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INTRODUCAO

Rearranjos subteloméricos (Figura 1) tem sido identificados em 5% a 7% dos casos de
deficiencia mental (DM) de origem indeterminada. Assim, o propodsito deste trabalho foi
pesquisar rearranjos subtelomeéricos em individuos com DM idiopatica por meio da técnica
de Multiplex Ligation dependent Probe Amplification (MLPA), que vem se mostrando util na

identificacao dessas alteracoes.
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CASUISTICA E METODOS

Foram selecionados individuos de ambos 0s sexos com atraso neuropsicomotor ou DM

sem determinacao do diagndstico etioldgico, com base em critérios clinicos e apds exame
de cariotipo e pesquisa da mutacao do X fragil com resultados normais .

A técnica de MLPA (Figura 2) foi aplicada em amostras de DNA extraidas e purificadas de
leucocitos de sangue periférico, por meio dos kits SALSA P036-E1 e P0O70-A2 HUMAN

TELOMERE especificos para a identificacao de rearranjos subtelomeéricos.

Figura 2:
Y e A) Oligonucleotideos
- sinteticos gue
Oligonucleotides DNA Genomico compoem os  Kits
P036-E1 e PO70-A2 e
B - Reagdo Hibridizagao DNA genomico;
. - B) Hibridizacoes
e adjacentes dos pares
ALVO N de sondas de MLPA
ALVO nas sequéncias alvo;
C - Reagao de Ligacao C) Reacdo de Ligacéo
E com uniao das sondas
ALVO N - adjacentes pela enzima
. ligase;
D) Reacdao de PCR
D - Reagao PCR Multiplex amplificacao
Vip com primers universais,
ALVO - na qual somente o primer
&_, direto € marcado com o
ALVO corante FAM,
E) Separacao por
E - Separacao dos produtos amplificados por E letroforese eletroforese capilar dos
1 ' fragmentos amplificados.

Posteriormente, os produtos de PCR foram separados e identificados utilizando o
equipamento ABI-PRISM® 310 DNA Analyser (Applied Biosystems - Applera Corporation,
Estados Unidos).

Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados e identificados pelos programas
GeneScan® e Genotyper® (Applied, Biosystems) e planilhas do Microsoft Excel®

especificas para cada Kit.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 50 pacientes. O resultado inicial das analises pelas sondas do kit SALSA

MLPA P036-E1 mostrou alteracoes em 5 individuos (10%). Trés deles, identificados como
del(12p), nao tiveram o resultado confirmado pelo kit SALSA P070-A2 (Figura 3). Porém,
foram caracterizados como polimorfismos pela técnica de seguenciamento automatico
(figura 4). Os outros dois casos (4%) tiveram a alteracao confirmada pelo kit SALSA MLPA

PO70-A2 (figuras 5 e 6), sendo a delecao 6p ja validada pelo método de FISH (figura 7).
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Figura 3: Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P036 obtido para os trés individuos (P38,
P68 e P142), em comparacao com o resultado para o ki SALSA MLPA P070, segundo a planilha de analise
do grupo NGRL-MANCHESTER.

C G 4G aC GGG ACTTTTTOC Figura 4: Sequenciamento do fragmento complementar a
CAG aG A6 AC e A DT E Tk sonda 12p (kit SALSA MLPA P036) correspondente a

uma porcao da sequéncia do exon 18 do gene SLC6A12.

Em A a sequéncia normal, sem alteracao. Em B a

seguéncia encontrada nos trés individuos, cujo resultado

} de MLPA com o kit SALSA MLPA P036 mostrara delecao.
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Figura 5: Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P036 e o kit SALSA MLPA P070 para 0
individuos P75 (del6p), em comparacao com controle sem alteracao (C), segundo a planilha de analise do
grupo NGRL-MANCHESTER.
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Figura 6: Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P036 e o kit SALSA MLPA P070 para o
individuos P113, em comparacao com controle sem alteracao (C), segundo a planilha de analise do grupo
NGRL-MANCHESTER.
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Figura 7: FISH do caso P075 utilizando a sonda 6pter
(verde) — Cytocell/Aquarius®, com sinal positivo para a
regiao do braco curto do cromossomo 6 integro. A

auséncia de dois sinais indica a delecao 6pter no outro
15302 — Sonda utilizada: 6pter (verde) - Cytocell/Aquarius® Cromossomo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos favorecem a indicacao da técnica de MLPA como alternativa viavel e

de custo relativamente baixo para a triagem de alteracfes subteloméricas em individuos
com atraso do desenvolvimento ou DM de causa indeterminada, precedendo e justificando
a realizacao de metodos de custo mais alto, como o de array-CGH. O polimorfismo
iIdentificado também merece registro, como contribuicao para a padronizacdo e a

Interpretacao dos resultados dessa técnica.
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