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RESUMO
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A sindrome de Sjogren-Larsson (SSL) ¢ uma ictiose congénita com alteragdes neuroldgicas
decorrentes da deficiéncia enzimatica da enzima aldeido graxo desidrogenase (FALDH).
Mutacdes no gene ALDH3A2 s3o responsaveis pela doenga. A proposta foi estudar os
aspectos clinicos, histoldgicos, estruturais ¢ moleculares de dez pacientes com SSL.
Métodos: Foram selecionados dez pacientes com SSL de quatro familias distintas. Foi
realizada ressonancia magnética cerebral (RM) em oito pacientes e, em sete destes, também
espectroscopia de protons; os resultados foram comparados com a espectroscopia de sete
voluntarios sadios. Foram coletadas biopsias de pele de cada paciente e pele sa de
17 voluntarios. Os espécimes foram corados com hematoxilina-eosina e imagens digitais
foram adquiridas a partir do exame histoldgico de rotina; a luminancia em escala de cinza
foi analisada utilizando método quantitativo de andlise de textura de imagem digital:
transformada rapida de Fourier, calculada a partir dos valores do momento de inércia
(fung@o harmonica) das frequéncias espaciais nas dire¢des vertical e horizontal da camada
espinhosa da epiderme. Amostras de pele de nove pacientes com SSL também foram
obtidas para cultura de fibroblastos utilizando método padrdo para dosagem da enzima
FALDH. Para a extragdo de DNA gendmico foi coletado sangue total periférico de nove
pacientes. Os fragmentos foram amplificados por PCR. Os resultados obtidos foram
analisados e comparados com a seqiiéncia normal de DNA. Resultados: A mutagao
encontrada foi a 1108-1G—C no intron 7/exon 8. Os pacientes exibiram diferencas na
presenga e intensidade dos sinais e sintomas da doenca (prurido, retardo mental,
espasticidade, fotofobia e alteracdes da retina). No exame de RM dos pacientes com SSL
foi observada desmielinizagdo da substancia branca profunda; na espectroscopia, presenca
de pico anormal de lipidios. O estudo da textura da camada espinhosa da epiderme, sob a
Transformada de Fourier, mostrou amplitudes de fun¢do harménica mais largas no grupo
com SSL na dire¢do vertical e ndo na direcdo horizontal, correspondendo a nucleos e
nucléolos maiores e ao espessamento focal da carioteca dos ceratindcitos. Conclusoes: As
manifestagdes clinicas e histologicas da SLS ndo sdo exclusivamente decorrentes da
mutagdo ¢.1108-1G>C, mas também expressdo de outras modificagdes genéticas e
influéncias ambientais. A mutagdo descrita pode ser classificada como uma causa comum

da doenga no Brasil. Os achados de textura podem ser explicados pela maior sintese de

Resumo
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DNA na epiderme na SSL, tendo sido descrita, também, uma produgdo mais rapida da

camada cornea ¢ uma renovacgao celular 3,5 vezes o normal.

Resumo
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Background: Sjogren-Larsson syndrome (SLS) is an autosomal recessive disorder
characterized by ichthyosis, mental retardation, and spasticity. Various mutations in the
ALDH3A?2 gene that codes for fatty aldehyde dehydrogenase (FALDH) are responsible for
the disease but the genotype-phenotype relationships are undefined. Objectives: The
purpose of this study was to describe ten individuals with Sjogren-Larsson syndrome from
four families representing the first cohort of Brazilian patients defined at the molecular
level and investigate whether image analysis of routine H&E skin sections using fast
Fourier transformation (FFT) could detect structural alterations in SLS. Patients and
methods: A 5-mm punch biopsy for histologic analysis was obtained under local
anesthesia from each patient. Similar biopsies were obtained from age- and anatomical
site-matched from 17 controls. The samples were stained with haematoxylin and eosin and
observed under a light microscope. Digital images of routine histologic sections were taken
and their gray scale luminance was analyzed by FFT. The inertia values were determined
for different ranges of the spatial frequencies in the vertical and horizontal directions. Skin
biopsies were also obtained from nine patients with SLS for establishing fibroblast cultures
using standard methods to determine FALDH enzyme activity. MR imaging was performed
in eight patients. Singel-voxel proton MR spectra were acquired from cerebral white matter
in seven patients with SLS and in seven controls. Total genomic DNA was extracted from
peripheral blood of nine patients using standard methods. ALDH3A2 exons and their
flanking sequences were amplified by PCR and sequenced. Results: All patients were
homozygous for a unique c¢.1108-1G>C splice-site mutation and displayed a profound
reduction in fatty aldehyde dehydrogenase enzyme activity. The patients exhibited a
moderate-to-severe form of Sjogren-Larsson syndrome with respect to mental retardation,
spastic diplegia and ichthyosis. Within this phenotypic context, patients varied, even within
a family, in the presence of pruritus, thickness of the epidermal granular layer, retinal
glistening white dots and photophobia. Brain MR imaging revealed retardation of
myelination. Proton MR spectroscopy of white matter revealed abnormal high-lipid peak.
The study of epidermal spinous layer texture by Fast Fourier Transform showed higher
amplitudes in the vertical direction in SLS patients, corresponding to greater nuclei and
nucleoli, higher number of nucleoli and focal thickening of keratinocytes’ carioteca.

Conclusion: We concluded that the latter clinical features are not strictly determined by the

Abstract
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c.1108-1G>C mutation, but are subject to modification by other genetic/environmental
factors. The c.1108-1G>C mutation may be classified as a common cause of Sjogren-
Larsson syndrome in Brazil. The textural findings are in keeping with higher DNA

synthesis and a 3.5x turn over that were demonstrated in SLS epidermis.

Abstract
xl
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1.1- Sindrome de Sjogren-Larsson

A sindrome de Sjogren-Larsson (SSL, omim 270200), tema deste estudo, € uma
ictiose congénita rara, de transmissdo autossOmica recessiva, caracterizada por ictiose
congénita, retardo mental, paraplegia ou tetraplegia espéstica, defeitos de fala e convulsdes
(Sjogren e Larsson, 1957). A doenca € conhecida mundialmente e ocorre em muitas etnias,
porém sua prevaléncia é desconhecida. Sabe-se que teve origem no norte da Suécia, pais
onde ocorre o maior nimero de casos da doenca (Theile et al., 1974; Jagell et al., 1981).
Juntamente com a Ictiose ligada ao x, Eritrodermia Ictiosiforme Congénita ndo Bolhosa,
Doenca de Refsum, Sindrome de Rud, Sindrome de Dorfman Chanarin e Deficiéncia
Muiltipla de Sulfatases formam o conjunto das ictioses decorrentes de anormalidades do
metabolismo lipidico da epiderme. Com excec¢do da Ictiose ligada ao sexo, o retardo mental

ocorre em todas as outras (Digiovanna, 2003).

A SSL decorre de um erro inato do metabolismo causado pela deficiéncia de
uma enzima aldeido graxo desidrogenase (FALDH) (Rizzo e Craft, 2000), de localiza¢ao
microssomal que cataliza a oxidagdo dos aldeidos graxos de cadeia média e longa
(Kelson et al., 1997). Esses aldeidos s@o originarios do metabolismo de vérios lipidios,
incluindo os dlcoois graxos (Rizzo et al., 1998), 4cido fitanico (Verhoeven et al., 1998),
glicerideos (Rizzo et al., 2000) e leucotrienos B4 (Willemsen et al., 2001b). A deficiéncia
da enzima FALDH foi demonstrada em varios tecidos incluindo cultura de ceratindcitos,
fibroblastos, mucosa intestinal (Rizzo et al., 2001). Os sintomas neurocutaneos Sao
decorrentes do actimulo de dlcoois graxos de cadeia longa e de leucotrienos B4
(Willemsen et al., 2001b), e conseqiiente diminui¢io de certos 4acidos graxos
polinsaturados. Essa anormalidade bioquimica decorre de mutacbes em um gene no
cromossomo 17p11.2, sendo denominado ALDH3A2 ( De Laurenzi et al., 1996). Vérias
mutacdes foram descritas no gene ALDH3A2, muitas delas restritas a uma familia e
descritas na Europa e Oriente Médio, sendo relatadas delecdes, inser¢cdes e substituicdes de
aminoécidos. No que se refere a histopatologia, a microscopia Optica como na maioria das
ictioses € caracteristica: encontram-se hiperceratose ortoceratética, acantose e papilomatose

na epiderme. A camada granulosa pode apresentar-se levemente espessada ou ndo. Os
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vasos subepidérmicos sdo um pouco dilatados e envoltos por um infiltrado mononuclear

(Hofer e Jagell, 1982). Tais achados sdo inespecificos e restritos a epiderme.

Este estudo corresponde a primeira andlise genético-molecular de uma amostra
de pacientes brasileiros com SSL. E de particular interesse a origem dessas mutacdes e o
entendimento desses mecanismos moleculares com o intuito de elucidar mais questdes a
respeito dos padrdes de expressao da FALDH, relacionando os mecanismos patolégicos
envolvidos (Rogers et al., 1997). Para tal é fundamental a caracterizacdo das alteracdes de
ressonancia magnética cerebral e espectroscopia bem como a dosagem da FALDH dos
doentes selecionados. Outro interessante neste trabalho foi justamente encontrar
caracteristicas histopatoldgicas na epiderme da SSL que permitam diferencia-la das outras
formas de ictiose. Para tal foi utilizada um algoritmo matematico chamada Transformada
Réapida de Fourier (FFT) ja utilizado na dermatologia para a andlise morfométrica de
elementos da derme (van Zuijlen PPM et al., 2002). Abaixo segue uma breve descri¢cao do

método de textura epidérmica utilizado neste estudo.

1.2-Textura

Tradicionalmente a andlise de textura € feita pela andlise de caracteristicas de
morfometria tais como didmetro, drea nuclear e nucleolar (van Zuijlen PPM et al., 2002).
Com o surgimento da aquisicdo da imagem cito ou histolégica por computador (imagem
digitalizada), muito abordagens foram desenvolvidas para quantificar a textura em imagens
digitais, incluindo estatistica simples, estatistica markoviana, andlise de gradientes, andlise
granulométrica, transformada de Fourier e andlise fractal (Adam, 2002). Estes métodos
permitem geralmente a mensuracdo de pardmetros morfométricos simples, tais como
diametro, perimetro e drea. Estes parametros podem ser usados com o intuito de se estimar
pequenas mudangas que ndao sdo Obvias ao olho humano, ou porque sdo invisiveis ou

porque sao dificeis de incluir numa descri¢ao qualitativa.

A textura descreve a aparéncia genérica de parte de cada imagem,
freqiientemente expressa como aparéncia macia, arenosa, regular, lineada, grosseira,etc...

As medidas de textura sdo propriedades estatisticas locais de uma imagem, e podem ser
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calculados a partir da textura de uma imagem armazenada na memoria de um computador.
A FFT € um algoritmo matemdtico que transforma dados de imagem em periodos e
freqiiéncias que sdo representados na figura padrdao-espectro de Fourier. Este método €
usado principalmente para andlise de imagens bidimensionais como € o caso da imagem
histolégica (Adam, 2002), e permite calcular orientacdo, periodicidade e espacamento de
estruturas como as fibras coldgenas e vasos sanguineos, demonstrando ser um método
objetivo em dermatopatologia ( Heymans et al, 1999; Rie Ma et al., 2002;
Zuyle et al., 2002).

A imagem digital de um nucleo € composta por pixels com graus de cinza
formando um padrdo. A textura nuclear depende da relacdo espacial de cada pixel com seus
pixels vizinhos, sendo uma propriedade que expressa a distribuicdo e a inter-relacdo
espacial entre os vdrios graus de cinza que compdem um objeto. A andlise de Fourier
transforma imagens do dominio espacial para o dominio de freqii€ncia, medindo a repeti¢ao
de eventos periddicos. Em processamento de imagem, a freqii€éncia espacial € a medida que
expressa o ritmo das alteracdes de brilho (ou seja, dos niveis de cinza, geralmente entre 0 a
255) que ocorrem numa seqiiéncia de pontos em uma dada dire¢do na imagem. Altas
freqii€ncias espaciais correspondem a detalhes de brilho que variam rapidamente. Baixas
freqiiéncias espaciais representam variagOes lentas do brilho. A distribui¢do das freqiiéncias
representa a periodicidade da imagem e as interferéncias direcionais. As caracteristicas de
textura de Fourier podem ser calculadas a partir das distribui¢des das freqiiéncias em
diferentes regides do espaco transformado. Utilizando o algoritmo FFT, transforma-se cada
onda “oculta” da figura original em um par de elementos pictdricos (pixels) na imagem
transformada (FFT), com pontos simétricos ao centro da imagem FFT. Assim, cada par de
pixels com pontos simétricos na imagem transformada representa uma onda da imagem
original ou traduzindo uma func¢io harmonica da imagem original. O conjunto de todos os
pares de pixel da imagem FFT representa a soma das fungdes harmonicas correspondentes
na imagem original. Na Figura 1, composta por apenas uma funcdo harmdnica, a imagem
FFT mostra somente um par de pixels simétricos, enquanto na Figura 2, composta por duas
fun¢des harmonicas com freqii€ncias e diregdes diferentes, ha dois pares de pixels. Uma
auténtica imagem histologica 3, no entanto, ¢ composta por um grande nimero de

componentes harmdnicos (Adam,2002).

Introdugdo

45



Figura 1

Figura 1a, 1b and 1c:

Imagem original com ondas diagonais (a), representacdo pseudo-tridimensional (b),
imagem transformada como espectro de Fourier, um par de pixels representam um onda

da imagem original.

Figura 2

Figura 2a, 2b e 2c:

Imagem original com 2 ondas diagonais (a), represetacdo pseudo tridimensional (b) e como

espectro de Fourier (c) dois pares de pixels representam 2 ondas na imagem original.
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Figura 3

Figura 3a,3b e 3c:

Imagem original de epiderme normal (a), representacdo pseudotridimensional (b) e a
imagem transformada como espectro de Fourier (c), a qual mostra indmeros pontos

brilhantes representando todas as ondas que compdem a imagem original.
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2.1- Objetivo geral

Estudar os aspectos clinicos, radiologicos (neuroimagem e espectroscopia),

bioquimicos, histopatoldgicos e moleculares de dez pacientes com a SSL.

2.2. Objetivos especificos

e Descrever a apresentacao clinica dos pacientes com SSL estudados;

e Caracterizar as alteracoes cerebrais de ressondncia magnética e

espectroscopia de préton nos pacientes com SSL estudados;

e Desenhar os melhores primers para amplificacio dos 10 exons do gene
ALDH3A2, padronizar a técnica de PCR para amplificacdo dos exons do
gene ALDH3A2 e descrever as mutacdes no gene ALDH3A2 responsaveis
pela SSL no Brasil;

e Dosar as enzimas (FALDH) em cultura de fibroblastos da pele dos pacientes

com SSL estudados;

e Analisar a textura da epiderme dos pacientes com SSL por meio de imagem

digital utilizando a FFT.
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3.1- As ictioses

As dermatoses ictiosiformes formam um grupo heterogéneo de doencas
caracterizadas por diferenciacdo anormal da epiderme (queratinizacdo). A palavra €
origindria do grego icththys (peixe). Na literatura médica indiana mais antiga datada
200-300 antes de Cristo chamada Charaku Sumhita é reconhecida uma entidade

“Ekakushtha” dermatose semelhante a escamas de peixe (Menon e Hoberman, 1968)1.

O diagndstico especifico de uma ictiose € primordial para o individuo e sua
familia, tanto para prognoéstico quanto para aconselhamento genético (Rand et al., 1983);
porém, ndo raro, o diagndstico permanece incerto, gerando desconforto e ddvidas para a
familia e para o médico assistente. O heredograma ajuda na determinacdo do padrao de
heranga, contudo a falta de uma histéria familiar ndo exclui um padrdo de heranca
autossomico dominante ja que muitas das ictioses estdo associadas a mutacdes espontaneas

(Digiovanna, 2004). O anexo 1 apresenta as caracteristicas das principais ictioses.

Existem formas hereditdrias e adquiridas, variando muito em intensidade e
extensdo, desde formas leves (xerodermia) até quadros graves incompativeis com a vida
(Feto Arlequim), podendo estar limitada a pele ou atingir outros o6rgaos. Algumas
manifestagdes clinicas auxiliam determinacdo da etiologia tais como caracteristicas das
escamas, acometimento de anexos cutineos, alteracdo de mucosas, alteracdes de outros
orgdos, somando-se, para um estudo sistemdtico, aos aspectos histopatoldgicos e alteracoes
bioquimicas (anexo 1). No que se refere aos mecanismos fisiopatolégicos, as ictioses sao
classificadas em ictioses hiperproliferativas, nas quais observam-se maior produgdo de
ceratina na epiderme, e ictioses por retencao, nas quais ocorre dificuldade de eliminagdo
das células ceratinizadas. Atualmente é consenso na literatura classificar as ictioses de
acordo com o conjunto de alteracdes genéticas, bioquimicas, histopatoldgicas e clinicas

(Digiovanna, 2003).

' Menon e Hoberman apud Digiovanna JJ, Robinson-BostonL. Icthyosis:etiology, diagnosis, and

management. Am J Clin dermatol 2003; 4(2):81-95.

Revisdo da Literatura

55



O exame histopatolégico de rotina em geral ndo define a ictiose. As
anormalidades sdo restritas ao espessamento da epiderme e do estrato cérneo com pouca ou
nenhuma alteracdo da derme, necessitando geralmente de outros métodos mais sofisticados
como microscopia eletronica, dosagens bioquimicas e estudo molecular, para elucidacao
diagnodstica. Algumas poucas ictioses apresentam histopatologia caracteristica como a
ictiose vulgar na qual a hiperceratose se estende para os foliculos pilosos, resultando em
grandes rolhas foliculares, além de camada granulosa fina ou ausente (Hernandez-Martinz,
1999) e a hiperceratose epidermolitica na qual o substrato morfolégico € facilmente
identificado, pois observa-se vacuolizacdo das camadas granulosa e malpiguiana, com
granulos de cérato-hialina dispersos no estrato granuloso vacuolizado (Digiovanna e

Bostom, 2003).

3.2- Sindrome de Sjogren-Larsson
3.2.1- Aspectos Historicos e Epidemiologia

A doencga foi observada pela primeira vez por Sjogren em 1956, em um estudo
clinico e genético que descrevia a oligofrenia associada a ictiose eritrodérmica, além de
sindrome espastica com degeneracdo da retina (Sjogren, 1956). Sjogren e Larsson, um ano
depois descreveram 28 individuos oriundos do norte da Suécia, muitos eram descendentes
de ciganos. Em oito das treze familias estudadas havia unides consangiiineas e a

distribuicao dos afetados sugeria herancga autossomica recessiva (De Laurenzi et al., 1997).

