 
1993b; Korenke et ai, 1995) ou de melhorar a função endócrina (van Geel et 
ai, 1997). A análise postmortem de tecidos pertencentes a doentes com X-ALD 

sujeitos ao tratamento com óleo de Lorenzo, revelou quantidades substanciais 

de ácido erucico (C22:l) no fígado e tecido adiposo sem no entanto haver um 

aumento deste ácido gordo no cérebro (Rasmussen et ai, 1994 e Poulos et ai, 
1994). 

Um estudo colaborativo a nível internacional foi iniciado no sentido de se 

avaliar se esta terapia tem algum efeito na estabilização ou prevenção das 

alterações neurológicas (Moser et ai, 1999). 

2.4.2 Transplante de medula óssea 

O transplante de medula óssea (TMO) em doentes com X-ALD, permite 
restaurar, pelo menos em parte, os locais desmielinizados se as células do 
dador atravessarem a barreira hematoencefálica do receptor. A experiência 
com este tratamento é de certa forma positiva, sendo que os transplantados 
apresentam uma regressão das lesões desmielinizantes com melhoramento de 
algumas funções cerebrais nomeadamente as cognitivas (Aubourg et ai, 
1990a). Esta aproximação terapêutica não é no entanto eficaz em doentes em 
que já ocorreu o aparecimento de sinais neurológicos, sendo especialmente 
aplicada em doentes cujos sinais de envolvimento neurológico são detectados 
no estado ainda precoce ou em doentes assintomáticos, com sinais de 
progressão da patologia (Moser et ai, 1984c). 
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Este tipo de tratamento comporta uma taxa de mortalidade e 
morbilidade significativa, revestindo-se de uma grande dificuldade, que é 
encontrar um dador histocompatível (Krivit et ai, 1995). Até à data cerca de 
100 TMO foram efectuados em doentes com X-ALD. A maioria dos casos em 
que os doentes foram transplantados ao primeiro sinal de desmielinização, 
revelaram estabilização e até mesmo melhoria da função neurológica (Krivit et 
ai, 1999). 

2.4.3 Imunosupressão 
Uma das hipóteses propostas para a patogenicidade da X-ALD nas 

formas cerebrais, é a formação de uma reacção inflamatória da substância 
branca, desencadeada por mecanismos imunes (Griffin et ai, 1985). Várias 
tentativas de suprimir ou modificar esta reacção inflamatória falharam, 
nomeadamente com P-interferão (Korenke et al, 1996a e 1997), com 
ciclofosfamida (Naidu et ai, 1988), com ciclosporina (Moser et ai, 1992a), com 
pentoxifilina, uma metilxantina que se sabe inibir a acção do factor de 
necrose tumoral-a (a-TNF) (McGuinness et ai, 1995 e 1997), com 
imunoglobulinas (Oka et ai, 1996) ou com p-talidomida (Moser et ai, 1992). 

2.4.4 Terapia génica 
Foi demonstrado recentemente a correcção do defeito metabólico em 

células em cultura, de doentes com X-ALD, após a adição do cDNA da ALDP 
por intermédio de sistemas rectrovirais, verificando-se que permite normalizar 
a actividade de p-oxidação peroxissomal dos AGCML in vitro em fibroblastos 
de pele (Cartier et ai, 1995) e em células hematopoiéticas (CD34+) (Doerflinger 
et ai, 1998). O recurso a este tipo de vectores poderá ser útil se aplicado ao 
transplante autólogo de medula no tratamento da X-ALD (Cartier et ai, 1996). 

2.4.5 Uso de fármacos 

Em 1998 Singh e colaboradores demonstraram que o tratamento de 
fibroblastos, de doentes com X-ALD, com lovastatina ou fenilacetato de sódio 
(NaPa), substâncias proliferadoras de peroxissomas, leva à diminuição da 
acumulação de AGCML e aumento da p-oxidação destes substratos naquela 
linha celular (Singh et ai, 1998 e Pahan et ai, 1998). 
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Foi iniciado recentemente o tratamento de cinco doentes com X-ALD, 

demonstrando a eficácia in vivo do uso da lovastatina que resultou na 

normalização dos níveis de AGCML em plasma, nesses doentes (Singh et ai, 

1998). Os mecanismos de acção destes fármacos ao nível dos diferentes 

tecidos, especialmente do cérebro, são ainda desconhecidos. No entanto, um 

outro fármaco, o 4-fenilbutirato (4PBA) foi introduzido para uso potencial no 

tratamento da X-ALD (Kemp et ai, 1998). O NaPa e o 4PBA estão relacionados 

uma vez que o NaPa é o primeiro produto de degradação do 4PBA. O uso de 

4PBA em diferentes linhas celulares provenientes de doentes com X-ALD e no 

rato knockout de X-ALD levaram à correcção dos níveis de C24:0 e C26:0, 

como resultado do aumento da p-oxidação (Kemp et ai, 1998). O mecanismo 

de acção do 4PBA envolve a indução da proliferação de peroxissomas e o 

aumento da expressão do gene que codifica para a ALDRP, uma proteína com 

função semelhante à ALDP uma vez que a sobre-expressão da ALDRP é capaz 

de restaurar o metabolismo dos AGCML em fibroblastos de doentes com X-

ALD (Kemp et al, 1998). 
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Objectivos 

O trabalho descrito nesta tese engloba estudos bioquímicos e moleculares 

da adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X (X-ALD) em 20 doentes 

portugueses pertencentes a 10 famílias distintas e seus familiares. 

Os principais objectivos do trabalho aqui descrito foram: 

^ Avaliar a possibilidade da identificação bioquímica dos doentes (hetero- e 
hemizigotias para a X-ALD) em diferentes linhas celulares. Nomeadamente, 
testar o uso de linhas celulares linfoblásticas em substituição dos fibroblastos 
cujo método de obtenção é invasivo. 

% Determinar a percentagem de doentes com doença de Addison de 
etiologia desconhecida, que apresenta o defeito bioquímico da adrenoleuco­
distrofia (X-ALD). Nos casos identificados, testar se o risco da X-ALD ser a 
causa da doença de Addison está dependente da idade de início dos primeiros 
sintomas da insuficiência das glândulas supra-renais. 

"̂  Identificar as mutações presentes no gene da adrenoleucodistrofia ligada 
ao cromossoma X, em alguns doentes, e analisar a co-segregação das 
mutações descritas com a X-ALD, através do estudo dos familiares afectados. 

"í> Estudar a expressão da proteína codificada pelo gene da X-ALD (ALDP) 
em linhas celulares de hetero- e hemizigotos para a X-ALD. Verificar se existe 
relação entre a alteração bioquímica da X-ALD, o defeito genético e a 
expressão da ALDP, nos casos identificados no ponto anterior. 

>̂ Avaliar a importância dos resultados do estudo da expressão e 
estabilidade da ALDP, na detecção de portadoras e no diagnóstico pré-natal da 
adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X. 
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TRABALHO 1 

CHARACTERIZATION OF X-LINKED ADRENOLEUKODYSTROPHY IN DIFFERENT 

BIOLOGICAL SPECIMENS FROM TEN PORTUGUESE FAMILIES 

Artigo publicado na revista Journal Inherited Metabolic Disease, 1993; 16(1): 55-62, 
por Paula Jorge, Dulce Quelhas e António Nogueira 
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1. CHARACTERIZATION O F X - L I N K E D ADRENOLEUKODYSTROPHY 

IN DIFFERENT BIOLOGICAL SPECIMENS FROM T E N PORTUGUESE 

FAMILIES 

1.1 SUMMARY 

X-linked adrenoleukodystrophy (ALD) is a severe neurodegenerative 

disease characterised by progressive demyelination, adrenocortical 

insufficiency and accumulation in tissues and body fluids of unbranched, 

saturated very long-chain fatty acids (VLCFA). The diagnosis of ALD is usually 

based on clinical history, neurologic examination and the determination of 

levels of VLCFA in plasma and cultured skin fibroblasts. 

In the present paper we report the biochemical findings in plasma, 

cultured skin fibroblasts and lymphoblastoid cell lines from ALD patients. 

The results obtained indicate that the increment of the ratios C24:0 to C22:0 

and C26:0 to C22:0 and of the concentration C26:0 (|ig/ml) in plasma was 

parallel with that of fibroblasts, but not with that of Epstein-Barr Virus (EBV)-

transformed lymphocytes, suggesting that this cell line is not reliable for 

diagnosis of ALD. 

Subsequent studies carried out on family members revealed 

hétérozygotes other than obligate carriers and hemizygotes who were pre-

symptomatic or had a misdiagnosis of multiple sclerosis or psychosis. 

1.2 INTRODUCTION 

Adrenoleukodystrophy (ALD; McKusick 300100) is a severe 

neurodegenerative peroxisomal disease generally affecting young boys; it is 

characterised by progressive central and peripheral demyelination and 

adrenocortical insufficiency (1). 
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Affected males accumulate saturated very long-chain fatty acids (VLCFA), of 
carbon length greater than C22 in brain white matter, adrenal cortex, 
peripheral nerve, blood plasma, erythrocytes and cultured muscle tissue, 
Cultured skin fibroblasts show increased hexacosanoate (C26:0) content, 
revealing the characteristic biochemical abnormality (2,3). 

The ALD phenotype is highly variable. It includes childhood ALD with 
serious neurological impairment that can lead to death a few months after the 
first symptoms, usually between the 4 th and 8 th years of age, and a milder 
variant of ALD called adrenomyeloneuropathy (AMN) with an average age of 
onset of 28+7 years (4). In AMN patients the spinal cord and peripheral nerves 
are mainly involved and its course may extend over decades (5,6). Only 15-
20% of women heterozygous for ALD show neurological impairment which 
resembles AMN, but it is normally of later onset and not so severe (7). 

Although it has been established that the primary gene defect is the 
same in all these phenotypes it is still not easy to explain why the different 
phenotypes can occur frequently in members of the same kindred (8). 

The exact defect in ALD is not known. There are studies suggesting 
that the deficient activity of the peroxisomal enzyme lignoceroyl-CoA ligase is 
responsible for ALD, resulting in a defective capacity to oxidise the VLCFA. 
This enzyme is known to be responsible for the formation of the CoA 
derivative of these substracts in peroxisomes (9,10). 

Measurement of plasma C26:0 levels and plasma C24:0/C22:0 and 
C26:0/C22:0 ratios provides a relatively simple method to identify ALD 
patients (11); however, identification of female carriers is not possible with the 
same degree of certainty as in the diagnosis of affected males (4). 

We report the diagnosis of ALD in 12 patients out of 10 families by both 
clinical criteria and/or measurement of VLCFA levels in plasma, cultured skin 
fibroblasts, and Epstein-Barr Virus (EBV)-transformed lymphocytes. VLCFA 
levels were also determined in the family members at risk for heterozygous or 
pre-symptomatic status. 
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1.3 PATIENTS E METHODS 

The clinical and biochemical studies were conducted in 12 males of 
different families as well as in some of their relatives including obligate 
hétérozygotes and other females at risk. 

The biological samples used for this study were blood plasma, cultured 
skin fibroblasts (12) and EBV-transformed lymphocytes (13). 

Total lipids were extracted according to a modification of the method of 
Folch (14). Methylation of plasma lipids was carried out in methanol/HC1 
(3mol/l) at 75 °C for 16 hours and that of fibroblasts and lymphoblastoid cells 
in boron trichloride methanol 12% (w/v) at 80 °C for 1 hour. After application 
in to a thin-layer chromatography plate the VLCFA methyl esters were 
extracted with n-hexane. The purified fatty acid methyl esters were dissolved 
in n-hexane and an aliquot was injected into a gas chromatograph equipped 
with a splitless injection system, a flame ionisation detector and a fused Silica 
Gel capillary column (15). 

The C24:0 to C22:0 and C26:0 to C22:0 ratios were calculated from the 
corresponding area of each fatty acid; the absolute amount of VLCFA was 
determined by comparison of the peak areas of a particular fatty acid, relative 
to heptacosanoic (C27:0) fatty acid methyl ester, used as internal standard. 

The VLCFA ratios as well as C26:0 concentration were used to 
discriminate hétérozygotes and hemizygotes from normal. 

