CAROLINA RODRIGUES LINCOLN DE CARVALHO

TECNICA DE MLPA: UMA ALTERNATIVA PARA A
INVESTIGACAO DE REARRANJOS
SUBTELOMERICOS EM INDIVIDUOS COM ATRASO
DO DESENVOLVIMENTO NEUROMOTOR OU
DEFICIENCIA MENTAL IDIOPATICA.

Implantagdo do Método no Departamento de Genética Médica da
FCM-UNICAMP.

Campinas
2009



CAROLINA RODRIGUES LINCOLN DE CARVALHO

TECNICA DE MLPA: UMA ALTERNATIVA PARA A
INVESTIGACAO DE REARRANJOS
SUBTELOMERICOS EM INDIVIDUOS COM ATRASO
DO DESENVOLVIMENTO NEUROMOTOR OU
DEFICIENCIA MENTAL IDIOPATICA.

Implantagdo do Método no Departamento de Genética Médica da
FCM-UNICAMP.

Dissertacao de Mestrado,
apresentada a Pos-Graduacao da
Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de
Campinas, para a obtencao do
titulo de Mestre em Ciéncias
Médicas, area de concentracao
Ciéncias Biomédicas.

Orientadora: Prof®. Dr?. Antonia Paula Marques de Faria.
Coorientadora: Prof®. Dr?. Maricilda Palandi de Mello.

Campinas
Unicamp
2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Licia Pereira — CRB-8%/ 6044

Lincoln-de-Carvalho, Carolina Rodrigues

L638t Técnica de MLPA: uma alternativa para a investigacdo de
rearranjos subteloméricos em individuos com atraso do
desenvolvimento neuromotor ou deficiéncia mental idiopatica /

Orientadores : Antonia Paula Marques-de-Faria, Maricilda Palandi
De Mello

Dissertagdo ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Deficiéncia mental. 1. Marques-de-Faria, Antonia Paula. II.
De Mello, Maricilda Palandi. III. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Carolina Rodrigues Lincoln de Carvalho. Campinas, SP : [s.n.], 2009.

Titulo em inglés : The MLPA technique : an alternative for subtelomeric
rearrangements investigation in developmental delay or idiopathic mental
retardation

Keywords: « Mental disability persons

Titulacao: Ciéncias Médicas
Area de concentracao: Ciéncias Biomédicas

Banca examinadora:

Profa. Dra. Antonia Paula Marques-de-Faria
Profa. Dra. Ana Beatriz Alvarez Perez
Profa. Dra. Edi Lucia Sartorato

Data da defesa: 20-05-2009



Banca examinadora de Dissertacio de Mestrado

Carolina Rodrigues Lincoln de Carvalho

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Antonia Paula Marques De Faria

Membros:

Professor (a) Doutor (a) Ana Beatriz Alvarez Perez / ‘[,v,\/ /
N

Professor (a) Doutor (a) Edi Lucia Sartorato L J\ ’Lj Q/ /\/n\’)

Professor (a) Doutor (a) Antonia Paula Marques De Faria /}CW&_#

/

Curso de pos-graduagdo em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 20/05/2009




Aos meus pais, Marcia e Marcel e meu irmao Lucas,

Devo a vocés tudo o que sou hoje. Vocés sdo minha fortaleza, meu porto seguro e
meu exemplo de vida. Dedico a vocés mais essa vitoria, pois dela vocés tém
grande participac&o.

Ao meu noivo Pedro,

Nossa caminhada juntos ainda é longa. Espero que ela seja tao feliz e préspera
como tem sido durante esses anos em que estamos juntos. Obrigada por me fazer
a pessoa mais feliz do mundo. Amo vocé.

Meus irm&ozinhos de pena, Nino, Kika, Luck e Juvenal,
Com o carinho gratuito e sincero que vocés tém por mim, acredito que o mundo
possa ser melhor a cada amanhecer.

Vi



Esse trabalho resume bem a maxima de que sozinho ndo fazemos nada. Por
isso registro aqui meus agradecimentos a todos que direta ou indiretamente
contribuiram para a construcao e realizacao desse.

Primeiramente agradeco a Deus por guiar-me sempre pelos melhores caminhos,
com saude, sabedoria, paciéncia e forca para enfrentar os desafios diarios.

Aos meus pais Marcia e Marcel, irmo Lucas e noivo Pedro por tudo que fizeram e
fazem por mim. Pela base solida que tenho como familia. Juntos somos um so,
por isso essa vitoria compartilho com vocés. Amo-os incondicionalmente.

Minhas avds Marina e Odete por ser um exemplo em minha vida... Obrigada pelas
oracoes!

Meus padrinhos Neide e Mauri por me apoiarem e torcerem pelo meu sucesso.

Meus padrinhos Francisca e Jodo por me amarem e sempre me recepcionarem de
bracos abertos em seu lar; em suas vidas.

Minha tia Marilene Bargas Rodrigues Alves pelo apoio como amiga, tia e
profissional bidloga geneticista.

Meus tios, primos, sogros e cunhados queridos que torcem por mim desde a
minha saida de casa, em 2001, para uma cidade desconhecida, com o objetivo de
estudar e ser uma profissional melhor capacitada.

A minha orientadora Prof’. Df%. Antonia Paula Marques de Faria pela oportunidade
de crescimento profissional, pessoal e pela sua orientag&o.

A minha coorientadora Proff. Df. Maricilda Palandi de Mello pela amizade, ajuda
técnica e por ter me acolhido no CBMEG.

A banca examinadora de exame de qualificacdo e defesa de dissertagdo Prof®s.
Dr*°. Ana Beatriz Alvarez Perez, Andréa Trevas Maciel Guerra, Carlos Eduardo
Steiner, Claudia Vianna Maurer Morelli, Edi Lucia Sartorato e Victor Evangelista de
Faria Ferraz pela contribuicdo na elaboracao da minha dissertacdo de mestrado.

Ao colega Guilherme Martins pela presteza em ajudar e sua eficiéncia com o
equipamento ABI 310, sem o qual esse projeto n&o teria sido concluido.



A DP. Fernanda Jehee pela receptividade em seu laboratdrio e pelo aprendizado
com a técnica de MLPA.

As Dr?. Ménica Melo e Bidl. Clarisa pelos ensinamentos com o ABI 310.

A Prof. D?. Vera Lucia Gil da Silva Lopes pela receptividade quando cheguei a
Unicamp, pela sua amizade e gentileza em permitir a execugcdo dos testes de
FISH no Laboratério de Citogenética Humana FCM-UNICAMP.

A Prof’. Df. Carmen Silvia Bertuzzo pelo aprendizado e companheirismo desde a
época como aprimoranda do curso de Genética Molecular e Citogenética Humana
FCM-UNICAMP.

Ao CNPq e a FAPESP pelo apoio financeiro.
Aos pacientes e seus familiares pela participagdo nesse estudo.

Aos colegas do Departamento de Genética Médica: Anderson, Aline (Lilika),
Bibiana (Bibi), Cintia Marques (Cin), Cyntia Correia (Cyn), Daniela Furgeri, Daniela
Sousa (Danizinha), Fabio Conti, Lillian (Lilli), Lidiane (Lidy), Luciana (Lu), Lucila,
Marcelo, Marilza, Marjory (Jory), Marina, Nilma, Pamela (Pam), Renato (Zé Bola),
Rodrigo, Roménia (Ré), Simone (Si) e Tatyane (Taty) pela grata amizade desde a
época de aprimoranda, pelas experiéncias trocadas, pelo apoio e torcida.

Ao Fabio Rossi pela atengao dispensada com a leitura da tese e pelas sugestoes.

A Teresa Vieira Chiodetto pela amizade, preocupagdo e por me acolher tdo bem
em seu coracdo, permitindo que eu a considere sua “mae Campineira’.

Aos residentes Carolina Moreno, Fabiola Monteiro, Fabiola Vicente, Joana Prota e
Mauricio Sakata pela amizade, almogos alegres, pela torcida e auxilio com 0s
pacientes.