A doenca tem distribuicdo mundial sendo descrita em muitas etnias, entretanto
prevaléncia exata € desconhecida (Theile, 1974). A maior parte dos pacientes descritos por
Sjogren e Larsson descendiam de um mesmo ancestral que deve ter introduzido o gene da
SSL no norte da Suécia hd 600 anos. Provavelmente devido a esse efeito fundador a
prevaléncia da SSL na Suécia, especificamente nas provincias de Vasterbotten e Norrbotten
seja muito superior em relagdo a outros paises (8,3/100.000); aproximadamente 1,3% da
populacdo no norte deste pais € heterozigota para o gene da SSL (Heijer et al., 1965;
Selmanowitz et al., 1967; Iselius et al., 1989). A prevaléncia na Suécia toda estima-se ser

de 0,4/100.000 habitantes (Jagell et al., 1981).
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3.2.2- Manifesta¢des Dermatologicas

A ictiose estd presente desde o nascimento, caracterizada principalmente pela
hiperqueratose e eritema. Ocorre espessamento cutaneo, com descamacdo furfurdcea
proeminente em regido periumbilical e dreas flexurais (Auada, et al., 2002). Nio raro, a
crianca é diagnosticada como um recém-nato pos-termo pelo médico ndo especialista.
Ictiose coloidiana é descrita em 18% dos casos de SSL (Rizzo, 2001). J4 no final do
primeiro ano de vida observa-se ictiose generalizada, caracterizada principalmente por
hiperqueratose e liquenificagdo (Lacour, 1996). As flexuras sdo particularmente
comprometidas, porém, nessas dreas, ocorre diminui¢do da hiperqueratose provavelmente
decorrente da melhor umectacdo das 4reas intertriginosas. Os sinais patognomonicos,
pode -se assim dizer, sdo estriagdes radiadas na regido periumbilical e hiperqueratose nao
descamativa com acentuada liquenificagdo em todo o tegumento. Com o decorrer dos anos
0 espessamento cutdneo torna-se mais pronunciado. Nas dreas flexurais, percebe-se
pigmentacdo de cor -castanha-cinza a negra, semelhante a acantose nigricante
(Branding et al., 2005). No restante do tegumento, a ictiose apresenta tom castanho
amarelado. Nos membros superiores e tronco a descamacagao torna-se mais pronunciada,
porém sempre furfurdcea. Nos membros inferiores e regido lombar, as escamas tornam-se
mais grosseiras padrao lamelar. Nas falanges distais a pele € afilada e brilhante. Palmas e
plantas sdo envolvidas com discreta hiperqueratose (Branding et al., 2005). Por razdes
desconhecidas a regido central da face raramente é acometida. Cabelos, unhas e glandulas
permanecem inalterados. Clinicamente a distingdo com outras formas de ictioses recessivas,
principalmente a ictiose lamelar e ictiose eritrodérmica congénita, pode ser dificil até que
ocorram as alteracOes neuroldgicas (Jagell e Liden, 1982; Lacour, 1996; Rizzo, 2001).
Outro sintoma caracteristico e constante é o prurido, facilmente reconhecido ja na primeira
consulta. E interessante salientar que prurido é descrito nas outras formas de ictiose
decorrentes de alteragdes no metabolismo lipidico, como na ictiose liga ao X, na doenga de

Refsum, doencga de Conradi (Epstein et al., 1987).
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3.2.3- Manifesta¢des neuroldgicas

Os sintomas neuroldgicos desenvolvem-se no decorrer do primeiro ou segundo
ano de vida. A espasticidade é constante, com intensa contratura dos membros, € acentua-se
nas primeiras décadas, impedindo o desenvolvimento motor. Os pacientes que inicialmente
deambulam, sdo confinados a cadeira de rodas ja no final da terceira década (Taube et al.,
1999). Oligofrenia € um dos sinais cardinais ja descritos por Sjogren e Larsson em 1957, e
estd presente em todos os pacientes, embora em graus variados. Nao hé relagdo entre o grau
de ictiose e o acometimento neuroldgico (Jagell e Heijbel, 1982); essa correlagdo existe
entre o grau de espasticidade e o retardo mental (Rizzo, 1993; van Domburg et al., 1999).
Reflexos osteotendineos sdo exaltados e o tdnus muscular é aumentado. O quadro clinico
caracteristico € de flexdo fixa angular a direita dos cotovelos e joelhos, e contratura dos
punhos e tornozelos em posi¢do neutra (Lacour, 1996; Haddad et al., 1999). Com o
decorrer dos anos ocorre atrofia muscular distal e hipotonia significativa do tronco, e 0s
pacientes necessitam de suporte para a posicdo sentada (Haddad et al., 1999).
Willemsen et al. (1999a) referem a prematuridade na sua série de pacientes
aproximadamente em 71% dos casos, porém o comportamento neurolégico ndo deve ser
atribuida a prematuridade (Willemsen et al., 2001a). Geralmente os pacientes apresentam
disartria pseudobulbar, embora a compreensao da fala nao seja proporcionalmente perdida
(van Domburg et al, 1999). Outros achados incluem baixa acuidade visual, convulsdes em
aproximadamente um ter¢co dos pacientes, e baixa estatura decorrente do atraso do
desenvolvimento neuromotor. Nao sdo descritas outras alteracdes de sistema nervoso
central, embora possa haver discreto déficit sensorial (Van Domburg et al., 1999). O quadro
neurolégico completo, incluindo espasticidade, retardo mental e disartria, ajusta-se ao

padrdo das leucodistrofias (Menkes et al., 1990).
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3.2.4- Manifestagdes oftalmolédgicas

Muitos pacientes exibem depdsitos cristalinos retinianos perimaculares,
referidos na literatura como glistenings white dots® ou pontos brilhantes de retina. Esse
achado é patognomonico. Embora sua prevaléncia seja varidvel, os “White dots” sdo
facilmente diferenciados das outras retinopatias pigmentadas oriundas de outros erros
inatos do metabolismo (Rizzo, 2001). Em seu artigo original, Sjogren e Larsson (1957)
referiram que 25% dos pacientes examinados apresentavam alteracOes de retina. Theile
(1974) avaliou 76 pacientes e constatou os “glistening dots”’em 20% deles (15 pacientes). Ja
Jagell e colaboradores, em 1980, relataram alteracdes retinianas em 100% dos 35 pacientes.
E interessante destacar que foram inclusos na casuistica de Jagell et al. (1980) cinco
pacientes descritos por Sjogren e Larsson (1957) e que na época ndo apresentavam
alteracdes. Nos pacientes confirmados bioquimicamente por Rizzo et al. (2001) a
retinopatia ocorreu em 30% dos casos. Esses “glistening dots”ou pontos brihantes da retina
aparecem ja na infancia e tendem aumentar com a idade (Willemsen et al., 2000). O seu
nimero ndo se correlaciona com a gravidade do acometimento cutdneo ou neurolégico.
Muitos autores atribuem a prevaléncia varidvel a dificuldade do exame clinico dos
pacientes, sendo que muitos deles sofrem de fotofobia, fato que dificulta ainda mais o
exame oftalmolégico (Willemsen et al., 2000). Jagell et al. (1980) e Willemsen et al. (2000)
concordaram que na verdade ocorre deposicdo continua do pigmento na retina com o
decorrer dos anos, pois muitos pacientes examinados na infincia ndo apresentavam
anormalidades de fundo de olho, e apds seis a dez anos ja havia alteracdo. As
consequéncias funcionais decorrentes do depdsito do pigmento retiniano ainda sdo
controversas e dificeis de serem corretamente avaliadas. Alguns autores referem
diminui¢do da acuidade visual e ambliopia, porém ha preservacdo das outras funcodes
retinianas (Willemsen et al., 2001b). Nao € possivel afirmar se o prejuizo visual &
decorrente do depdsito retiniano ou da desmielinizacdo do trato 6ptico (Jagell et al., 1980).
Ocorre alta prevaléncia de miopia e astigmatismo nos pacientes afetados (Theile et al.,

1974; Jagell et al., 1980; Willemsen et al., 2000).

? Inglés
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3.2.5- Outras manifestagcoes

Outros sinais cardinais da SSL incluem: (1) displasias Osseas multiplas,
principalmente de esfendide; (2) displasias dentdrias, sendo que pacientes com SSL
apresentam maior frequéncia de cdries, gengivites e displasia do esmalte dentdrio

(Bonafé et al., 1987).

A variedade dos sinais clinicos requer atendimento multidisciplinar com a
participacdo das diversas especialidades médicas, incluindo dermatologia, neurologia,
oftalmologia, ortopedia e genética, além de terapias de suporte como a fisioterapia

(Lacour, 1996).

3.2.6- Neuroimagem

Na tomografia computadorizada, ndo sdo observados alteragdes estruturais de
tronco cerebral, cerebelo, glanglios da base, corpo caloso e cortex cerebral. A avaliacdo de
imagem deve ser feita por ressonancia magnética de cranio e espectroscopia, sendo que as
anormalidades aparecem ja nos primeiros anos de vida e sdo similares em todos os
pacientes descritos na literatura, variando apenas na intensidade do acometimento. As
alteracdes sdo restritas a substancia branca e ao trato cortico-espinhal, e sugerem acimulo
de lipidios e seus metabdlitos. Ocorre principalmente retardo na mielinizacdo da substancia
branca, com déficit mielinico permanente e gliose periventricular (Mao et al., 1999;
Willemsen et al., 2004). Na espectroscopia observa-se pico aumentado de lipides
(Miyanomae et al., 1995). Este dado oferece parametro quantitativo para monitorizacao de
intervencgdes terapéuticas (Willemsen et al., 2004). Os mecanismos fisiopatolégicos que
causam essas anormalidades permanecem desconhecidos, ndo ocorrendo propor¢do direta
entre as alteracdes de ressondncia magnética de cranio e espectroscopia e o grau de retardo

neuromotor (Willemsen et al.,2004).
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3.2.7- Histopatologia

As alteracdes a microscopia Optica na SSL sdo praticamente restritas a
epiderme, impossibilitando diferencid-la das outras formas de ictiose. Observa-se acantose,
papilomatose e hiperceratose. A camada cérnea tem aspecto de cesta de vime e a camada
granulosa apresenta-se levemente espessada. Freqilientemente, nota-se um discreto
infiltrado linfocitdrio na derme alta. Os anexos cutaneos sdao preservados (Hofer e Jagel,
1982; Ito et al.,, 1991). Embora haja autores que estudaram a ictiose na SSL por
microscopia eletronica (Ito et al., 1991; Jagell et al, 1982; Lahmar et al., 1984;
Matsuoka et al., 1982) a patogé€nese da doenca nao foi esclarecida. Tais autores acima
mostraram que no citoplasma dos ceratindcitos das camadas cérnea, granulosa e espinhosa
havia presenga de corpos lamelares gigantes em grande quantidade, tanto na pele normal
quanto na pele ictidtica de pacientes com SSL. Esses corpos lamelares, além do seu
didmetro andmalo, apresentavam morfologia variada, sendo esféricos e ovoides
(Shibaki et al., 2004). Foram observadas também estruturas andmalas provavelmente
derivadas de organelas intracelulares (complexo de Golgi, reticulo endoplasmadtico,
vesiculas e cisternas) nas camadas granulosa e espinhosa, e que seriam incompletamente
digeridas, na diferenciacdo terminal da epiderme, permanecendo na camada cérnea
(Matsuoka et al., 1982). Em seus estudos, Mohrenschlager et al. (2005) constataram no
estrato cérneo da epiderme de pacientes com SSL a presenca de vacuolos lipidicos com

restos de membranas de colesterol.

3.2.8- Fisiopatologia

Rizzo e colaboradores foram os primeiros a constatarem um defeito na
oxidacdo de alcoois graxos em culturas de fibroblastos de individuos afetados pela SSL,
devido a deficiéncia na atividade do complexo enzimético da dlcool graxo: nicotinamida

dinucleotideo (NAD+) oxidoredutase — FAO (Rizzo et al., 1988).

A FAO ¢ um complexo enzimédtico que consiste de duas proteinas, a FADH
(adlcool graxo desidrogenase) e a FALDH (aldeido graxo desidrogenase). A FADH oxida

alcool graxo para aldeido graxo e a FALDH oxida sequencialmente o aldeido graxo para
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acido graxo. Entretanto, estudos subsequentes em cultura de fibroblastos determinaram que
o componente deficiente da FAO nos individuos com SSL era a enzima FALDH
(Ichihara et al., 1986; Rizzo et al., 1989; koone et al., 1990). A FALDH ¢é uma enzima
ainda pouco caracterizada na familia das aldeido desidrogenases (ALDHs), as quais
catalisam um grande numero de importantes reacdes metabdlicas de oxido-redugdo
endogenas e exogenas (Lindahl e Petersen, 1991; Vasiliou e Nebert, 2005). Ha pelo menos
10 tipos de isoenzimas aldeido desidrogenases, classificadas em trés tipos, de acordo com
sua distribui¢do subcelular e especificidade do substrato. Com relacdo ao metabolismo de
lipidios e localizagdo microssomal, a FALDH esta situada na classe 3 das ALDH (Lindahl e
Petersen, 1991). No genoma humano foram identificados 19 genes funcionais e trés
pseudogenes ALDH responsdveis por essa superfamilia de enzimas. Mutacdes no gene
ALDH, além de doencas genéticas como a SSL e a hiperlipoproteinemia tipo I, acarretam
doencas complexas e multisist€tmicas como neoplasias malignas e doenca de Alzheimer,
uma vez que as ALDHs sao fundamentais nos processos de 6xido-reducao intracelular

(Vasiliou e Nebert, 2005).

A significativa variacdo da FALDH contrasta com a clinica relativamente
restrita associada a doenca. Os defeitos cutdneos e a desmielinizagdo no cérebro estdo de
acordo com a FALDH nesses tecidos. Por outro lado, ndo ha evidéncias de
comprometimento no figado, pulmdes e musculos esqueléticos, apesar da alta expressao da
enzima nesses orgdos e tecidos. Ndo se sabe como o defeito enzimatico determina as
alteracdes teciduais. Estudos confirmaram o actimulo de dlcoois graxos de cadeia longa
(hexadecanol e octadecanol) no plasma e a conseqiiente diminuicdo de certos dcidos graxos
poliinsaturados. Acredita-se que este defeito metabdlico no ciclo bioquimico dos édlcoois
graxos descrito por Rizzo, seja especifico da SSL e responsavel pelas alteragdes cutaneas e

neuroldgicas (Rizzo et al, 1988).

3.2.8.1- Alcool graxo

A presenca de alcoois graxos de cadeia longa no metabolismo € conhecida ha
muitos anos, porém poucos estudos t€m se concentrado nesta drea em comparacdo aos

estudos de outros lipidios, como 4cidos graxos, esterdis e fosfolipidios. De fato, pouco se
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conhece sobre a funcdo ou mesmo as fungdes bioldgicas dos dlcoois no organismo. Nos
ultimos anos, foram descobertas algumas doengas genéticas relacionadas a defeitos no
metabolismo dos dlcoois graxos, aumentando o interesse para essa classe de lipidios pouco

explorada até entdo (Rizzo, 1998).

Os dlcoois graxos existem na forma livre ou como componentes de outros
lipidios como as ceras. Nos mamiferos, a maior parte dos dlcoois graxos livres € saturada e
monoinsaturada, com cadeias de 16 a 20 carbonos. As ceras sdo compostos de dlcoois
graxos de cadeia longa (16 a 20 carbonos) esterificados a dcidos graxos (a partir de 14 até
36 ou mais atomos de carbono) e tipicamente mostram uma cadeia similar de dlcool e 4dcido
graxo em sua extensdo (RIZZO, 1998). Fazem parte também dos dlcoois graxos os

plasmalogénios e os éter -lipidios (glicerolipidios).

Ja os éter-lipidios possuem estrutura diversificada. Na maior parte, o éter ligado
ao dalcool € incorporado na posicao 1 do glicerol e na posicao 2 € esterificado com 4cido
graxo. A posicdo 3 pode ser esterificada com acido graxo (alquildiacilglicerol), chamado
éter-lipidio neutro, ou ocupada por um fosfatidiléster com etanolamina, colina ou serina:
estes sdo os glicerolipidios, um subgrupo dos fosfolipidios. Quando a cadeia 1-o-alquil é

insaturado na posi¢ao 1,2, o fosfolipidio resultante € chamado plasmalogénio.
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Figura 4 - Estrutura quimica dos dlcoois graxos e seus derivados.
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Dentro da cadeia alimentar, os dlcoois graxos, como componentes das ceras,
compreendem a maior reserva de energia para os animais marinhos. As ceras sdo
proeminentes nos microorganismos marinhos, servindo como fonte de energia dietética
para os peixes. Nos tubarGes e em certos peixes os éter lipidios neutros
(alquil-diacilglicerol) e as ceras, ambos sintetizados a partir dos dlcoois graxos, perfazem a
maior reserva de lipidios do figado e de outros tecidos (Rizzo et al., 2001 a). Os élcoois
graxos sdo ativamente sintetizados por plantas e incorporados na membrana celular das
folhas, funcionando como importante barreira contra a perda de dgua. A aparéncia brilhante
das folhas de muitas plantas tropicais, azevinhos, rododendros e mesmos das trepadeiras é
um reflexo das suas camadas de ceras. Desta maneira os herbivoros dependem, até certo

ponto, em grande parte do valor nutritivo dos alcoois graxos (Hanahan, 1986).

Nos mamiferos, os dlcoois graxos livres representam uma pequena por¢dao da
composi¢do lipidica na maioria dos tecidos, correspondendo a menos de 0,01 do total da
massa de lipidios. Comparativamente, sdo mais abundantes quando incorporados as ceras e
aos glicerolipidios. S@o particularmente proeminentes em certos tecidos como pele,
cérebro, nervos periféricos, medula 6ssea, eritrcitos e coracdo. Na pele, particularmente as
ceras e os glicerolipidios estdo presentes na secrecdo sebdcea, respondendo por 24% e 15%
respectivamente do total dos lipidios da superficie cutdnea (Kubo et al., 1995). Nos
vertebrados, as ceras sdo secretadas pelas glandulas sebdceas como uma capa protetora para
manter a pele flexivel lubrificada e a “prova d’4gua”. O cabelo, a 1a e o pé€lo dos animais
sdo também cobertos por secre¢des serosas. Os pdssaros, principalmente os aquéticos,
secretam ceras por meio da glandula chamada uropigeo para tornar suas penas
impermedveis a dgua. Na mielina presente no cérebro humano quase a totalidade da
fosfatidiletanolamina estd na forma de éter plasmalogénio, perfazendo 11% a 14% do total

de lipidios (Rizzo, 1998).

Com algumas excecdes, o papel bioldgico dos dlcoois graxos e dos seus
derivados lipidicos ndo € conhecido. O fator ativador de plaquetas é um éter lipidio
(1-alquil-2-acetil-glicero-3-fosfocolina), sendo um mediador quimico com papel importante
na coagulacdo sanguinea (Hanahan et al., 1986). Hd estudos “in vitro” com células

deficientes em plasmalogénios demonstrando evidéncias que os glicerolipidios podem
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servir como membranas bioldgicas de prote¢do contra a radiacdo ultravioleta (Zoeller et al.,
1988). Estes mesmos éter lipidios podem servir como membrana de fusdo durante a
exocitose e endocitose (Lohner et al., 1996). Alcoois graxos de cadeia curta com menos de
14 carbonos apresentam propriedades anestésicas que se perdem com o aumento da cadeia
carbonica (Pringle et al., 1981). Alcoois graxos, ceras, gliceridios e outros lipidios
presentes na epiderme contribuem para a barreira de 4gua da pele e a presenca desses
lipidios na secrecdo sebdcea humana confere protecdo contra microrganismos, inclusive
virus (Snipes et al., 1977; Sands et al., 1979; Kubo et al., 1995). O hexadecanol in vitro é
um inibidor da atividade da lipase, mas in vivo ndo foi demonstrado efeito similar

(Ferreira et al., 1990).

Nos mamiferos, os délcoois graxos sdo derivados da dieta e sintetizados
endogenamente a partir dos 4cidos graxos. Os vegetais sdo uma importante fonte alimentar
de dlcoois graxos, porém o mecanismo da digestdo dos dlcoois graxos livres ou das ceras
pelo homem nao estd esclarecido. O consumo dietético dos dlcoois graxos de cadeia longa
e, conseqiientemente, a sua contribuicdo para o “pool” total dos dlcoois no homem, nio esta
definida. Uma excecdo € o fitol (3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-o0l), um &4lcool graxo
de cadeia longa (20 carbonos) derivado dos vegetais e que ndo € sintetizado pelos
mamiferos. O fitol origina-se em parte das plantas e da quebra da clorofila, principalmente
no intestino nos ruminantes. O homem absorve o fitol através da dieta e o transforma em
acido fitanico (Rizzo, 1998; Rizzo et al., 2000); a FALDH esta envolvida na conversao do
fitol para dcido fitanico (Van Den Brink et al., 2005). A sintese e a degradacdo dos dlcoois
graxos sdo dependentes da velocidade de sintese das ceras e dos éter lipidios, 0s quais tem
as suas concentracdes diferentes nos diversos tecidos. Enzimas envolvidas no metabolismo
do dlcool graxo tém sua acdo coordenada pela biodisponobilidade e necessidade de sintese
de alcool graxo (Rizzo,1998). Nao se sabe se o ciclo do dlcool graxo tem outra fungdo
além de gerar precursores para biossintese de lipidios ou na reciclagem dos mesmos. Nas
células que tém baixa taxa de sintese de éter lipidios e ceras, a via metabodlica do dlcool
graxo parece ndo ter muita utilidade, porém a troca dos equivalentes redutores pode ser

importante para outras reagdes de oxidacdo e redugdo dentro da célula.
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3.2.9- Diagnéstico pré-natal

O diagnéstico da SSL pode ser feito pela medida da atividade da FALDH em
cultura de fibroblastos. Nesse caso, os pacientes t€ém uma profunda defici€ncia da atividade
enzimdtica da FALDH ou mesmo da FAO. Antigamente, o diagndstico pré-natal era feito
através da biopsia fetal no final do segundo trimestre. Entretanto, esta técnica representava
riscos substanciais, incluindo perda fetal, trabalho de parto prematuro e resultado com
tempo gestacional muito alto. A dosagem enzimdtica da FALDH e FAO tornou o
diagndstico menos invasivo, podendo ser feito em liquido amnidtico e vilosidades
coridnicas (TABSH et al., 1993; RIZZO et al., 1994). Van De Brink et al. (2005)
propuseram um método alternativo de diagndstico pré-natal de SSL baseado na deficiéncia
de 4cido fitanico em cultura de fibroblastos, uma vez que pacientes com SSL possuem
baixa concentragcdo de 4cido fitdnico nas suas células. Atualmente, a detec¢do de mutagdes
no gene ALDH3A2 em casais de risco torna o diagnéstico pré-natal de SSL mais preciso e
rapido, considerando técnicas como a reacdo em cadeia da polimerase e andlises de
restricdo na deteccdo das mutagdes envolvidas. As dosagens bioquimicas da FALDH e/ou

FAOQ ainda ndo s@o disponiveis no Brasil.

