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INTRODUGCAO

Adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD) € uma
doenca progressiva que envolve o Sistema Nervoso e o
Cortex Adrenal. Esta associada ao acumulo de acidos
graxos de cadeias muito longas (VLCFA) no plasma
(Moser, 1999). O gene com a mutacao na X-ALD € o
ABCD1. As manifestagdes clinicas da X-ALD envolvem
desde a forma cerebral infantil, com involugao neurologica
grave e morte aos 10 de idade, até a forma adulta, alem da
adrenomieloneuropatia (AMN), em que o paciente
sobrevive por volta de 80 anos, e uma forma apenas com
doenca de Addison (Loes, et al. , 2006). O envolvimento
do Sistema Nervoso na X-ALD pode ser detectado por
exames de ressonancia magnetica (RM) e avaliado
atraves de um sistema de pontuacao baseado no
acometimento neuroanatdbmico e na presenca ou
auséncia de atrofias focais ou globais (Loes et al., 2006).
Uma pontuagao rigorosa (0 a 34 pontos), desenvolvida
por Loes et al. (1998), é calculada para cada RM, levando
em conta alocalizacao e a extensao das lesbes cerebrais.
Desde modo, ha melhores definicdes da historia natural e
da progressao da doenca e um melhor acompanhamento
da evolucao terapias adotadas.

PACIENTES E METODOS

A familia em questido € procedente de Minas
Gerais. O caso indice € um paciente do sexo masculino
com 14 anos de idade, terceiro filho de um casal nao-
consanguineo, com atraso no desenvolvimento
neuromotor e involugcao neurologica desde nove anos de
idade. Ha um primo em primeiro grau e outros mais
distantes, todos pelo lado materno e ja falecidos, com
quadro semelhante ao seu. O avd, um tio-avdé e um primo
em segundo grau maternos apresentam inteligéncia
normal e alteragbes motoras nos membros inferiores
(paraparesia) de inicio tardio. Um irmao do paciente
apresenta dificuldade escolar. No exame fisico, o caso
indice apresentava antropometria normal, sem sinais
dismorficos ou visceromegalias, tendo paraparesia
espastica e rebaixamento cognitivo (fig. 1).

A investigacao laboratorial através de dosagens
VLCFA realizada em laboratorio de referéncia resultou
alterada e compativel com X-ALD no caso indice, em seu
Irmao e em um primo em primeiro grau materno. Umairma
e uma prima em primeiro grau materna estao sendo
submetidas a investigacOes laboratoriais semelhante

Foram incluidos na pesquisa os individuos sob
risco de terem a mutacao, ou seja, os homens com
sintomas ou exames laboratoriais alterados e as mulheres
que, segundo a distribuicdo familiar, puderem ser
heterozigotas.

Para os estudos moleculares foram coletadas
amostras de DNA a partir de linfocitos de sangue
periférico, apos obtencao do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O DNA foi extraido utilizando-se a
técnica padrao do Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Genética Meédica/Unicamp
(DGM/Unicamp). Os 10 éxons do gene ABCD1 foram
amplificados pela técnica da PCR (Polymerase Chain
Reaction ou Reacao em Cadeia da Polimerase). Os
produtos da PCR foram submetidos a pesquisa de
mutacao pelo metodo do sequénciamento génico. Os
primes utilizados estao descritos na tabela 1, desenhados
(Montagna, et al., 2004).
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Tabela 1: Primers utilizados no sequénciamento do gene ABCD1, conforme (Montagna, et al., 2004). O Tamanho € descrito em pares

de bases (pb) e a “T anm” se refere a temperatura de anelamento.