Aos colegas do CBMEG: Ana Leticia (Len), Bruna, Carolzinha, Carol (Pr), Carol
(Xuxa), Daiane (Dai), Denise (Dé), Débora (Dé), Diego, Emerson (Creyto), Fer
Soardi (ll), Flavia (Flor), Francine (Fran), Juliana (Ju), Mara (Marinha), Milena (Mi),
Nathalia (Nati), Paulo (Blade), Regiane (Ré), Renan, Reginaldo (Régi, Régi...),
Riccardo, Rose, Suely (Su), Vanessa (Van), Vania e Zélo pela recepgdo ao novo
laboratdrio, pela amizade conquistada e pelo convivio agradavel.

A Fernanda Coeli pela ajuda e cumplicidade frente ao “elefantinho branco” ABI
310.

Xi



As secretdrias do Departamento de Genética Médica, Cldudia e Sueli, pela
gentileza e pelos momentos de descontracdo durante a revisdo dos prontuarios.

A Rafaela pela eterna disposicdo em me ajudar, sempre com sorriso estampado
no rosto!

A secretéria da pés-graduacdo, Marcinha, por sua eficiéncia, ajuda em diversos
momentos e amizade.

As secretdrias do CBMEG, Sandra, Tania e Andrezza, pela presteza em me
auxiliar.

As responséveis pela limpeza sem as quais ndo seria possivel trabalhar no
laboratorio.

A todos os professores que de alguma forma contribuiram para meu crescimento
pessoal e profissional.

E nao menos importante...

Minhas amigas Carla Polaz, Karen Polaz, Marina Mello e Milena Paschoal por
sempre acreditarem em mim e me apoiarem (mesmo a distancia). Com vocés
descobri que a amizade é capaz de ultrapassar barreiras geograficas e do tempo.

Minha amiga Laisa di Salvio pelo seu exemplo de forca, coragem e determinagcéao
para conseguir seus objetivos. Te agradecgo pelo incentivo em todos os momentos
e por me ensinar que a amizade verdadeira se renova todos os dias, independente
da distancia.

Meus amigos Bernardo, Erika (Su), llaria e Tarsis pela amizade, pela ajuda, por
me escutar, me fazer rir mesmo quando a piada ou situagdo ndo era engragada,
pelas viagens, congressos, saidas, baladinhas e jantares.

Minha amiga Karina Cunha pela amizade ‘repentina”, sua cumplicidade
instantanea, pelo companheirismo em dividir um apartamento comigo, pelos
jantares (principalmente cachorro quente!), pelas interminaveis conversas, risadas
(muitas!), pela ajuda em escrever/ler emails, tese, relatorios...

Minha amiga Milena Simioni: uma pessoa como poucas, que deveria ser seguida
por muitas... Suas qualidades, como bondade, amor ao préximo, competéncia e
sensibilidade as fazem ser uma pessoa maravilhosa. Obrigada por tudo que fez e
faz por mim! Obrigada!

Xiii



“Veni, vidi, vici”
“Vim, vi, venci”
Julio César, 45 a.C.

XV



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS
LISTA DE ILUSTRACOES
RESUMO

ABSTRACT

1.

2.
3.

4.

INTRODUCAO
1.1. Consideragdes gerais sobre deficiéncia mental
1.2. Fatores Etioldgicos da DM
1.2.1. Fatores Ambientais
1.2.2. Fatores genéticos
1.3. Rearranjos subteloméricos em DM idiopatica
1.4. Investigagao de rearranjos subteloméricos em DM idiopatica
1.4.1. A técnica de FISH
1.4.2. A técnica de array-CGH
1.4.3. A técnica de MAPH
1.4.4. A técnica de MLPA
JUSTIFICATIVA
OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais
3.2. Objetivos Especificos
CASUISTICA E METODOS
4.1. Padronizacao da técnica de MLPA
4.1.1. Amostra inicial
4.1.2. Técnica de MLPA
4.1.2.1. Desnaturagdo do DNA e hibridizacdo das sondas
4.1.2.2. Reacéao de ligacao
4.1.2.3. Reacao de PCR
4.1.2.4. Separacao e visualizacao dos produtos de amplificagao
4.1.2.5. Andlise dos dados
4.2. Selecao dos pacientes para analise
4.2.1. Coleta do material
4.2.2. Triagem por MLPA
4.3. Confirmacéao dos casos alterados
4.4. Validacao dos resultados
4.4.1. Validacao pela técnica de sequienciamento
4.4.2. Validagao pela técnica de FISH

. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Calibracéo do equipamento ABI-PRISM® 310 Genetic
Analyser (Applied, Biosystems — Applera Corporation, Estados Unidos)

XXi

XXV
XXXVi

xli
45
45
47
47
48
50
53
56
58
60
62
73
77
77
77
81
81
81
81
84
84
84
85
85
86
87
89
90
92
92
95
99

99

XVii



5.2. Padronizagao da técnica de MLPA - kit P036-D2 e

kit P036-E1 HUMAN TELOMERE-3 103
5.2.1. Validagao da técnica utilizando controles negativos e
com alteracao 103

5.2.2. Tempo de estocagem dos produtos de reacdo em refrigerador 121
5.2.3. Possibilidade de diminuigao do protocolo, para 1/2

ou 2/3 do recomendado pelo fabricante 125
5.2.4. Quantidade de DNA utilizado na reacao 129
5.2.5. Plataforma de andlise 133
5.2.6. Elaboragéao de um protocolo detalhado, com todos
0s passos da técnica, ja ajustada a infra-estrutura da instituicao 136
5.3. Estudo envolvendo pacientes com DM idiopatica atendidos
no Departamento de Genética Médica FCM-Unicamp 136
5.3.1. Casos com resultado indicativo (ou sugestivo)
de rearranjo subtelomérico 139
5.3.1.1. Alteragao del(12p) 139
5.3.1.2. Alteracao del(1p36) 147
5.3.1.8. Alteragao del(5p)/dup(9p) associada a sindrome de
cri-du-chat 155

5.4. Discussao da viabilidade do método como triagem para a deteccao
de rearranjos subteloméricos em individuos com atraso do

desenvolvimento neuromotor ou DM idiopatica 166
6. CONCLUSOES 171
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 175
8. ANEXOS 193
8.1. ANEXO 1: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA 193

8.2. ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 195
8.3. ANEXO 3: CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES

AVALIADOS 198
8.4. ANEXO 4: PROTOCOLO ADAPTADO PARA A REALIZAGAO
DA TECNICA DE MLPA 209

XiX



LISTA DE ABREVIATURAS

APA

array-CGH

array-MAPH

BRCA1
CCD
CccDC127
ccm1
CEP

CGH

DD

del
DGM
DM
DMD
DMRT1
DNA
dNTP

DOCK8
DQ

dup
EDTA
FISH

FMR1
FMRP
GABRD
IBGE
JARID1A
Kb
KCNAB2

MAPH

American Psichiatric Association

Array Comparative Genomic Hybridization (Hibridizagdo Gendmica
Comparativa baseada em plataforma array)

Array Multiplex Amplification and Probe Hibridization (Amplificacéo
Multipla de Sondas Hibridizadas baseada em plataforma array)
gene Breast Cancer 1

Charge-Coupled Device

gene Coiled-Coil Domain Containing 127

gene Cerebral Cavernous Malformations 1

Comité de Etica em Pesquisa

Comparative Genomic Hybridization (Hibridizagdo Gendmica
Comparativa)

Fragmentos de controle de Desnaturagédo de DNA (MLPA)

delecao

Departamento de Genética Médica

Deficiéncia Mental

Duchenne Muscular Distrophy (Distrofia Muscular de Duchenne)
gene Doublesex and Mab-3 Related Transcription Factor 1
Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)
Desoxirribonucleotideos Tri-fosfatados (dCTP, dGTP, dATP,
dTTP)

gene Dedicator of Cytokinesis 8

Fragmentos de controle de Quantidade de DNA (MLPA)
duplicacao

Acido Etilenodiaminotetracético

Fluorescence In Situ Hybridization (Hibridizagdo /n Situ com
Fluorescéncia)

gene Fragile-X Mental Retardation 1

Fragile-X Mental Retardation Protein

gene Gamma-Aminobutyric Acid (GABA) A Receptor, Delta
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
gene Jumonji, AT Rich Interactive Domain 1A
kilobases

gene Potassium Voltage-Gated Channel,
Subfamily, Beta Member 2

Multiplex Amplification and Probe Hibridization (Amplificagao
Multipla de Sondas Hibridizadas)