3.2.10- O Gene da FALDH

A FALDH ¢ largamente expressa em diferentes tecidos, sendo evidente a sua
expressdao em figado, rins e intestino. Contrariamente, baixas concentragdes sdo vistas no

cérebro e na pele. Permanece incerta a questio sobre a heterogeneidade clinica da doenca.

Estudos genéticos evidenciaram que o gene ALDH3A?2 surgiu inicialmente no
norte da Suécia durante o século XIII ou foi trazido para esta drea restrita durante a
colonizacdo por pessoas oriundas do sul do pais durante o século XIV. Especula-se que
esse gene se espalhou pelo norte da Europa durante eventos migratérios da populacdo de
Vikings ocorridos anteriormente a este periodo, especificamente durante os séculos IX e X.
Os vikings estabeleceram—se nas regides do norte da Europa, onde atualmente estdo a

Alemanha, Holanda e Bélgica (De Laurenzi et al., 1997). Na populacdo da Suécia foi
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conseguido determinar um efeito fundador devido a uma mutagdo comum, neste caso

c.943C>T.

O gene que codifica a FALDH foi identificado em 1994. Inicialmente, foi
chamado ALDHI10. Posteriormente, foi renomeado para ALDH3A2, devido a alta
homologia com as outras ALDHs humanas, particularmente a ALDH3 e a ALDH7 do
estbmago (Miyachi et al, 1991; Hempel et al, 1993; De Laurenzi et al., 1996;
Rizzo et al.,, 2001). O gene foi mapeado no cromossomo 17, na regido pll.2
(Pigg et al., 1999) no homem, e no cromossomo 11 no rato, utilizando principalmente os
marcadores D17S83 e D17S805 (Rogers et al., 1997; Lacour et al., 1996). A organizacdo
gendmica é mostrada na figura 5. O gene humano e o de rato ttm de 10 exons e 9 introns
distribuidos em uma extensdo de 30,5 kb no homem, sendo que no rato o gene é um pouco
menor, devido a diminui¢cdo do tamanho dos introns (25 Kb); as liga¢gdes intron-exon sao
idénticas nas duas espécies (Rizzo et al., 1999; Rizzo et al., 2001b). A enzima FALDH, de
localizagdo microssomal, foi inicialmente purificada do figado e clivada com brometo de
cianogénio em dois peptideos, e entdo seqiienciada. Através da seqiiéncia de aminoécidos
obtida, um fragmento de cDNA de 224 pb foi isolado em rato e usado como sonda para
rastrear um banco de cDNA de queratindcito humano. Um clone de 1,8 kb foi isolado e
apresentou uma cadeia aberta de aminodcidos de 1.455 pb, codificando uma proteina

majoritaria de 485 aminodcidos (homem) e 484 (rato) (De Laurenzi et al., 1996).

Tanto no homem como no rato observa-se um splicing alternativo do gene
resultando em uma transcrip¢do menor, cerca de 10% ou menos do total de proteinas
transcritas, que inclui uma seqiiéncia adicional (insere um exon extra entre os exons 9 e
10). O exon extra (exon 9°) possui um codon de parada ou determina¢do, o que resulta na
ndo transcricdo do exon 10. A proteina resultante ¢ chamada FALDHv, de maior peso
molecular, de 508 aminodcidos, com uma sequéncia carboxi-terminal com 26 e 27
aminoécidos no rato e no homem, respectivamente, diferente da enzima majoritdria e com
funcdo ainda desconhecida. Sabe-se que a por¢do carboxi-terminal da proteina inicial de
458 aminodcidos € necessdria para a ancoragem na membrana microssomal

(Rizzoet et al., 2001b)). O significado dessas observacdes e do splicing alternativo ainda

precisam ser elucidados (Rogers et al., 1997), mas especula-se que a FALDHv deve ter um
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outro meio de interacdo de membrana ou ligar-se diretamente ao receptor intracelular
(peroxissomas) (Rizzo et al., 2001b). O inicio da transcri¢do esté situado a 258 pb do codon
de iniciacdo ATG. O gene possui também multiplos sinais de poliadenilagdo, expressando 3
diferentes transcritos de 2, 3,8 e 4 kb. O significado funcional dos trés transcritos ainda ndo
€ conhecido. O que se sabe € que no figado ocorre equivaléncia das cadeias. J4 no cérebro,

musculos, coracdo e pancreas predomina a cadeia longa (Rogers et al., 1997).

Para confirmar se a deficiéncia da FALDH era mesmo responsdvel pela
sindrome de Sjogren-Larsson, inicialmente trés pacientes foram estudados com relagdo a
seqiiencia do gene isolado ALDH3A2. A extensdo dos estudos do gene ALDH3A2 pode
elucidar mais questdes a respeito dos padrdes de expressio da FALDH, relacionando os
mecanismos patologicos envolvidos. Variacdes na seqiiéncia da 3’UTR, por exemplo,
poderiam resultar em diferentes mutacdes no gene FALDH e, portanto, levar a diferentes
expressoes clinicas, por alterar a tradu¢do ou mesmo induzir um splicing alternativo

(Rogers et al., 1997).

Mutacoes no gene da FALDH foram inicialmente relatadas em 1996
(de Laurenzi et al., 1996). Desde entdo, 72 mutacdes foram identificadas na SSL (Rizzo e
Carney, 2005), sendo que existem 20 diferentes mecanismos patogénicos, sendo sete
pequenas delecdes, uma delecdo grosseira, trés com insercao, uma com delecdo/insercao e
oito com mutacdo missense (AOKI et al., 2000). As mutacdes tipo missense sao as mais
comuns (38%) e sdo responsadveis por um diminuicdo profunda da FALDH (Vasiliou e
Nebert, 2005). Mutagdes foram encontradas em pacientes do mundo todo, com maior
freqiiéncia na Europa, Estados Unidos e Oriente Médio. As mutacdes descritas sdo Unicas
de cada familia com SSL, mas muitas sdo comuns entre pacientes europeus e do oriente
médio, o que provavelmente reflete um efeito fundador ou eventos mutacionais recorrentes
(Vasilioi e Nebert, 2005). Um fator limitante no estudo da heterogeneidade das mutagdes €
a quantidade pequena de trabalhos com descri¢des clinicas dos pacientes na literatura,

dificultando uma estreita correlacao genotipo-fenétipo.
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Figura 5- Organizacio do gene humano da FALDH (ALDH3A2) localizado em 17p11.2.

3.2.11- Terapéutica

Alguns estudos tentaram elaborar terapéuticas para a doenca baseadas no
defeito bioquimico principal, bloqueando, pela da dieta, o aporte exdgeno dos alcoois
graxos de cadeia longa (Maaswinkel et al., 1994; Taube et al, 1999; Auada et al, 2002).
Desde a década de 60, ja se especulava sobre algum tipo de defeito no metabolismo dos
lipidios na SSL, principalmente em relacdo a deficiéncia de dcidos graxos poliinsaturados,
produtos da dessaturacio delta 6 do 4cido linoléico, como a causa das alteracdes cutineas.
Salienta-se que a deficiéncia essencial de dcidos graxos também causa descamacao da pele.
Basicamente, a dieta proposta baseava-se na suplementacdo dos dcidos graxos essenciais e
gorduras poliinsaturadas e na reducdo das gorduras saturadas com a utilizacao de uma fonte
de triglicerideos de cadeia média para o preparo dos alimentos. Auada et al. (2002)
implementaram a dieta no paciente com SSL de mais tenra idade. Para evitar o aporte
exdgeno de 4cidos graxos saturados com mais de 14 carbonos e de &cidos graxos
monoinsaturados de cadeia longa, porqué ambos poderiam levar ao acimulo de &dlcool
graxo de cadeia longa e seus derivados octadecanol e hexadecanol prejudiciais para os
pacientes, optou-se pela substituicdo do 6leo utilizado para o preparo dos alimentos pelo
uso da gordura de coco. Esta, por sua vez, € rica em 4cido ldurico que, segundo Esteves

(1980), dentre os 6leos e gorduras naturais, o dcido laurico € a fonte mais vidvel de dcidos
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graxos de cadeia média presente na natureza. Como um terceiro passo na dieta, para
aumentar o total de gorduras polinsaturadas e diminuir as gorduras saturadas, foi orientado
o uso de leite desnatado apenas, evitando-se o uso dos derivados do leite, como requeijao e
outros cremes. Para corrigir a deficiéncia de dcidos graxos essenciais foi fornecido aos
pacientes 10ml de 6leo de girassol diariamente e orientada a aplicacdo desse mesmo 6leo
sobre o tegumento cutdneo uma vez ao dia. Infelizmente, muitas dessas pesquisas
obtiveram apenas sucesso parcial. Alguns autores justificam os resultados ndo satisfatérios
pela heterogeneidade genética da sindrome, e, principalmente, pelas varias e diferentes vias

enddgenas de producgdo de dlcool graxo de cadeia longa.

Recentemente, Willemsen et al. (2001b) descreveram a acdo da FALDH no
metabolismo dos leucotrienos B4 (LTB4). Eles sugeriram concentracdes elevadas dos
metabodlitos dos LTB4 contribuindo para a patogénese da SSL. A andlise urindria dos
produtos de degradagdo dos LTB4 ofereceria um novo método diagndstico da SSL. Os
mesmos autores publicaram um estudo em que tratam um paciente com SSL com um
inibidor da 5-lipoxigenase, o Zileuton®, que € um medicamento usado no tratamento da
asma. Eles conseguiram alguns beneficios, como a diminui¢do do prurido. Contudo, o papel
dos L'TB4 na SSL ainda nao esta estabelecido, como também nao foi definido o tratamento
de pacientes com SSL com inibidores de LTB4 (Willemsen et al, 200la;
Willemsen et al, 2001b).

Com o impulso atual da terapia genética, Haug e Braun-Falco (2005)
introduziram uma enzima FALDH funcional nos queratindcitos deficitarios da mesma,
usando DNA recombinante viral. O resultado foi o aumento da transcricao da FALDH
nestes queratindcitos, resultando em menor dosagem de aldeidos graxos de cadeia longa no
citoplasma, restaurando a atividade da enzima. Outro modelo terapéutico proposto é a
reposicdo enzimdtica da maneira que € feita na Doenca de Fabry (Haug e

Braun-Falco, 2005).

Os tratamentos topicos com emolientes e queratoliticos e o tratamento por via
sist€émica com retindides seguem as mesmas orientacdes das demais ictioses (Sampaio e
Rivitti, 2001). Os doentes devem se proteger do frio e do calor excessivo. Os banhos

devem ser rapidos € mornos € com pouco sabonete. Topicamente sdo utilizados produtos
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que visam restaurar o teor hidrico da pele, como os cremes com uréia e dcido latico. O
acido salicilico em vaselina € util devido ao seu poder ceratolitico. Sistemicamente, 0s
retindides, em especial o etretinato e, mais recentemente, o acitretin, podem beneficiar os
doentes nas formas graves de ictiose. Os retindides resultaram da busca de compostos com
atividade semelhante a vitamina A (retinol) nos tecidos epiteliais. Atualmente, utilizam-se,
por via sistémica, os acidos 13-cis retindico (isotretinoina) e o trimetilmetoxifenil, que € um
andlogo da etilamida do acido retindico (etretinato). O acitretin, derivado carboxilico do
etretinato e com acdes idénticas a0 mesmo, praticamente o substituiu pela vantagem de ter
vida média menor. O acompanhamento deve ser mantido por 2 anos apds a interrup¢ao do
uso, porque em alguns casos hd formacao de etretinato a partir do acitretin. Os retindides
diminuem o contetido total de ceratina dos ceratindcitos € modificam o padrdo de expressao
destas ceratinas, podendo, inclusive, induzir o aparecimento de ceratinas fetais (K19, K13),
normalmente ausentes na epiderme humana adulta. Os efeitos colaterais sao
teratogenicidade, alteracdes tegumentares de sequiddo e fragilidade da pele,
fotossensibilidade, eflivio telogeno, alteracdes Osseas, alteracdes hepdticas, alteragdes do
sistema nervoso central, musculares e metabdlicas. No caso das ictioses, a terapéutica
devera ser mantida por toda a vida, e os efeitos colaterais, particularmente aqueles relativos
aos 0ssos, devem ser controlados e relacdo risco/beneficio analisada. As doses necessarias
variam de 0,5 a 2,0 mg/kg/dia. As respostas surgem ap0ds 2 meses de tratamento e, a seguir,

busca-se a menor dose possivel de manutencdo (Sampaio e Riviti, 2001).
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4.1- Aspectos éticos

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (anexo 2) - parecer do projeto 313/2005,
CAAE: 0113.146.000-05.

4.2- Casuistica

Foram incluidos dez pacientes, sendo quatro do sexo masculino e seis do sexo
femininos, pertencentes a quatro familias nao relacionadas. Nove sdo acompanhados no
Ambulatorio de Genodermatoses da Disciplina de Dermatologia do Departamento de
Clinica Médica do Hospital das Clinicas da Unicamp, e um ¢ proveniente do Departamento
de Dermatologia da Santa Casa de Misericordia do Rio de Janeiro. A primeira familia ¢
composta de duas irmas de oito e seis anos € um menino de quatro anos, filhos de pais
consangiiineos. A segunda familia ¢ composta de trés irmds com 25, 14 e dez anos de
idade, respectivamente, filhas de pais ndo consangiiineos e seus dois primos (mulher de 30
anos ¢ um homem de 28 anos), filhos de pais n3o consangiiineos; esta familia,
particularmente, vive em uma pequena comunidade isolada no interior de Sao Paulo, onde
provavelmente deve haver uma maior prevaléncia de consangiiinidade. A terceira familia é
composta de um individuo, de 21 anos, o terceiro filho afetado de um casal de primos em
primeiro grau. Os outros dois irmdos morreram de pneumonia na infancia. A tltima familia
¢ composta de um paciente masculino, de quatro anos, filho de pais consangiiineos, nascido
no estado de Sao Paulo.Os pacientes sdo originarios dos estados do Parané (familia 1), de
Sao Paulo (familia 2 e 4) e Rio de Janeiro (familia 3). Para a casuistica do estudo molecular
participaram os pacientes de #1 a #9, para o histologico de imagem foi retirado o paciente

de #9 e introduzido o paciente #10.

4.3- Estudo clinico

A diagnose de SSL, inicialmente, estabeleceu-se pelos consagrados na
literatura, ou seja, ictiose congénita, pruriginosa, com pele de tom acastanhado,

acompanhando sinais neurolégicos de retardo mental e espasticidade. Também foram

Métodos
75



valorizados consanguinidade dos pais. Todos os pacientes com diagndstico clinico de SSL
foram submetidos a avaliagdo dermatologica, exame oftalmoldgico completo e avaliagdes
neurologica e genética. Na classificacdo clinica, foi considerada como ictiose leve a que
apresentava apenas xerodermia com escamas finas, moderada a que apresentava
xerodermia, descamacao furfuracea e liquenificagdo, e grave a que apresentava xerodermia,

descamagao, liquenificacdo e escamas de padrao lamelar.

4.4- Estudo de neuroimagem

Dentre os dez pacientes com SSL, oito foram submetidos a exame de
ressonancia magnética de cranio, sendo que em sete foi realizada espectroscopia de
hidrogénio por Ressonancia Magnética (ERM 1H). As imagens e a ERM 1H foram obtidas
em aparelho ELSCINT Prestige, em Campo magnético de 2T, com aquisi¢des nos planos

axial, sagital e coronal. Os parametros para as diferentes aquisi¢des de imagens foram:

- Imagens sagitais em T1 spin echo, com espessura de 6mm, angulo de
inclinagdo de 180°, TR (tempo de relaxagdo, em ms)/TE (tempo de eco, em
ms)=550/10, matriz 22x350 e FOV de 25x25cm, utilizadas para orientar o

plano de aquisi¢do das demais imagens.

- Imagens axiais pesadas em T1 spin echo (TR/TE=540/12), T2 duplo echo,
spin echo (TR/TE=4800/128-16), Flair TR/T1 (tempo de inversao,

em ms)/TE=10099/2550/90, angulo de inclinagdo zero nos ouvidos internos.
- Nao foi administrado contraste paramagnético nos exames realizados.

A aquisicdo da espectroscopia foi realizada com voxel unico, em 4rea de
2x2x2 cm, locado na regido parietal dos pacientes 1,3,4,7; na regido frontal dos pacientes
2 e 6 e na regido de coroa radiada do paciente 5; areas onde a altera¢dao do sinal era mais
evidente. Nao foi realizada espectroscopia nos pacientes 8 e 9. Utilizou- seqiiéncia PRESS,
com TE=135ms e TR=1500 ms, em seqiiéncia realizada sem orienta¢do inclinada. A
analise levou em conta os sinais dos metabdlitos, N-acetil aspartato (NAA), colina (Col),
creatina (Cre), e lipideos. Foi realizada espectroscopia em sete voluntdrios normais, que

constituiram nosso grupo controle com idade e sexo pareado com nossos pacientes.
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4.5- Estudo do DNA genomico

Foram coletados 5,0 ml de sangue total em tubos Vacuntainer com EDTA a
10% como anticoagulante, de todos os individuos afetados, e enviados para o Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da Unicamp para extracdo do DNA e

posterior estudo molecular.
Extracdo de DNA gendmico de sangue periférico.

O DNA foi extraido usando-se o protocolo padronizado no Laboratorio de

Genética Humana - CBMEG.

4.5.1- Amplificagdo dos exons

Os primers utilizados na amplificacdo foram desenhados com o auxilio do
programa Gene Runner versdo 3.00, levando-se em conta as temperaturas de anelamento
dos primers direto e inverso, porcentagem de GC (guanina e citosina) menor ou igual a
50%, e tomando-se cuidado com a formagdo de loops ou dimeros entre eles. A tabela 1

apresenta a seqiiéncia destes primers.

4.5.2- Sequenciamento automatico
4.5.2.1- Purificacao dos produtos de PCR

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando-se o Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega) de acordo com o protocolo do
fabricante. Apo6s a purificagdo, as amostras foram quantificadas em gel de agarose 2%
usando-se o marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) para

posterior seqiienciamento.
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4.5.2.2- Reacgao de seqiienciamento automatico para produto de PCR

As reagdes de seqiienciamento foram corridas no seqiienciador automatico ABI
PRISMTM 377 (Perkin Elmer) utilizando-se o BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing
Kit V3.1 Ready Reaction (ABI PRISM/PE Biosystems). As reagdes de seqiienciamento

constituiram-se de:
40-80ng de DNA
3 ul do mix BigDye
1ul do primer direto ou reverso (SmM/pul)
H20 deionizada para completar 10 pl.

As condi¢oes de amplificagdo utilizadas estdo esquematizadas abaixo na

Figura 6.

30 ciclos

Figura 6- Ciclo utilizado na reagdo de seqiienciamento automatico.
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Adicionaram-se 80ml de isopropanol 75 % e incubou-se por 15 minutos.
Centrifugou-se por 30 minutos a 13000 rpm, descartando-se o sobrenadante vagarosamente
em papel absorvente. Adicionaram-se 150ml de etanol 70% e centrifugou-se por
10 minutos, descartando-se o sobrenadante e deixando o etanol evaporar por completo. As
reagcoes foram mantidas a -20°C até o momento do seqiienciamento. Antes da corrida o
pellet foi eluido em 3ul de tampao formamida/Blue Dextran (5:2). A composigao do gel de

seqiienciamento encontra-se descrita abaixo, ¢ posteriormente foi filtrado em filtro 0,22um

(Millipore).
Gel de acrilamida 4,5%:
360g de uréia
100ml de solugao de acrilamida (19:1)
100ml de TBE 10X
10g de resina (Dowex MR-3 [1-9005])

H20 para completar 1 litro.

