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Introducao A ML B i ¢ WG g T
A leucodistrofia metacromatica (LDM) é uma doenca lisossOmica de
deposito, de heranca autossdmica recessiva, caracterizada por degeneracao
progressiva da mielina e perda axonal no sistema nervoso central e periférico. A
LDM é causada pela deficiéncia da enzima arilsulfatase A (ARSA), enzima 1 '
responsavel por catalisar a hidrolise de esfingolipidios sulfatados. Essa ! | -
deficiéncia leva ao acumulo intralisossémico do substrato ndo degradado.) A Il l JL |

LDM e dividida em tres formas cllnlcas, de acordo com a idade de INiclo, a Figura 1. Sequenciamen , tiIizando primer forward, do primeiro caso-

gravidade e progressao dos sintomas: a forma infantil tardia, a forma juvenil e a indice, demonstrando que o paciente é um heterozigoto composta para as
forma adulta. @ mutacOes c.459+1G>A (A) e a mutacdo p.G127R (B), sendo a mutacao
c.459+1G>A de origem paterna (C) e a mutacdo p.G127R de origem materna

A deficiéncia enzimatica é causada por mutacoes no gene ARSA, o qual se (D).
localiza no locus 22913.33 e esta dividido em oito éxons distribuidos ao longo AN ¢ O
de 3.2kb de DNA gendmico.® Varias mutacdes foram descritas até o0 momento e rere e e e e e e
e associadas a LDM. Além disso, duas mutacOes nesse gene estao associadas

a uma condicdo denominada Pseudodeficiéncia de Arilsulfatase A (PD-ASA),
gue se caracteriza por deficiéncia enzimatica de ARSA in vitro em individuos
normais, isto €, sem manifestacdes fenotipicas.®
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O objetivo desse estudo foi identificar as mutacdes em Figura 2. Sequenciamento de DNA, utilizando primer forward, do segundo caso-
A . . : ;. : - indice, cujo paciente € homozigoto para a mutacdo c.459+1G>A (A) e a
trées familias com analise bIOC]UImICa para LDM e identificar confirmacao da presenca da mutacéao no alelo paterno (B) e no alelo materno (C).

as alteracOes associadas a PD-ASA.

O caso-indice da terceira familia foi identificado como

Materiais e Métodos homozigoto para a mutacdo p.P426L  (gendtipo
p.P426L/p.P426L), localizada no éxon 8 (Figura 3). Essas
— mutacoes foram também identificadas nos pais desse
ESssnteide paciente. Entretanto, o pai do paciente também é portador

Coorte * Respectivos pais e irmaos - ~
: Total de 11 pessoas das alteragcoes para PD-ASA (alteragcoes p.N350S e
c.1524+95A>G). O irmao do paciente é heterozigoto para as

alteracOes do alelo de PD-ASA, apresentando atividade

B n e - omL de sangue com EDTA =~ baixa da atividade enzimatica de ARSA.
DNA » Através da técnica de precipitacdo em excesso de

sais®)

@IIEilez[e=[0l8N » Através do método espectrofotdmetro NanoDrop

* Amplificagcdo dos oito éxons do gene ARSA,
utilizando 4 pares de primers especificos

 Resultados da amplificacao foram avaliados
atraves de gel de agarose 1,2% (p/v)

Figura 3. Sequenciamento de DNA, utilizando primer reverse, do terceiro caso-
indice, cujo paciente € homozigoto para a mutacao p.P426L (A) e a confirmacao
da presenca da mutacdo no alelo paterno (B) e no alelo materno (C) (primer

Purificagao « Amplicons purificados por ExoSAP-IT forward).
| _ | | Conclusoes
* Amplicons purificados sequenciados usando o kit
BigDye Terminator v.3.1 : : A : ~
SELIELERERIGE « Produtos do sequenciamento purificados e analisados O presente trabalho enfatiza a importancia da realizagcao
por eletroforese capilar no ABI 3130x/ Genetic da andlise molecular em casos com suspeita clinica de LDM

Analyser : ~ : ;.
para confirmacdo dos resultados bioquimicos e para

esclarecer todas as alteracdes presentes no gene ARSA em
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Resultados uma familia.
Esses dados sao essenciais para o0 aconselhamento

O genaotipo do primeiro caso-indice foi determinado como genético, assim como para identificacdo de portadores e para
c.459+1G>A/p.G127R (Figura 1). Essas duas mutacOes o oferecimento de medidas terapéuticas, como a eventual
estdo localizadas no éxon 2 do gene e a mutacao necessidade de realizacdo de um diagnostico pré-natal ou
c.459+1G>A foi transmitida pelo alelo paterno enquanto a para a realizacao de um transplante de medula éssea.
mutacao p.G127R foi de origem materna.

O segundo caso-indice foi identificado como homozigoto Referéncias
para a mutacao Cc.459+1G>A (genatipo

c.459+1G>A/c.459+1G>A) (Figura 2). Essas mutacoes 1. Rauschka H et al. Neurology 67: 859—863, 2006.
_ foram identificadas nos pais desse paciente e a analise de 2. Von Figura K et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 6066-6070, 1983.
um irmao do paciente identificou que o0 mesmo é 3. Niida Yet al. J. Hum. Genet. 57(10): 687-690, 2012.
heterozigoto para essa mutacao. 4. Marcao A et al. Mol. Genet. Metab. 79(4): 305-307, 2003.
5. Miller AS et al. Nuclei Acids Res. 16(3): 1215, 1988.
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