Shaker-Related

XXi



MLH1
MLPA

MMP23B
MSH2
NCBI
ng

np

nq
OMIM
OMS
pb

PCR
PDCD6
PRINS
Ql
QMPSF

RDNPM
SCDC
SLC6A12

SNP

SNRPN
SSC

SXF

Taq

TBE

TE

tm
TNFRSF4
TNFRSF18
TSC1
TSC2
UBE3A
VNTR

6-FAM
ML

gene MutL Homolog 1, Colon Cancer, Nonpolyposis Type 2
Multiplex Ligation Probe-dependent Amplification (Amplificacdo de
sondas Dependente de Ligagcao)

gene Matrix Metallopeptidase 23B

gene MutS Homolog 2, Colon Cancer, Nonpolyposis Type 1
National Center for Biotechnology Information

nanograma

brago curto do cromossomo n

bragco longo do cromossomo n

Online Mendelian Inheritance in Man

Organizagédo Mundial de Saude

pares de base

Polymerase Chain Reaction (Reacao em Cadeia de Polimerase)
gene Programmed Cell Death 6

primed in situ labeling

Quociente Intelectual

Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent fragments (PCR
Multiplex Quantitativo de fragmentos pequenos e fluorescentes)
Retardo do desenvolvimento neuromotor

Sindrome do cri-du-chat

gene Solute Carrier Family 6 (Neurotransmitter Transporter,
Betaine/GABA), Member 12

Single Nucleotide Polimorphism (Polimorfismo de nucleotideo
simples)

gene Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide N

Solugao Salina Citrato

Sindrome do X-Fragil

Thermus aquaticus

Tris/Borate/EDTA (Tris/Borato/EDTA)

Tris-EDTA

Temperature of melting (temperatura de anelamento)

gene Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 4
gene Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 18
gene Tuberous Sclerosis 1

gene Tuberous Sclerosis 2

gene Ubiquitin Protein Ligase E3A

Variable Number Tandem Repeats (nimero variavel de repeticoes
em tandem)

6-carboxifluorescina (C21H1207)

microlitros

xXxiii



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURAS
Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9
Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Organizacao das regides teloméricas e subteloméricas
dos cromossomos

Constituicao dos oligonucleotideos das sondas de MLPA.
Anelamento dos oligonucleotideos na sequéncia de DNA
genbmico e posterior unido desses oligonucleotideos pela
enzima ligase dependente de temperatura.

Fragmento Unico resultado da reacao de ligacao,
Intermediada pela enzima ligase dependente de temperatura,
e sua disposicao, quanto as partes que a compdem.
Resultado da amplificacdo dos produtos de ligacao
através de PCR, com a utilizagao de primers universais.

Exemplo de separacao e quantificacao por eletroforese capilar.

Ciclos utilizados na amplificagdo dos fragmentos.

Ciclos utilizados na amplificacao da regiao de interesse

do gene SLC6A12.

Ciclos utilizados nas reac¢des de sequenciamento automatico.
Emissao espectral dos cinco tipos de fluorescéncia utilizados
no equipamento de eletroforese capilar ABI-PRISM® 310.
Exemplo de teste ccd-4 cores rejeitado, mostrando os
padroes 6-FAM e ROX interferindo um em outro, obtido
durante a construgcao da matriz de genotipagem para o
equipamento ABI-PRISM® 310.

Exemplo de teste ccd-4 cores aceito, apds a limpeza

do capilar, ilustrando a segregacgéao paralela dos padroes,
sem interferéncia de um em outro.

Possiveis diferengas encontradas quando se trabalha

com parametros de area, para leitura de amplificacao

de sondas com tamanhos grandes.

Gréfico de uma reagao-controle no primeiro experimento
(Ca) e no experimento de confirmacao (Cb), da primeira
etapa de padronizacao, segundo o programa Genotyper®
(Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados Unidos).
Gréfico de uma reagao-controle no primeiro experimento
(Ca) e no experimento de confirmacao (Cb), da primeira etapa
de padronizagao, segundo a planilha de analise P036C DQ
adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.

55
63

63

63

64

64
85

93
94

100

102

102

106

109

109

XXV



Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Gréfico de uma reacgéo-controle no primeiro experimento (Cc)
e no experimento de confirmacgao (Cd), da segunda etapa de
padronizagéo, segundo o programa Genotyper® (Applied
Biosystems - Applera Corporation, Estados Unidos).

Grafico de uma reacao-controle no primeiro experimento (Cc)
e no experimento de confirmacao (Cd), da segunda etapa de
padronizagéo, segundo a planilha de analise P036C DQ
adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.

Gréfico de reagao-controle alterado no primeiro experimento
(C+1a) e no experimento de confirmacao (C+1b), da etapa de
padronizagdo com controles alterados, segundo o programa
Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation,
Estados Unidos).

Gréfico de reagao-controle alterado no primeiro experimento
(C+1a), e no experimento de confirmacao (C+1b), da etapa de
padronizagdo com controles alterados, segundo a planilha de
analise P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.
Gréfico de reagao-controle alterado no primeiro experimento
(C+2a) e no experimento de confirmacao (C+2b), da etapa de
padronizagdo com controles alterados, segundo o programa
Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation,
Estados Unidos).

Gréfico de reagao-controle alterado no primeiro experimento
(C+2a), e no experimento de confirmacao (C+2b), da etapa de
padronizagdo com controles alterados, segundo a planilha de
analise P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.
Gréfico de repeticdo de reacao controle (R6 — R10),

segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems —
Applera Corporation, Estados Unidos).

Grafico de repeticao de reacao controle (R6 — R10),

segundo a planilha de analise P036C DQ adaptive,

do grupo NGRL-MANCHESTER.

Gréfico de reagao-controle com protocolo original (R),

com protocolo reduzido para 75% (75%R) e com protocolo
reduzido para 50% (50%R), segundo o programa Genotyper®
(Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados Unidos).
Gréfico de reagao-controle com protocolo original (R),
protocolo reduzido para 75% (75%R) e com protocolo
reduzido para 50% (50%R), segundo a planilha de analise
P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.

113

113

117

117

119

119

123

123

127

127

XXVii



Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Gréfico de reagao-controle com 150 ng de DNA (R), com
500 ng de DNA (B) e com 50 ng de DNA (A), segundo

o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera
Corporation, Estados Unidos).

Gréfico de reagao-controle com 150 ng de DNA (R), com
500 ng de DNA (B) e com 50 ng de DNA (A), segundo a
planilha de analise P0O36C DQ adaptive, do grupo
NGRL-MANCHESTER.

Gréfico de reagao para os individuos sem alteragcéo (P) em
comparacgao a reagao controle sem alteracao (C) para o kit
SALSA MLPA P036, segundo o programa Genotyper®
(Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados Unidos).
Gréfico do resultado de MLPA para os individuos sem
alteracao (P) em comparacao ao controle normal (C) para o
kit SALSA MLPA P036, segundo a planilha de analise
P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.
Localizacao dos genes SLC6A12e JARID1A (cromossomo
12p), cujas sequéncias foram utilizadas para a confecgéo
das sondas 12p presentes nos kits SALSA MLPA P036 e
P070, respectivamente.

Gréfico de reagao para os quatro individuos (P53, P56,
P59 e P61) em comparacéo a reacao controle sem
alteracao (C) para o kit SALSA MLPA P036, segundo

o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera
Corporation, Estados Unidos).

Gréfico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA
P036 para os quatro individuos (P53, P56, P59 e P61), em
comparagao com controle sem alteracao (C), segundo a
planilha de andlise do grupo NGRL-MANCHESTER.
Grafico de reagao para os quatro individuos (P53, P56,
P59 e P61) em comparacéao a reagao controle sem
alteracao (C) para o kit SALSA MLPA P070, segundo

o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera
Corporation, Estados Unidos).