4.5.3- Andlise das seqiliéncias obtidas

As seqiiéncias obtidas foram analisadas e comparadas com a seqii€ncia normal

com o auxilio dos programas Chromas e Generuner.
Andlise das sequéncias obtidas:

Pela técnica de seqiienciamento automatico foi encontrada a alteragdo
1108-1G—C no intron 7/exon 8. Esta alteracdo aboliu um sitio de restricdo para a enzima
Dde I (Promega). O produto de amplificacdo do exon 8 apresentou 275bp e na presenca da
base G o fragmento foi digerido apresentando bandas de 181, 82 e 12bp. Entretanto, na
presenga da base C o produto da PCR foi digerido em dois fragmentos de 263 e 12pb. O
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resultado da analise de restrigdo foi verificado em gel de agarose (Gibco) na concentracao

de 2%. A digestdo foi feita a 37°C por duas horas como descrito a seguir:
2,0ul de PCR
1,0ul de enzima Dde I (10U/ul)
1,0ul de tampao (buffer React 3 10X)
6,0ul de H20.

Tabela 1- Seqiiéncia de primers para amplificagdo dos 10 exons do gene ALDH3A2

Exon Seqiiéncia do primer (5°>3’) Fragmento
(pb) Temperatura
de
anelalmento. (°C)

1 SLSD — GTGCAGTTCTCTGCATGGAG 175 60
SLSR - GTGGGTACCTTGCACAGGTC

2 SLSD — CAGAGTGAATTCAATAATGTGTAC 253 60
SLSR — CATAAGGTGGCACCAGAC

3 SLSD — GAAATGCTGTGATTATAAAGCC 101 50
SLSR — GTCAAGAAATCTTACCTGGTC

4 SLSD — GATCTCTATATTGTTATTAATG 226 50
SLSR — CAGAGAGCCAGACTCAC

5 SLSD — CTCAGACGCATAACCTGG 123 50
SLSR — CTAATTCCTTTGTCACTTC

6 SLSD — GTTTTAAATAGGAATTTTATG 168 50
SLSR — GTATCCATTACCTTTAAGAG

7 SLSD — GCCCCAACAGTACTTAC 185 56
SLSR — GTTCTCTCTAAAGCTTACC

8 SLSD — TTGACACATAACTGAGCACACAGCCCT 275 50

SLSR - AGCAGCCCATACAATCCACTCATG

9 SLSD — CCTTTATTTTCAGGTTCCAG 263 56
SLSR - GTTATAGGGACTCACCTTG
10 SLSD — CCAGCTGAGTAAACTGAATC 237 56

SLSR - GTTGGGACGTAGTTGAAATG
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4.6- Analise da textura epidérmica

Todos os pacientes selecionados foram encaminhados para bidpsia de pele com
punch de Smm sob anestesia local com lidocaina a 2% com vasoconstrictor. Amostras de
pele normal (controle) foram retiradas de 17 pacientes voluntarios, obtidos da periferia de
fragmentos fusiformes de pele, produtos de exérese peri-lesional de nevos melanociticos ou
cistos durante cirurgias dermatologicas de rotina. Os espécimes foram preparados e corados

com hematoxilina-eosina, preparados e rotulados de forma aleatoria.

4.6.1- Aquisi¢ao de imagens

De cada amostra de pele foram adquiridas 10 imagens randomizadas
(aleatorias) horizontais da camada espinhosa da epiderme, utilizando-se o sistema KS-300
da Kontron Zeiss (0,1um/pixel; 1,25 abertura numérica) e um microscépio Axioshop com
objetiva de imersdo (100x). As imagens coloridas, de 24 bits/pixel, medindo 480x480
pixels, com 4 pixels por micrometro, foram salvas em CDs, utilizando-se um programa de
aquisicdo de imagens, em formato bitmap (BMP), sem compressdo. Somente a camada
espinhosa foi fotografada no melhor foco, ou seja, onde os contornos nucleares dos
ceratinocitos eram mais nitidos (figura 7). As imagens foram feitas por apenas um

examinador (MPAS).

4.6.2- Pré-processamento das imagens (transformada de Fourier)

As imagens foram convertidas em escalas de cinza, extraindo-se a luminancia
de cada pixel (variando do zero, ou seja, auséncia de luz até 255, brilho intenso). Esta ¢ a

escala perceptivelmente uniforme em relagdo a visdo humana em cores

(Van der Wouver, 2000).
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Figura 7- Imagem original corada (HE) da camada espinhosa, epiderme normal.

Devido a exigéncia do algoritmo para a transformada de Fourier de que as

imagens sejam quadradas e que tenham cada lado medindo 21 (poténcia de 2), as imagens,
em escala de cinza, foram colocadas dentro de uma moldura maior e, o espago restante foi
preenchido com nivel de cinza médio da borda da imagem original. Esse procedimento
diminui as descontinuidades nas bordas da imagem (diferengas bruscas de brilho). Essas
descontinuidades produziriam artefatos na imagem transformada (anéis de Airy), formando

linhas radiais nas regides de altas freqiiéncias espaciais.
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Para diminuir ainda mais esses efeitos, foi realizado o amaciamento com filtro
de média numa regido da imagem original, entre 3 erosdes do contorno e 12 dilatagcdes do

contorno da imagem (Figura 8).

Figura 8- Filtro utilizado na imagem original para diminuir artefatos na imagem original
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O filtro de média produz a suavizagdo dos contornos da imagem original
quadrada (Figura 9), diminuindo a nitidez dos contornos, isto €, as variagdes bruscas de
luminancia, que causariam uma grande quantidade de sinais de alta freqiiéncia espacial na

vertical e na horizontal.

Figura 9- Imagem original j4 em escalas de cinza e com filtro pronta para ser transformada.

4.6.3- A imagem transformada

Foi criada uma representacdo pseudotridimensional, no sentido horizontal,
interpretando o nivel de cinza (luminédncia) de cada pixel, como a altura de um eixo-z,
agora interpretado como resultado de muitas fungdes harmonicas diferentes e sobrepostas.
Utilizando o algoritmo FFT, foi transformada cada onda “oculta” da figura original em um
par de pixels na imagem transformada (FFT), com pontos simétricos ao centro da imagem

FFT. A direcdo da fung¢do harmdnica representada pelos dois pixels ¢ a linha entre os
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pontos; a distdncia ao centro da imagem transformada ¢ a freqiiéncia espacial e sua
luminancia ¢ proporcional & amplitude da onda harmdnica, i.e., a diferenca entre os valores
maximo e minimo de cinza da fun¢@o harmdnica. Assim, cada par de pixels com pontos
simétricos na imagem transformada representa uma fun¢do harmonica na imagem original.
O conjunto de todos os pares de pixels da imagem FFT representa a soma das funcgdes
harmonicas correspondentes na imagem original. Para obter informagdes uteis calculamos
os valores de amplitudes das ondas harmoénicas que construiram a imagem microscopica.
Amplitudes mais altas sdo equivalentes a um padrdo repetitivo com maior contraste na

imagem microscopica da epiderme.

Figura 10- Imagem transformada
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4.6.4- Extracdo de caracteristicas a partir da imagem transformada

A imagem transformada detecta padrdes de variacdo de lumindncia da imagem
original, que se repetem em uma dada direcdo na imagem original. Um padrdo que se
repete a cada n pixels resultara num ponto intenso (fungdo harmdnica com grande
amplitude), situado a N=L/n pixels de distancia do centro, sendo L o niumero de pixels do

lado da imagem transformada.

Uma forma de se detectarem padrdes de repeticdo dentro de uma imagem
transformada, diminuindo-se a quantidade de varidveis a serem testadas, ¢ somar a
amplitude das fun¢des harmonicas em cada regido da imagem transformada. Uma vez que a
arquitetura epidérmica contém, predominantemente, células dispostas horizontalmente e
verticalmente, analisamos os valores de amplitude nos setores horizontal e vertical
(figura 11), em angulos de 30 graus. Cada setor foi subdividido em 6 amplitudes de
freqiiéncia, de zero a 5um™ (ou periodos espaciais entre infinito e 0,2um, respectivamente)
que foram comparados entre os pacientes-controle € os pacientes com SSL pelo teste t de

student ndo pareado (nivel de significancia 0.05).

Figura 11- Valores de amplitude nos setores horizontal e vertical, em angulos de 30 graus.

Cada setor foi subdividio em 6 amplitudes de freqiliéncia.
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Numa segunda etapa, definidas as regides da transformada de Fourier onde se
encontram as diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos de pacientes, foi
possivel construirem-se filtros. Para tal, utilizaram-se as proprias regides de pixels
selecionadas pelos resultados dos testes. Esse filtro de “tudo-ou-nada” (Figura 12) apaga
todas os pixels ndo selecionados, tornando seus valores iguais a zero, exceto nas regioes

selecionadas, onde os valores complexos sdo mantidos intactos.

Figura 12- Filtro de “tudo ou nada”onde as regides de pixels nas quais ndo houve diferenca

na SSL e na pele normal foram apagadas (valores =zero).

Métodos
87



Com essa imagem transformada de Fourier filtrada, foi realizada a
transformagdo inversa (Figura 13). A finalidade era confrontd-la com a imagem original,
permitindo, assim, a identifica¢do de estruturas microscopicas, que foram ressaltadas como
diferencas na FFT aparecendo, mais freqiientemente, e/ou mais intensamente, em um dos

grupos de pacientes.

Figura 13

Esquerda: imagem original

Direita: imagem filtrada, ou seja, nova imagem virtual correpondente a original na qual s6

foram representadas as regides onde houve diferenga estatistica entre os dois grupos.

Para obter uma estimativa de anisotropia, i.e., uma estimativa da variacao das
ondas ao longo de eixos em diferentes direcdes, calculamos o vetor resultante das

amplitudes de freqiiéncia designadas (Figura 14).
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O comprimento do vetor resultante ¢ dado por:

2 2
R = Z g; sin2oy;) + Z g; cos2ay;
% %

onde i indica o vetor i-th, que representa um pixel na metade direita da imagem FFT; o
angulo o; ¢ a diregdo de cada vetor definido pela linha entre o centro da imagem FFT e o

pixel (u;v;), equivalente a arctan(vi/u;); g; ¢ o valor de cinza do pixel na FFT, definido por:

gi = \/(%2 + vf) (R, v:)? + I(ug,vi)?) = d| F(u;, ;)]

que indica a amplitude (em valores de cinza) da fun¢d@o harmoénica em (u;v;) na imagem
FFT, onde R(u;v;) e I(u;v;) representam respectivamente as partes real e imaginaria do
valor complexo no pixel (u;v;) na representacao transformada de Fourier; d ¢ a distancia

entre o pixel (u;,v;) até o centro da imagem FFT.

Vetor resultante do espectro de Fourier

Centro da imagem transformada

Figura 14- Calculo do vetor resultante de certa amplitude de frequéncia (1,2,3, representam
os valores de cinza de trés pixels da imagem transformada). A seta em negrito ¢

o vetor resultante dos trés vetores em questao.

Métodos
89



A magnitude do vetor resultante de uma certa amplitude de freqiiéncia (anel) na
imagem FFT ¢ uma medida da anisotropia. Este valor ¢ baixo se ondas harmoénicas de igual
amplitude fossem representadas em cada dire¢do da imagem original, e alto quando ha
predominancia de uma certa direcdo, como, por exemplo, quando ha varios vetores em

paralelo.

Finalmente, testou-se o poder discriminatério das diferentes varidveis de textura
por uma analise discriminatdria linear, onde determinou-se a importancia de cada variavel
para “predizer” o diagnostico correto. Para obter uma matriz de classificacdo mais realista,
o método “leave-one out” (também chamado de procedimento “jack-knife”) foi aplicado,
onde cada sujeito ¢ classificado de acordo com os casos remanescentes (n-1). Este
procedimento foi considerado o melhor método tendo em vista nossas amostras de tamanho
relativamente pequeno. Quando necessario, as varidveis foram logaritimizadas, para obter
distribuigdes normais para a analise discriminatéria (LorandMetze ¢ Metze, 1996;
Irazusta et al., 1998; Cia et al., 1999), através do Software Winstat. Finalmente, com o
objetivo de saber se os elementos da imagem poderiam influenciar os resultados da FFT,

foram contabilizados os nucleos de cada imagem.

Além disso, foram analisadas as caracteristicas de textura baseada nos niveis de
cinza em uma imagem (caracteristicas de Haralick). Estas caracteristicas servem como
medida para a diferenciacdo de texturas que ndo seguem um determinado padrdo de
repetitividade, fornecendo informagdes relevantes para a classificagdo das mesmas. Para
tal, foram calculadas, de acordo com Haralick et al. (1973), as variaveis derivadas do
calculo de matrizes de coocorréncias, que sao matrizes que contam as ocorréncias de niveis

de cinza em uma imagem.
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Tabela 2 - Aspectos clinicos, histoldgicos e bioquimicos dos pacientes com SSL.

Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sex/idade M/4
F/8 F/6 M/4 F/25 F/10 F/14 F/30 M/28 M/21
(anos)

Dermato Moderada
Ictiose Grave Grave Moderada Moderada Moderada Moderada Grave Moderada Moderada -
Prurido + + Moderado - - Focal Focal - +

Grave
Neuro
Grave Grave Moderado Grave Moderado Grave Moderado Grave Moderado Proeminente
Retardo :
Mental Proeminente  Proeminente  Proeminente  Proeminente  Proeminente  Proeminente Proeminente  proeminente  Proeminente  Aumentado
Reflexos Aumentado Aumentado ~ Aumentado  Aumentado  Aumentado  Aumentado Aumentado  Aymentado  Aumentado Diplegia,
tendineos Diplegia Diplegia Paraparesia Diplegia, Diplegia, Diplegia, Paraparesia, Diplegia, Diplegia, Confinado a
A - - D bul Cadeira d
Tonus Confinado a Confinado a cambuia Confinadoa  Confinadoa  Confinado a Deambula Confinadoa  Confinado a adetra de
. . t d
Espasticidade Cadeira de cadeira de com suporte Cadeira de Cadeira de Cadeira de com suporte Cadeira de Cadeira de rodas
rodas rodas rodas rodas rodas rodas rodas
Oftalmo
Acuidade . ) Nao testada
vl Nio testada Nio testada Nao testada ~ Nao testada ~ Nao testada Nz testada Reduzida Reduzida Normal
visua
- - - + - ) - - +
“Dots”
- - - + + + + +

Fotofobia




Histolégico

Local
. Abdomen Abdomen Abdomen Lombar Lombar Lombar Braco Braco Braco Brago
Hiperqueratose
+, Frouxa + + +, focal +, compacta  +, frouxa + + +
Acantose +
. + focal + +, acentuada + +, focal +, focal + + +
Papilomatose
+ + +focal  +, acentuada + + + + + +
Camada de _
Nao contada
células da 1.5 1.5 1.5 3.0 1.5 1.3 4.0 4.0 Nao contada
granulosa
Outras
alteracoes Hiper-salivacdo  Hiper-salivacdo Hipotireoidismo  Hipotireoidismo
clinicas
Atividade Nao testada
Naio testada 2% 1% 3% 8% 3% <1% <1% 9%

FALDH




5.1- Estudo clinico

O grupo participante deste estudo foi formado por dez pacientes com SSL,

sendo quatro homens e seis mulheres, com média de idade de 15 anos (4 -30 anos).

Todos os pacientes apresentaram ictiose, que estava presente desde o
nascimento, de intensidade moderada a grave. A pele, com o passar dos anos, desenvolveu
hiperqueratose de tom amarelo-acastanhado, principalmente nas flexuras, e liquenificacdo
acentuada. Caracteristicamente, a ictiose no tronco € membros superiores manifesta-se por
escamas lamelares, € nos membros inferiores por escamas sdo finas e furfuriceas.
Espessamento da pele foi observado principalmente nos joelhos e nos cotovelos de todos os
pacientes (figura 15). A pele da face central ndo foi afetada. A presenca de prurido foi
persistente nos pacientes #1, #2, #3 e #9, e nos outros foi localizado, aparentemente
causado apenas pela asteatose. Cabelos, unhas e sudorese eram normais. Hiperqueratose
palmo plantar foi notada apenas nos pacientes #7 e #8. A apresentagdo clinica do tipo “bebé

colédio” ao nascimento ndo foi relatada em nenhum dos pacientes.

No exame clinico, observou-se boa interacdo doente-examinador, em que pese
o quadro de retardo mental de moderado a grave. Entretanto os pacientes #1, #2, #4 nao
apresentavam comunicacdo verbal. Os demais apresentavam retardo na fala decorrente de
disartria pseudobulbar. Os pacientes #1 e #2 apresentavam salivacdo intensa. Convulsodes
ocorreram apenas no paciente #1. Todos apresentavam espasticidade dos membros
inferiores com reflexos profundos proeminentes e intensa hipertonia muscular. Os pacientes

#3 e #7 deambulavam com suporte e os demais estavam confinados a cadeira de rodas.

Distrofia macular de retina, caracteristica da doenca, foi observada nos
pacientes #4 e #9. Os pacientes #4 e #8 sofriam de intensa fotofobia, o que dificultou o
exame oftalmolégico. A acuidade visual era diminuida nos pacientes #7 e #8.
Hipotireoidismo foi constatado nos pacientes #7 e #8 desde os dezoito anos de idade. Foi
dosada a enzima FALDH em cultura de fibroblastos em oito pacientes e todos apresentaram

menos de 10% de atividade enzimética normal. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 15- Da direita para esquerda: membro inferior do paciente #2 apresentando ictiose
padrdo lamelar; visdo cervical posterior do paciente #4 com hiperqueratose
acastanhada; face posterior da mao do paciente #4 ilustrando ictiose
liquenificada com descamacdo nas extremidades dos dedos que se
apresentavam de pele fina e brilhante; regido cubital anterior do paciente #5

mostrando hiperqueratose com intensa liquenificacao.
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5.2- Caracterizacao molecular

O sequenciamento do gene ALDH3A2 revelou uma mutacdo homozigética
¢.1108-1G>C no intron 7 de todos os individuos afetados. Os genitores desses individuos
eram heterozig6ticos para a mutagdo, com excecao dos pais do paciente #9, que ndo foram
testados. A mutacdo c.1108-1G>C elimina o sitio de reconhecimento da enzima de
restricdo Dde 1 na seqiiéncia normal do gene. O status mutacional dos pacientes com SSL
foi, portanto, confirmado pela digestdo da enzima Dde I. Quando um produto de PCR do
exon 8 com 275 bp (pares de bases) e suas seqiiéncias intronicas adjacentes foi submetido a
digestdo por Dde I, foi produzido um fragmento com 181 bp para os sujeitos-controles
normais, enquanto a digestao do DNA de pacientes com SSL produziu um fragmento com

263 bp.

A andlise dos haplétipos do gene ALDH3A2, utilizando 4 polimorfismos
intragénicos de base tnica (SNPs - single nucleotide polymorphisms-nucleotideos de base
unica) foi realizada para no minimo um paciente de cada uma das 3 familias. Foi verificado

que todos eram homozigdticos para o haploétipo 1 segundo Rizzo et al.,1999.
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A

TCTETCCTCRECT(‘ETC]\&RC

c.1108-1G>C
TCTGTCCTCREC T ¢CATCAKA A AC
Normal
B
MPCRC 4
e
_/275
e |

Figura 16

A - Sequenciamento demonstrando a mutacdo c.1108-1G>C no intron 7 do gene

ALDH3A2.