1.4 RESULTS 

The clinical presentation of the 15 ALD patients is summarized in table 
1, in which an asterisk indicates the patients which have been previously 
diagnosed as Addison cases of unknown aethiology, but were found to be 
hemizygous for ALD upon very long-chain fatty acid (VLCFA) analysis (16). 
Patient J F had abnormal colour vision which may be due to changes in the 
red/green pigment cluster or to neuronal involvement. 
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Re-exploration of the family histories of the patients LM, NP, MT and RB 
revealed additional hemizygous and heterozygous family members. In the 
case of NP's family we diagnosed two additional hemizygotes, XM and AS with 
3 and 5 years of age respectively, who are still asymptomatic. Among the four 
family members who died, two had been given a diagnosis of multiple 
sclerosis. JS is LM's first cousin and was detected by family studies. 
Interestingly this patient was diagnosed as suffering from psychosis! JB and 
RB are siblings and the latter one was detected after family studies following 
his brother's diagnosis. Although no neurological alteration was found at the 
time of his diagnosis, RB deteriorated rapidly and died in August 1991. The 
diagnosis of the two brothers BT and MT and patient AP were based upon 
clinical findings. 

The ratio C24:0/C22:0 and the C26:0 concentration in patient's plasma 
and cultured skin fibroblasts were higher than those of normal controls (table 
2). No overlap was observed between control and patient ranges for: 
C24:0/C22:0 ratio and C26:0 concentration (fig/ml) in plasma; C26:0/C22:0 
ratio (data not shown) and C26:0 concentration (jag/mg protein) in cultured 
skin fibroblasts, although the sample size, n=6, is too small for accurate 
estimates of ranges and distribution. 

The assignment to ALD is most secure when the results are internally 
consistent, namely, when there are significant abnormalities of all three 
parameters in plasma: C26:0 level |o.g/ml as well as the C26:0/C22:0 and 
C24:0/C22:0 ratios. Increases in C26:0 levels (ng/mg prot.) and C26:0/C22:0 
ratio are also present in cultured skin fibroblasts. The principal difference 
between plasma and fibroblasts is that the value of C24:0/C22:0 ratio in 
fibroblasts is not relevant for the diagnosis as it is in plasma, although in 
some patients like for instance JS and LM (table 2) a significant increase in 
C24:0/C22:0 ratio in cultured skin fibroblasts, was found. 
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In lymphoblastoid cell lines, no difference was found in C24:0/C22:0 

ratio between patients and controls. The levels of C26:0 concentration (jig/mg 

prot.) in ALD patients can be increased (cases AS and JB Table 2) or in the 

control range, as in the majority of the cases. Large ranges were observed for 

the second parameter. In this cell line we also found a great discrepancy 

between the C24:0/C22:0 ratio and the level of C26:0, suggesting that 

occasionally there is an increase of C24:0 but not of C26:0 and vice-versa. 

Most women heterozygous for ALD can be detected by determining the 

VLCFA, 85% using plasma and 93% using both plasma and fibroblasts (7). In 

this study we determined three parameters in plasma: C24:0/C22:0 ratio; 

C26:0/C22:0 ratio and C26:0 concentration (|u.g/ml). The following ranges 

were obtained for hétérozygotes and female controls (n=41), respectively: 

C24:0/C22:0 ratio 1.49-099, 0.86-0.58; C26:0/C22:0 ratio 0.06-0.03, 0.02-

0.006; C26:0 concentration (fig/ml) 1.3-0.48, 0.50-0.14; (figure 1). These 

values show that the mean levels are significantly higher in hétérozygotes 

than in normal, however individual samples may be in the normal range 

(figure 1). 

The hétérozygotes classification should be based on three parameters-

C26:0 level, C26:0/C22:0 ratio, and C24:0/C22:0 ratio in plasma- and when 

results are ambiguous the analysis of VLCFA in cultured skin fibroblasts 

should be performed, as in the case of ALD hemizygotes. 
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Figure 1 - Values of C26:0 concentration ((ig/ml) in plasma from ALD 
hétérozygotes (A) and female controls (■) (n=41). C26:0 
concentration (mean hétérozygotes ± S.D.=0.75±0.23; mean 
normal controls ± S.D.=0.29±0.08). 

1.5 DISCUSSION 

Among the 15 patients studied in this paper we found a large variety of 
phenotypes including pre-symptomatic cases (XP and AP), AMN (JS) and 
several other forms. There was no apparent correlation between the clinical 
status of the patients investigated and the extent of the biochemical 
abnormality. This means that until now we cannot predict whether and when 
a pre-symptomatic case will develop the first symptoms, which makes the 
therapeutic evaluation very difficult. 

We found some unusual results in the family histories. Among them 

there was not only a large number of previously unsuspected cases and some 

misdiagnosis, like patient JS who was being treated in the psychiatric 

department, but also a large number of hétérozygotes whose offspring are 

potential candidates for the disease. 

48 



Resultados 
Trabalho 1 

In patient NP's family we found two young hemizygous, a large number 
of hétérozygotes and two other cases already deceased with a diagnosis of 
multiple sclerosis but who according to medical evaluation could be 
hemizygotes for ALD. 

Blood plasma was used for the diagnosis of ALD and usually a 
confirmation of the results is done in cultured skin fibroblasts. In the present 
study, we found that the VLCFA profile in lymphoblastoid cell lines was not 
reliable for the diagnosis of ALD. Patient XP for instance, showed no 
abnormalities in VLCFA assay using lymphoblastoid cells but had a clearly 
abnormal profile in plasma; the patients JS , NP and LM also showed a normal 
pattern in lymphoblastoid cells but abnormal concentrations in plasma and 
fibroblasts (table 2). 

Antoku et al (17) showed that lymphocytes and blood plasma are more 
reliable for the diagnosis of ALD patients than erythrocyte analysis, and it was 
suggested that the lymphocytes may be less influenced by exogenous factors, 
such as diet, than erythrocytes. We tested whether lymphoblastoid cell lines 
might be useful for the diagnosis of ALD. As stated before, the results 
obtained indicate that the use of this cell line is not reliable for the diagnosis 
of ALD. One possible explanation is that lymphoblasts are immature cells 
(lymphocytes transformed by Epstein-Barr Virus). The different state of 
differentiation could explain the variation obtained in VLCFA levels, n the 
other hand, the use of this cell line is very useful not only as a source of DNA 
for genetic analysis but also because of the easier accessibility of this cell line 
in comparison with fibroblasts. 

Because of the prognostic implications, the need for genetic counseling, 
and the potential benefit of therapeutic intervention, it is particularly 
important to study family members of all patients diagnosed as ALD. 
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2. X-LINKED ADRENOLEUKODYSTROPHY IN PATIENTS WITH 

IDIOPATHIC ADDISON DISEASE 

2.1 ABSTRACT 

The two main causes of primary adrenal disease are tuberculosis and 
auto-immune adrenal destruction. The latter is responsible for about 70% of 
the cases of primary adrenal insufficiency (Addison disease). Commonly 
referred to as a rare cause of adrenal failure is X-linked adrenoleukodystrophy 
(ALD), a demyelinating peroxisomal disorder affecting 1:20000 Caucasian 
males. Albeit primary adrenal insufficiency is a rare entity per se, we decided 
to study patients with idiopathic Addison disease and establish the frequency 
of ALD as a cause of adrenal insufficiency. The biochemical defect of ALD was 
found in 5 out of 24 patients. The small number of cases in our series led us 
to include in our analysis the published results of two other groups of 
investigators. This analysis indicates that the proportion of cases in which 
Addison is attributable to ALD is age dependent. It is highest when the adrenal 
insufficiency manifests before 15 years. This study clearly demonstrates that 
the proportion of ALD in patients presenting primary adrenal insufficiency has 
been underestimated. 

Conclusion: Addison disease manifesting during the first decade of life has a 
high likelihood of being the first sign of X-linked adrenoleukodystrophy. 

Key words: Addison disease, Adrenomyeloneuropathy, Phenotypic variability, 
very long chain fatty acids, X-linked Adrenoleukodystrophy. 

Abbreviations: AD Addison disease, ALD X-linked Adrenoleukodystrophy, 
VLCFA very long chain fatty acids. 
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2.2 INTRODUCTION 

X-linked adrenoleukodystrophy (ALD) is a demyelinating peroxisomal 

disorder, presenting with marked clinical variability even within the same 

kindred. It includes childhood ALD, the most frequent phenotype, with 

serious neurological impairment that can lead to death a few months after 

appearance of the first symptoms, usually between the 4 and 8 years of age, 

and a milder variant called adrenomyeloneuropathy involving mainly the 

spinal cord and peripheral nerves, with an average age of onset of 28 ± 7 

years, and a course that may extend over decades (9,12). 

ALD leads to a patognomonic accumulation of very long chain fatty acids 

(VLCFA) in brain white matter, adrenal gland, fibroblasts and plasma, caused 

by the impaired p-oxidation of these fatty acids in peroxisomes (6). The 

metabolic defect is expressed most severely in the brain, adrenal cortex and 

testis. The reason why these tissues are particularly susceptible to the 

accumulation of VLCFA remains unclear (11). 

Primary adrenal insufficiency is characterised by easy fatiguability, 

weakness, anorexia, nausea and vomiting, abdominal pain, weight loss, 

drowsiness, and occasionally coma. When chronic hyperkalemia is present 

this may occasionally bring on an attack of acute areflexic paralysis, which 

may include respiratory, facial, or bulbar weakness (3). 

There are two main causes of primary adrenal disease: tuberculosis and 

auto-immune adrenal destruction. The latter is a component of the 

polyendocrine deficiency syndrome (8). As tuberculosis is becoming less 

frequent in the industrialised nations, the polyendocrine deficiency syndrome 

is associated with the majority of cases of Addison disease (AD) (18). ALD, 

where the primary adrenal insufficiency may precede, co-exit or develop after 

neurological dysfunction, is frequently referred to as a rare cause of AD. The 

adrenocortical insufficiency in ALD appears to be directly attributable to the 

accumulation of VLCFA whereas the pathogenesis of the nervous system 

lesions appears to be more complex and possibly includes immunological 

mechanisms (16). 
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Since ALD occurs more often than was previously realised and because it 
may be the causal mechanism in a significant proportion of male patients with 
primary adrenal insufficiency, we screened for ALD in 24 male patients with 
primary adrenal disease of unknown cause. 

Previous results (5,14) led us to investigate if the age at onset of primary 
adrenal insufficiency in patients with idiopathic AD is related to the existence 
or absence of the biochemical defect of ALD. 

2.3 PATIENTS AND METHODS 

2.3.1 Patients 

Biochemical studies were conducted in 24 males of diferent families with 
idiopathic AD. All patients were being treated for primary adrenocortical 
insufficiency. Patients with multiple endocrine gland deficiencies were 
excluded, since it has been shown previously that such patients have normal 
levels of VLCFA (15). 

2.3.2 Family members 

Family studies by VLCFA analysis were also performed in obligate 

heterozygous and other females and males at risk. 

2.3.3 Biochemical analysis 
The biological samples used for this study were blood plasma and 

cultured skin fibroblasts (4). 

Plasma samples were sent to u s from the endocrinology departments of 
different Hospitals in Portugal, and were kept at -20°C before processing. A 
skin biopsy for fibroblast culture was preformed when abnormal VLCFA profile 
was found in plasma. 

2.3.4 Procedure 

Total lipids were extracted according to a modification of the method of 
Folch et al (2). Methylation of plasma lipids was carried out in methanol/HCl 
(3 mol/1) at 75°C for 16 hours and that of fibroblasts in boron trichloride/methanol 
12% (w/v) at 80°C for 1 hour. 

55 



Resultados 
Trabalho 2 

After thin-layer chromatographic separation of the VLCFA, methyl esters 

were extracted with n-hexane. The purified fatty acid methyl esters were then 

dissolved in 80 \û of n-hexane and an aliquot of 1 \ú was injected into a gas-

chromatograph, equipped with a splitless injection system, a flame ionization 

detector and a fused Silica Gel capillary column (10). 

The C24:0/C22:0 and C26:0/C22:0 ratios were calculated by 

determining the ratio of the corresponding area of each fatty acid. The 

absolute amount of a particular VLCFA was determined by comparison of the 

corresponding peak area, relative to C27:0 fatty acid methyl ester, used as 

internal standard. 

The VLCFA ratios as well as C26:0 concentration (jj,g/ml plasma or Mg/mg 

protein in the case of fibroblasts) were used to discriminate ALD hemizygotes 

and hétérozygotes from normal controls (7). 

2.3.5 Statistical methods 

To test for the possibility that the existence (ALD+) or absence (ALD-) of 
the biochemical defect of ALD in idiopathic Addison patients is related to the 
age of onset of primary adrenal insufficiency, literature data were analysed 
(5,4). 

Onset of AD was defined as the age when the first clinical symptoms of 
adrenal decompensation occurred. Some of the patients might have had an 
impaired adrenal reserve before this age but this could not be determined in 
the absence of ACTH levels and ACTH stimulation. 