Gréfico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA
P070 para os quatro individuos (P53, P56, P59 e P61),

em comparacao com controle sem alteracao (C), segundo
a planilha de analise do grupo NGRL-MANCHESTER.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio. Amplificagcédo do fragmento SLC6A 12 nos individuos
P56, P61, P59 e P53. M: marcador de peso molecular 1 Kb.

131

131

137

137

140

141

141

143

143

145

XXiX



Figura36  Sequenciamento do fragmento complementar a sonda 12p

(kit SALSA MLPA P036) correspondente a uma porcao da

sequéncia do exon 18 do gene SLC6AT12. 146
Figura 37  Localizacao dos genes TNFRSF4 e TNFRSF18

(cromossomo 1p), cujas sequéncias foram utilizadas

para a confeccédo das sondas 1p presentes nos kits

SALSA MLPA P036 e P070, respectivamente. 148
Figura 38  Grafico de reagao para o caso P57, em comparacao

a reacao controle sem alteragao (C) para o kit SALSA

MLPA P036, segundo o programa Genotyper® (Applied

Biosystems — Applera Corporation, Estados Unidos). 149
Figura39  Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA

P036 para o caso P57, em comparagao com controle

sem alteracao (C), segundo a planilha de analise P036C

DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER. 149
Figura 40  Grafico de reagao para o caso P57, em comparacao

a reagao controle sem alteracao (C) para o kit SALSA

MLPA P070, segundo o programa Genotyper® (Applied

Biosystems — Applera Corporation, Estados Unidos). 151
Figura41  Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA

P070 para o caso P57, em comparagao com controle

sem alteracao (C), segundo a planilha de analise P070C

DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER. 151
Figura42  Resultado de FISH com sonda subtelomérica para a

regiao 1p mostrando apenas um sinal no cromossomo

1 normal (seta). A auséncia do outro sinal indica a

delecéo da regido em 1p36, corroborando com o

resultado anémalo encontrado pela técnica de MLPA. 155
Figura 43  Localizacao dos genes PDCD6 e CCDC127

(cromossomo 5p), cujas sequéncias foram utilizadas

para a confecgcédo das sondas 5p presentes nos kits

SALSA MLPA P036 e P070, respectivamente. 157
Figura 44  Localizagao dos genes DMRT1 e DOCK8

(cromossomo 9p), cujas sequéncias foram

utilizadas para a confecg¢édo das sondas 9p presentes

nos kits SALSA MLPA P036 e P070, respectivamente. 157
Figura 45  Grafico de reagédo do caso P64 em comparagao a

reacao controle sem alteracao (C) para o kit SALSA

MLPA P036, segundo o programa Genotyper® (Applied

Biosystems — Applera Corporation, Estados Unidos). 159

XXXi



Figura 46

Figura 47

Figura 48

Figura 49

TABELAS

Tabela |
Tabela ll

Tabela lll
Tabela IV
Tabela V
Tabela VI
Tabela VI
Tabela Vi
Tabela IX

Tabela X

Gréfico do resultado de MLPA com o kit SALSA

MLPA P036 para o caso P64, em comparagdao com
controle sem alteragéo (C), segundo a planilha de analise
P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.
Grafico de reacao do caso P64 em comparacgao a reagao
controle sem alteragéo (C) para o kit SALSA MLPA P070,
segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems —
Applera Corporation, Estados Unidos).

Gréfico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA
P070 para o caso P64, em comparagao com controle sem
alteracao (C), segundo a planilha de analise P070 DQ
adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.

Resultado de FISH para o paciente P64 com sonda
subtelomérica para a regiao 5p e 9p mostrando apenas
um sinal 5pter (verde) e trés sinais 9pter (vermelho)
(setas). Tal achado corrobora o resultado anémalo
encontrado pela técnica de MLPA.

Causas de deficiéncia mental.

Revisao de estudos envolvendo triagem de individuos

com DM relacionados a rearranjos subteloméricos.

SALSA MLPA P036-D2 HUMAN TELOMERE-3.

SALSA MLPA P036-E1 HUMAN TELOMERE-3.

Critérios para selegcao de pacientes com rearranjos
teloméricos submicroscopicos.

Reagentes participantes da preparagéo de solugdes
utilizadas na extracao de DNA.

SALSA MLPA P070-A2 HUMAN TELOMERE-5.

Sequéncia de primers para amplificagdo do gene SLC6A12.
Caracteristicas clinicas encontradas em pacientes com
delegéo terminal 1p36.

Comparacgao entre as caracteristicas clinicas encontradas
nos pacientes com del(5p), dup(9p), rearranjo del(5p)/dup(9p)
(casos 1 e 2) e no paciente deste estudo.

159

161

161

165

47

50

82

83

87

88

91

153

163

XXXiii



RESUMO

XXXV



A deficiéncia mental (DM) corresponde a uma das categorias mais amplas de
distarbios, acometendo de 1% a 3% da populacdo nos paises industrializados,
enquanto nos paises em desenvolvimento estima-se prevaléncia cerca de trés vezes
maior. Devido a heterogeneidade de fatores causais associados a essa condi¢ao, sua
investigacdo diagnéstica pode ser complexa e 40% dos casos nao tém sua origem
determinada. Recentemente, foi demonstrado que rearranjos subteloméricos sao
responsaveis por 5% a 7% dos casos de DM idiopatica. Entre as técnicas mais
promissoras para a identificacdo dessas alteragcbes, esta a Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA), que possibilita a quantificacao relativa, quanto
ao numero de cépias, de mais de 50 sequéncias de acidos nucléicos em um Unico
experimento, sendo capaz de detectar delegoes e duplicagbes de diversos genes,
além de mutacdes de ponto conhecidas. E baseada na hibridizacdo do DNA gendmico
a uma mistura de sondas especificas para cada regido estudada, com amplificagéo
dos produtos de ligacao pela técnica de PCR, utilizando um par de primers universal.
A visualizagao dessas amplificacdes pode ser feita por eletroforese capilar e a analise
por programas especificos de genotipagem. Entre as vantagens do método estdo o
custo relativamente baixo, simplicidade, rapidez e sensibilidade, justificando a
implantacdo em servigos direcionados para o estudo da etiologia da DM. Assim, o
propdsito deste trabalho foi implantar o método em nosso laboratorio, utilizando o kit
SALSA MLPA P036 HUMAN TELOMERE para pesquisa de rearranjos subteloméricos
em individuos com DM idiopética. Na padronizacao, foram empregados controles com
e sem alteracdo subtelomérica, sendo avaliados os parametros de tempo de
estocagem das reacdes em refrigerador; quantidade de DNA utilizado em cada
reacao; forma de normalizacdo dos dados, e possibilidade de redug¢éo do volume das
solugcbes empregadas para metade ou dois tercos do preconizado no protocolo
original, cujo volume final de reacdo € de 50 uL, dos quais somente 0,75 pL sao
utilizados na eletroforese capilar, com descarte do restante. A analise dos resultados,
confirmados pela utilizagdo de controles com e alteragées subteloméricas, mostrou
que a implantagdo do meétodo foi bem-sucedida. Além disso, foi verificado que o
tempo maximo de estocagem das reagcbes em refrigerador sem prejuizo dos
resultados € de aproximadamente trés meses; que a quantidade de DNA satisfatoria
para o procedimento esta entre 150-250 ng por reacdo; que nao € aconselhavel a
utilizagéo de protocolos com volumes reduzidos, pois a analise de reacdes realizadas
dessa forma mostrou resultados falso-positivos quando comparados as reacgoes feitas
segundo o protocolo original; que a forma de normalizagdo dos dados mais adequada
para a analise dos resultados é a combinacdo dos programas GeneScan®,
Genotyper® e planilha especifica para cada kit ao invés do programa Coffalyser®,
indicado pelo fabricante do produto. Apds essa padronizagdo, o método foi aplicado
no estudo de 62 individuos com atraso do desenvolvimento ou DM de causa
indeterminada, sendo identificadas alteragdes em seis deles. Duas foram constatadas
também pelo kit de confirmagcdo SALSA MLPA P070, sendo uma del(1p36) e outra um
rearranjo del(5p)/dup(9p), ambas validadas pela analise por FISH. As quatro restantes
[del(12p)] ndo foram observadas pelo kit de confirmacdo, sendo realizado
sequenciamento automatico que identificou o SNP (rs60220187). Concluindo, a
técnica de MLPA foi implantada com sucesso, mostrando-se adequada e eficiente
para a investigacao de rearranjos subteloméricos.
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Mental retardation (MR) is the most frequent disability and affects 1% to 3% of
general population in industrialized world, while in developing countries it is
considered to be three times higher. The etiology is heterogeneous and includes
multiple genetic and environmental factors, although in about 40% of the cases its
cause remains undetermined. Recently, several studies suggest that chromosomal
rearrangements involving subtelomeric regions are common causes of idiopathic
MR and occur in approximately 5% to 7% of patients. The Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) technique has been proposed as one of the
alternatives to identify these abnormalities. It is based on hybridization of genomic
DNA to a mixture of standardized probes for each region studied. All of the probe
ligation products are amplified by PCR using only one universal primer pair.
Separation and visualization of the fragments can be developed and the analysis
by means of specific softwares for genotyping. Relatively low cost, simplicity and
sensitivity are among the advantages of this method, which has been considered
as an alternative for diagnostic screening of individuals with undetermined MR or
developmental delay. The present study aimed to implement this technique in our
laboratory, using the SALSA MLPA P036 human telomere test kit for detecting
subtelomeric rearrangements in idiopathic MR patients evaluated in our service.
For validation study, eleven normal controls and two positive controls were utilized,
as well as the following parameters were evaluated: period of storage of reaction,
amount of DNA used for each reaction, procedures to data normalization and
reduction of reaction volume. The validation was successful; in addition, it was
verified that maximum period for storage of reaction was about three months;
adequate amount of DNA for each reaction was approximately 150ng-250 ng;
reduction in volume reaction produced false-positive results; the more suitable
method for data normalization was a combination of GeneScan®, Genotyper®
softwares and a the use of a specific Microsoft Excel® spreadsheet for each Kkit,
instead of the Coffalyser® program, recommended by the manufacturer. After
validation, a pilot study was carried out with 62 patients considered as idiopathic
MR using initially the SALSA MLPA P036 kit. MLPA analyses have indicated
abnormal copy number in six patients. SALSA MLPA P070 kit confirmed 2 out of
the 6 alterations: a 1p36 deletion and a 5p deletion / 9p duplication rearrangement,
which were validated by FISH analysis. Other four alterations corresponded to a
same 12p deletion, which was not further confirmed. Sequencing the
correspondent fragment a known as SNP rs60220187 was identified. In
conclusion, we demonstrated that MLPA is an appropriate and efficient technique
and should be considered as a routine screening in the evaluation of individuals
with unexplained mental retardation or developmental delay.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes gerais sobre deficiéncia mental