B - Produto de PCR do exon 8 submetido a digestdo pela enzima Dde I: nos controles
normais foram produzidos 3 fragmentos (181pb+82pb+12pb), enquanto que a mutacdo
produziu dois fragmentos (263pb e 12 pb). Os fragmentos menores nido sdo demonstrados
no gel. ColunaM-marcador peso molecular. Coluna PCR-DNA ndo digerido. Colunas
4,5,6,9-DNAs controles submetidos a digestao com Dde I. Colunas 1,2 3, 7-fragmentos de
DNA dos pacientes #1 #2#3.#7 e #8. Os nuimeros a direita indicam o tamanho do

fragmento de DNA em pares de base.
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5.3- Estudo de neuroimagem

5.3.1- Ressonancia magnética

Os dados de imagem sdo resumidos na Tabela 3. Todos os pacientes

apresentavam-se com hipersinal em TR longo (T2 e FLAIR) e iso/hipossinal em T1

(figura 17). As lesdes eram infiltrativas, de limites mal definidos, sem efeito de massa e

sem captacdo de contraste. A substincia branca profunda foi mais acometida (incluindo

areas definidas na tabela como coroa radiada e centro semi-oval, férceps maior e menor),

sendo menos freqiiente no corpo caloso e pedinculos cerebrais, e ocorrendo nestas regides

apenas nos pacientes com acometimento grave (paciente 4) e ainda mais raras na substancia

branca subcortical.

Tabela 3- Achados de Ressonincia Magnética

- %) w ] 2]
3 = ot ] & B =
° ] 8 8 a < 2 2 - = R =
2 3 £ o= E S E £ 8 & &8 B £ %
= ] = 7)) - =} 0 ‘= 3] = S =] = 2 >
2 T = £ 2% © 8 &< SF% = 2 =
g = o £ S A 5 & = ° 3 B =
~ — wn A~ wn =
1 8 Grave Moderada + + + _ -
2 6 Grave Moderada + + + _ - -
3 4 Moderado Leve - + - _ - -
4 25 Grave Grave + + + + + + Leve
5 10 Moderado Moderado + - + _ - -
rave rave -
6 14 G G + + + + +
7 30 Moderado Moderada + + + _ - -
8 28 Grave Grave + + + + - - Leve

Substancia Branca: Coroa Radiada e centro semi-oval, idade: anos, + presente; - ausente.
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Figura 17

Ressonancia Magnética de Cranio
Corte axial-FLAIR-altura do corpo dos ventriculos laterais
A - Hipersinal leve - paciente 3

B - Hipersinal grave - paciente 4
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5.3.2- Espectroscopia

Os resultados quantitativos da espectroscopia dos pacientes com SSL e dos
controles estdo na Tabela 4. Os pacientes com SSL apresentaram maiores niveis de colina
que os controles, e menores niveis de NAA que os controles (Figura 18). Os sete pacientes
com SSL apresentaram pico de lipidios, fato este inexistente nos controles normais. A
relacio NAA/Cre foi maior nos pacientes controles do que nos pacientes com SSL, ja a

relacdo Col/Cre foi maior nos pacientes com SSL do que nos controles.

Os valores de NAA e Colina relativos a Creatina dos pacientes com SSL e dos

controles sdo apresentados no Grafico 1.

Tabela 4 - Resultados quantitativos dos valores referentes a espectroscopia dos pacientes

com SSL e pacientes normais.

Pacientes
Ssl Local Colina Creatina NAA Lipidios
normais
126.737 128.566 157.807 84.022
1 Parietal
77,0508 148,0880 149,52300 0
132.849 107.361 159.630 55.042
2 Frontal
42,9808 30,8176 76,61790 0
162.375 130.954 174.066 72.445
3 Parietal
48,7693 68,7751 84,88820 0
124.731 144.158 171.111 491.304
4 Parietal
119,809 148,088 231,155 0
154.247 168.676 209.979 0
5 Coroa radiada
60,4029 64,39700 133,3550 0
108.224 92.878 161.32 0
6 Frontal
83,2120 97,34750 140,7320 0
159.525 139.979 263.132 70.148
7 Parietal
170,3980 157,7140 268,9800 0
8 Nio realizado
9 Nao realizado

Valores em ppm: partes por milhdo
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Elscint Spectroscopy
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Figura 18

Espectroscopia de paciente com SSL.
Col-Colina

Cre-Creatina
NAA-N-acetil-aspartato

Lip-Lipidios
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Relacao NAA/creatina e colina/creatina no grupo 01 e grupo

02

2,5000

2,0000

1,5000

1,0000

0,5000

0,0000

NAA/creatina  colina/creatina  NAA/creatina  colina/creatina
(grupo 01) (grupo 01) (grupo 02) (grupo 02)

Griafico 1

Grupo 1: pacientes com SSL, grupo 2: pacientes controles.
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5.4- Textura epidérmica

Para o estudo histologico foi introduzido o paciente #10 que ndo se encontrava
no estudo molecular e retirado o paciente #9. O grupo controle, para a andlise de textura,
foi composto por 17 voluntdrios sadios, sete do sexo masculino e 10 do sexo feminino, com

média de idade de 16 anos (9-40 anos) (Tabela 5).

Os achados histologicos da epiderme dos pacientes com SSL foram
comparados com os da epiderme normal de voluntirios sadios, sendo constatadas
hiperceratose ortoceratética, papilomatose e acantose da epiderme (Figura 19). O estrato
granuloso variou de 1,4 a 4 camadas de células nos dez campos examinados de cada
biopsia. Houve uma maior tendéncia dos pacientes mais velhos apresentarem a camada
granulosa mais espessa. No maior aumento da drea da camada espinhosa (suprapilar),
observaram-se nucleos e nucléolos maiores e nucléolos mais numerosos na epiderme dos
pacientes afetados comparativamente a da pele normal (figura 20). A carioteca dos
queratindcitos da pele com SSL apresentava-se mais espessada. Nao foi possivel notar
diferencas de arquitetura epidérmica entre os dois grupos, apenas um discreto achatamento

das papilas da epiderme com SSL.
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Figura 19 -
Figura superior: histologia da pele normal de um paciente controle.

Figura inferior: histologia de pele de paciente com SSL: hiperqueratose,

papilomatose e acantose. (HE aumentox64)
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Figura 20 - Camada Espinhosa.

Figura superior: pele normal.

Figura inferior: pele com SSL. Nicleos e nucléolos maiores com

pericucleolar na pele afetada (HE aumentox1000).

halo
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A contagem dos nucleos dos ceratindcitos, presentes em cada imagem digital,
nos controles, mostrou 18,7 (14,5-23 nicleos por imagem) e, nos pacientes com SSL, foi de
21,1 (16,2-30,6 nucleos por imagem). Esta diferenca ndo foi significante, a andlise
estatistica e ndo interferiu nos resultados da andlise de textura pela transformada de Fourier.
Nao houve correlagao entre o nimero de nicleos de cada imagem e a idade dos pacientes.
A andlise de textura baseada no célculo dos niveis de cinza das matrizes de co-ocorréncias
(Haralick, 1973) ndo foi capaz de discriminar diferencas entre os dois grupos. Nas varidveis
da FFT a dire¢@o mostrou ser o fator mais importante. A andlise de textura ndo mostrou
diferencas estatisticamente significantes entre as regides de freqiiéncias na direcdo
horizontal (Gréafico 2). Porém, houve diferencas significantes na direcdo vertical,
correspondendo aos anéis 2 a 3, ou, em outras palavras, aos periodos espaciais
(comprimentos de onda de 1,2 a 3,6um (Grafico 3). Também, na direcdo vertical, houve
diferengas significantes entre os vetores resultantes nas regidoes de 4 a 6, equivalentes aos
periodos espaciais entre 0,6 a 1,2 um (Gréfico 4). Contudo, a melhor varidvel
discriminatoria foi o vetor resultante da regido 6, equivalente as ondas espaciais de 0,6-
0,72um, predizendo um diagndstico correto para 84% dos pacientes com SSL. Uma vez
que este resultado nao mudou apds o procedimento “jacknife”, ele representa um modelo
estdvel (Tabela 5). O acréscimo de varidveis adicionais segundo a metodologia de

Haralick et al. (1973) nao melhorou o modelo.
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Tabela 5- Dados dos pacientes, valor do vetor resultante da regido 6

Vetor resultante

Caso Idade Sexo Local Diagnéstico preditivo
(regido 6)
Pacientes com
SSL
1 6 F T 62,0 Ssl
2 8 F T 35,0 NI
3 14 F T 199,7 Ssl
4 25 F T 50,8 Ssl
5 27 M A 45,2 Ssl
6 29 F A 59,3 Ssl
7 10 F T 46,8 Ssl
8 4 M T 48,2 Ssl
9 4 M A 30,3 NI
Pacientes
Controle
10 10 F T 30,8 N1
11 21 F A 18,4 NI
12 10 F T 45 Ssl
13 25 F T 30,7 NI
14 12 F T 36,3 NI
15 13 F T 21,6 NI
16 17 M T 25,6 NI
17 40 F T 33,9 NI
18 36 M A 38,4 NI
19 17 M T 34,1 NI
20 11 M T 26,2 NI
21 12 F T 31,5 NI
22 9 F T 26,8 NI
23 10 F T 38,6 NI
24 25 M T 34,2 NI
25 9 M A 54,3 Ssl
26 11 M A 29,7 NI
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Pacientes 1 a 9: SSL; pacientes 10 a 26: grupo controle; idade em anos; local:
T -tronco; A- antebrago. O comprimento do vetor resultante da regido 6 (0,6-0,72 pm) em
unidades arbitrdrias. A dltima coluna apresenta os resultados da andlise discriminatdria

apo6s o procedimento de “jacknife” baseado no vetor resultante da regido 6.

Fun¢des harmonicas na direcio horizontal
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Griafico 2- Amplitude média das fun¢des harmodnicas na direcdo horizontal. Ndo houve

diferencas estatisticas entre os pacientes com SSL e os controles.
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Fungdes harmonicas na direcio vertical
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Griafico 3- Amplitude média das fungdes harmdnicas na dire¢do vertical. As amplitudes
foram maiores nos pacientes com SSL nas regides onde as freqiiéncias

variaram entre 1,4 a 4um (diferenca significativa com p<0,05).

Resultados

110



% Vetores Eesultantes

160000 ——— — . . : .
Sjogren-Larsson
140000 | Control | -
% 120000 | ' !
2 100000 7 IR y
¥ 80000 f ' &\Hx\\x\\\\\\ i
2 N R R AT
= i NN -—J x‘
% 60000 RN, } AN T T y
G SN | =
> 40000 H N1 | = 3 _
20000 |-+ttt ANTIINTITNINY
0 1 1 1 1 1 | 1 1

500 700 1000 1400 2000 3000 5000 9000

Periodo espacial nanometros

Grafico 4- Os vetores resultantes nos pacientes com SSL apresentaram diferencas

estatisticas (p<0,05%) nas regides 4 e 6 , equivalentes aos periodos espaciais

0,6- 1,2 pm.

Resultados

111



6- DISCUSSAO
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Desde que foi descoberto que a SSL € causada por mutacdes no gene da
FALDH, 72 mutacdes foram identificadas nesta doenca (Carney e Rizzo, 2004). Mutagdes
foram encontradas em pacientes do mundo todo, com maior freqii€ncia na Europa, Estados
Unidos e Oriente Médio (Rizzo e Carney, 2005). Até o momento, a mutagdo c.1108-1G>C
foi a tUnica identificada em pacientes brasileiros com SSL. Esta mutagdo foi inicialmente
relatada no paciente #9, como uma de uma longa série de sujeitos com SSL (Rizzo, 2004), e
posteriormente encontrada em nossos outros pacientes brasileiros. Pode-se concluir que a
mutagdo ¢.1108-1G>C € um alelo causador da enfermidade comum no Brasil, pelo menos
entre individuos residentes nas regides Sul e Sudeste do pais; no entanto, hd dois outros
pacientes com SSL na Espanha portadores da mutacdo ¢.1108-1G>C em estado

heterozigético (Rizzo e Carney, 2005).

Os pacientes deste estudo sdo pertencentes a trés familias ndo consangiiineas,
mas € possivel que tenham um ancestral comum, uma vez que apresentam a mesma
mutacio e o haplétipo intragénico ALDH3A2 (Auada et al., 2006). De maneira semelhante
a dos pacientes com SSL do norte da Suécia (Sjogren e LARSSON, 1957) um efeito
fundador pode explicar esta mutagdo em pacientes brasileiros. No Brasil, pouco se conhece
sobre a populacdo de suecos entre os inimeros imigrantes europeus dos séculos XIX e XX.
E tentador especular se um antepassado comum, portador do alelo ¢.1108-1G>C, migrou da
Europa para o Brasil e casamentos consangiiineos subseqiientes, conforme visto em cada
uma dessas 3 familias, resultaram no surgimento de pacientes homozigéticos com SSL.
Assim, esta mutacdo poderia ter sido origindria da Peninsula Ibérica, e devido a eventos
migratérios no século XVI ter sido introduzida no Brasil. Nos séculos XIX e XX,
imigrantes de outras origens vieram principalmente para os estados do sul e suldeste,

incluindo familias origindrias da Itdlia, Europa Central, Japdo e paises drabes, entre outros.

Viérias mutacdes ALDH3A2 comuns foram identificadas entre pacientes
europeus, tais como a ¢.943C>T, responsavel pela maioria dos acometimentos de pacientes
com SSL suecos (De La urenzi et al., 1997; Sillen et al.,1997), c.1297_1298delGA
(Rizzo et al., 1997), ¢.906delT e delecdo do exon 9 (Kraus et a., 2000). Com as mutagdes
c.943C>T e c.1297_1298delGA, cada um dos pacientes compartilha um haplétipo comum

e provavelmente sdo relacionados geneticamente. Em contrapartida, pacientes com SSL de
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familias do Oriente Médio que sao portadores de uma freqiiente mutagao ¢.682C>T podem
ser agrupados em 3 diferentes haplotipos ALDH3A2, indicando que a mutacdo surgiu
independentemente em vdrias ocasides (RIZZO, 1999, Lossos et al., 2006). Provavelmente,

esses pacientes com SSL ndo sdo geneticamente relacionados.

A mutacdo c.1108-1G>C € convenientemente detectada pela digestdo, através
da enzima de restricdo Dde I, de um produto de PCR do exon 8, juntamente com suas
seqliéncias adjacentes, o que oferece um répido teste de triagem que pode ser
diagnosticamente ttil. A mutagdo altera o sitio de splicing na jun¢do do intron 7 e do exon
8. Estudos com fibroblastos mostraram que a mutacdo resulta em duas transcri¢des
anormais de mRNA, sendo uma com falta do 8, o que acarreta dele¢des dos aminodcidos
370-403, inserindo um stop cédon prematuro, € a outra com falta dos exons 8 € 9, o que
acarreta delecdes dos aminoécidos 370-481 (Rizzo et al., 1999). Acredita-se que a tradugdo
dessas transcrigdes cause uma profunda reducdo na atividade de FALDH. A atividade
residual de FALDH que foi detectada em nossos pacientes € provavelmente devida a
presenca de outra enzima relacionada, responsdvel pela maior parte da atividade residual

medida em células SSL (De Laurenzi et al., 1996).

Os mecanismos patologicos que vao da mutagdo no ALDH3A2 aos sintomas de
SSL ndo sdo bem compreendidos. A enzima FALDH normalmente catalisa a oxida¢do de
aldeidos alifaticos de cadeia longa em acidos graxos (Kelson et al., 1997). Os pacientes
com SSL que tém deficiéncia desta enzima acumulam lipidios precursores, tais como
aldeidos graxos, dlcoois graxos e LTB4. O actimulo de L'TB4, e talvez seus derivados,
parece ser responsavel pelo prurido encontrado em SSL, uma vez que a inibi¢ao da sintese
de LTB4 pela droga zileutin abaixa o nivel deste lipidio e alivia o prurido
(Willemsen et al., 2001b). Os efeitos patolégicos do acimulo de dlcoois graxos ndo sao
claros. Espera-se que os dlcoois graxos se dividam nas membranas lipidicas e sejam
direcionados para caminhos metabdlicos alternativos que poderiam modificar a composi¢ao
final das mesmas. Sabe-se que os aldeidos graxos reagem com fosfatidil etanolamina da
membrana para formar um incomum glicerolipidio que pode alterar a fun¢do da membrana

e contribuir para as caracteristicas patoldgicas da SSL (James e Zoeller, 1997).
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A relagdo entre o gen6tipo ALDH3A?2 e o fenétipo clinico da SSL € um assunto
complexo que tem implicacdes préticas para o prognostico da doenca e a compreensdo de
sua patogénese molecular. Infelizmente, tem sido dificil estabelecer correlacdes entre
gendtipo-fendtipo no caso da SSL, uma vez que a maioria das mutagdes € inica em cada
familia e usualmente afetam somente um ou dois irmaos. Nessas circunstancias, ndo pode
ser determinado se pacientes com o mesmo gendtipo possuem um fendtipo consistente.
Willemsen et al. (2001) concluiram que pacientes europeus com SSL e diversos genotipos
mostraram pequena correlacdo entre gendtipo-fenétipo, uma vez que os fendtipos ndo
diferiam muito. Com excecdo dos pacientes suecos com SSL, que, no entanto, sao
homozigdticos para a mutacdo ¢.943C>T, foram realizados apenas dois estudos com um
grupo grande de pacientes com o mesmo gendtipo. Mesmo esses pacientes suecos podem
ndo revelar a extensdo da variacdo fenotipica vista com outras mutagdes. O primeiro foi
feito por Lossos et al. (2006) com uma amostra de pacientes do Oriente Médio
apresentando a mutagdo c.682C>T e que diferiram no fenétipo neurocutaneo, o que os
levou a concluir que mecanismos bioquimicos atuam nesta variabilidade. O segundo € este
estudo com 9 pacientes brasileiros, que t€ém o mesmo gendtipo ALDH3A2, o que oferece
uma oportunidade para discutir a variacdo fenotipica em uma mutac¢do (c.1108-1G>C). Sob
esse aspecto, vdrias conclusdes provisorias podem ser propostas a partir do

gendtipo-fendtipo desses pacientes.

Primeiramente, a ictiose em todos os pacientes era de moderada a grave. Este
achado contrasta com a SSL. como um todo, pois alguns pacientes tém ictiose leve. Como
no caso dos pacientes suecos, nenhum dos pacientes brasileiros tinha um histérico de
membrana de colddio ao nascer, o que tem sido relatado em 18% dos pacientes com SSL
(Rizzo, 2001). A maioria dos pacientes nio apresentou envolvimento palmar ou plantar. E
de interesse notar que o prurido estava presente em alguns pacientes, particularmente
aqueles que tinham ictiose mais grave, mas estava ausente em 3 dos 6 pacientes com ictiose
moderada. Nao foi introduzida terapia especifica com retindide, apesar de resultados muito
bons, como alivio de prurido grave terem sido alcangados com acitretin para criangas com
SSL e outras desordens hereditarias de queratinizagao (Willemsen et al., 2001a). Nao foram
mensurados os niveis de LTB4 nos pacientes para verificar se havia correlacio com

prurido.
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Em segundo lugar, a mutacdo c.1108-1G>C parece estar relacionada com
comprometimento neuroldgico de moderado a grave, uma vez que a maioria dos afetados
apresentava retardo mental grave e diplegia espdstica, que os confinava a cadeira de rodas.
Somente dois dos pacientes conseguiam se locomover com assisténcia. Todos tinham
evidentes reflexos profundos dos tenddes. Na SSL, hd pequena correlacdo entre a gravidade
da doenga neuroldgica e aquela dos sintomas cutdneos, mas, neste caso, 0s pacientes
tendiam a exibir um quadro consistentemente de moderado-grave de doengas neurolégicas

e da pele (Jagell e Heybel, 1982).

Em todos os pacientes o exame de ressonancia magnética mostrou alteracdo de
sinal TR longo (hipersinal em T2 e FLAIR), principalmente na substancia branca profunda,
sendo a captacao do sinal mais intensa na regido de coroa radiada, centro semi-oval, forceps
maior € menor € menos intensa no corpo caloso e pedinculos cerebrais, que podem
representar 4areas com retardo na mielinizagdo. A substincia branca subcortical foi
particularmente poupada. Willemsen et al. (2004) obtiveram o mesmo achado na sua
casuistica. O corpo caloso e os pedunculos cerebrais sdo formados respectivamente pelas
fibras axonais de associacdo inter-hemisféricas e pelos tratos da substincia branca
descendentes e ascendentes; o seu acometimento na SSL pode se referir ao mesmo padrao
de outras doencas desmielinizantes que evolui com o acometimento dos grandes tratos de
substancia branca. Os mecanismos fisiopatolégicos que levam a esse déficit ou retardo de
mielinizag¢do sdo desconhecidos. Houve relacdo direta entre o exame clinico e o exame de
ressonadncia nos pacientes 4, 5, 6, 7 e 8. Os pacientes 1 e 2 foram considerados graves na
avaliacdo clinica e moderados na RM. O paciente 3 foi considerado moderado na avaliagao
clinica e leve na ressonincia. O mesmo paciente 3 que apresentou o acometimento
neurolégico mais brando em relacdo aos demais foi o mesmo paciente para o qual foi
introduzida dieta hipolipidica na tenra infincia (Aauada et al., 2002). Porém, ndo ¢é
permitido afirmar tal efeito causal (dieta-acometimento neuroldgico mais brando) devido a

outras vias endogenas de formacao de alcool graxo.