The relation of the two variables (age of onset of AD and existence or 
absence of the biochemical defect of ALD), was studied in a contingency table 
(Chi-square test) (17). 

2.4 RESULTS 

The clinical and biochemical data of the 24 male patients with idiopathic 
AD are summarized in table 1. All patients had markedly increased plasma 
ACTH concentration and low levels of Cortisol after ACTH stimulation (data not 
shown) and are now under replacement therapy. At the time of the study none 
showed neurological involvement. 
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Elevated plasma C24:0/C22:0 and C26:0/C22:0 (data not shown) ratios 

and C26:0 concentrations were found in 5 of the 24 patients confirming the 

ALD status. Increases in the C26:0 level ((ig/mg protein) and C26:0/C22:0 

(data not shown) ratio were also present in cultured skin fibroblasts (Table 1). 

Patients classified as "Addison only" (table 1) continue to present normal 

neurological findings, including MRI. Patient 22 with the juvenile form, 

showed a rapid deterioration including paraparesis, seizures and vision loss 

leading to a vegetative state and death, a few months after the diagnosis of 

ALD. 

Family studies by VLCFA analysis revealed 12 hétérozygotes and 5 

additional hemizygotes some with distinct phenotypes including a patient with 

the adult form of ALD and pre-symptomatic status, demonstrating the 

heterogeneity of the disease. 

Ages at manifestations of AD in patients with or without ALD are 

presented in figure 1. 

To test the hypothesis of different manifestation ages, a contingency table 

was used revealing that the two samples (ALD+ and ALD-) seem to be different 

(Chi-square test value of 20.11, p<0.05, for a 2X2 table, age of onset below 

and above 15 years vs existence or absence of ALD; Fisher's exact test with a 

negligible P-value) (table 2). This means that the frequency of ALD in AD 

patients is related to the age of presentation of the first symptoms of primary 

adrenal failure. 
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Table 2 - Contingency table for the two variables s tudied: age of onset of AD and  
existence (ALD+) or absence (ALD-) of the biochemical defect of ALP 

AGE OF ONSET OF ADDISON DISEASE (years) 
<7.5 7.5 - 15 > 15 TOTAL 

ALD + 
ALD-
TOTAL 

5 
0 
5 

5 
5 
11 

0 
22 
22 

10 
27 
37 

ALD + 
(n=10) 

Figure 1 - Distr ibution of aetiological AD pat ien ts according to the age of 
onset , including resu l t s from Table 1 (n=18), Holmberg et al (5) 
(n=l 1) and Nejad and Senior (4) (n=8). See text for comments . 
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2.5 DISCUSSION 

Among the five patients with ALD reported in this paper, we found a large 

variety of phenotypes including severe infantile and juvenile forms, 

adrenomyeloneuropathic form and patients with no neurological involvement 

so far. 

The family studies were relevant because of the large number of 

heteroaygotes and hemizygotes found, including two in a pre-symptomatic 

state. 

The results confirm that ALD is a significant cause of AD (14). Screening 

for AD has important implications for prognosis and genetic counselling. It 

may also be of significance for therapy since there is suggestive evidence that 

early dietary therapy with "Lorenzo Oil" and restriction of VLCFA intake can 

prevent or reduce the severity of later neurological disability (1, 12). 

From our study it becomes clear that there is a relationship between the 

age of onset of AD and the proportion of AD that is attributable to ALD. 

Statistical analysis indicates that when the age of onset of AD is above 15 

years, there is a negligible likelihood that ALD is the cause. Conversely, the 

probability is very high if the age of onset is less than 7.5 years. Between 7.5 

and 15 years the probability is the same. 

We conclude that all patients presenting with AD below 15 years, and 

especially below 7.5 years, should be investigated for the biochemical defect of 

ALD. 
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3. ADRENOLEUCODISTROFIA LIGADA AO CROMOSSOMA X: 

DETECÇÃO DE MUTAÇÕES E ANÁLISE DA PROTEÍNA (ALDP) 

3.1 RESUMO 

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X (ALD) é uma doença 
peroxissomal caracterizada essencialmente por desmielinização, insuficiência 
das glândulas supra-renais e acumulação de ácidos gordos de cadeia muito 
longa (AGCML) em quase todos os tecidos e fluidos corporais. Esta 
acumulação é devida a uma deficiente p-oxidação dos AGCML, um processo 
que ocorre no peroxissoma (1). A ALD apresenta uma grande diversidade 
fenotípica, que inclui formas cerebrais graves e formas sem qualquer 
envolvimento neurológico. O gene envolvido na ALD foi clonado recentemente 
(2). Este gene codifica para uma proteína integral transmembranar 
peroxissomal, a ALDP, de 75 kDa. Esta proteína, cuja função está ainda por 
estabelecer, faz parte da família de proteínas transportadoras ABC, que ligam 
ATP (4). 

Este trabalho apresenta os resultados obtidos no estudo de nove 
doentes com ALD pertencentes a famílias portuguesas distintas. Para a 
detecção de mutações presentes no gene da ALD, efectuou-se a amplificação 
por PCR dos exões 2 a 9, seguida de análise por SSCP, e posterior 
sequenciação dos exões que apresentam um padrão de migração diferente do 
controlo. Esta estratégia permitiu identificar mutações no gene da ALD de três 
dos doentes e um polimorfismo em outros dois. 

A análise da proteína ALDP em fibroblastos de pele dos doentes com 
ALD, por técnicas de western-blot utilizando um anticorpo monoclonal, revelou 
a ausência de proteína, em cinco dos nove doentes em estudo. Os estudos 
aqui apresentados permitiram caracterizar a nível molecular famílias de 
doentes com ALD de origem portuguesa, permitindo oferecer-lhes um 
aconselhamento genético mais objectivo. 

Palavras-chave: Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X, ALDP, análise 
de mutações. 
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3.2 SUMMARY 

X-linked adrenoleukodystrophy (ALD) is a peroxisomal disorder 
characterized by demyelination, adrenal insufficiency and accumulation of 
saturated very-long chain fatty acids in cerebral white matter, adrenal cortex 
and in almost all body cells and fluids. This accumulation is due to a deficient 
P-oxidation of this substrates, a process that takes place in peroxisomes. ALD 
presents a wide range of phenotypic expression. The most common phenotype, 
the cerebral form, occurs in young boys presenting brain demyelination and a 
rapid deterioration that leads to death, usually within three years. 
Adrenomyeloneuropathy, a milder form, involves the spinal cord and 
peripheral nerves. Other patients present only adrenal insufficiency without 
neurological involvement (1). The ALD gene was recently isolated by positional 
cloning (2). It codes for a peroxisomal transmembrane integral protein of 
75kDa, ALDP. This protein, whose function remains unknown, is a member of 
the ABC family of transporters (3,4). 

In this study we report data on the molecular studies performed on 9 
ALD patients belonging to unrelated families. For the detection of mutations in 
the ALD gene of these patients the following strategy was used: PCR 
amplification of exons 2 to 9, followed by SSCP analysis of the amplified 
fragments. Fragments displaying an alteration in the migration pattern were 
sequenced. Using this strategy it was possible to identify the mutations 
present in the ALD gene in three patients (1296delG; 2236G>A; 228 lOT) and 
a silent alteration (1934G>A) in other two cases. 

ALDP analysis by western-blotting using a monoclonal antibody, revealed 
that this protein is completely absent in fibroblasts and lymphoblasts of five 
patients out of nine analyzed in this study. The cell lines of the remaining four 
patients present detectable ALDP although the level of the protein in three of 
them is apparently reduced (the ALD gene of one patient of these last group 
has the amino acid substitution - T632I, in a region that codes for the carboxy 
terminus of the protein). 

The genetic characterization of ALD Portuguese families described in this 
study showed that molecular genetics may play a relevant role in the diagnosis 
and prevention of ALD allowing a more effective genetic counseling. 
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Key-Words: Peroxisomal disorder X-linked Adrenoleukodystrophy, ALDP, 

mutation detection. 

3.3 INTRODUÇÃO 

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X (ALD) é a mais frequente 
das doenças peroxissomais, afectando 1/15 000 indivíduos do sexo masculino 
(1). A sua expressão clínica é muito variada mesmo em indivíduos de uma 
mesma família e até em gémeos monozigóticos (5). Os doentes com a forma 
mais grave (40% dos casos de ALD) (6) desenvolvem os primeiros sintomas 
neurológicos, normalmente entre os 5 e os 12 anos de idade. Uma outra forma 
da patologia é a adrenomieloneuropatia (AMN; 35% dos casos de ALD) (6) na 
qual se verifica um envolvimento dos nervos periféricos e da medula espinal. A 
AMN, que afecta normalmente adultos jovens, tem uma progressão muito 
lenta, podendo na sua fase terminal apresentar envolvimento do sistema 
nervoso central. Qualquer uma das formas de ALD descritas pode ter 
associada uma insuficiência primária da glândula supra-renal (ou doença de 
Addison). A doença de Addison (DA; 10% dos casos de ALD) (6) pode 
manifestar-se sem que tenha ocorrido qualquer alteração neurológica e 
manter-se como único sintoma durante vários anos. A ALD pode apresentar 
outros fenótipos tais como formas cerebrais juvenis e adultas. Formas 
assintomáticas têm também sido descritas, muitas das quais vêm 
posteriormente a desenvolver sintomas (1,6). 

Bioquimicamente a ALD caracteriza-se por uma acumulação de ácidos 
gordos de cadeia muito longa (AGCML) essencialmente do ácido hexacosanoico 
(C26:0) (7). Esta alteração, que ocorre na substância branca cerebral, 
glândulas supra-renais, plasma e fibroblastos, é originada por um defeito da 
B-oxidação desses ácidos gordos, um processo que ocorre no peroxissoma (8). 
Os níveis de AGCML são um óptimo marcador desta patologia, permitindo o 
diagnóstico bioquímico com elevada certeza (9-12). 

As heterozigotias para a ALD que desenvolvem sintomas (40% das 
portadoras) apresentam geralmente uma forma clínica de AMN, normalmente 
com uma progressão mais lenta (13). A determinação da concentração de 
AGCML no plasma é o método correntemente utilizado na detecção de 
portadoras. 
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No entanto, Moser e colaboradores (13) demonstraram que 20% das 

portadoras obrigatórias apresentam em plasma níveis de AGCML normais. A 

utilização de fibroblastos de pele permite diminuir este número para 5%. Os 

íibroblastos de pele após cultura parecem assim ser o material biológico mais 

conveniente para a detecção bioquímica de portadoras (14). 

O gene responsável pela adrenoleucodistrofia que codifica uma proteína 

de 75 kDa, a ALDP, foi recentemente isolado por técnicas de clonagem 

posicionai (2). A ALDP, cuja função não está ainda estabelecida, é uma 

proteína integral da membrana do peroxissoma. A análise da estrutura 

primária da ALDP revelou que esta possui 6 segmentos transmembranares e 

uma sequência característica das proteínas pertencentes ao grupo das ATP-

binding cassette (família de proteínas ABC) (3,4). 

A análise do genótipo de doentes com ALD de origens diversas levou à 

identificação de mais de cem mutações diferentes no gene da ALDP. Estas 

mutações dividem-se em mutações missense cerca de 55%, mutações 

frameshift 30%, mutações nonsense 6%, defeitos de splicing 5% e 

aproximadamente 1% de deleções de um aminoácido (11). Exceptuando duas 

mutações, 1801-1802delAG e a P560L, as quais foram identificadas em mais 

do que uma família com ALD, a grande maioria das mutações descritas são 

únicas, demonstrando a grande heterogeneidade genética associada a esta 

patologia (15-22). 

3.4 MÉTODOS 

3.4.1 Análise por RFLP e Southern-blot 

A detecção de alterações no gene da ALDP iniciou-se pela análise de 
RFLP (restriction fragments lenght polymorphisms), utilizando as enzimas de 
restrição Kpn, Eco RI e Taq I (da Boehringer Mannheim) e posterior Southern-
blot segundo método corrente (23). 
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3.4.2 Identificação das mutações no gene da ALDP 

A metodologia seguida para a detecção de mutações no gene da ALDP 
consistiu na amplificação dos exões 2 a 9 por PCR {polimerase chain reaction), 
segundo técnicas correntes (24,25). A amplificação dos exões 8 e 9 só foi 
possível após amplificação de um fragmento de 2001 bp usando primers 
específicos do cromossoma X que cobrem os exões 8 a 10 do gene da ALDP. 
Da mesma forma para a amplificação do exão 7 realizou-se uma prévia 
amplificação de um fragmento de 531 bp que incluiu os exões 6 e 7. A tabela 1 
descreve as condições utilizadas na amplificação dos diferentes exões e os 
primers específicos para cada exão. 