A deficiéncia mental (DM) isolada ou associada a anomalias congénitas
€ um dos principais fatores de reducao da qualidade de vida. Para o individuo e
sua familia, a DM representa limitagdo em diferentes graus, em geral
determinando necessidade de supervisao, suporte e protecdo permanente. Ja
para a populacao, pode ser considerado um problema de saude publica tendo em
vista sua prevaléncia alta e consequéncias negativas para a produtividade e as
relagbes sociais, além do aumento na demanda por servicos médicos e
educacionais especializados (1,2).

Trata-se de uma condicdo complexa, identificada pela reducéo
substancial das fungbes intelectuais, concomitante a déficits no comportamento
adaptativo, com limitagbes observadas em duas ou mais dareas como
comunicagdo, cuidados pessoais, cotidiano, senso de direcdo, funcoes
académicas, trabalho, saude e lazer (1,3,2).

Uma forma objetiva de classificacdo da DM baseia-se em testes
psicométricos para determinagédo do quociente intelectual (Ql), que tém sido alvo
de criticas negativas, em parte pelo uso e interpretacbes inadequados.
Atualmente, sdo vistos como um instrumento imperfeito, porém satisfatério, para
avaliar os individuos com relacdo ao seu potencial de inteligéncia, sendo adotado
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (4), que considera quatro niveis de
gravidade com base no Ql. Possuem DM leve os individuos com QI entre 50-70,
DM moderada, aqueles cujo QI situa-se entre 35-49, DM grave, os com QI entre
20-34 e os individuos com QI inferior a 20 sdao considerados como tendo DM
profunda. Entretanto, a maioria dos estudos considera dois grandes grupos, o da
DM leve, que inclui individuos com QI entre 50 e 70, e DM grave, para aqueles
cujo QI seja inferior a 50 (5,2). Como ndo ha possibilidade de se aplicar e validar
testes padronizados para determinacdo do QI antes de 5 anos de vida, para

criangas nessa faixa etdria que nao atingirem os marcos do desenvolvimento
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neuropsicomotor esperados para a idade, é utilizada a designacdo de atraso
global do desenvolvimento, que pode incluir dificuldades no aprendizado e na
adaptacdo, os quais por sua vez podem ser indicativos de déficit cognitivo ou
intelectual no futuro (6).

A DM representa uma das categorias mais amplas de disturbios,
acometendo de 1% a 3% da populacao nos paises industrializados, enquanto nos
paises em desenvolvimento estima-se que sua prevaléncia seja cerca de trés
vezes maior. Contribuem para este fato os efeitos de fatores ambientais adversos
mais prevalentes nessas regides, tais como desnutricdo protéico-calorica,
infeccbes do sistema nervoso central, além de caréncia de servicos de
aconselhamento genético, idade materna avancada e maior frequéncia de
casamentos consanguineos (1,7,8,9,10,11,12).

No Brasil, segundo dados do Censo Demogréfico de 2000, existem ao
menos 24 milhdes de pessoas com pelo menos uma forma de deficiéncia (mental
ou fisica), representando, aproximadamente, 15% da populagédo. Entre esses, em
torno de 2,8 milhdes (ou 1,6% da populagao residente) seriam deficientes mentais,
dados esses provavelmente subestimados, porém suficientes para considera DM
como um problema de saude publica (13).

Com relagédo a gravidade, os casos de DM leve sdo a maioria, com
frequéncia de sete a oito vezes maior do que as formas mais graves, sendo
caracterizadas muitas vezes como atraso na fala, alteragdo do comportamento
e/ou baixo rendimento escolar (9).

Um dos grandes desafios no ambito da DM diz respeito a sua
heterogeneidade causal, especialmente para os médicos geneticistas, pois 60% e
70% dos individuos encaminhados para avaliacdo em servicos de Genética
Clinica apresentam algum grau de comprometimento intelectual. Entretanto,
mesmo com o refinamento das técnicas de investigacédo diagnostica, a propor¢ao
de casos que podem ser atribuidos a causas conhecidas oscila entre 30% e 65%,
ou seja, aproximadamente 40% dos casos permanecem como de causa
indeterminada (1,14,15).
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Tabela | Causas de deficiéncia mental [adaptado de (1)].

Etiologia %
Anormalidades cromossémicas 4-28
Sindromes dismoérficas 3-7
Doengas monogénicas 3-9
Anormalidades estruturais do sistema nervoso central 7-17
Complicacoes da prematuridade 2-10
Ambiente/teratbgenos 5-13
“Cultural, familial” 3-12
Sindromes provisoriamente monogénicas 1-5
Causas metabdlicas / enddcrinas 1-5

Desconhecida 30-50

Devido a essa heterogeneidade e a consequente complexidade da
investigacao diagnéstica da DM, a classificacao dos diferentes fatores causais
relacionados a essa manifestacdo € bem variada, mas € comum que sejam
genericamente considerados como de origem ambiental ou genética, sendo os

mesmos utilizados neste estudo (16).