No que se refere ao exame de espectrocopia houve pico aumentado de colina
nos pacientes com SSL em relacdo aos pacientes controles. A colina no sistema nervoso

central existe na forma livre e na forma de fosfocolina, e sdo observadas quantidades
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maiores em processo inflamatérios e tumores, ou seja, doengas com ‘“‘turnover” celular
intenso, dado que coincide com o intenso ‘“turnover’ celular epidérmico da SSL, ja
observado no exame histoldgico cutaneo e confirmado na literatura. Segundo Willemsen et
al. (2004), altos niveis de colina também indicam desmielinizacdo ativa, mais condizente
com a fisiopatologia da SSL. Na espectroscopia normal, o pico de NAA deve ser o dobro
do pico de colina. Ha, entretanto, reducdo nos pacientes com SSL devido, provavelmente,
ao dano neuronal tipico das doencas desmielinizantes como a esclerose multipla.
Miyanomae et al. (1995) utilizaram a relacdo de NAA/Cre e também sugeriram baixos
niveis de NAA no seu paciente com SSL de 25 anos. O pico aumentado de lipidios decorre
do acimulo de dlcool graxo ou aldeido graxo no sistema nervoso central, sendo patolégico
e ndo ocorrendo nos pacientes normais. A presenca do pico anormal de lipidios também
ocorre com outras doencas desmielinizantes, incluindo doengas peroxiomais e esclerose
multipla, assim como em &4reas necrdticas com grande destruicdo de membranas lipidicas

(Willemsen et al., 2004).

Degeneracdo macular com pontos brilhantes de cor amarelo-esbranquicada é
uma caracteristica patognomonica da SSL, apesar da sua prevaléncia parecer ser altamente
varidvel. Este achado tem sido relatado em 30% dos pacientes com SSL de origem global
bioquimicamente confirmada (Rizzo, 2001), 20% dos casos diagnosticados clinicamente
(Theile, 1974), e praticamente todos os pacientes suecos (Jagell, 1980). Entre 15 pacientes
europeus, representando 10 diferentes genétipos ALDH3A2, pontos brilhantes foram vistos
em todos (Willemsen et al., 2001 a). Os pontos brilhantes aparecem na infancia e tendem a
aumentar em nimero com o avangar da idade (Willemsen et al., 2000). O ndmero de pontos
brilhantes nao estd correlacionado a gravidade dos sintomas neuroldgicos ou cutineos.
Apesar dessa variagdo na prevaléncia relatada poder se originar em exames inadequados
devido a fotofobia e falta de cooperacdo, alguns pacientes com SSL foram examinados
adequadamente, e verificou-se que nao apresentavam os pontos brilhantes. Somente dois
dos nossos pacientes brasileiros os tinham, o que sugere que o aparecimento dos mesmos
pode depender de outros fatores genéticos ou ambientais. Os pontos provavelmente ndo siao
responsaveis pela fotofobia experimentada por pacientes com SSL, uma vez que 4 de 5
pacientes brasileiros que sofriam de fotofobia ndo tinham os pontos brilhantes. Desde que a

fotofobia pode ocorrer mesmo na auséncia dos mesmos, alteragdes maculares mais sutis,
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talvez anteriormente a formacdo dos pontos, podem ser responsaveis pela fotofobia em

pacientes com SSL.

Os achados histoldgicos da pele ndo sdo especificos para a SSL. Caracteristicas
semelhantes podem ser vistas em outras ictioses € dermatoses variadas. As anormalidades
sdo restritas a epiderme, com pouca ou nenhuma alteracdo da derme. Algumas ictioses
apresentam particularidades que permitem caracteriza-las na microscopia Optica. Porém, na
maior parte das vezes, sdo necessdrios métodos mais sofisticados como microscopia
eletronica ou técnicas de biologia molecular, como utilizadas neste trabalho. Na ictiose
vulgar ocorre moderada hiperceratose que se estende para os foliculos pilosos, resultando
em grandes rolhas foliculares, sendo a camada granulosa fina ou ausente
(Hérnandez-Martinz, 1999). Na eritrodermia ictiosiforme congénita ndo bolhosa, a
hiperceratose é menos pronunciada, porém com acentuada acantose, sendo demonstrada
renovacdo celular (furnover) aumentada. Na hiperceratose epidermolitica, o substrato
morfolégico é facilmente identificado, podendo ser diferenciado das outras ictioses, pois se
observa vacuolizacdo das camadas granulosa e malpighiana, com granulos de cerato-hialina
dispersos no estrato granuloso vacuolizado (diGiovanna, 2003). Como ji foi bem
documentado, tais alteragdes histolégicas podem, também, serem vistas no nevo
epidérmico, ceratodermia palmoplantar, nevo comedoniano e no epitélio dos cistos

epidérmicos (diGiovanna, 2004).

Todos os pacientes apresentaram hiperceratose e papilomatose. Houve variacao
considerdvel quanto a textura da camada cdérnea (hiperceratose compacta ou lamelada,
difusa ou focal). Somente trés dos pacientes apresentaram padrdo lamelado (em cesta de
vime) da camada cOrnea. A espessura do estrato granuloso variou de 1,5 a 4 camadas de
células. E interessante notar que nos pacientes mais velhos, havia uma tendéncia a camada
granulosa ser mais espessa, comparativamente com os mais jovens. Contudo, o valor destes
dados era abrandado pela inconsisténcia quanto ao local onde foi coletada a bidpsia de pele.
Nos pacientes suecos portadores da SSL, uma investigacdo histopatolégica pormenorizada
da histopatologia da pele revelou que a camada granulosa se apresentava com espessamento
de leve a moderado (Hofer e Jagell, 1982). Numa revisao de casos mais antiga de SSL na

literatura, antes de ser conhecido o defeito enzimatico ou genético, havia sido demonstrado
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que a camada granulosa destes pacientes era normal (Goldsmith al., 1971). Entretanto, a
revisdo de outros casos, confirmados enzimaticamente, mostrou que a camada granulosa
era normal ou espessa (Levisohn et al., 1991; Taube et al., 1999). Esta caracteristica
histoldgica, portanto, parece altamente varidvel na SSL e sem relevancia diagnodstica por si

7z

SO.

O método utilizado neste trabalho visava analisar, de forma quantitativa, a
morfologia celular. Uma vez que as alteracoes morfoldgicas de uma célula refletem sua
funcdo, esta andlise poderia contribuir para o entendimento da fisiopatologia do distirbio
de ceratinizac¢do envolvido na SSL. A quantificacdo do epitélio € usualmente feita pela da
andlise isolada dos elementos celulares que deve ser feita por segmentacao, o que ainda nao
€ um procedimento padronizado (Garcia et al., 2004; Ranger-Moore et al., 2004).
Contrariamente, neste estudo o interesse estava nas mudangas da arquitetura tecidual como
um todo, sem selecdo prévia dos elementos celulares. Isto foi possivel pelo cdlculo das
matrizes de coocorréncias dos niveis de cinza da imagem através da FFT
(Metze et al., 2002). O método de Fourier pode ser usado também para a andlise da forma
nuclear. Recentemente, foi demonstrado que varidveis extraidas da transformada de Fourier
podem revelar pormenores da cromatina em carcinomas basocelulares, indicativas de maior
risco de recidiva (Metze et al., 2005). Ainda em dermatopatologia, resultados da anélise de
Fourier permitiram também diferenciar a arquitetura de fibras eldsticas ou de fibras de
coldgeno em doencas dermatoldgicas. Assim, € possivel quantificar elastose solar ou
diferenciar  queldides de cicatrizes  hipertréficas (Metze et al., 2002;

Van Zuijlen et al., 2002).

Neste estudo, foi demonstrada a capacidade da FFT na deteccdo de sutis
diferencas na arquitetura da epiderme de pacientes com SSL, quando comparada a da pele
normal. Nenhuma das varidveis do método de Haralick foi capaz de distinguir ambos os
grupos, mas com apenas uma varidvel da FFT foi possivel discriminar entre os pacientes
com SSL e os controles em 84,6% das vezes. A questdo maior no emprego da FFT sdo os
equivalentes morfoldgicos de sua andlise. A distribuicdo espacial dos ceratindcitos sobre a
membrana basal durante o processo de diferenciacdo da epiderme em camadas de células

horizontais e verticais orientou a FFT nestas dire¢des (vertical e horizontal).
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Sob microscopia eletronica foram demonstrados no citoplasma dos
ceratindcitos das camadas cOrnea, granulosa e espinhosa corpos lamelares gigantes e em
grande quantidade, tanto na pele normal quanto na pele ictidtica de pacientes com SSL.
Esses corpos lamelares, além do seu grande diametro, apresentavam morfologia variada, ou
seja, eram esféricos e ovdides (Shibaki et al., 2004). Foram observadas também, além dos
corpos lamelares, estruturas andmalas provavelmente derivadas de organelas intracelulares
(complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, vesiculas e cisternas), tanto nas camadas
granulosa como espinhosa, € que seriam incompletamente digeridas, na diferenciacdo
terminal, permanecendo na camada cornea (Matsuoka et al., 1982). Em seus estudos,
Mohrenschlager et al. (2005) constataram no estrato cérneo da epiderme de pacientes com
SSL a presenca de vacuolos lipidicos com restos de membranas de colesterol. Com a FFT
foi possivel demonstrar um ritmo mais acentuado da distribuicdo das estruturas, na dire¢dao
vertical, nos pacientes com SSL nos comprimentos de onda entre 1,2 e 3,6um em relagao
aos pacientes controles. Porém, ndo houve diferengas na direcdo horizontal. As amplitudes
foram maiores no grupo com SSL, correspondendo possivelmente aos nucleos e nucléolos
de maior volume, nucléolos mais numerosos com halos perinucleolares e espessamento
focal de membrana nuclear dos ceratinécitos na SSL. Os achados adicionais nas organelas
subcelulares vistos somente na microscopia eletronica podem ser responsaveis por este

espessamento do citoplasma.

Concomitantemente, as estruturas no grupo SSL foram mais anisotrépicas
(periodos de 0,6 a 1,2um). Justifica-se este fato pela retificacdo da epiderme nos pacientes
com SSL, ou seja, como a epiderme € mais espessa nestes pacientes comparativamente aos
controles, podem-se obter imagens com a base mais horizontalizada, enquanto que a
ondulagdo dos ceratinocitos € mais evidente nos controles. A epiderme do grupo SSL
apresentou um espessamento da membrana nuclear e nucleolar com halos perinucleares,
todas estruturas foram refor¢adas nos periodos de 1,2 a 3,6um, Estes achados podem ser
explicados pela maior sintese de DNA, na epiderme, na SSL, sendo descrita, também, uma
producdo mais ripida da camada cérnea e uma renovagdo celular 3,5 vezes o normal
(Jagel e Linden, 1982). Estes fatos resultam do distirbio de ceratinizagdo envolvido de
forma que, a SSL, junto com outras formas de ictiose (como a hiperceratose epidérmolitica

e a ictiose eritrodérmica congénita ndao bolhosa) constituem o grupo das ictioses

Discussdo

122



hiperproliferativas. Os mecanismos que induzem a hiperproliferacio na SSL nao sao
conhecidos. Os fatores genéticos sdo importantes, mas também se consideram fatores
ambientais, como trauma, altera¢Oes inflamatorias e localizacdo (joelhos, axilas e cubital)

(Ito et al., 1991).

As diferencas estatisticamente significativas encontradas na dire¢do vertical,
mas ndo na direcdo horizontal, podem ser explicadas pelas seguintes consideragdes: a) a
forma de muitos dos nucleos era eliptica achatada; b) o alinhamento nuclear era mais
pronunciado na direcdo horizontal que vertical. Em outras palavras, os ntcleos dos
ceratinocitos se posicionam paralelamente a membrana basal da epiderme, ou seja, nao se

posicionam em colunas distintas no estrato espinhoso.
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Com base nos objetivos propostos, nos estudos realizados e nos resultados

observados, seguem abaixo as conclusoes:

e Os pacientes exibiram um fenotipo neuroldgico/cutineo de moderado a
grave semelhante. Foram encontradas variacbes nos sintomas ou sinais
cutaneos e oculares que podem ser atribuidos a fatores genéticos e/ou

ambientais ndo identificados.

N

e A ressondncia magnética, os pacientes com SSL apresentaram retardo na
mielinizacdo da substancia branca, provavelmente decorrente da
anormalidade do metabolismo lipidico de base, uma vez que na
espectroscopia houve pico anormal de lipides em todos os pacientes

estudados.

e Uma mutacdo c.1108-1G>C foi facilmente detectada pela enzima restri¢cao
Dde I de um produto de PCR do exon 8 e regides adjacentes, sendo este um

rapido teste de diagndstico.

e Os pacientes brasileiros estudados com SSL apresentam uma mutacdo
comum (c.1108-1G>C), que pode ser definida como um alelo causador da

doenca nos pacientes da regido Sul e Sudeste do Brasil.

e A mutacdo c.1108-1G>C causa uma significativa redu¢do da enzima
FALDH, uma vez que todos os pacientes possuiram menos de 10% de

atividade enzimatica.

e As alteracdes estruturais identificadas pela FFT estdo alinhadas com os
achados ultraestruturais de componentes citoplasmaticos andmalos nos
ceratindcitos, decorrentes do defeito metabdlico de base. Pelo emprego da
transformada de Fourier (FFT), foi possivel diferenciar a textura epidérmica
dos dois grupos estudados (SSL e controle) em 84,6% dos casos. Este
método permitiu, de forma objetiva, detectar discretas alteracdes

morfoldgicas em microscopia dptica convencional.
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Anexo 1 - Resumo das principais ictioses

MODO ) CLINICA E
ICTIOSE HER]?AENCA INICIO ASSOCIACOES HISTOLOGIA
Escamas finas, claras, Camada
Vulear Autossdmica Infancia ndo acomete flexuras granulosa
g Dominante Hiperlinearidade diminuida ou
palmoplantar, ausente
Nascimento, 1
ano Escamas escuras e
de vida. candes. regifio bré- Hiperqueratose.
Ictiose ligada| Recessiva ligada Mutagdes no grandes, Teglao p Camasa
auricular, pescoco e
ao X ao X. gene . granulosa
. flexuras envolvidos, 5 o
Def. enzima ndo especifica
esterGide palmo e plantas nls.
sulfatase.
Criptorquidia
Recessiva Nascimento,
licada a0 X bebé coléidio Escamas grandes e
h%[u tacoes ’ Ectrépio, espessas, generalizadas, Camada
Ictiose lamelar o enegT GMI- eclabio, flexuras afetadas, granulosa
trans %utaminase—l o bebé coldide, hiperceratose espessada
també%n o vene Al2 prematuridade, palmoplantar
& eritrodermia ou
nao.

Hiperceratose
epidermolitica

Dominante, mutacdes

AutossOmica

no gene
KRT1 OU KRT10-
Queratinas 1 e 10

Nascimento e
infancia
Odor
desagraddvel,
infecgdes
cutineas
eritrodérmica
ou nao.

Escamas verrucosas,
grosseiras, bolhas

Vacuolizagdo da
camada
granulosa

Doencga de
Refsun

AutossOmica
Recessiva

Infancia,Surdez
nervosa, retinite
pigmentosa,
polineuropatia,
doenca
peroxissomal,
acumulo de
acido
fitdnico.

Ictiose leve e varidvel
com hiperceratose
palmo plantar.

Nao especifica
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Sindrome de
Rud

AutossOmica

Recessiva, mutagdes

no gene PAHX
ou PEX7

Nascimento ou

baixa estatura,
hipogonadismo,

infancia
Deficiéncia
mental,

epilepsia,

Ictiose Lamelar

Nao especifica

Sindrome de
Netherton

(Ictiose linear
circunflexa)

AutossOmica
Recessiva, mutacdes
no gene SPINKS.

Nascimento ou

Infancia
Tricorrexis
invaginata,

dermatite

atopica

Ictiose linear, leses
policiclicas ou
circinadas, cabelos
curtos e frageis
com defeitos estruturais,
Eritrodermia congénita
ou bebe coldidio.

Nao especifica

Doenca de
Conradi

Autossdmica
Recessiva

Nascimento ou
Infancia,
encurtamento
umero e fémur,
opacificagdo do
cristalino,
palato
alto

Descamacio em
redemoinho, lesdes
atréficas apds a cura

Nao especifica

Sindrome
CHILD

Ligada ao x

Nascimento ou
primeiras
semanas

Erotrodermia
ictiosiforme unilateral,
seguindo as linhas de
Blaschko

Nao especifica

Sindrome KID|

Esporadica,
mutac¢des no gene
GJB2-conexina 26

Infancia ou
nascimento
com
eritrodermia,
Surdez
neurosensorial,
ceratite,
foliculites,
otites,
pneumonias

Escamas finas, secas,
hiperceratose folicular

palmoplantar

espinulosa, ceratodermia

Nao especifica

recorrentes
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Nascimento ou

infancia,
miopatia,
p vacuolos Microscopia
Sindrome . . Semelhante a croscop
Autossomica lipidicos . . eletrdnica gotas
Dorfman . L Eritrodermia .
. Recessiva nos leucdcitos, L A lipidicas nas
Chanarin ~ ictiosiforme congénita
alteracdes membranas
gordurosas
hepaticas.Surdez
neurosensorial e
catarata
AutossOmica . Fotossensibilidade,
. Nascimento, ..
Recessiva, muta ictiose cabelos - -
P.IB.LD.S. ~ Aspecto .y Nao especifica
cdes no gene rogerdide quebradigoes, retardo
XPD ou XPB. prog neuromotor, baixa
fertilidade na estatura
Autossdmica Hiperceratose
. .| recessiva, mutagdes mais discreta,
Eritrodermia . e
... no gene de duas Nascimento, Escamas mais finas e acantose
ictiosiforme .o N . .
P lipoxigenases que bebé mais claras, melhora na | acentuada, maior
congenita nao . . g .
catalizam oxidagao coléidio Puberdade nimero de
bolhosa L. .
dos 4cidos graxos- mitoses na
ALOXE3, epiderme
ALOX12B
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Anexo 2 - Aprovacio do Comité de Etica

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
[~ Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
® (0_19) 3788-8936
FAX (0_19) 3788-7187
% www fem unicamp . br/pesquisa/etica/index html
B cepiafem unicamp.br
CEP, 04/08/05.
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 313/2005
CAAE: 0113.0.146.000-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO CLINICO, HISTOLOGICO E DE BIOLOGIA MOLECULAR DE
PACIENTES COM SINDROME DE SJOGREN-LARSSON™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Mariam Patricia Auada

INSTITUICAO: FCM - UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 13/06/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 28/06/06

I1- OBJETIVOS

Realizar correlagdao clinico, molecular e histologica dos pacientes com Sindrome de
Sjogren-Larsson.

111 - SUMARIO

Fardo parte do projeto nove pacientes acompanhados no ambulatorio de genodermatose
da FCM-UNICAMP, provenientes de familias ndo relacionadas. Estes pacientes serdo
submetidos a avaliagdo dermatologica, neurologica e oftalmologica, além de exame de
ressonancia magnética, com espectroscopia. Fardo também exames de sangue para extragio de
DNA e biopsia de pele para estudo histopatologico. Os mesmos exames serdo feitos com 21
pacientes controle, que serdo selecionados de pacientes ja agendados para cirurgia
dermatologica, menos a ressonancia magnética.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto parece bem elaborado e exequivel. O critério de selegio de pacientes e
controles esta claro. A pesquisadora respondeu a contento as questdes levatandas pelos
assessores e o TCLE esta adequado.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado
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O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item I'V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou Il apresentados anteriormente a8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 28 de junho de 2005.