Os fragmentos dos diferentes exões obtidos após amplificação por PCR, 
foram posteriormente analisados por SSCP (single stranded conformational 
polymorphisms), utilizando a técnica descrita por Glavac et ai (26) e coloração 
com nitrato de prata (27). Seguiu-se a sequenciação directa dos produtos de 
PCR que em SSCP apresentaram um padrão de migração distinto do obtido no 
controlo. A sequência resultante foi comparada com a obtida a partir de DNA 
de um indivíduo normal e com a sequência do cDNA previamente publicada 
(2). Todas as mutações encontradas foram confirmadas por sequenciação de 
produtos de PCR independentes para evitar possíveis artefactos. Sempre que a 
mutação identificada altera um local de restrição, a respectiva análise de 
RFLP, foi efectuada. Foram utilizadas as enzimas Nsil e Fnu 4HI (da Biolabs) e 
o marcador de pesos moleculares de 100 pares de bases (bp) (da Pharmacia). 

3.4.3 Análise da ALDP por western-blot 

As amostras utilizadas neste estudo foram fibroblastos de pele em 
cultura (28). O protocolo de immunobloting, incluiu um SDS/PAGE em gel de 
acrilamida a 12% usando o sistema de Laemmli (29), a transferência 
electroforética para uma membrana de nitrocelulose (30) e a incubação com 
um anticorpo monoclonal contra a ALDP (clone 2AL-1D6 da EUROMEDEX). Os 
complexos antigéneo-anticorpo foram detectados por incubação com um 
segundo anticorpo ligado à fosfatase alcalina, GAM-AP, goat anti-mousse 
alcaline phosphatase, seguida por uma reacção cromogénica realizada 
segundo as instruções do fabricante (Kit da Biorad). 
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3.5 RESULTADOS 

O estudo molecular das mutações no gene da ALDP foi efectuado em 
nove famílias (I-IX) portuguesas não relacionadas de doentes com ALD. Este 
estudo incluiu numa primeira abordagem a análise por RFLP e posterior 
Southern-blot. Nenhuma alteração no tamanho dos fragmentos de restrição foi 
encontrada, quando comparada com DNA de testemunhos. Seguiu-se a 
análise das mutações presentes no gene da ALD por SSCP de cada um dos 
produtos de PCR obtidos após amplificação dos exões 2 a 9, e posterior 
sequenciação. Para os exões 3, 4, 5 e 7 não se verificou nenhuma alteração de 
migração dos confórmeros em nenhum dos 9 doentes estudados, quando 
comparados com os obtidos a partir de DNA de indivíduos normais. Foram 
detectadas alterações nos exões 2 (figura 1), 6, 8 e 9. A sequenciação dos 
exões 2, 8 e 9 permitiu a identificação de três mutações pontuais, 
respectivamente 1296delG dando origem a uma mutação frameshft no exão 2 
do gene da ALDP do caso índex da família IX (figura 2), 2236G>A no exão 8 do 
gene da ALDP do caso índex da família VIII, e 2 2 8 Í O T no exão 9 do gene da 
ALDP do caso índex da família I, originando ambas mutações do tipo missense 
(resultados não mostrados). A sequenciação dos fragmentos correspondentes 
ao exão 6 do gene da ALD de dois dos nove doentes, os quais apresentavam 
um padrão de migração alterado por SSCP, permitiu identificar a presença de 
um mesmo polimorfismo nestes doentes (resultados não mostrados). A 
alteração 1934G>A, identificada no exão 6 do gene da ALD, não origina 
substituição do aminoácido L516 da ALDP. 

A técnica de RFLP foi utilizada para confirmação das mutações 
identificadas. A enzima Fnu 4HI permite identificar a delecção da guanina na 
posição 1296 (figura 3) e a enzima Nsi I permite a confirmação da mutação 
2236G>A presente no exão 9 (resultados não mostrados). 
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Figura 1 - Análise por SSCP de fragmentos de PCR obtidos após amplificação 
do exão 2 do gene da ALDP de alguns indivíduos da família IX. A -
gel de SSCP dos fragmentos de PCR do exão 2. Como se pode 
observar o confórmero correspondente ao exão 2 do gene da ALDP 
do indivíduo afectado (111:3) apresenta um atraso na migração 
(confórmero mutado), a presença simultânea do confórmero normal 
e do mutado foi observada no caso da heterozigotia (11:5). No mesmo 
gel foram também analisados os confórmeros correspondentes ao 
exão 2 do gene da ALDP de um controlo e dos indivíduos 11:2, 11:6, 
11:8, 111:5 de acordo com pedigree em B; B - árvore genealógica da 
família IX. 

71 



Resultados 
Trabalho 3 

normal mutante 
HP-«JP» 

G 

B 

Sequência normal: 3'GAGGTGGAGCTGGCCCTGCTACAGCGTCCTACCAGGA5' 

Sequência mutante: 3'GAGGTGGAGCTGCCCTGCTACAGCGTCCTACCAGGA5' 

Figura 2 - Caracterização por sequenciação da mutação frameshift 1296delG, 
no exão 2 do gene da ALDP. A figura A representa a sequência 
parcial do gene da ALDP obtida após amplificação assimétrica do 
respectivo exão 2, do caso índex da família IX (III:3-figura IB) e de 
um controlo. Em B estão representadas as sequências obtidas 
após leitura do painel superior e de acordo com a sequência de 
cDNA publicada (2). O nucleotídeo sublinhado representa a 
guanina delectada na sequência mutante. 

A tabela 2 resume os resultados obtidos nas três famílias em que foi 
possível identificar o defeito molecular presente no gene da ALDP. A análise 
familiar incluída neste trabalho englobou o despiste de ALD em 35 indivíduos 
pertencentes às três famílias: destes, confirmou-se o estatuto de heterozigotia 
em 15 e o de hemizigotia em 10 doentes, previamente diagnosticados 
bioquimicamente. Dos restantes 10 casos foi possível excluir o estatuto de 
portadora em 6 indivíduos pertencentes às famílias VIII e IX e o estatuto de 
hemizigotia em 4 indivíduos em risco. 
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Tabela 2 - Resumo dos resultados obtidos 

DOENTES COM ALD 

FAMÍLIA 
FENÔTIPO 

IDADE DE 
INICIO 

IDADE 
ACTUAL 

NÚMERO DE 
PORTADORAS MUTAÇÃO 

CONSEQUÊNCIA 
PREVISTA ALDP 

I 
jALD (*) 
cALD 

8 
8 

18 
H(#) 3 2236G>A R617H -

VIII 

AMN 
AMN 
AMN 
DA 
DA 
JALD 

39 
40 
30 
8 
13 
6 

53 
65 
49 
12 
18 
11 

11 228ÍOT T632I 

IX 
DA(*) 
AMN 

13 
14 

15 
32 1296delG 335STOP 

Idades apresentadas em anos (#) - idade de falecimento; (*) - caso índex; + e - significam 
ALDP, respectivamente detectável e ausente, em western-blot; Fenótipos: AMN -
adrenomieloneuropatia; DA - doença de Addison ; jALD - forma juvenil de ALD; cALD -
forma cerebral de ALD. 

Marcador (bp) PISTAS 
3 4 5 

produto normal = 
produto mutado 

283bp 
■239bp 

Figura 3 - Análise de restrição do exão 2, com enzima Fnu 4HI. A digestão foi 
realizada com 10 un idades da enzima Fnu 4HI num volume final de 
20 ul. Na primeira e úl t ima pis tas encont ram-se os padrões de peso 
molecular. Nas pis tas 2 e 3 foram aplicados os produtos de PCR não 
submet idos à enzima de restrição respect ivamente do doente 111:3 
d a família IX (Figura IB) e de u m t e s t emunho , apresen tando o 
t a m a n h o normal do fragmento de 283 bp. As pis tas 4 e 5 most ram 
os fragmentos obtidos após a acção d a enzima sobre os produtos de 
PCR do controlo e do doente 111:3 da família IX, respect ivamente. A 
presença d a mutação 1296delG no exão 2 do gene da ALDP é 
detec tada após corte do exão, por acção d a enzima Fnu 4HI, em dois 
fragmentos de 239bp e 44bp não sendo este últ imo visível no gel 
(pista 5). 
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Para detecção da ALDP, a proteína codificada pelo gene da responsável 
pela adrenoleucodistrofia, recorreu-se à análise por western-blot das proteínas 
totais de fibroblastos de pele após cultura. Este estudo permitiu verificar a 
presença da ALDP em fibroblastos de quatro doentes não relacionados (figura 
4, pistas 4, 6-8) , e a sua ausência em fibroblastos de cinco doentes com ALD 
(figura 4, pistas 1-3, 5 e 9). Apesar de este método não permitir uma análise 
quantitativa, apenas nos fibroblastos do caso índex da família IV, se observa 
uma quantidade de ALDP semelhante à do controlo (figura 4, pista 4). Nos 
fibroblastos de três outros doentes (pistas 6-8) o sinal detectado 
correspondente à ALDP, parece ser significativamente inferior ao observado 
nos fibroblastos controlo. O western-blot efectuado com as proteínas totais de 
linfoblastos destes doentes confirmou estes resultados (não mostrados). 

PISTAS 
Controlo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 4 - Análise de immunoblot (100 ju.g proteína por pista) utilizando um 
anticorpo monoclonal contra a ALDP. As posições dos marcadores 
de peso molecular estão indicadas à direita. A ALDP está 
representada pela seta (à esquerda). Pistas 1-9 correspondem aos 
extractos de fibroblastos dos casos índex das família de I a IX, 
respectivamente. 
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3.6 DISCUSSÃO 

A análise de RFLP efectuada, utilizando DNA genómico dos doentes com 

ALD não permitiu verificar qualquer alteração (como por exemplo inserções, 

delecções e alterações no local de corte reconhecido pelas enzimas de restrição 

utilizadas) no gene envolvido na ALD, nos nove doentes em estudo. A análise 

de SSCP seguida por sequenciação permitiu identificar 3 mutações no gene da 

ALDP (1296delG; 2236G>A; 228ÍOT) em 3 famílias distintas e um 

polimorfismo (1934G>A) em outras duas famílias. O estudo familiar efectuado 

(resultados tabela 2) permitiu confirmar o diagnóstico de ALD em indivíduos 

em risco, três dos quais com um fenótipo de doença de Addison sem qualquer 

envolvimento neurológico, dois da família VIII e um da família IX. Este estudo 

permitiu ainda identificar 15 portadoras e excluir o estatuto de heterozigotia 

em 6 casos. Como se pode verificar pela análise da tabela 2, em todas estas 

famílias se observa uma grande heterogeneidade clínica, facto que revela uma 

ausência de correlação genótipo/fenótipo e sugere a existência de factores 

modificadores implicados na apresentação fenotípica. Observações 

semelhantes foram efectuadas por outros autores (20,21,36). 

O polimorfismo 1934G>A, encontrado nos doentes portugueses foi 

identificado em 6 outros doentes (34-39), sendo-lhe atribuída uma frequência 

de 15% (35). A mutação 2236C>T presente no exão 8 do gene da ALD 

identificada numa família portuguesa foi também descrita por outros autores 

em três doentes cuja origem não está indicada (31-33). Esta mutação 

encontra-se na região que codifica para o local de ligação ao ATP, um dos 

domínios que parece ser importante para a função da ALDP (31). À 

semelhança do que tem sido descrito por outros autores as duas outras 

mutações identificadas neste estudo, não estão localizadas em nenhuma zona 

particular do gene. O facto de as mutações identificadas em doentes com ALD 

se distribuírem por todo o gene torna difícil estabelecer correlações entre o 

defeito molecular e a funcionalidade da ALDP. 
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Uma das mutações descritas, uma 1296delG (doente 9), introduz um 

códão STOP prematuro no gene da ALD, podendo codificar uma proteína de 

tamanho significativamente menor que o normal (335 em vez de 745 

aminoácidos) facto que poderá explicar a não detecção de ALDP nos 

fibroblastos deste doente. 

O estudo de western-blot revelou ausência de ALDP em fibroblastos de 

cinco doentes com ALD, 56% da amostra estudada. Esta percentagem é 

semelhante à referida por outros autores em estudos de caracterização da 

ALDP (32,40). Níveis de ALDP inferiores aos normais foram observados em 

fibroblastos e linfoblastos dos casos índex das famílias VI, VII e VIII. A 

aparente diminuição observada poderá corresponder a uma diminuição 

efectiva na concentração da ALDP ou dever-se a uma alteração do epitope 

reconhecido pelo anticorpo. 