1.2. Fatores Etiologicos da DM
1.2.1. Fatores Ambientais

Em geral, entre os fatores ambientais que podem estar associados a
DM estao a exposicao a agentes teratogénicos, tais como alcool e outras drogas,
hipertermia, radiagdo, infeccoes como rubéola, toxoplasmose, sifilis e
citomegalovirose, entre outros. Também se destacam a falta de assisténcia
médica adequada durante gestacao e parto, complicagdes peri € neonatais, como
trabalho de parto prolongado, hipdxia, prematuridade e convulsdes, privacao
soécio-cultural, desnutricao protéico-cal6rica, traumatismos cranianos, infecgoes do

sistema nervoso central ou mesmo a combinagao de diversos fatores (16,17,18).
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1.2.2. Fatores genéticos

Entre as causas genéticas de DM, destacam-se as cromossomopatias,
em particular a sindrome de Down, as heredopatias de transmissdo monogénica,
com destaque para os erros inatos do metabolismo, e o grupo da DM ligada ao X,
incluindo a sindrome do X-Fragil (SXF) e todas as outras condi¢cdes que se
associam ou tém a DM como manifestacao principal e sdo determinadas por
genes do cromossomo X. Outros mecanismos, COmMoO erros na impressao
gendmica e dissomia uniparental também sdo descritos, por exemplo, em um
percentual dos individuos com as sindromes de Angelman e Prader-Willi
(19,20,21,22,12).

A sindrome de Down, ou trissomia do cromossomo 21, é o mais
frequente e conhecido dos disturbios cromossémicos e a causa genética mais
comum de DM. Foi descrita clinicamente pela primeira vez em 1866, por Sir John
Langdon Down, porém sua origem genética sO foi estabelecida em 1959 por
Lejeune et al. (23,24,25,26). Ocorre em cerca de 1:600-700 a 1:1000 neonatos, de
ambos 0s sexos e em todas as etnias, regides geogréaficas e classes sociais
(27,28). Em 95% dos pacientes, € determinada por trissomia regular do
cromossomo 21, cerca de 4% apresentam uma translocacao robertsoniana entre o
braco longo do cromossomo 21 e 0 de um dos outros cromossomos acrocéntricos
(geralmente o0 14 ou 22), e ainda uma pequena porcentagem apresenta
mosaicismo, com uma das linhagens celulares trissdbmica. Entre as principais
caracteristicas, esses individuos apresentam hipotonia, estatura baixa, fendas
palpebrais desviadas para cima, pregas epicanticas, ponte nasal baixa,
macroglossia, implantagdo baixa das orelhas, pesco¢o curto, prega palmar
transversal Unica, cardiopatia e obesidade, entre outras caracteristicas. Porém, a
manifestacao principal € a DM, em geral de grau moderado a grave (25,27,26).

Com relacdo ao grupo da DM ligada ao cromossomo X, a SXF se
destaca por ser considerada a principal causa hereditaria e a segunda fonte
genética de DM, sendo superada apenas pela sindrome de Down, ocorrendo em

aproximadamente 1:4000 a 1:6000 homens. A denominagao “X-Fragil” se refere a
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uma regido mais sujeita a quebras ou falhas, ou seja, um “sitio fragil” no qual a
cromatina ndo se condensa apropriadamente durante a mitose, situado em
Xg27.3. Na quase totalidade dos casos € causada por uma mutagdo dinamica,
caracterizada pela expansao de uma sequéncia de trinucleotideos CGG, situada
na regidao 5 ndo-traduzida do primeiro exon do gene FMR1 (Fragile-X Mental
Retardation). O numero normal de repeticdes é aproximadamente 60, enquanto
em pacientes com a SXF ocorrem centenas de repeticdes. Mais de 200 cépias da
repeticdo levam a uma metilacdo excessiva de citosinas no promotor de FMR1,
uma forma de modificacdo do DNA que impede o funcionamento normal e silencia
0 gene (29,27,25).

A deficiéncia funcional da proteina codificada pelo gene FMR1,
denominada FMRP, deve estar vinculada ao fenétipo da SFX, que inclui, além da
DM (em geral, de moderada a grave no sexo masculino), disturbios de
comportamento e linguagem, face alongada e mandibula proeminente, orelhas
grandes e/ou em abano e macrorquidia, comumente observados a partir da
puberdade (29,27,25).

Quanto as diversas outras heredopatias de transmissdao monogénica
relacionadas a DM, também merecem mencao os erros inatos do metabolismo,
pois entre centenas ja descritos, grande parte se relaciona a alteragdes
bioquimicas que afetam principalmente o metabolismo de aminoacidos, acidos
organicos, lipidios e carboidratos complexos e interferem no desenvolvimento do
sistema nervoso central, produzindo diversas alteracdes neurolégicas e somaticas,
além da DM (30).

Recentemente, o refinamento das técnicas de citogenética e genética
molecular possibilitou um avango dos recursos diagndsticos, ampliando o
conhecimento quanto a etiologia da DM. Assim, foi possivel identificar outros
mecanismos genéticos também responsaveis por essa condicdo, CoOmo 0S erros
de impressdo genOGmica e dissomia uniparental, que ocorrem na sindrome de
Angelman e sindrome de Prader-Willi. Ambas s&o afec¢des neurogenéticas
clinicamente distintas, resultantes da perda de expressdo de genes sujeitos ao
imprinting na regidao cromossdmica 15g11q13, de origem materna ou paterna,
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respectivamente. Além da DM, que pode variar de moderada a grave, essas
condicdes sdo caracterizadas por microcefalia, hiperatividade, auséncia de fala,
atracdo por agua, riso imotivado, além de marcha atéxica na sindrome de
Angelman, e hipotonia nos primeiros meses de vida, obesidade mérbida, letargia,
baixa estatura, hipoplasia genital, hipogonadismo hipogonadotréfico, e
comportamento manipulador e obsessivo na sindrome de Prader-Willi. Os trés
mecanismos genéticos mais frequentemente responsaveis por ambas sao delecao
da regido 15q11q13, dissomia uniparental e mutagdes no centro de imprinting.
Com uma ocorréncia de 1:10000 a 1:15000 individuos, as duas sindromes podem
ser diagnosticadas clinicamente e por métodos citogenéticos e moleculares
(31,32,33).

Outra causa mais recentemente apontada como associada a DM séo os

rearranjos subteloméricos, descritos no item a seguir.

1.3. Rearranjos subteloméricos em DM idiopatica

Diversos estudos vém demonstrando o envolvimento dessas regides

em muitos casos de DM idiopatica, como demonstrado na Tabela Il.

Tabela ll Revisdo de estudos envolvendo triagem de individuos com DM
relacionados a rearranjos subteloméricos.
Numero de =
Referéncia Método de analise casos Det(g/c)g 40
estudados .
Flint et al., 1995 (34) VNTR 99 6,0
Viot et al., 1998 (35) FISH multiprobe 17 23,0
Vorsana et al., 1998 (36) FISH multiprobe 209 8,0
Knight et al., 1999 (37) FISH multiprobe 466 4,7
Lamb et al., 1999 (38) FISH multiprobe 43 2,3
Slavotinek et al., 1999 (39) Andlise de microssatélite 27 7,5
Ballif et al., 2000 (40) FISH 154 2,6
Bonifacio et al., 2001 (41) PRINS 65 3,1
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Borgione et al., 2001 (42) Analise de microssatélite 60 6,6
Colleaux et al., 2001 (43) Analise de microssatélite 29 6,9
Fan et al., 2001 (44) FISH multiprobe 150 4,0
Joly et al., 2001 (45)  FISH multiprobe; CGH 14 35,7
Joyce et al., 2001 (46) FISH multiprobe 200 0,0
Riegel, et al., 2001 (47) FISH multiprobe 254 5,0
Rosenberg et al., 2001 (48) Analise de microssatélite 120 4.1
Rossi et al., 2001 (49) FISH multiprobe 200 6,5
Sismani et al., 2001 (50) FISH multiprobe 70 1,4
Anderlid et al., 2002 (51) MAPH 111 9,0
Baker et al., 2002 (52) FISH multiprobe 250 4,0
Clarkson et al., 2002 (53)  FISH multiprobe; SKY 50 4.1
Dawson et al., 2002 (54) FISH multiprobe 40 6,0
Hellias-Rod et al., 2002 (55) FISH multiprobe 33 9,1
Hollox et al., 2002 (56) MAPH 37 13,5
Popp et al., 2002 (57) M-TEL 30 13,3
Rio et al., 2002 (58) Analise de microssatélite 150 10,7
Van Karnebeek et al., 2002 (59) FISH multiprobe 184 0,5
Hulley et al., 2003 (60) FISH multiprobe 13 7,7
Jalal et al., 2003 (61) FISH multiprobe 372 6,8
Bocian et al., 2004 (62) FISH multiprobe o9 mog a grave 12:2
Borck et al., 2004 (63) Analise de microssatélite 97 3,1
Harada et al., 2004 (64) array-CGH 69 5,8
Koolen et al., 2004 (65) MLPA 210 6,7
Kriek et al., 2004 (66) MAPH 188 4,3
Li e Shao et al., 2004 (67) FISH multiprobe 46 4.4
Noveli et al., 2004 (68) FISH multiprobe 92 16,3
Pickard et al., 2004 (69) MAPH; FISH 69 leve 1,5
e e Fisnmutpope  CTdsume 125
Rooms et al., 2004 a (71) MLPA 75 5,2
Rooms et al., 2004 b (72) Analise de microssatélite 70 -
Shaw-Smith et al., 2004 (73) array-CGH 50 14,0
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Walter et al., 2004 (74) FISH multiprobe 50 10,0
Adeyinka et al., 2005 (75) T-FISH 2170 5,6
Baroncini et al., 2005 (76) FISH multiprobe 219 5,5
Caliskan et al., 2005 (77) T-FISH 10 20,0