Prof". Dr“.»éréno::‘l/ ﬁl'%ia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Sjogren-Larsson syndrome:
biochemical defects and follow up in three cases

Sjogren-Larsson syndrome is a rare disorder that consists of congenital ich-
thyosis and neurological symptoms due to an enzymatic defect of fatty alde-
hyde dehydrogenase in the fatty alcohol cycle. We report three cases of 5jo-
gren-Larsson syndrome in which the primary biochemical defect was
established in two patients (patient 2: 175 pmol/min/mg; patient 3:
103 pmol/min/mg protein enzimatic activity in fibroblasts in skin, while
normal controls were 8,860 + 1,624, n: 22 ). A dietary program was propo-
sed: reduced total fatty intake at 30% of total calories, n-3 and n-6 acids
(canola oil) as well as unsaturated fatty acids (*Milupan milk). Topical
keratolytic agents were used too. Good clinical course was observed in one
of the patients in whom dietary intervention was started in early infancy. In
the other two patients, who started the therapy later (five and three years
old), cutaneous symptoms were improved after treatment. (Key words: bio-
chemical defects, diet therapy, ichthyosis, neurologic abnormalities, Sjd-

e-mail: mavada@terra.com.br

1956 and 1957, respectively. They reported 28 cases

coming from Vasterbotten and Norrbotten provinces
in Sweden [1]. Consanguinity was established in 8 of
13 families in which both parents were known [1]. They
concluded that all Swedish cases could be determined by a
single mutation that occurred in one heterozygote gene
about 600 years ago [2]. In those provinces the incidence
of the syndrome had been estimated as 2.7 per
100,000 births [1, 3]. (The overall incidence in Sweden
was 0.4 per 100,000 births). The incidence worldwide is
estimated to be 0.4/100,000 [1, 3].
Sjégren-Larsson syndrome (SLS) is an autosomal reces-
sive disorder characterized by congenital ichthyosis, men-
tal retardation, spastic paraplegia or tetraplegia, speech
defects and epileptic type convulsions [4, 5]. Ophthalmolo-
gical abnormalities are said to occur in about 30 percent of
affected individuals and include glistening white dots loca-
ted in foveal and parafoveal regions, blepharites, conjunc-
tivitis, and punctate corneal erosions [4, 6]. Other leatures
of the syndrome reported in some patients are dental
and/or osseous dysplasia and hypertelorism [7]. Icthyosis
is usually present at birth, though neurologic symptoms
become apparent during the first or second year of life [4-
7

S jogren and Larsson first described this disorder in

Patients have been found to have impaired fatty alcohol
oxidation due to deficient activity of the fatty aldehyde
dehydrogenase (FALDH) component of the complex
enzyme fatty alcohol nicotinamide adenine dinucleotide
oxidoreductase (FAQ), which is necessary for the oxida-
tion of fatty alcohol to fatty acids. In most patients, plasma
levels of fatty alcohols (hexadecanol and octadecanol) are
increased. In addition the serum levels of certain polyunsa-
turated fatty acids decrease, especially the delta-6 desatu-

gren-Larsson syndrome.)

ration products of linoleic acid [8-10]. This defect in fatty
alcohol metabolism in the skin and the central nervous
system (CNS) is believed to be responsible for the clinical
manifestations [8-10].

The SLS is caused by a mutation in the ALDH3A2 gene
which encodes FALDH activity. It is located in 17pl1.2,
close to the neurofibromatosis-1 gene and consists of
10 exons and 9 introns and 31 kilobases [4, 11]. The DNA
for FALDH encodes a protein of 485 amino acids. This
protein has a hydrophobic carboxylterminal amino acid
sequence that is necessary for microsomal membrane
anchoring. Molecular studies revealed at least eight diffe-
rent mutations in the FALDH3A2 gene in SLS [5, 11].

We followed three cases of SLS. They are siblings and
their parents are consanguincous. A laboratory study was
done with measurement of FALDH activity in fibroblast
skin in two cases. Furthermore a dietary therapy was intro-
duced in an attempt to improve dermatological and neuro-
logic manifestation.

Cases report
Patient 1

A 5-year-old girl presented at birth erythematous and thic-
kened skin without other associated abnormalities. At
10 months of age she was hospitalized because of spasti-
city associated with delayed psychomotor development.
Currently she has a marked dark brown and lichenified
hyperkeratosis most prominent on the elbows and knees
(Fig. 1). Pruritus was the major problem for the mother.
Neurologic examination showed a pyramidal syndrome
that was more obvious in her lower limbs, diffuse hyperre-
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Figure 1. Patient I: Close-up of skin on the knees.

flexia and pseudobulbar syndrome. She understood simple
orders but she was mute. A severe diffuse leukodystrophy
was evident on the magnetic resonance imaging (MRI).
Ophthalmologic examination was normal. A biopsy speci-
men of the abdominal skin revealed orthokeratotic hyper-
keratosis, slight papillomatosis and acanthosis. The granu-
lar cell layer was conspicuous, but thin in some areas.
(Fig. 2).

Patient 2

The 3-year old sister of patient 1 was born with diffuse
redness of the skin, which gradually faded. During child-
hood, the skin became dry, with generalized itching and
yellow-brown hyperkeratosis. There was a lichenified
appearance of the skin of the abdomen and flexural areas.
The central face was spared. Ophthalmologic examination
was normal. She had a very ataxic gait and walked only
when supported. Pyramidal hypertonia was present. Intelli-
gence was delayed for her age and she was unable to
speak full sentences. Leukodystrophy was evident on MR.
A skin biopsy specimen of the abdomen showed hyperke-
ratosis, acanthosis, papillomatosis and a stratum granulo-
sum was present.

Patient 3

This male child, brother of patients 1 and 2, was born with
diffuse erythema and scaling of the skin (Fig. 3). Now he

Fs N L Y

Figure 2. Histopathological study of case 1 showing hyperke-
ratosis, papillomatosis and a thick granular cell layer.

e A 2 s - e

Figure 3. Patient 3 at 1 day of age with diffuse erythema and
scaling.

is 10 months old, his skin is thick but without hyperkerato-
sis. His neurologic and psychomotor development is nor-
mal so far.

Laboratory studies

FALDH activity in fibroblasts found in skin biopsies of
cases 2 and 3 was measured by Dr. W. Rizzo (Department
of Pediatrics, Medical College of Virginia, Richmond,
USA). These studies revealed reduced FALDH activity.
Patient 2 showed 175 pmol/min/mg and patient 3 showed
103 pmol/min/mg protein enzymatic activity while normal
controls were 8,860 + 1,624 (n = 22) (Table I).

Apéndices

152



Table 1. Fibroblast enzyme activity (pmol/min/mg protein)
of fatty aldehyde dehydrogenase
Patient Fatty Aldehyde Sjiogren-Larsson  Normal Controls
Dehydrogenase  Syndrome
(FALDH)

2 175 593 + 349 (n: 70) 8,860 £ 1,624 (n: 22)
range (62-1,928) range (5,859-12,060)

3 103 593 + 349 (n: 70) 8,860 = 1,624 (n :22)
range (62-1,928) range (5.859-12,060)

Treatment

Considering that the biochemical defect in SLS consists
mainly in increased fatty alcohol production, possibly
associated with fatty acid deficiency, we proposed the fol-
lowing dietary therapy: reduced fatty intake to 30% of
total caloric intake. To correct delta 6 desaturation pro-
ducts deficiency of linoleic acid, we supplemented the diet
with canola oil given orally and used as emollient, plus
high unsatured fatty acids using Milupan milk (percentage
of fatty acid content: docosahexaenoic acid — 0.3% and
arachidonic acid — 0.4%). The baby was breastfed up to
6 months of age and received two daily doses of cholesty-
ramine (2 grams), a bile acid-binding resin. At present
foods are cooked only in medium-chain triglyceride oil
(TCM). Topical keratolytic agents and moisturizing
creams are used to improve the ichthyosis.

Results

After therapy was introduced, the children have been follo-
wed for 12 months. In patients 1 and 2 skin symptoms of
ichthyosis improved greatly. Pruritus was markedly
decreased in all patients. But there was only slight clinical
neurologic improvement in patient 2 and no improvement
at all in patient 1. Patient 3 has not presented pronounced
ichthyosis like his sisters up to now and his neuropsycho-
motor development is normal. We hope that with the early
diet prescription, practised from his first month of life, this
child will have a better neurologic prognosis and improved
cutaneous ichthyosis.

Discussion

Since the original description in 1957, over 200 cases of
SLS have been reported all the world [1]. Based on our
observation we would like to emphasize the importance of
cutaneous clinical features to make the diagnosis of SLS in
the first six months of life, before the onset of neurologic
symptoms. Generalized ichthyosis is usually present at
birth and brings the patient to medical attention [4, 5]. A
true collodion-like membrane is rarely seen. In the neonatal
period the affected infants exhibit varying degrees of ery-
throderma, which tends to gradually fade with age [12].
The typical skin changes become evident during the first
months of life and fully developed ichthyosis is usually
present by one year. There is a generalized hyperkeratosis
more pronounced on the lateral sides of the trunk, neck,
flexural areas and lower abdomen, with marked pruritus [8,
12]. Thickened areas may be yellow to brown in color and

have a lichenified appearance with accentuated skin mar-
kings [11, 13]. The central face is spared, and ectropion is
rarely present [4, 13]. There is no loss of eyelashes or eye-
brows. The nails and scalp are normal [14]. The palms and
soles may be involved, but usually only to a slight degree.
The ability to sweat is generally normal [5]. Clinical dis-
tinction from other autosomal-recessive ichthyosis pheno-
types (e.g. lamellar ichthyosis or congenital ichthyosis ery-
throderma) may be difficult until the CNS or ocular
manifestations of the syndrome are expressed [4, 5, 12].
Histologically, orthokeratotic hyperkeratosis, acanthosis
and papillomatosis can be observed in the epidermis. The
horny layer shows a basket-weave appearance. The granu-
lar cell layer may be slightly thickened or not. The subepi-
dermal blood vessels are somewhat dilated, accompanied
by a little infiltration of round cells. On the other hand,
uninvolved skin is almost normal [15, 16].

Neurologic symptoms include severe mental retardation,
abnormal reflexes, muscular hypertonia and leg paresis.
Spasticity becomes apparent between 4 and 30 months of
age. The symptoms progress slowly and usually stabilize.
Mental retardation is often severe and parallels the extent
of spasticity. Computerized tomography (CT) scan does
not show any suggestive features, but severe leukodystro-
phy is evident on MR scans. This has been confirmed in
neuropathological studies, which demonstrate loss of mye-
linated axons in the central cerebral white matter, corticos-
pinal and vestibulospinal tracts [14, 17]. Loss of neurons
in the cortex and basal ganglia has also been described.
Speech deficits are frequently observed and are related to
the spastic disorder [14, 17, 18]. Seizures are not infre-
quent. Short stature is not primary but results from neuro-
logic impairment [4, 14, 17].

In 1988, Rizzo et al. found that the oxidation of fatty alco-
hol in patients is impaired for the deficiency of FALDH
and FAO [9]. FALDH is a complex enzyme which first
catalyses fatty alcohol to fatty aldehyde (fatty alcohol
dehydrogenase, FALDH) and then fatty aldehyde to fatty
acid (FALDH) [19]. Subsequent studies confirmed these
enzymatic deficiencies in cultured skin fibroblasts and leu-
kocytes and demonstrated fatty alcohol accumulation
(hexadecanol and octadecanol) in plasma [8, 10, 20]. Fatty
alcohol is a substrate for the biosynthesis of wax esters in
the skin and glycerol ether lipids in myelin [10, 20, 21].
This enzyme defect is specific to SLS and is not seen in
other forms of neurocutaneous diseases [19].

Once SLS was considered to be due to an inborn error of
metabolism, several studies established a dietetic therapy
for SLS patients, aiming at the primary biochemical defect
to block the exogenous admission of toxic substances
(long-chain fatty alcohol) [8, 22]. Unfortunately many of
these studies had only partial or no success at all. This
may be attributed to the heterogeneity of genetic mutation
or to the fact that the diet was recommended after the chil-
dren had reached a certain age (the youngest patient star-
ted it when he was 5 months old) [8, 22].

Recently Willemsen er al. [23] demonstrated the role of
FALDH in the leukotrienes metabolism through the degra-
dation of leukotriene B4 (LTB4). They are synthesized
from arachidonic acid via the 5-lipoxygenase pathway and
are proinflammatory mediators. Elevated concentrations of
the highly active metabolites LTB4 could contribute to the
pathogenesis of SLS [23-25]. Analyses of urinary LTB4
metabolites offer a new and non invasive diagnostic tool
for SLS [23-25]. Moreover, the discovery of the role of
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leukotriene B4 in SLS symptoms opened the way to the
development of a new therapeutic strategy, i.e.,
S-lipoxygenase inhibition. Willemsen et al. [24] treated
one patient with zileuton, a medicine previously used in
asthma, that blocks the synthesis of LTB4 by inhibiting 5-
lipoxygenase, with slight beneficial effects, such as a
decrease of pruritus. However, the pathophysiological
significance of LTB4 in SLS is not well established. Its
concentration is also elevated in patients with other neuro-
logical diseases, as meningitis and toxoplasmic encephali-
tis [23].

Some patients were treated with acitretin; ichthyosis and
pruritus were markedly improved. Retinoids exert their
effects on gene expression in the nucleus via cellular reti-
noic acid receptors. Patients with ichthyosis lamellar trea-
ted with acitretin had their clinical improvement associated
with an increase in the expression of involucrin, the major
component of the cornified envelope cell. Further studies
at tissue level are needed to improve therapeutic options
[8, 26, 27].

In patients 1 and 2 cutaneous features were improved,
especially the pruritus that was the major problem for their
mother. However, favorable changes were observed in
neurologic symptoms in patient 2 after one year of dietary
manipulation. At this moment, she seems to be more
receptive to environmental contact and exhibits an impro-
ved corporal posture. However dietary treatment was star-
ted too late, at five years old for patient 1 and three years
old for patient 2, when there was already a severe neurolo-
gic impairment. We hope to have some therapeutic success
with patient 3, as he has had dietary counseling from birth.
His neuropsychomotor development is normal to date, as
is his skin, which, although dry, does not present obvious
ichthyosis. It is necessary to remember that a high propor-
tion of the fatty alcohols in the human body is not inges-
ted, but rather produced by endogenous lipogenesis. Fur-
thermore, the severity of neurologic symptoms shows
considerable variation [11]. Thus, the beneficial effect of
the dietary treatment cannot be assured even for the youn-
gest patient.

Early diagnosis of SLS based on specific findings offers
possibilities of developing the earliest therapeutic
approaches and the dietary therapy proposed should be tes-
ted in more patients, before a negative conclusion be assu-
med. The precise relationship between the FALDH defect
and clinical symptoms is not clear and little is known about
the effects of fatty alcohol accumulation in skin and CNS. l

Article accepted on 8/1/02
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Sjogren—Larsson syndrome (SLS; OMIM 270200) is an auto-
somal recessive disorder characterized by the presence of pru-
ritic ichthyosis, mental retardation, spastic diplegia or
tetraplegia, retinal perimacular ‘glistening white dots’ and
photophobia.' SIS is caused by mutations in the ALDH3A2
gene, which codes for fatty aldehyde dehydrogenase (FALDH),
a microsomal enzyme that catalyses the oxidation of medium-
and long-chain aliphatic aldehydes.” More than 70 mutations
have been identified in this disease.® Most mutations are
unique to each SIS family, but several common i

Total genomic DNA was extracted from blood using stand-
ard phenol-chloroform methods. ALDH3A2 exons and their
flanking sequences were amplified by polymerase chain reac-
ton (PCR) and sequenced.” To detect the c.1108-1G — C
mutation more conveniently, exon 8 was digested with Ddel
according to the manufacturer's instructions and restriction
products separated by agarose gel electrophoresis. ALDH3A2
haplotypes were determined using four intragenic single nuc-
leotide polymorphisms as described.? FALDH enzyme activity
was d in cultured skin fibroblasts.*

have been reported among patients from Europe and the Mnd

dle East. In the first molecular genetic analysis of a cohort of
patients with SLS from Brazil, we now report a common dis-
ease-causing ALDH3A2 mutation, delineate its associated phen-
otypic spectrum and describe a diagnostic screening test using
restriction enzyme digestion.

Case and methods

Nine patients with SLS from three apparently unrelated Brazilian
kindreds native to the south and southeastern part of the country
were studied. Patients 1, 2 and 3 were previously reported* and
gui parents; f 4, 5and 6 are sis-
ters and patients 7 and 8 are their cousins. Patient 9 was also
born to first cousins. Blood specimens, skin biopsies and clinical
data were collected after obtaining informed consent and with
approval by the Institutional Review Board.

were bomn to

Results and discussion

Biochemical and molecular characterization

All patients had <10% of normal FALDH enzyme activity in
cultured skin fibroblasts (Table 1). Sequencing of the ALDH3A2
gene revealed a homozygous c.1108-1G — C mulation in
intron 7 of all of the affected individuals. Their parents were
heterozygous for the mutation, except for the parents of
patient 9 who were not tested. The ¢.1108-1G — C mutation
abolishes a Ddel restriction enzyme cut site in the wild-type
gene. Ddel digestion of a 275-bp PCR product of exon 8 and
its flanking intron 7 sequence yielded a 181-bp fragment from
normal control subjects, but a 263-bp fragment from the
patients with SLS (Fig. 1b). This constitutes a convenient
screening test for the mutation. Haplotype analysis of the
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Table 1 Clinical, histological and enzymatic findings in the patients with Sjégren—Larsson syndrome
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Fig 1. Mutation detection and appearance of the ichthyosis in the Brazilian patients with Sjogren—Larsson syndrome. (a) The antecubital region of
the arm (patient 5) shows thickened skin markings, and a posterior view of the neck (patient 4) shows a marked yellow-brown lichenified
hyperkeratosis. (b) The ¢.1108-1G — C mutation abolishes a Ddel restriction enzyme cur site in the wild-type gene. Digestion of a 275-bp DNA
fragment of intron 7/exon 8 with Ddel restriction enzyme demonstrates the ¢.1108-1G = € mutation. The control DNA was cut into three
fragments (181 + 82 + 12 bp), whereas the mutation eliminates a Ddel cur site, resulting in formation of 263-bp and 12-bp fragments. The
smaller DNA fragments have run off the gel and are not visualized. Lane M, molecular weight markers; lane PCR, undigested DNA; lanes C, 4, 5,
6 and 9, control DNAs digested with Ddel: lanes 1, 2, 3, 7 and 8, digested DNAs from patients 1, 2, 3, 7 and 8, respectively. Numbers to the

right of the gel indicate the size of the DNA fragments in bp.

ALDH3A2 gene showed that patients from each family were
homozygous for haplotype 1 (see Rizzo a al.?).

The c.1108-1G — C mutation alters the splice acceptor site
at the junction of intron 7 and exon 8. Like many exons, exon
8 does not end between codons, but rather ends with part of
a codon, which is completed when exon 8 is spliced to exon
9. Consequently, skipping of exon 8 results in a frameshift of
all subsequent codons in exon 9 and 10. The results of this
mutation, as previously reported,” are two abnormal mRNA
transcripts. One transcript is missing exon 8 and is predicted
to cause a deletion of amino acids 370-403 with frameshift
and premature termination of translation, whereas the other
transcript is missing exons 8 and 9, which leads to deletion of
amino acids 370-481." Both abnormal proteins should be
devoid of catalytic activity, because they are missing amino
acid residues that are critical for forming the catalytic domain
and binding of the protein to the microsomal membrane. The
small amount of residual FALDH activity in our patients with
SIS is probably due to the presence of another related alde-
hyde dehydrogenase enzyme.®

In addition to our Brazilian patients, a 28-year-old SIS
proband from Spain has been reported with the 1108
1G — C mutation, also associated with haplotype 1.7 As the
Brazilian patients have the same intragenic ALDH3A2 haplo
type, it is tempting to speculate that a common ancestor
carrying the c¢.1108-1G — C allele migrated to Brazil from
the Therian Peninsula of Furope in the 16th century and
that subsequent inbreeding, as seen in each of our three
families, resulted in the appearance of homozygous patients
with SLS.