A multiplicidade de mutações no gene da ALD, descritas na literatura e o 

facto de nenhuma delas ser prevalente, o que se verifica também nos doentes 

portugueses, dificulta o diagnóstico molecular desta doença obrigando a um 

estudo exaustivo para cada família. Apesar desta dificuldade, a análise do 

genótipo de todos os casos índex deve ser efectuada dada a sua importância 

para a identificação de portadoras nas famílias em risco e consequente 

aplicação num aconselhamento genético correcto, e eventual diagnóstico pré­

natal. 
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4. ESTUDOS DA ALDP POR IMMUNOBLOTING E IMUNOCITOFLUORESCÊNCIA 

4.1 INTRODUÇÃO 

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X (X-ALD) é uma doença 
hereditária na qual a oxidação peroxissomal dos ácidos gordos de cadeia 
muito longa está deficiente, resultando na acumulação destes ácidos gordos 
(1-3). A sua expressão clínica é muito variada mesmo em indivíduos com a 
mesma mutação no gene da X-ALD (4). Os fenótipos mais frequentes são a 
forma cerebral infantil (40% dos casos de X-ALD) e a adrenomieloneuropatia 
na qual se verifica um envolvimento dos nervos periféricos e da medula 
espinal (AMN; 35% dos casos de X-ALD). Com uma frequência menor surgem 
doentes que manifestam apenas insuficiência da glândula supra-renal ou 
doença de Addison (DA; 10% dos casos de X-ALD) (5). A X-ALD pode 
apresentar outros fenótipos tais como formas cerebrais juvenis e adultas. 
Formas assintomáticas têm também sido descritas, muitas das quais vêm 
posteriormente a desenvolver sintomas (5). As heterozigotias para a X-ALD que 
desenvolvem sintomas (40% das portadoras) apresentam geralmente uma 
forma clínica de AMN, normalmente com uma progressão mais lenta (5). 

O gene responsável pela X-ALD codifica uma proteína peroxissomal de 75 
kDa, a ALDP (6,7). A ALDP, cuja função não está ainda estabelecida, é uma 
proteína integral da membrana do peroxissoma. A análise da estrutura 
primária da ALDP revelou que esta possui 6 segmentos transmembranares e 
uma sequência característica das proteínas pertencentes ao grupo da família 
de proteínas ABC (ATP-binding cassette), apresentando ainda uma elevada 
homologia com a proteína da membrana do peroxissoma de 70 kDa envolvida 
na biogénese do peroxissoma (PMP70) (8). 

Este trabalho engloba o estudo da expressão da ALDP em fibroblastos de 
doentes de X-ALD utilizando o anticorpo monoclonal que reconhece a ALDP 
(1D6). Nos doentes cujos fibroblastos revelaram ALDP imunoreactiva fez-se o 
estudo após a extracção com carbonato e a localização subcelular da ALDP por 
imunofluorescência. 
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Em doentes com síndroma de Zellweger (SZ) muitas proteínas integrais 
de membrana do peroxissoma (PMPs) estão associadas a vesículas com forma 
e tamanho anormais, conhecidas por "peroxissomal ghosts". Com o objectivo 
de testar se a ALDP é correctamente enviada para os peroxissomas existentes 
em fibroblastos destes doentes, fez-se a comparação dos resultados obtidos 
por imunofluorescência em linhas celulares de doentes com X-ALD e SZ. 

Estudou-se a possibilidade da aplicação da imunofluorescência com 
anticorpo monoclonal anti-ALDP, no diagnóstico de portadoras e diagnóstico 
pré-natal, em familiares dos doentes cujos fibroblastos revelaram ALDP não 
imunoreactiva. 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1 Doentes 

Este estudo foi realizado em fibroblastos de um indivíduo controlo, e dos 
casos índex de 9 famílias com adrenoleucodistrofia: IV:1-A, IV:1-B, IV:1-E, 
IV:13-F, III:27-H, IV:3-I, III:11-J, II:10-K e III:8-M. Em todos estes doentes 
tinham sido detectados níveis plasmáticos de C26:0 e da razão C26:0/C22:0 
elevados. Os fenótipos à data deste estudo eram variados e incluíam 3 
"Addison only", 3 formas cerebrais, 2 adrenomieloneuropatia (AMN) e 1 forma 
AMN cerebral. O defeito molecular, presente no gene da X-ALD, é conhecido 
em 3 das 9 famílias em estudo: uma mutação pontual, já descrita por outros 
autores em mais famílias com X-ALD, R617H (família A) e duas mutações 
descritas de novo, 1296delG (família M) e T632I (família K). Estudaram-se 
ainda fibroblastos de possíveis portadoras, casos III:7-F, IIL2-H e IL15-M, e de 
um indivíduo controlo do sexo feminino e amniócitos em cultura de 4 fetos: 
IV:4-C, IV:5-C, IIL5-D e III:4-D. 

Foram também utilizados fibroblastos pertencentes a 4 doentes com 
síndroma de Zellweger já falecidos. Os doentes de Zellweger estudados 
apresentavam níveis elevados de ácidos gordos de cadeia muito longa (AGCML) 
em plasma e fibroblastos, diminuição da actividade da enzima 
dihidroxiacetonafosfato-acil transferase (DHAP-AT) e diminuição do conteúdo 
em plasmalogéneos. 
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4.2.2 Métodos 

As células utilizadas neste estudo foram cultivadas segundo técnicas 
padrão (9). Para a extracção das proteínas membranares utilizou-se carbonato 
de sódio a 100 mM pH 11.8, e uma ultra-centrifugação a 50 000 rpm durante 
1 hora, obtendo-se no sobrenadante as proteínas solúveis e no sedimento as 
proteínas membranares (10). 

4.2.2.1 Immunoblotting 

O protocolo de immunoblotting, incluiu um SDS/PAGE em gel de 
acrilamida a 12% usando o sistema de Laemmli (11), a transferência 
electroforética para uma membrana de nitrocelulose (12) e a incubação com 
um anticorpo monoclonal contra a ALDP (clone 2AL-1D6 da EUROMEDEX). Os 
complexos antigéneo-anticorpo foram detectados por incubação com um 
segundo anticorpo ligado à fosfatase alcalina, GAM-AP, goat anti-mouse 
alkaline phosphatase, seguida por uma reacção cromogénica realizada 
segundo as instruções do fabricante (Kit da Biorad). No caso das incubações 
com anticorpo policlonal anti-catalase (cedido pelo Prof. Ronald Wanders, 
AMC, Holanda), o anticorpo secundário utilizado foi GAR-AP, goat anti-rabbit 
alkaline phosphatase, mantendo-se as restantes condições. 

4.2.2.2 Imunocitofluorescência 

As células (fibroblastos/amniócitos) foram processadas para a 
imunofluorescência indirecta com marcação simples ou dupla (co-localização), 
na presença dos diferentes anticorpos. O protocolo seguido foi o descrito por 
Mosser e colaboradores (13). A marcação específica foi revelada com Cy3 
ligado à estreptavidina, após incubação com anticorpo secundário ligado à 
biotina GAM-B, goat anti-mouse biotine (para anticorpo primário monoclonal) 
ou GAR-B, goat anti-rabbit biotine (para anticorpo primário policlonal). Na 
marcação dupla da ALDP e catalase a distinção foi feita visualizando a 
catalase com FITC e a ALDP com Cy3. As incubações foram efectuadas à 
temperatura de 37°C durante 45 ' em PBS contendo 10 mg/ml de BSA (para 
reduzir as ligações não específicas). Após cada incubação as amostras foram 
lavadas em PBS (seis vezes 5'). As células foram observadas no microscópio de 
fluorescência, Nikon optiphot-2, com o filtro B2-A, absorvância 490 nm e 
emissão 520 nm, para a detecção do sinal de excitação da fluoresceína e filtro 
Gl-B, absorvância 553 nm e emissão 568 a 574 nm, para a detecção do sinal 
de excitação do Cy3. 
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4.3 RESULTADOS 

4.3.1 Estudo da ALDP após extracção com carbonato 

A análise por immunoblotting de fibroblastos dos doentes com X-ALD, 
revelou ALDP em quantidades iguais ao controlo, no doente IV:13-F e em 
quantidades inferiores nos doentes IV:3-I, 111:11-J e II:10-K (resultados no 
estudo anterior - trabalho 3). Em fibroblastos desses doentes IV:13-F, IV:3-I, 
111:11-J e II:10-K e de um testemunho, efectuou-se a extracção das proteínas 
membranares na presença de carbonato de sódio, obtendo-se no sobrenadante 
as proteínas solúveis e no sedimento as proteínas membranares. A análise 
após immunoblotting com anticorpo policlonal anti-catalase revelou a presença 
de catalase na fracção solúvel em todas as amostras em estudo. Pelo contrário 
a incubação com anticorpo monoclonal anti-ALDP, revelou esta proteína no 
sedimento, indicando que a ALDP se encontra associada/integrada em 
estruturas membranares, possivelmente na membrana do peroxissoma (figura 
1). 

4.3.2 Estudo da localização subcelular da ALDP por imunofluorescência 

A localização da ALDP em estruturas membranares, em fibroblastos de 
doentes com X-ALD, (4.3.1) não excluí a possibilidade desta proteína ser 
incorrectamente enviada para outro organelo, que não o peroxissoma. 
Fibroblastos pertencentes aos doentes IV:1-A, IV:1-B, IV:1-E, IV:13-F, III:27-H, 
IV:3-I, 111:11-J, IL10-K e III:8-M foram analisados por imunocitofluorescência. 
Cinco das nove amostras estudadas: IV:1-A, IV:1-B, IV:1-E, III:27-H e III:8-M, 
(56%) não apresentavam material imunoreactivo característico da ALDP, 
indicando que a ALDP não é expressa de forma estável naquelas células. Os 
doentes de X-ALD que não demonstravam sinal para a ALDP continham 
peroxissomas abundantes quando analisados com anticorpo anti-catalase. 
Das restantes amostras, uma correspondente ao doente IV:13-F, apresentava 
um padrão com pontos fluorescentes (marcação característica da ALDP); as 
restantes três amostras: IV:3-I, III11-J e II:10-K apresentavam em certas 
experiências um sinal muito fraco. 
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Figura 1 - Análise por immunoblot (75 \xg de proteína por pista) utilizando em 
simultâneo um anticorpo monoclonal anti-ALDP e um anticorpo 
policlonal anti-catalase. M-marcador de peso molecular; T-extracto 
total de fibroblastos; S-sobrenadante-extracto solúvel; P-
sedimento-extracto não solúvel. A-análise de fibroblastos de um 
indivíduo controlo após incubação com anticorpos anti-catalase e 
anti-ALDP. B-análise de fibroblastos dos doentes: IV:3-I, III: 11-J e 
II:10-K após incubação com anticorpo anti-catalase; C-análise de 
fibroblastos dos doentes: IV:3-I, III:11-J e II:10-K após incubação 
com anticorpo anti-ALDP. 
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Para confirmar a localização peroxissomal da ALDP nos fibroblastos de 
doentes com ALDP imunoreactiva foram efectuados ensaios de 
imunofiuorescência indirecta utilizando simultaneamente um anticorpo anti-
ALDP e outro anti-catalase. Os fibroblastos dos doentes: IV:13-F, IV:3-I, III11-
J e II:10-K foram incubados com anticorpo anti-ALDP marcado com Cy3 e 
posteriormente com anticorpo anti-catalase marcado com fluoresceína (FITC). 
Foi observado um sinal específico (pontos fluorescentes) com cada um dos 
anticorpos (verde para a catalase e vermelho para a ALDP), nos fibroblastos 
dos quatro doentes com X-ALD. Um sinal idêntico, mas de cor intermédia 
(amarelo-alaranjado) foi observado em fibroblastos destes doentes, quando 
foram sujeitos à dupla imunocitofluorescência (na figura 2 estão 
representados os fibroblastos do doente IV:13-F). Este resultado indica que as 
duas proteínas analisadas se co-localizam, e portanto a ALDP está 
correctamente associada à membrana do peroxissoma nos quatro doentes 
onde a sua presença foi detectada por immunoblot: IV:13-F, IV:3-I, III11-J e 
II:10-K. 