De Vries et al., 2005 (78) array-CGH 100 10,0
Kok et al., 2005 (79) array-CGH 100 8,0

Moog et al., 2005 (80) T-FISH 102 5,9
Rosenberg et al., 2005 (81) array-CGH 81 16,0
Schoummans et al., 2005 (82) array-CGH 41 9,8
Velagaleti et al, 2005 (83) FISH multiprobe 18 11,1
Cogulu et al., 2006 (84) FISH 30 3,3
Delague et al., 2006 (85) Analise de microssatélite 45 6,6
Erjavec-Sker et al., 2006 (86) T-FISH;MLPA, arrayCGH 100 10,0
Friedman et al., 2006 (87) array-CGH 100 11,0
Lam et al., 2006 (10) MLPA; FISH 20 15,0

Menten et al., 2006 (88) array-CGH 140 13,6
Miyake et al., 2006 (89) array-CGH 30 16,0
Monfort et al., 2006 (90) MLPA; FISH 95 9,3
Palomares et al., 2006 (11) MLPA; FISH 50 5,0
Ravnan et al., 2006 (91) FISH 11688 3,0
Rooms, et al., 2006 (92) MLPA; FISH 275 4,36
Saugier-Veber et al., 2006 (93) QMPSF 293 1,0
Sharp et al., 2006 (94) array-CGH 290 55

Ahn et al., 2007 (95) MLPA; FISH 455 5,9

Ballif et al., 2007 (96) array-CGH; FISH 6946 2,4

Kriek et al., 2007 (97) MLPA; FISH; array-CGH 58 27,5

Ruiter et al., 2007 (98) MLPA; FISH 466 5,4

Wu et al., 2007 (99) MLPA; FISH 39 10,0

Park et al., 2008 (100) FISH multiprobe 100 1,1

Shao et al.,, 2008 (101) array-CGH 236 4.4
Stegmann et al., 2008 (102) MLPA; FISH 466 3,9
Stoeva et al., 2008 (103) array-CGH; FISH; MLPA 76 19,7
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Entre os primeiros estudos se destaca o de Knight et al. (37) que, ao
estudarem uma amostra de individuos com DM idiopatica, constataram rearranjos
subteloméricos em uma frequéncia de 7,4% entre os individuos com DM de
moderada a grave, e em 0,5% dos individuos com DM leve. Tais resultados foram
corroborados por Anderlid et al. (51). Entretanto, estudos mais recentes
mostraram uma propor¢do maior de individuos com alteragbes subteloméricas
entre aqueles com DM leve, variando de 10% a 33%, sendo esses valores
possivelmente explicados pelo tamanho da amostra e pelos critérios de selecao
dos individuos estudados (51,62). De todo modo, a revisado da literatura realizada
por De Vries et al. (104), constatando que em 2500 individuos com DM cerca de
5% apresentavam rearranjos cromossdmicos envolvendo regides subteloméricas,
coloca tais rearranjos como a causa mais comum de DM classificada como
idiopética, justificando, dessa forma, a inclusdo do seu estudo na investigagao
diagnostica dessa condicao.

1.4. Investigacao de rearranjos subteloméricos em DM idiopatica

Teldmeros sao estruturas constituidas por DNA e proteinas e estao
localizadas nas porcdes finais dos cromossomos. Sao regides ricas em repeticoes
simples TG, sendo que no caso dos vertebrados, a repeticdo (TTAGGG)n varia
entre 5 kb e 15 kb de extensao (105).

Entre suas fungdes bioldgicas principais estdo a regulacdo do ciclo
celular, a movimentacao e a localizagao dos cromossomos no nucleo, assim como
a atuacao na segregacao correta nas células-filhas, a regulacao transcricional dos
genes subteloméricos e o envelhecimento celular. Sem essas regides terminais,
0s cromossomos tornam-se instaveis, podendo se ligar a outros cromossomos ou
sofrer processos de degradacao exonucleotidica. Portanto, os teldbmeros sao
essenciais para a estabilidade gen6mica e na replicagdo completa do DNA,

possuindo um papel importante na longevidade celular (105,106,107).
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Imediatamente apds essas repeticbes (TTAGGG)n em tandem,
encontram-se familias de DNA repetitivo que se estendem por centenas de
kilobases, denominadas como regido subtelomérica e, em geral, localizadas nos
500 kb terminais de cada brago cromossémico (108,109).

Flint et al. (110), analisando sequéncias génicas adjacentes aos
telbmeros nos cromossomos 4p, 16p e 22p, sugeriram que a regiao de
(TTAGGG)n degenerado, localizada apds a regido de sequéncias (TTAGGG)n em
tandem, pode ser subdividida em regides subteloméricas distal e proximal, com
padrdes diferentes de homologia entre os cromossomos (110).

O tamanho e a complexidade das regides subteloméricas tornam a sua
analise molecular muito dificil. Frequentemente, as sequéncias apresentam 90% a
95% de similaridade, sendo essa homologia estendida em muitas kilobases. Por
exemplo, nos 30 kb terminais, a homologia existente entre os bracos p e q do
cromossomo 4 é de 98% (110,111). E essa similaridade significativa que
possivelmente justifica o mecanismo chamado cross talk, muito observado entre
essas regides durante a meiose, podendo resultar em rearranjos cromossémicos
(108).

Embora os rearranjos subteloméricos descritos por muitos estudos
envolvam porgbes especificas, é provavel que a alta interagdo entre sequéncias
subteloméricas homologas iniciem o processo de recombinacdo nessas regides
(112). Apesar do mecanismo de duplicacdo e separacdo das regides
cromossémicas terminais ainda ndo estar totalmente elucidado, j4& se tem
conhecimento de que erros podem ocorrer e que mutagbes envolvendo tais
regides podem ser herdadas com ou sem consequéncias clinicas, e podem estar
associadas a diversas doengas genéticas (113,112).
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a Muitos Cromossomos a poucos Cromossomos
(TTAGGG)n
degenerado
Sequéncia Sequéncia Sequéncia
Repetigies  subteloménca subteloménca cromossdmica
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Figura1 Organizacdo das regides teloméricas e subteloméricas dos
cromossomos [adaptado de Flint et al. (110)].

Segundo Saccone et al. (114), Xu e Chem (14) e Rodriguez-Revenga et
al. (69), as regides adjacentes aos telomeros possuem varias caracteristicas que
as tornam candidatas ao estudo de rearranjos, como causa de doencas genéticas.
Entre essas, estdo a quase auséncia de histonas e nucleossomos, a riqueza em
genes e ilhas CpG e a alta probabilidade de recombinacéao, levando a observacao
de que rearranjos nessas regides poderiam ter maiores consequéncias fenotipicas
do que aqueles que envolvessem outras partes do genoma. Sendo assim,
alteragdes nessas regides cromossémicas poderiam contribuir significativamente
para a propor¢ao de casos de DM (6).