Clinical and histological features

The relationship between the ALDH3A2 genotype and the clin-
ical phenotype of SIS has been difficult to establish, because
most multations arc unique for each family and typically affect
only one or two siblings. Except for the Swedish patients with
SIS who are homozygous for ¢.943C = T, no swudies have
examined a large group of patients with the same genotype.®
Our Brazilian patients therefore provide a unique opportunity
to define the phenotypic variation associated with c.1108-
1G> C

The clinical and histological data on the nine patients with
SIS are summarized in Table 1. In general, the patients exhib-
ited a moderate-to-severe form of SLS with respect to mental
retardation, spastic diplegia and ichthyosis. Within this pheno-
typic context, patients varied, even within a family, in the
presence of pruritus, thickness of the granular layer, retinal
glistening white dots and photophobia. All of our patients had
moderate-to-severe ichthyosis with marked yellow-brown and
lichenified hyperkeratosis (Fig. 1a). Pruritus was present only
in six patients. Histologically, the cutaneous pathology
revealed variation in the nature of the hyperkeratosis (focal,
compact or loose) and the thickness of the granular layer. Ma-
cular glistening white dots, which are a pathognomonic fea-
ture of SIS,' were seen in only two of our patients. Four of
six patients who had photophobia did net have glistening
dots, suggesting that more subtle macular changes are respon-
sible for the photophobia in SLS.

In summary, our Brazilian patients with SLS possess a com-
mon mutation that can be easily detected by Ddel digestion.

© 2006 British Association of Dermatologists @ British Jounal of Dermatology 2006

Apéndices

157



Bl Sitgren-Larsson syndrome in Brazil, M.P. Auada et al.

The patients exhibit a strikingly similar moderate-to-severe
neurocutaneous phenotype in which variation in cutaneous

and ocular symptoms may be ascribed to unknown genetic =

and/or environmental factors.
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Texture Analysis of the Epidermis Based on Fast
Fourier Transformation in Sjogren-Larsson

Syndrome

Mariam P. Auada, Randall L. Adam, Neucimar J. Leite, Maria B. Puzzi,
Maria L. Cintra, William B. Rizzo, and Konradin Metze

OBJECTIVE: To investigate whether image analysis of
routine hematoxylin-eosin (H-E) skin sections using fast
Fourier transformation (FFT) could detect structural al-
terations in patients with Sjégren-Larsson syndrome
(SLS) diagnosed by molecular biology.

STUDY DESIGN: Skin punch biopsies of 9 patients
with SLS and 17 healthy volunteers were obtained. Dig-
ital images of routine histologic sections were taken, and
their gray scale lnminance was analyzed by FFT. The in-
ertia values were determined for different ranges of the
spatial frequencies in the vertical and horizontal direc-
tion. To get an estimmation of anisotropy, we calculated
the resultant vector of the designated frequency ranges.
RESULTS: In the prickle cell layer, SLS patients showed
more intense amplitudes in spatial structures with peri-
ods between 1.2 and 3.6 (m in the vertical direction,
which corvelated in part with accentuated nuclei and nu-
cleoli and perinucleolar halos in the H&E sections. In a
linear discriminant analysis, the variables derived from
the FFT images correctly discriminated 84.6% of the pa-
tients. Texture features derived from te gray level co-

occurrence malrix were not able to separate the groups.
CONCLUSION: Exploratory texture analysis by FFT
was able to detect discrete alterations in the prickle cell
layer in routine light niicroscapy slides of SLS patients.
The structural changes identified by FFT may be related
to abnormal cellular components associated with aber-
rant lipid metabolism. (Anal Quant Cytol Histol
2006;28:000-000)

Keywords:

Sjogren-Larsson syndrome (SLS; OMIM#270200) is
a rare autosomal recessively inherited form of
ichthyaosis associated with mental retardation, spas-
tic diplegia, speech defects and ophthalmologic ab-
normalities.! The ichthyosis usually has a congeni-
tal onset and precedes the appearance of the
neurologic symptoms. Patients typically exhibit
generalized hyperkeratosis, which is accentuated
on the flexures, neck and the lower abdomen. SLS is
an inborn error of lipid metabolism caused by mu-
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tations in the ALDH3A2 gene that codes for the mi-
crosomal enzyme fatty aldehyde dehydrogenase
(FALDH).23 This enzyme catalyzes the oxidation of
medium- and long-chain aliphatic aldehydes to
fatty acids.* Patients with SIS have FALDH defi-
ciency in a variety of tissues, including cultured
skin fibroblasts, cultured keratinocytes, leukocytes,
intestinal mucosa and skin biopsies 24~ The patho-
genesis of the ichthyosis in SLS is not yet under-
stood, but it is thought to be due to the accumula-
tion of fatty aldehydes and their precursor lipids,
including fatty alcohol.! Histologic examination of
the epidermis in SLS shows hyperkeratosis, papil-
lomatosis and acanthosis. The stratum corneum
may have a basket-weave appearance, and the
granular layer may be slightly thickened.®' On
light microscopy examination, clearly visible epi-
dermal abnormalities are seen in the stratum
corneum and to a much lesser extent in the stratum
granulosum. Cytologic abnormalities in the prickle
cell layer have been seen only by electron mi-
croscopy, but not by light microscopy.

Modern methods for texture analysis of tissues
can reveal discrete alterations not visible to the
human eye.''?! One of these texture analysis tech-
niques is fast Fourier transformation (FFT). The
French scientist . B. Fourier mathematically de-
scribed the harmonic nature of waves and demon-
strated that any “irregular” continuous function
could be interpreted as a sum of sine and cosine
waves.22 Fourier transformation has been widely
used for the analysis and treatment of communica-
tion signals, but can also be applied to the descrip-
tion of images, because regularly organized rela-
tionships between picture elements may be
interpreted as cyclic, harmonic events. This method
can calculate orientation, periodicity and spacing
based on architecture of collagen bundles and has
been successfully applied in dermatopathology as
an objective and reproducible method.1.15-16:19.21

The aim of this study was to analyze whether FFT
could be used in an exploratory way to detect alter-
ations in the prickle cell layer of routine light mi-
croscopic tissue sections.

Materials and Methods
Patients

For this prospective study, 5-mm skin punch biop-
sies were collected from 9 patients diagnosed with
SLS (6 biopsies from the abdomen and 3 from the
forearm). As a control group, biopsies were ob-
tained from the same topographic sites from 17 vol-

Analytical amd Quantitative Cytology and Histology®

unteers of similar age during routine surgery for
skin tumors. Skin biopsies were also obtained for
establishing fibroblast cultures using standard
methods. The study was approved by the institu-
tion’s ethics committee, and all subjects or their
legal representatives gave their written informed
consent.

SLS was confirmed by molecular biologic analy-
sis. Total genomic DNA was extracted from 10 mL
of peripheral blood using standard phenol-
chloroform methods. ALDH3A2 exons and their
flanking DNA sequences were amplified by PCR
using primers as described.® The DNA sequences
were determined by automated sequencing and
compared to that of the reference DNA sequence of
the ALDH3A2 gene (GenBank accession number
NM_000382). The mutation was described using
c¢DNA nomenclature. FALDH enzyme activity was
measured in cultured skin fibroblasts.?

Fragments of the skin biopsy samples were rou-
tinely formaldehyde-fixed and paraffin-embedded,
and 5-pm sections were stained with hematoxylin-
eosin (H-E).

Image Acquisition

From each subject, 10 horizontally orientated bit-
map images (size 48 x48 pm, equivalent to 480> 480
pixels) were randomly taken of the stratum spin-
osum layer using the Kontron Zeiss KS300 system
(0.1 pm/pixel spatial resolution; 1.25 numerical
aperture; 100x oil immersion objective). Only the
prickle cell layer of suprapapillary epidermis was
captured with the best focus, that is, when the nu-
clear outlines of the keratinocytes are clearly distin-
guishable. The analysis was done by one examiner
(MPPA) blinded to the diagnosis'. The images were
converted to grayscale format with levels of lumi-
nance ranging between 0 (absence of light) and 255
(very bright), using a human-perceptually homoge-
neous scale of luminance 2 To compensate for vari-
ations of the staining procedure, the histograms of
all images were submitted to a normalization
process, reaching a mean luminance of 127 and 5D
of 30 gray values.

Fast Fourier Transformation

We created a pseudo-three-dimensional “land-
scape-like” representation using the gray level (lu-
minance) of each pixel (picture element) as the
height of a z-axis (Figure 1A and B), which is now
interpreted as the result of many different overlap-
ping harmonic functions. Applying the FFT algo-
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Figure 1 Original image of normal prickle cell layer (A), in the pseudo-3-dimensional representation (8) and as speciral representation
after FI'T (C), which shows a huge number of pairs of points, representing all of the harmonic waves composing the original image (A).

rithm, we transformed cach “hidden” wave of the
original picture into a pair of picture elements (pix-
els) in the transformed (FFT) image, point-symmet-
ric to the center of the FFT image. The direction of
the harmonic function represented by the two pic-
ture elements is the line between the points, their
distance to the center of the transformed image is
the spatial frequency and their luminance is pro-
portional to the amplitude of the harmonic wave,
that is, the difference between maximal and mini-
mal gray values of the harmonic function. Thus,
each point-symmetric pair of pixels in the trans-
formed image represents a harmonic function in the
original image. The set of all pixel pairs of the FFT
image represents the sum of the corresponding har-
monic functions in the original picture. A mean fil-
ter smoothing was applied to avoid artifacts (alias-
ing effects) in the FFT image caused by the edge
borders of the original image.?*? This allowed de-
riving from the FFT image precise information
about these harmonic components (Figure 1C).

To obtain useful information we calculated the
inertia values, which are equivalent to the ampli-
tudes of the harmonic waves, which built up the mi-
croscopic image. Higher amplitudes are equivalent
to a more contrasted, repetitive pattern in the mi-
croscopic image of the epidermis.

Because the epidermal architecture contains pre-
dominantly horizontally and vertically arranged
cells, we analyzed the amplitude values in horizon-
tal and vertical sectors in 30-degree angles. Each
sector was subdivided into 6 frequency ranges,
from zero to 5 pm! (or spatial periods between in-

finity and 0.2 pm, respectively), which were com-
pared between control patients and patients with
SLS by the nonpaired Student's  test (p =0.05). Cor-
relations were evaluated by the Pearson test.

To get an estimation of anisotropy, that is, an es-
timate of the variation of the amplitude of waves
along axes in different directions, we calculated the
resultant vector of the designated frequency ranges
(Figure 2).

The length of resultant vector is given by:

R=V (); g,sin2a)* + (; g; cos2a,)?

where i indicates the i-th vector, which represents a
pixel in the right half of FFT image; the angle ¢ is
the direction of each vector defined by the line be-
tween the center of the FFT image and the pixel
(u,v;) (Figure 2), equivalent to arctan (v;/1¢,); g;is the
gray value of the pixel in the FFT, defined by:

&=V 2+ v2)(R(w, v) + 1w, v)2) =d.| Eu ) |

which indicates the amplitude (in gray values) of
the harmonic function at (u,v,) in the FFT image;
R(u,v;) and I(u,v,) represent, respectively, the real
and imaginary parts of the complex value at pixel
(1,,v,) in the Fourier-transformed representation; d
is the distance between the pixel (1r,v)) to the center
of the FFT image.

The size of the resultant vector of a certain fre-
quency range (ring) in the FFT image is a measure
of the anisotropy. This value is low if harmonic
waves of equal amplitude would be represented in
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Center of the
Transformed
Image

Figure 2 Resulant vector caleulated in a certain frequency
range (1, 2 and 3 represent gray values of three pixels of the FFT
image). The bold arrow is the resultant vector of these vectors.

each direction of the original image, and high when
there is predominance of a certain direction, for ex-
ample several vectors in parallel. Furthermore, we

Analytical and Quantitative Cytology and Histology®

tested the discriminative power of the different tex-
ture variables by a linear discriminant analysis,
where we determined the importance of each vari-
able to “predict” the correct diagnosis. To obtain a
more realistic classification matrix, the leave-one-
out method (also referred to as the “jack-knife” pro-
cedure) was applied, whereby each subject is classi-
fied according to the remaining (n-1) cases. This
procedure was regarded as the method of choice
considering our relatively small sample sizes.
When necessary, the logarithmic functions were
performed on the variables to obtain normal distri-
butions for the discriminant analysis. 2527 SPSS and
WINSTAT software programs were used. Finally,
to investigate whether the elements of the image
could influence the FFT-derived variables, the
number of nuclei per image was counted. Further-
more the texture features of the gray values were
analyzed. For this purpose the following variables
derived from the gray value co-occurrence matrix
were calculated according to Haralick et al®: angu-

Table | Patient Data
Age Sex Biopsy site Resultant vector (region 6) Predicted diagnosis
Patients with S5LS
1 6 I T 62.0 5L
2 8 F T 35.0 Naormal
3 14 F | 199.7 SLS
4 25 F T 50.8 SLS
5 27 ! F 45.2 SLS
6 29 F F 59.3 SLS
T 10 F T 468 SLS
8 4 %) T 48.2 SLS
] 4 M I 303 Normal
Controls
10 10 F T 108 Mormal
1 21 F F 16.4 Normal
12 10 F | 45.0 SLS
13 25 F T 30.7 Norinal
14 12 F T 36.3 Mormal
15 13 F T 216 Normal
16 17 M T 25.6 Normal
17 40 F I 339 Normal
18 36 M F 38.4 Normal
19 17 M T 344 Normal
20 11 M 1 26.2 Normal
21 12 F T ns Mormal
22 9 F T 26.8 MNormal
23 10 F 1 38.60 Normal
24 25 M T 34.2 Normal
25 9 M F 54.3 5LS
26 1 M F 29.7 Normal

SLS group: patients 1-9; control group: patients 10-26; age in years; anatomical site of biopsy: T, trunk; F, forearm. The length of the resultant vecior of
region 6 (0.6-0.72 pm) in arbitrary units. The last column with the result of the discriminant analysis after jackknife procedure based on the resukant vector of

reglion 6.
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Figure 3  Light microscopic examination of the prickle cell layer of a control person (A) and a patient with 5LS (B). Note the clear halos
around the nuclesli (*), contrasting sharply with the dark nucleoli in (B).

lar second moment, inertia, local homogeneity, en-
tropy, contrast, inverse difference moment, diago-
nal moment, second diagonal moment, mean, stan-
dard deviation, coefficient of variation, sum
average, cluster shade, cluster prominence and
product moment.

Results

The 9 patients with SLS (4 male and 5 female) were
from 3 families. Their mean age was 14 years
(range, 4-30). The control group comprised 17
healthy subjects (7 males and 10 females), with a
mean age of 16 years (range, 9-40) (Table I).
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Diagnosis of SLS was confirmed by enzymatic
and genetic means. All patients with SLS had <10%
of normal FALIDH enzyme activity in cultured skin
fibroblasts. Sequencing of the ALDH3A2 gene re-
vealed a homozygous ¢.1108-1G>C mutation in in-
tron 7 of all of the affected individuals.

All patients with SLS showed generalized
ichthyosis with marked yellow-brown lichenified
hyperkeratosis around the neck and the joints. His-
tologicexamination of the skin showed hyperker-
atosis, papillomatosis and acanthosis of the epider-
mis. The prickle cell layer varied from 1.5-4 cell
layers. Only 3 patients exhibited a basket-wave pat-
tern in the stratum corneum. Nuclei and nucleoli
appeared larger in the spinous layer of normal skin
compared to SLS skin and also exhibited frequent
perinucleolar halos (Figure 3). The nuclear mem-
branes in the SLS cells appeared thickened. Striking
differences in the architecture of the lower epider-
mal layers were not evident, but some simoothing of
the rete ridges was found in SLS skin.

In control patients the mean number of nuclei per
image was 18.7 (range, 14.5-23) and in patients with
SLS it was 21.1 (range, 16.2-30.6), but the difference
was not statistically significant. There was no corre-
lation between the number of nuclei per picture and
the age of the patients. Analyses based on the gray-
level co-occurrence matrix did not discriminate be-
tween groups, because none of the Haralick texture
features revealed significant differences. When ex-

amining the Fourier-derived variables the direction
showed to be important. Texture analysis did not
reveal statistically significant differences between
the frequency regions in the horizontal direction
(Figure 4). Yet significant differences were found in
the vertical direction, corresponding to rings 2 to 3,
or, in other words, spatial periods (wave length) of
1.2-3.6 pm (Figure 5). In the vertical direction there
were also significant differences between the result-
ant vectors in the regions 4-6, equivalent to spatial
periods between 0.6 and 1.2 um (Figure 6). The best
discriminating variable was the length of the result-
ant vector of region 6, equivalent to spatial waves of
0.6-0.72 pm, predicting the correet diagnosis in 84%
of the patients with SLS. Since this result did not
change after the jackknife procedure, it represents a
stable model (Table I).

Discussion

The wide phenotypic heterogeneity within the con-
genital ichthyoses and the lack of diagnostically
distinct features on light microscopy of the skinis a
difficult problem for the surgical pathologist. In
SLS, the epidermis shows acanthosis, papillomato-
sis and hyperkeratosis, sometimes with a basket-
weave appearance to the stratum corneum and
slight thickening of the granular layer.® ! There-
fore, the histologic features of SLS are not patho-
gnomonic and other diagnostic approaches such as
biochemical or molecular genetic studies are usual-
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ly necessary. In this context, quantitative assess-
ment of routine histologic slides may be useful.
Since morphologic alterations reflect physiologic
changes in cell functions, quantitative histologic
analysis could be helpful for the diagnosis and un-
derstanding of the pathophysiologic mechanisms.

Quantitative analysis of epithelia is usually per-
formed by isolated analysis of its cellular ele-
ments.?-% Moreover the cellular elements must be
isolated by segmentation, which is not yet a stan-
dardized procedure® 42 and thus modifies the final
results. In contrast, we were interested in analyzing
changes of the whole tissue architecture without
previous selection of elements. This is possible by
extracting features of the gray-level co-occurrence
matrix by fractal or Fourier analysis.?*#* Fourier
analysis may be used for the characterization of nu-
clear shape,** and in dermatopathology it has
shown to be a precise and reliable method for the
evaluation of the collagen texture 1114

In our study we showed its usefulness for the de-
tection of subtle architectural differences in the
prickle cell layer of patients with SLS compared
with normal skin. None of the Haralick texture fea-
tures was able to separate the two entities, but with
only one Fourier-derived variable we could dis-
criminate in 84.6% between patients and controls. A
major question to address is the morphologic
equivalent of the differences detected by the FFT.

The normal epidermis has an anisotrapic, highly or-
ganized structure of horizontal layers parallel to the
basal membrane, thus permitting an analysis by
FF1. During epidermal differentiation, cell migra-
tion mainly occurs in the vertical direction in the ep-
ithelium. The cell architecture is highly organized,
predominantly in the vertical and horizontal layers,
which was the main reason for our FFT study in
these two directions.

Electron microscopy studies of the skin in pa-
tients with SLS revealed the presence of enlarged
and misshapen lamellar bodies in the cytoplasm of
keratinocytes in the granular and prickle cell lay-
ers.”45 In addition, abnormal lipid inclusions were
observed, probably derived from intracellular or-
ganelles. Our study revealed more accentuated
rhythmic structures in patients with SLS of a spatial
wavelength of 1.2-3.6 pm in the vertical direction
but not in the horizontal direction. The amplitudes
were larger in the SLS group, corresponding to
greater nuclear and nucleolar volumes, higher
numbers of nucleoli with perinucleolar halos and
focal increase in nuclear membrane thickness of
keratinocytes in these patients. Additional structur-
al changes in subcellular organelles seen only with
electron microscopy may also contribute to our FTT
results.

Concomitantly, the structures were more aniso-
tropic (spatial range, 0.6-1.2 pm). This may be due
to the observed flattening of the epidermis in pa-
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tients with SLS, which increases the parallelism of
the cells and their nuclei. Furthermore, patients
with SLS show thickened nuclear membranes and
prominent nucleoli, with perinucleolar halos, all
structures that enhance the spatial periods in the
1.2-3.6 pm range. This may be explained by the
higher rate of DNA synthesis occurring in SLS epi-
dermis, which is associated with a faster production
of the horny layer and a 3.5-fold increase in the rate
of cell turnover compared to normal.4® Thus, SLS
and some other forms of ichthyosis, such as epider-
molytic hyperkeratosis and congenital nonbullous
ichthyosiform erythroderma, are classified as hy-
perproliferative forms of ichthyosis. The finding
that the differences were detected only in the verti-
cal, but not in the horizontal, direction may be ex-
plained by the fact that many nuclei reveal a flat-
tened ellipsoid form and the nuclear alignment was
more pronounced in the horizontal than in the ver-
tical direction. In other words, keratinocyte nuclei
are positioned more parallel to the basement mem-
brane and do not grow as distinct columns in the
epidermis.

~ In summary, texture analysis by FFT of the whole
epidermis is an objective explorative method that
detects discrete alterations in the prickle cell layer
in routine light microscopy slides of patients with
SLS.
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