4.3.2.1 Imunofiuorescência em fibroblastos de doentes com síndroma de Zellweger 

Foram estudados fibroblastos pertencentes a quatro doentes com 
síndroma de Zellweger já falecidos. O síndroma de Zellweger é uma doença 
genética rara de hereditariedade autossómica recessiva, com uma clínica 
heterogénea, caracterizada por um importe deficiente de proteínas para o 
peroxissoma. Esta alteração provoca múltiplas perturbações metabólicas 
incluindo alterações na p-oxidação peroxissomal e síntese dos plasmalogéneos 
(14-16). Os fibroblastos de doentes com X-ALD e de indivíduos controlo 
quando submetidos a experiências de imunofiuorescência com anticorpo anti-
catalase apresentam uma distribuição normal, indicando a presença de 
peroxissomas em número e tamanho normal (17) (figura 2B). Pelo contrário, a 
marcação por imunofiuorescência de fibroblastos de doentes com SZ 
utilizando anticorpo monoclonal anti-ALDP (figura 3A), revela um padrão 
característico com pontos fluorescentes, mas as partículas contendo ALDP são 
maiores e em menor quantidade que as dos fibroblastos controlo ou as 
observadas em fibroblastos de doentes com X-ALD (figura 2A). 
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Figura 2 - Experiências de co-localização da ALDP e da catalase. Fibroblastos 
do doente IV:13-F foram sujeitos a experiências de 
imunofiuorescência com anticorpo anti-ALDP, 1D6 (A) ou com 
anticorpo anti-catalase (B) e dupla marcação com os dois 
anticorpos (C). 
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O padrão de marcação observado em fibroblastos de doentes com SZ, 

utilizando um anticorpo anti-catalase, apresenta um aspecto completamente 

difuso (figura 3B) ao contrário do observado em fibroblastos de indivíduos 

testemunho ou com X-ALD (figura 2B). Estes resultados indicam que em 

fibroblastos pertencentes a doentes com síndroma de Zellweger a catalase se 

encontra distribuída por todo o citoplasma e não no interior do peroxissoma e 

que a ALDP está associada à membrana dos "peroxisomal ghosts", sugerindo 

que esta proteína não necessita do sistema de transporte que está deficiente 

nestas linhas celulares. 

Figura 3 - Localização da ALDP (A) e da catalase (B) em fibroblastos de 
doentes com síndroma de Zellweger (SZ), por experiências de 
imunofluorescência. No painel A o número de pontos é menor 
(indicando peroxissomas menos abundantes) e os pontos são 
maiores (indicando peroxissomas estruturalmente diferentes dos 
observados em controlos), quando comparado com o padrão obtido 
após incubação com ALDP de fibroblastos de indivíduos controlo 
(figura 2A). Em B não se observam pontos mas uma marcação 
difusa característica de uma proteína distribuída pelo citosol e não 
em organelos. 

4.3.3 Imunofluorescência em portadoras 

Fez-se o estudo da aplicabilidade da técnica de imunofluorescência com 

anticorpo monoclonal contra a ALDP, no despiste de portadoras de X-ALD, 

efectuando-se imunofluorescência em fibroblastos após cultura de vários 

indivíduos do sexo feminino. 
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Figura 4 - Padrão de imunofluorescência observado após marcação de 
fibroblastos com anticorpo monoclonal anti-ALDP. A-fibroblastos 
de indivíduo controlo do sexo feminino; B-fibroblastos de uma 
portadora pertencente a uma família com ALDP imunoreactiva, 
III:7-F; C-fibroblastos de uma portadora obrigatória, II:15-M com 
mutação em heterozigotia do tipo frameshift 1296delG no exão 2 
do gene da ALDP; D-fibroblastos do caso III:2-H, que revelou 
tratar-se de uma portadora para a X-ALD, pertencente a uma 
família sem ALDP imunoreactiva. As experiências de imunocito-
fluorescência foram realizadas segundo o método descrito em 
Mosser et ai, 1994; as fotografias foram realizadas num 
microcópio co-focal, BIORAD, pelo Prof. Claudio Sunkel, IBMC. 
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Foram testadas amostras de possíveis portadoras para a X-ALD. Apresentam-
se os resultados dos casos III:2-H, II:15-M e III:7-F, onde se observam 
populações distintas de células umas sem ALDP imunoreactiva e outras com 
marcação fluorescente normal, nos dois primeiros (figura 4C e D) e pontos 
fluorescentes semelhantes aos observados no controlo (figura 4A) em todas as 
células analisadas do caso III:7-F. Estes resultados permitem o diagnóstico de 
heterozigotia para a X-ALD nos casos III:2-H e II:15-M. No caso III:7-F o 
estatuto de portadora foi confirmado bioquimicamente uma vez que este caso 
pertence a uma família com ALDP imunoreativa (figura 4B). 

4.3.4 Imunofluorescência em amniócitos-aplicação ao DPN 

Testou-se também a aplicabilidade da imunofluorescência no diagnóstico 
pré-natal (DPN) da adrenoleucodistrofia. Para tal estudaram-se amniócitos em 
cultura de quatro fetos: IV:4-C, IV:5-C, IIL5-D e III:4-D. As células 
pertencentes aos fetos IV:4-C e IV:5-C, apresentam distribuição normal da 
ALDP em amniócitos (figura 5B e D, respectivamente), as células pertencentes 
ao feto III:5-D não continham ALDP imunoreactiva (figura 5A), enquanto 
amniócitos do feto III:4-D revelaram uma dupla população de células 
sugerindo que estas células pertenciam a uma heterozigotia para a X-ALD 
(figura 5C). Todos os resultados confirmaram os obtidos após determinação 
dos níveis de AGCML (tabela 1). 

Tabela 1 - Determinação do nível de AGCML em amniócitos em risco de X-ALD. 
DATA DE AGCML EM AMNIÓCITOS 

FETO COLHEITA SEXO C26:0 ALDP(i) RESULTADO 
(semanas) C24:0/C22:0 C26:0/C22:0 (Hg/mg proteína) 

IV:4-C 13.5 F 2.22 0.18 0.12 + Normal 
IV:5-C 13 M 1.95 0.073 0.089 + Normal 
III:5-D 13(*) M 3.06 1.02 1.6 - Afectado 
III:4-D 14 F 2.86 0.98 1.45 +/- Portadora 
INTERVALO CONTROLO 1.6-2.5 0.06-0.23 0.12-0.29 

(*) aborto espontâneo às 16 semanas; M-sexo masculino; F-sexo feminino; (i)-os doentes foram testados, por 
imunofluorescência, para presença (+) ou ausência (-) de ALDP. 
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Figura 5 - Análise por imunofluorescência de amniócitos pertencentes a fetos 
controlo e com X-ALD. A-células de um feto afectado pertencente a 
uma família com ausência de ALDP (III:5-D); B-amniócitos de um 
feto do sexo feminino, normal (IV:4-C); C-amniócitos de um feto do 
sexo feminino, portadora, pertencente a uma família com ausência 
de ALDP (III:4-D); D-amniócitos de um feto do sexo masculino, 
normal (IV:5-C). 
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4.4 DISCUSSÃO 

Em fibroblastos de 4 doentes com X-ALD não relacionados (4/9) o que 
corresponde a 44% dos doentes estudados observou-se material imunoreactivo 
correspondente à ALDP quando analisados com anticorpo monoclonal anti-
ALDP por técnicas de immunoblot e imunocitofluorescência. Estes resultados 
são semelhantes aos obtidos por outros grupos (18,19). Apesar de este método 
não permitir uma análise quantitativa, apenas nos fibroblastos do doente 
IV:13-F, se observa uma quantidade de ALDP semelhante à obtida em 
indivíduos controlo; nos restantes três doentes IV:3-I, III11-J e II:10-K o sinal 
detectado correspondente à ALDP parece ser inferior ao observado nos 
fibroblastos de indivíduos controlo. Os estudos efectuados após extracção das 
proteínas com carbonato e co-localização com a catalase indicam que a ALDP 
se encontra associada ao peroxissoma em todos os doentes onde é detectada 
mesmo quando em quantidades inferiores aos controlos. A ALDP foi também 
detectada em fibroblastos de doentes com Zellweger, associada à membrana 
de peroxissomas distintos dos normais em número e estrutura (peroxisomal 
ghosts). 

A mutação 1296delG, identificada no exão 2 do gene da ALDP em 
indivíduos da família M; introduz um códão STOP prematuro, podendo 
codificar uma proteína de tamanho significativamente menor que o normal 
(335 em vez de 745 aminoácidos) facto que poderá explicar a não detecção de 
ALDP nos fibroblastos do doente IIL8-M. À semelhança do que tem sido 
descrito por outros autores, o facto de as mutações identificadas em doentes 
com X-ALD se encontrarem em todo o gene torna difícil estabelecer correlações 
entre o defeito molecular e a funcionalidade da ALDP (20,21). 

O procedimento descrito neste trabalho que incluiu imunofluorodetecção 
da ALDP utilizando um anticorpo monoclonal que reconhece a ALDP é rápido e 
pode ser aplicado ao screening e identificação de portadoras na maioria das 
famílias de X-ALD (5/9-56%), especialmente naquelas onde a mutação não foi 
ainda identificada. Esta é uma das técnicas a que é possível recorrer quando a 
determinação bioquímica dos níveis de ácidos gordos de cadeia muito longa 
não permite o diagnóstico de heterozigotia (5-10% dos casos) (22) podendo ser 
também aplicada ao diagnóstico pré-natal de X-ALD (23, 24). 
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Discussão 

A pesquisa das alterações bioquímicas da adrenoleucodistrofia ligada ao 
cromossoma X (X-ALD), foi efectuada em indivíduos do sexo masculino com 
suspeita clínica de X-ALD, recorrendo ao doseamento por cromatografia 
gasosa dos ácidos gordos de cadeia muito longa (AGCML) plasmáticos, sendo 
depois confirmado em fibroblastos de pele após cultura. 

No decorrer deste trabalho foram caracterizadas bioquimicamente 20 
hemizigotias e 26 heterozigotias para a X-ALD (apêndices 1 e 2). A relativa 
facilidade de colheita e cultivo de linfoblastos, linfócitos transformados pelo 
vírus EBV (Epstein-Barr Virus), levou à obtenção destas células, de todos os 
doentes com X-ALD, numa tentativa de substituir o estudo em fibroblastos 
para confirmação do diagnóstico de X-ALD (trabalho 1). Ao contrário do que se 
verifica em plasma e fibroblastos de doentes com X-ALD, os valores da razão 
C24:0/C22:0 em linfoblastos destes doentes não se relacionam com a 
presença do defeito bioquímico da X-ALD, sobrepondo-se aos valores obtidos 
em testemunhos. Os níveis de C26.0 estão aumentados em determinados 
doentes mas não em todos. Assim, a grande variabilidade nos níveis de 
AGCML observada em linfoblastos e que não se relacionam com a presença do 
defeito bioquímico da X-ALD, indica que esta linha celular não pode ser 
utilizada no diagnóstico bioquímico da X-ALD. Factores como os diferentes 
níveis de diferenciação dos linfócitos após infecção pelo EBV, podem justificar 
a variabilidade obtida nas concentrações dos AGCML. A acumulação de 
AGCML só se verifica em plasma e fibroblastos sendo estes os meios fiáveis de 
diagnóstico de X-ALD. 

O estudo apresentado no trabalho 2, onde se pretendia determinar a 
frequência da X-ALD como causa da Doença de Addison (DA), revelou que em 
24 doentes rastreados, 5 (21%) possuem o defeito bioquímico da X-ALD. Estes 
resultados indicam que se deve considerar a X-ALD como causa da DA na 
mesma proporção que qualquer uma das outras etiologias, por exemplo a 
tuberculose ou doença autoimune. Os resultados deste estudo são 
semelhantes aos obtidos por diversos grupos (Laureti et ai, 1996 e 1997), 
como foi discutido no trabalho 2, onde se fez também uma análise estatística 
do conjunto desses resultados. Esse estudo revelou que a proporção de casos 
em que a DA é devida à X-ALD parece estar dependente da idade de início dos 
primeiros sintomas de insuficiência das glândulas supra-renais. 
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Quando a idade de manifestação da DA é inferior aos 7.5 anos a probabilidade 
de ser a X-ALD a causa da DA é extremamente elevada. Pelo contrário, esta 
probabilidade é relativamente baixa, se a idade de início dos sintomas for 
superior aos 15 anos. Entre os 7.5 e os 15 anos a probabilidade de ser ou não 
devida à X-ALD é semelhante. O diagnóstico preciso é particularmente 
importante porque a X-ALD tem um prognóstico completamente distinto do da 
insuficiência supra-renal de outras etiologias, podendo permitir a intervenção 
terapêutica precoce em doentes e familiares bem como o aconselhamento 
genético (Holmberg et ai, 1992). Em conclusão a X-ALD deve ser rastreada em 
todos os doentes de Addison, em especial aqueles em que os sintomas surgem 
na primeira década de vida. 