Exon/ Tam(pb) Primer Forward / Primer Reverse T anm.
1 A/427 CCAG GGT CAGAGC AACAAT C/ CCACATACACCGACAGGAAG .
1 B/456 ATGAAC CGG GTATTCCTG C/ TGG CTT GGT CAG GTT GGA G
1 C/482 CTACCG GGT CAG CAACATG/ CACACCTTT GGCATCAGCC 54°C
2/230 CCGGTCTGG GTG CTG GTG G/TCT TGG AGC CCT GGG TCT CAC 56,8°C
3/312 ATT TGC AGAAGA GCC TCG CC / CAG GGAAGAAAG CAT GGC AA 60,2°C
4/325 TTG CCATGC TTC TCT CCC TG/ CTG AGT GAG GGA GCG GGAAT 55,4°C
5/269 AGAATG CAGAGG GGT CGC CA/CCACCT GCCACGTACACTTA 60,0°C
6/229 AAG GGG CCT GCG CTC TCT / CAG GAA GAG GTG GAG GAG 51,6°C
7/358 TGGATG CGT GTGAGC GTG G/ GCACCT GGCACTTTAGAC TC 58,1°C
8/202 CGC GTCTGG GTGCTGGTG G/GCC TCC CCACAGCTGCTACT 57°C
9/266 TGGAGG GTG CACAGACTCTC/CTGCTGATGACACCCGCCT 60,0°C
10/349 GTG CCGTGC CCCTGACC/TGGGTGCTGCTGTCT CCTT 60,0°C

RESULTADOS

Os primers foram conferidos, em relacao a
tamanho e presenca de introns, atraves de modelos
existentes em bancos de dados. Cada éxons foi
submetido a reacbes de PCR diferentes, com
concentracdes de primers, DNA e reagentes diferentes,
além da variacao das temperaturas de anelamento, para
gque as bandas obtidas permitissem uma reacao de
sequenciamento adequada. Todos os éxons foram
testados na faixa de 50°C e 60°C. Os éxons A1C, A2, A3,
A4, A5, A9 e A10 apresentaram bons resultados e foram
submetidos a sequenciamento. As analises Iniciais
indicam auséncia de mutacao nos éxons A1C, A2, A3, A4,
AG6,A7,A9eA10.

A analise do sequenciamento do eéxon A5 revela
delecao de base, sugerindo possivel mutacao, que para
confirmacdo, necessita de testes com enzima de
restricao. Aqueles que nao amplificaram foram
submetidos a reacdes em temperaturas de 60°C a 65°C,
com primers diluidos.

As fotos dos éxons amplificados e o grafico dos
sequenciamentos realizados estao apresentados nas
figuras2a10.
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Exon A2 Amplificacdo em 56,8°C
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Exon A3 Amplificacdo em 60,2°C

Exon A4 Amplificacdo em 55,4°C
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Exon A5 Amplificacdo em 60,0°C
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Neste éxon, apds analise detalhada do sequenciamento,
com auxilio de programa especifico (Chromas), foi identificada a
delecao da base nitrogenada C. Este achado representa uma possivel
mutacdo, que sera confirmada com o uso de enzima de restricao
especifica, apds a finalizacao dos sequenciamentos restantes.
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Exon A7 Amplificacdo em 58,1°C
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| Exon A9 Amplificacdo em 60,0°C
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Exon A10 Amplificacdo em 60,0°C
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De acordo com os dados apresentados e com os
resultados da padronizacao dos PCRs os éxons A1C, A2,
A3, A4, A5, A6, A7, A9 e A10 foram analisados e
comparados com sequéncias existentes na literatura.

Os éxons A1C, A2, A3, A4, A6, A7, A9 e A10 nao
apresentaram alteracbes em suas sequéncias. No exon
A5 uma possivel mutacao foi identificada como uma
delecao de base nitrogenada C (citocina). Assim, apos a
conclusao de todos os sequenciamentos, o eéxon AS sera
submetido a uma reacdo com enzima de restricao
especifica, para que a mutacdo seja confirmada e
comparada com os tipos de mutacgoes ja existentes para
este gene.

Por tratar-se de uma doenca rara, € fundamental para um maior conhecimento da X-ALD a descoberta das mutacoes existentes no gene ABCD1,
permitindo um maior entendimento da doenca, melhores estudos para sua identificacao precoce, € uma busca mais avangada por tratamentos mais especificos e

cada vez mais precoces.

Além disso, arealizacao de estudos moleculares especificos, a identificacao de alteracdes no DNA e sua posterior comparacao com dados ja existentes na
literatura permitem determinar padroes e frequéncia das mutacdes existentes em determinados tipos de doencas.
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