Para a identificação das mutações presentes no gene da X-ALD (trabalho 
3), recorremos a técnicas de PCR-SSCP e sequenciação directa dos produtos 
amplificados por PCR, correspondentes aos exões 2 a 9 do gene da ALDP 
(Arnheim, 1992; Ausubel et ai, 1997; Glavac e Dean, 1993). Detectaram-se 
alterações nos exões 2, 6, 8 e 9 em cinco dos doentes levando à caracterização 
do defeito molecular em 3 famílias. A sequenciação dos exões 8 e 9 permitiu a 
identificação de duas mutações pontuais, respectivamente 2236G>A (R617H) e 
2281G>A (T632I) (descrita de novo). A sequenciação do exão 2 revelou a 
presença de uma mutação do tipo "frameshifí', 1296delG (descrita de novo). A 
mutação missense 2236G>A, identificada no exão 8, foi já referida 
anteriormente na literatura (Fanen et ai, 1994). O polimorfismo 1934G>A 
(L516L) presente no exão 6, com uma frequência de 15%, foi identificado em 
duas famílias portuguesas, tendo sido já descrito em vários outros doentes 
(Fanen et ai, 1994 e Fuchs et ai, 1994). Uma revisão da literatura demonstra 
que as mutações descritas no gene da ALDP parecem distribuir-se ao longo de 
todo o gene, no entanto de forma desigual: 38% das mutações encontram-se 
nos domínios putativos transmembranares e 29% nos domínios putativos de 
ligação ao ATP (NBF) e 16% no exão 5 (1801-1802delAG); os restantes 17% 
estão distribuídos pela restante região codificadora (Smith et ai, 1999). A 
demonstração que a maioria das mutações missense se encontra no domínio 
transmembranar e na região NBF revelam a importância destes domínios para 
a função da ALDP (Smith et ai, 1999). 
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As duas mutações missense identificadas, 2236G>A (R617H) e 2 2 8 Í O T 
(T632I) (trabalho 3), estão precisamente localizadas numa dessas regiões, o 
domínio putativo de ligação ao ATP. 

A elevada frequência de mutações descritas no gene da ALDP, mais de 
200 mutações diferentes, pode dever-se ao elevado conteúdo em C/G, que é 
cerca de 65% do total de nucleotídeos. Locais de CpG ou ilhotas CpG, são 
locais alvo de mutações porque o resíduo citosina através da acção da metilase 
origina 5-metilcitosina que por desaminação é facilmente convertida a timina 
(Barker et ai, 1984). Cerca de 60 das 107 mutações missense identificadas no 
gene da ALDP ocorrem em locais CpG (Smith et ai, 1999). As mutações 
identificadas neste estudo não são excepção (2281C>T e 2236G>A). 

O trabalho 3 permitiu ainda confirmar o estatuto de hemizigotia em dez 
indivíduos, previamente diagnosticados bioquimicamente, excluir o estatuto de 
portadora em sete indivíduos da família K e confirmar este estatuto num 
indivíduo do sexo feminino da família M e dois da família K (ver apêndice 2). A 
família K dá-nos um exemplo da ausência de correlação fenótipo/genótipo 
uma vez que verificamos a presença de uma variedade de fenótipos que 
incluem uma forma de X-ALD juvenil com afectação cerebral, formas de AMN 
sem envolvimento do sistema nervoso central e ainda um doente 
assintomático em diferentes indivíduos com o mesmo genótipo: 2281C>T (ver 
apêndices 1 e 2). Este resultado é concordante com outros publicados, em que 
mutações que se traduzem na ausência completa de proteína, estão 
associadas a todos os fenótipos desde o mais grave ao mais ligeiro; a mutação 
mais comum, 1801-1802delAG, que leva á ausência de ALDP pode estar 
também associada a qualquer um dos fenótipos de X-ALD (Kemp et ai, 1994); 
a mutação 2281C>T descrita neste estudo foi identificada em 6 membros de 
uma família com 3 fenótipos distintos. 

No trabalho 3 fez-se também a análise da ALDP, por técnicas de Western 
blot, que revelou ausência de ALDP em cinco casos num total de nove doentes 
com X-ALD. A percentagem de doentes com ALDP não imunoreactiva (56%) 
não é muito diferente da descrita na literatura (67%) (Watkins et ai, 1995). 
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Uma das mutações descritas 1296delG (doente III:8-M) introduz um códão 
STOP prematuro o que significa que poderá dar origem a uma ALDP de 
tamanho significativamente menor que o normal (335 em vez dos 745 
aminoácidos). A análise de western Mot efectuada não permitiu detectar esta 
proteína truncada. A revisão da literatura onde são descritas mutações 
nonsense ou frameshift que levam à terminação prematura da ALDP, revelou 
que em nenhum caso foi descrita a detecção de proteína truncada, o que 
sugere que a região carboxi-terminal da ALDP é importante para a estabilidade 
desta proteína. A mutação T632I causa uma alteração não "conservativa" e 
não parece alterar significativamente a estabilidade da proteína uma vez que 
esta é detectada em fibroblastos e linfoblastos de doentes com esta mutação, 
embora em quantidades reduzidas (ver apêndice 5). Este estudo revelou outras 
evidências para a ausência de correlação genótipo/ expressão da 
ALDP/fenótipo, com a identificação de uma mutação do tipo frameshift 
1296delG, sem ALDP detectável por imunofiuorescência num doente com 
fenótipo ligeiro: Addison only (IIL8-M); e a identificação de uma mutação 
missense 2281C>T com ALDP detectável por imunofiuorescência num doente 
com a forma juvenil cerebral (IV:7-K). 

Os estudos descritos no trabalho 4 indicam que a mutação 2281C>T, 
T632I na ALDP, não interfere com a ligação da ALDP a estruturas 
membranares, pois após extracção de proteínas totais com carbonato, a ALDP 
mantém-se no sedimento. Em estudos de co-localização com a catalase, uma 
proteína peroxissomal, verificou-se que a ALDP mutada (T632I) é 
correctamente enviada para o peroxissoma em fibroblastos destes doentes. 
Assim conclui-se que a região envolvendo a mutação T632I é uma das zonas 
potencialmente envolvidas na função da ALDP relacionada com o defeito 
bioquímico presente na X-ALD. 

No trabalho 4 demonstra-se ainda que a imunocitofluorescência pode ser 
utilizada na detecção de portadoras para a X-ALD e diagnóstico pré-natal 
desta patologia, nas famílias onde a mutação presente no gene da X-ALD leva 
à ausência de ALDP. Nas heterozigotias pertencentes a estas famílias, 
detectam-se duas populações de células, com e sem imunoreactividade para a 
ALDP, devido à inactivação do cromossoma X, permitindo uma forma fácil e 
rápida de identificação e diagnóstico. 
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Com os estudos aqui descritos esperamos contribuir para a pesquisa 
eficiente e mais rápida de indivíduos potencialmente afectados com X-ALD, 
tendo ainda iniciado estudos genéticos em famílias com X-ALD portuguesas. 
Com a avaliação de uma nova aproximação na caracterização das portadoras e 
aplicação ao diagnóstico pré-natal desta patologia, esperamos no futuro, 
contribuir para a diminuição da incidência da adrenoleucodistrofia ligada ao 
cromossoma X. 
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Perspectivas futuras 

A revisão da literatura relativa à adrenoleucodistrofia ligada ao 
cromossoma X (X-ALD) revela que desde os anos 80 vários investigadores 
direccionaram os seus trabalhos para o estudo de genes /proteínas que 
afectam o metabolismo dos ácidos gordos de cadeia muito longa (AGCML); no 
entanto, estudos mais recentes revelaram que o gene responsável pela X-ALD 
(ABCD1), codifica uma proteína que não apresenta qualquer actividade de 
sintetase, tratando-se de uma proteína transportadora, da membrana do 
peroxissoma, a ALDP. 

Na identificação da função da ALDP e sua forma de actuação, reside a 
chave de várias questões e desde a identificação do seu gene surgiram novas 
linhas de investigação da adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X: 

>̂ A identificação de novas mutações no gene da ALDP e estudos de 
expressão, poderão ajudar a localizar os domínios críticos para a função desta 
proteína, em especial as mutações que levam à síntese da ALDP mas em que 
esta está presumivelmente não funcional, pois nestes casos a mutação 
presente afecta resíduos aminoacídicos que estão provavelmente envolvidos na 
função da ALDP (Lachtermacher et ai, 2000). 

^ A patogenicidade da X-ALD é ainda pouco conhecida. A intervenção de 
factores imunológicos está ainda por provar nomeadamente em relação à 
correlação que existe entre as lesões desmielinizantes e os locais de 
acumulação de AGCML e a reacção inflamatória associada (Ho et ai, 1995). 
Será também importante estudar a expressão da ALDP nos órgãos que são 
mais afectados pela doença, principalmente o cérebro (Dubois-Dalcq et ai, 
1998). 

•^ Será importante determinar a função e localização da ALDP e em 
especial a sua relação com a sintetase dos AGCML. Por analogia com outras 
proteínas do grupo ABC, há autores que especulam que a ALDP pode actuar 
de forma indirecta na função desta sintetase, facilitando a associação da 
sintetase com o peroxissoma, (Schwiebert et ai, 1995 e Smith et ai, 1999) ou 
ainda actuar transportando um substracto necessário para a p-oxidação dos 
AGCML (por exemplo CoA, ATP, ou outro metabolito necessário no 
peroxissoma) (Yamada et ai, 1999 e Braiterman et ai, 1999). 
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^ Caracterizar as proteínas envolvidas na activação peroxissomal dos 

ácidos gordos (Gloeckner et ai, 2000). A existência de várias sintetases dos 

AGCML parece evidente pois a proteína recentemente identificada (hSAGCML) 

não foi detectada em todas as células que degradam os ácidos gordos via p-

oxidação (Berger et ai, 1998; Watkins et ai, 1999; Netik et ai, 1999). Será 

ainda importante estabelecer a exacta localização peroxissomal da acil-CoA 

sintetase dos AGCML (Smith et dl, 2000). 

"í> O desenvolvimento e o estudo de modelos animais como o rato 
transgénico onde foi inactivado o gene da X-ALD (Forss-Petter et ai, 1997, Lu 
et ai, 1997 e Kobayashi et ai, 1997) poderão num futuro próximo ajudar na 
análise da função celular da ALDP, no esclarecimento da patofisiologia da X-
ALD e no desenvolvimento de novas aproximações terapêuticas. 
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1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS DOENTES PORTUGUESES 

O despiste da adrenoleucodistrofia foi efectuado em indivíduos com 
suspeita clínica de X-ALD incluindo 26 com doença de Addison, do sexo 
masculino. Na tabela seguinte está resumida a informação clínica dos doentes 
diagnosticados. O material biológico dos doentes utilizados neste estudo foi 
enviado por diferentes unidades de vários hospitais do Norte, Centro e Sul 
País. 

Tabela 1 - Informação clínica dos 20 doentes com X-ALD portugueses 
IDADE DE IDADE ACTUAL ou FENÓTIPO 

DOENTE SINTOMA INICIAL INÍCIO FALECIMENTO (f) DESENVOLVIDO 
IV: 1-A Demenciação 8 anos 18 anos Forma juvenil 
IV:2-A Diminuição performance escolar 6 anos f: 11 anos Forma infantil 
IV:1-B Déficit visual e auditivo 7 anos f: 11 anos Forma infantil 
IV:1-E Hiperpigmentação 12 anos 18 anos "Addison only" 
IV:13-F Insuficiência supra-renal 10 anos 17 anos "Addison only" 
IV:1-F Problemas psicológicos 30 anos 40 anos AMN 
III: 1-G Insuficiência supra-renal 10 anos f: 16 anos Forma juvenil 
III:27-H Insuficiência supra-renal 14 anos f:36 anos AMN cerebral 
IV:1-H Sem sintomas - 7 anos Assintomático 
IV:4-H Alterações neurológicas 4 anos 11 anos Forma infantil 
IV:3-I Insuficiência supra-renal 4 anos f:7 anos Forma infantil 
111:11-J - - 34 anos AMN 
II:10-K Insuficiência supra-renal e 

Paraparesia espástica aos 39 anos 
35 anos 53 anos AMN 

II:3-K Neuropatia 30 anos 65 anos AMN 
II:7-K Polineuropatia 30 anos 56 anos AMN 
IV:1-K Sem sintomas - 18 anos Asintomático 
IV:3-K Insuficiência supra-renal 9 anos 11 anos "Addison only" 
IV:7-K Demenciação com déficit supra-

renal latente 
6 anos 22 anos Forma juvenil 

cerebral 
III:8-M Insuficiência supra-renal 5 anos 16 anos "Addison only" 
III:9-M Perturbações da marcha desde 20 

anos e Insuficiência supra-renal 
14 anos 32 anos AMN 

A identificação dos doentes foi efectuada de acordo com a sua designação no texto e na árvore familiar 
respectiva (apêndice 2); (f) idade de falecimento; (-) desconhecida; FENÓTIPOS: Forma infantil ou juvenil -
forma clássica de X-ALD com envolvimento cerebral; AMN- adrenomieloneuropatia; "Addison only"-
apresenta apenas insuficiência das glândulas supra-renais; assintomático- sem qualquer alteração 
neurológica ou endocrinológica. As indicações clinicas de cada doente, como por exemplo a identificação das 
causas da doença das glândulas supra-renais, assim como a interpretação dos exames hospitalares, são da 
responsabilidade dos médicos assistentes de cada doente. 
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2. ARVORES FAMILIARES 

As figuras seguintes contêm as informações relativas a cada uma das 
famílias de doentes com X-ALD incluídas neste estudo. O doseamento dos 
ácidos gordos de cadeia muito longa e posterior confirmação em fibroblastos 
de pele foi o critério utilizado para a classificação dos doentes e portadoras. A 
tabela 1 contém a legenda das figuras seguintes. Nos pedigrees de cada família 
incluiu-se os fenótipos apresentados pelos doentes à data do início deste 
estudo e a idade actual de cada um dos doentes e seus familiares. Os doentes 
são designados, por uma letra romana que indica a geração, um número que 
indica a posição na árvore e uma letra que indica a família a que pertencem. 
Os pedigrees das figuras seguintes foram desenhados segundo as regras da 
organização PSTF (Pedigree Standatdization Task Force) e a publicação de 
Bennett et al, 1995. 

Tabela 1 - Legenda das figuras seguintes 

IDADES FENÓTIPOS 

f (de falecimento) D Indivíduo normal 
s (em semanas) ■ Indivíduo afectado 
a (em anos) « Portadora 

FAMÍLIA A - Forma adolescente 

0-

[T~o~ 

-0 

ò T^ 

.í~T 

2 3 4 5 8 

D-

-0 

<£ 5 5 6-HD £ i 

5 5 l 61 
^ 1 2 3 4 5 6 7 8 

18a 11 I 13a 11 ■ 9a 6a 8a 

Figura 1 - Árvore familiar do doente IV: 1-A (trabalho 4); JB (trabalho 1); família I 
(trabalho 3). 
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FAMÍLIA B - Forma infantil 

Apêndices 

0—r~0 
í̂ ^ 
D- ® Õ5 i i 5o-r-n (V: ò-r-o 5 d>pcVz^ i 

2 3 4 5 6 7 8 
45 a 38 a 39 a 40 a 

11 f 18a 

11 12 
46 a 

13 14 15 
49 a 

16 17 18 18 
31 a 33 a 

-D- -0 

□ 20 21 22-23 24 25 
35 a 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
1 6 a 1 1 a 6 a 16a 14 a 14 a 15 a 16 a 10 a 20 a 4a 5a 

Figura 2 - Árvore familiar do doente IV:1-B (trabalho 4); JA (trabalho 1); família II 
(trabalho 3). 

FAMÍLIA C - Heterozigotia 

0 1 O 

O 6 i i U 
3 4 5 6 

m D-

IV / £ " 

^i 
<J 

& 2 3 
36 a 

"1 
2-3 

"5 m DT^^TD 1 í i 
4 5 6 7 8 9 

26 a 26 a 

O D 
10 11 12-14 

20 a 

Figura 3 - Árvore familiar do doente III:2-C (trabalho 4); MT (trabalho 1). 

FAMÍLIA D-Portadora 

^ K ) 
.. Dpíop^iirDop Ora 

i 
2 3 4 

r 
2-3 /™\ masculino p~i 

^Z) 20 s I I 
4 5 6 

8a 2a 

O '2) 0 D O 
7 8-9 10 11 12 

Figura 4 - Árvore familiar do doente II:6-D (trabalho 4); AP (trabalho 1). 
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FAMÍLIA E -Addison only 

0-T-0 

5 zH-0—0 
0-

A 1 2 
18 a l i a 

Figura 5 - Árvore familiar do doente IV:1-E (trabalho 4); JF (trabalho 1); doente 20 
(trabalho 2); família III (trabalho 3). 

FAMÍLIA F - Addison only 

JZr- -0 iï-yQ 
!2-r0 0J0& Onr-0 O □ 1 ° 

6 7 8 10 11 

Dr$> OraOrãe-õTfl ODODTOÍD OTÕDODIO o o o p o m n q o 
6 7 8 9 10 II 12 13 

íp jaihoibiíòaòb i a i a à l í í íópotfij i i í í 
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 H 12 J* 13 14 15 16 17 IS 19 20 21 22 23 24 23 26 27 28 29 30 

! -1"-1 34 a 30 a 30a 23 a 17a 12 a J 

© D D O 
12a Sa 

Figura 6 - Árvore familiar do doente IV:13-F (trabalho 4); LM (trabalho 1); doente 21 
(trabalho 2); família IV (trabalho 3). 

FAMÍLIA G - Forma cerebral juvenil 

D-

mi 
2 3 4 5 

P> 
Figura 7 - Árvore familiar do doente III: 1-G (trabalho 4); MV (trabalho 1); doente 22 

(trabalho 2). 
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FAMÍLIA H - Forma AMN cerebral 

S 

•S 

-0 

■0 n-r-0 &T& Éh-o jzí 0-

2 3 4-i 6 7 8 9 10 I I 12 

IV 

HZÍ 

Í-T-0 /k jS À "TirO 
20 21 22 23-24 23-26 ̂ » 27 28 29 

36 f 43 ■ 

£1 

Figura 8 - Árvore familiar do doente III:27-H (trabalho 4); NP (trabalho 1); doente 23 
(trabalho 2); família V (trabalho 3). 

FAMÍLIA I - Forma cerebral infantil 

-0 
6 & & TT^> ■o 

o -í Ï <s)-r-n 

1 2 
6a 7f l i a 

Figura 9 - Árvore familiar do doente IV:3-1 (trabalho 4); doente 24 (trabalho 2); família 
VI (trabalho 3). 
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FAMÍLIA J - Adrenomieloneuropatia 

j z ^ - ^ 

À èhU [J CJ O-H -D 

D-hr-O Í T D ÒTO i r nOCl I T O D Q P C W D T O n O 
53 a 44 a 

4 5 
43 a 

6 7 
40! 

10^1 11 
34 a 

12 13 14 
32 a 

19 20 21 

O T O D T Õ © o D D D □ 0 n n m n 
1 2 3 ' 

à i 
4 5-6 7 

23 a 
9 10 11 12 

12a 18a 15a 5a 
13 14 15-16 

17a 18a 

Figura 10 - Árvore familiar do doente III: 11-J (trabalho 4); família VII (trabalho 3). 

FAMÍLIA K - Adrenomieloneuropatia 

III 

IV 

0-
DTÍ ÍÕ 5 Ir* OrÀ 

•>|D0 Ó J2Í Ó u D DrOja 0© 
15 16 17 10 I 19 2D 21 22 

1E,a 23 

Figura 11 - Árvore familiar do doente II:10-K (trabalho 4); família VIII (trabalho 3). 
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FAMÍLIA M - Addison only 

O o 
k D^ÕJorS oàchK^ Dri Ch-d)i-rDii-Q ÍTO 

1 2 3 4 5 

III 

IV 

^^u 
13 14 

56 a 58 a 
15 16 

53 a 50 a 
21 

4 ' a 

iffl^>ÏÏÏT] 
2 3 4 5 6 7 ^ 8 9 10 11 12-14 15-17 18 19 20 

35a 20a I 33 a 26a 16a 32a 27a 19a 15a 14a 

Figura 12 - Árvore familiar do doente III:8-M (trabalho 4); família IX (trabalho 3). 
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3. SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA (CDNA) E AMINOACÍDICA DA 

ALDP HUMANA 
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1 M P V L S R P R P U R G N T L K R T A V 
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21 L L A L A A Y G A H K V Y P L V R Ú C L 
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4. ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS DAS PROTEÍNAS ALDP, 
ALDRP, PMP70 E P70R 
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Figura 1-Alinhamento das sequências proteicas das proteínas humanas pertencentes 
à família de transportadores ABC peroxissomais. De cima para baixo ALDP, 
ALDRP, PMP70 e P70R. O alinhamento foi efectuado no programa ClustalW 
(http://www2.ebi.ac.uk/clustalW). 
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5. MODELO DA ALDP 

, * • • • • • • • • , 

PEROXISSOMA 

CITOPLASMA 

ALDP ausente 
ALDP presente 
ALDP reduzida 

Figura 1 - Modelo da ALDP, adaptada de www.x-ald.nl dos autores J.Berger e 
S.Kemp. onde estão representados os segmentos transmembranares, 
localização dos domínios importantes e algumas mutações, incluindo-se 
as mutações missense identificadas em famílias portuguesas R617 com 
ALDP ausente e T632 com ALDP presente em quantidades reduzidas. 
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6. LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

ABC Família de proteínas que ligam ATP (ATPJ?inding_çassete) 
4PBA 4-fenilbutirato (ácido 4-fenil butírico) 
AGCL Ácidos gordos de cadeia longa 
AGCML Ácidos gordos de cadeia muito longa 
ALDP Proteína codificada pelo gene responsável pela X-ALD 
ALDRP Proteína homologa à ALDP 
AMN Adrenomieloneuropatia 
ATP Adenosina trifosfato 
BSA Albumina de soro de bovino 
C22:0 Ácido docosanóico (beénico) 
C24:0 Ácido tetracosanoico (lignocérico) 
C26:0 Ácido hexacosanoico (cerótico) 
cDNA Ácido desoxiribonucleico complementar 
CoA Coenzima A 
DA Doença de Addison 
DBP Doenças da biogénese do peroxissoma 
DHAP-AT Dihidroxiacetonafosfato-aciltransferase 
EBV Vírus Epstain Barr 
FISH Hibridização in situ por fluorescência 
FITC Fluoresceína isotiocianato 
GAM-AP Anticorpo goat anti-mouse ligado à fosfatase alcalina 
GAM-B Anticorpo goat anti-mouse ligado à biotina 
GAR-AP Anticorpo goat anti-xabbit ligado à fosfatase alcalina 
GAR-B Anticorpo goat anti-rabbit ligado à biotina 
GTE Glicerol trierucicato 
GTO Glicerol trioleato 
hSAGCML Sintetase dos ácidos gordos de cadeia muito longa humana 
IRM Imagem de ressonância magnética 
NaPa Fenilacetato de sódio 
NBF Local de ligação de nucleotídeo (ATP) 
P70R Proteína semelhante à PMP70 de 69 kDa 
PAGE Electroforese em gel de poliacrilamida 
PBS Tampão fosfato pH 7.4 
PCR Reacção em cadeia da polimerase 
PEX Genes que codificam proteínas envolvidas na biogénese peroxissomal (peroxinas) 
Pexp Proteínas codificadas pelos genes PEX 
PMP Proteína da membrana do peroxissoma 
PMP70 Proteína da membrana do peroxisoma de 70 kDa 
PPRE Sequências de resposta a proliferadores de peroxissomas 
PTS Sequências de importe para o peroxissoma 
PXA1e 2 Proteínas de levedura pertencentes à família ABC 
R/GCP Genes dos pigmentos das cores vermelho/verde 
SKL Serina-lisina-leucina (sinal envolvido no importe de proteínas para o peroxissoma) 
SNC Sistema nervoso central 
SSCP Análise de polimorfismos de conformação de cadeia simples 
SZ Síndroma de Zellweger 
TMO Transplante de medula óssea 
TNF Factor de necrose tumoral 
UTR Região com sequência não traduzida 
WAeWB Regiões conservadas Walker A e Walker B 
X-ALD Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X 

Os aminoácidos serão citados pelo código da uma letra. 
A numeração das mutações descritas neste estudo está de acordo com a descrita por Mosser et 
ai, 1993, na qual a adenosina do codão iniciador (ATG-metionina) é o nucleotídeo número 387 
e não o número +1 como descrito por outros grupos (apêndice 3). 
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