Na andlise cromossOmica convencional, as regides subteloméricas sao
dificeis de analisar, pois sdao morfologicamente muito similares e em sua grande
maioria correspondem a bandas G negativas. Apesar disso, em individuos com
anomalias congénitas multiplas, atraso no desenvolvimento ou suspeita de outra
anormalidade cromossdmica, o exame de caribtipo convencional é ainda o
primeiro a ser realizado, em geral com uma resolugao que varia de 450 a 850

bandas por lote hapléide, a fim de facilitar a deteccao de delecées, duplicagdes ou
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rearranjos cromossdmicos relativamente pequenos. Normalmente, o tecido
escolhido para andlise é o sangue periférico, contudo, quando ha suspeita de
mosaicismo, deve aumentar o numero de metafases analisadas; além disso,
tecidos de outra origem embrionaria, como por exemplo, fibroblastos obtidos a
partir de bidpsia de pele, podem ser utilizados para cultura celular (115,116,117).

Ja quando a resolucao da analise permanece entre 3 — 5 Mb, rearranjos
menores devem ser detectados por outras técnicas (51,118).

Entre as técnicas utilizadas para a analise das regides subteloméricas
pode-se destacar a Hibridizagdo In Situ por Fluorescéncia (fluorescent in-situ
hybridization ou FISH), a Hibridizacado Gendémica Comparativa (CGH), a Analise de
Microssatélites, Multiplex Amplification and Probe Hibridization (MAPH) e Multiplex
Ligation Probe-dependent Amplification (MLPA) (39,119,120,14).

1.4.1. A técnica de FISH

Uma técnica bastante utilizada para detectar rearranjos subteloméricos
€ a de FISH, na qual sondas fluorescentes especificas s&o hibridizadas ao
cromossomo-alvo. Com essa técnica € possivel a identificacdo dos segmentos
pela homologia entre as sequéncias do DNA e ndo mais pela similaridade das
bandas visiveis na analise convencional. Assim, podem ser observados rearranjos
cromossOmicos e delegbes submicroscépicas menores do que 2 — 3 Mb, néo
visiveis em técnicas de bandamento convencionais (117,118).

Utilizando essa técnica, as delegcdes podem ser detectadas pela
auséncia de sinal e as trissomias pela presencga de trés sinais nas porcoes finais
dos cromossomos. A localizacdo dos sinais € evidente a partir da caracterizagéo
citogenética, de modo que translocacdes balanceadas e nao balanceadas podem
ser identificadas. Em contrapartida, os mesmos estudos que demonstram as
vantagens dessa técnica, advertem para seu custo, complexidade e também para
o fato de ser trabalhosa, além da limitacdo referente a especificidade ao DNA-alvo
(104,121,65,120,92,90).
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Quanto a especificidade ao DNA-alvo, a técnica de FISH é bastante
apropriada na deteccao de sindromes genéticas ja associadas a anormalidades
cromossOmicas, haja vista a necessidade de confec¢do de sondas especificas a
regiao em questao. Por essa razdo, o método nao é apropriado se a condicao
ainda nao se encontra bem esclarecida quanto a sua origem genética (117).

Com relagao ao estudo da DM idiopatica, muitos sdo os estudos que
utilizam o método de FISH para a investigacdo de rearranjos subteloméricos
relacionados a essa condi¢do, ou seja, das regides subteloméricas de todos os
bragos cromossémicos, com exceg¢ao dos acrocéntricos. Assim, Baker et al. (52),
estudando, por meio de FISH, 250 pacientes, sendo 53 com DM idiopatica/atraso
no desenvolvimento e 197 com DM/atraso no desenvolvimento associado a sinais
dismérficos e/ou defeitos congénitos observaram rearranjos subteloméricos em
3,6% dos casos: 1/53 pacientes no primeiro grupo (1,9%), e 8/197 no segundo
grupo (4,1%). A explicagdo para esses valores estaria mais concentrada nos
critérios de selecao utilizados para o estudo. A mesma observacao € salientada no
trabalho publicado por Adeyinka et al. (75). Segundo esses autores, 0s critérios de
selecdo dos pacientes corresponderiam ao primeiro fator a ser considerado para
justificar a diferenca na porcentagem de casos com alteracdo. De todo modo,
ambos os estudos atentam para a importancia da utilizacdo da técnica de FISH na
deteccao de rearranjos subteloméricos em DM idiopatica (75).

Em 2004, Rodriguez-Revenga et al. (122) detectaram rearranjos
subteloméricos em 6,7% dos 30 pacientes selecionados, nos quais entre 0s
critérios de inclusdo estavam a andlise citogenética normal, nenhuma sindrome
reconhecivel clinicamente, presenca de sinais dismérficos e histéria familial de DM
em alguns casos. Dentre os 30 pacientes, 22 apresentavam DM moderada a
grave. Quando pertinente, as sindromes do X-fragil, Angelman ou Prader-Willi
foram excluidas. Segundo esses autores, a porcentagem de casos positivos
esteve de acordo com estudos anteriores, que também utilizaram a técnica de
FISH para triagem de rearranjos subteloméricos. Apesar de ser laboriosa e de

custo alto, a técnica de FISH tem sua utilizagcéo justificada para a detecgdo de
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anormalidades subteloméricas, principalmente quando combinada a outros
protocolos e critérios adequados de selecao de pacientes (122).

1.4.2. A técnica de array-CGH

A técnica de CGH (Hibridizacao Gendémica Comparativa), assim como a
de FISH, é capaz de detectar perdas e ganhos cromossémicos, e diferentemente
da analise citogenética convencional, dispensa a cultura celular para a obtencao
de preparagdes metafasicas do individuo a ser examinado, utilizando, para tanto,
o seu DNA. Além disso, ndo ha desvio para a andlise de uma regido
cromossOmica especifica, ou seja, todo o genoma € analisado (121).

Na técnica de CGH convencional, o DNA gendémico do individuo e o de
referéncia (normal) sdo marcados com fluorocromos distintos e, posteriormente,
sdo misturados e aplicados sobre metafases normais, para que haja uma
competicdo dos mesmos na hibridizagdo. Entretanto, a resolugdo € semelhante a
obtida por bandamento G (5 — 8 Mb), ndo sendo eficaz para a detecgdo de
anormalidades cromossémicas muito pequenas. Dessa maneira, ndo possui muita
aplicacao na genética clinica, sendo utilizada na grande maioria das vezes para a
deteccao de anormalidades genémicas em cancer (14,120).

No final da década de 90, Pinkel et al. (123) descreveram pela primeira
vez a técnica de CGH baseada em arrays (array-CGH), que utiliza sondas de DNA
gendmico ‘inseridas’ em laminas, ao invés de prepara¢des cromossdmicas, como
na técnica de CGH convencional. Com o advento dessa técnica, que possui uma
resolucao de até alguns kb, dependendo somente do tamanho e da distancia entre
as sondas, a andlise de ganhos e perdas gendmicas relacionadas a doencgas
genéticas, incluindo rearranjos subteloméricos relacionados a DM idiopatica, péde
ser realizada (124,125,115,126).

Dessa maneira, varios estudos procuram analisar a viabilidade da
técnica na investigacao de rearranjos subteloméricos relacionados a DM idiopatica
(73,79,127,81,89,128,129). Como exemplos, Veltman et al. (119) testaram a

funcionalidade da técnica na triagem de alteracbes génicas em regides
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subteloméricas de individuos com DM, associada ou ndo a anormalidades
congénitas. Para tanto, utilizaram amostras de DNA gen6mico de 20 pacientes
com anormalidades genéticas envolvendo uma ou mais regides subteloméricas,
detectadas por outras técnicas. Como resultado, observaram que ganhos ou
perdas génicas nesses ensaios mostraram concordancia significativa entre o
diagnostico citogenético e o baseado em array-CGH. Além desses achados, os
autores observaram outros trés rearranjos subteloméricos nao detectados
previamente nesses pacientes. Dessa maneira, a eficacia da triagem de rearranjos
subteloméricos realizada por array-CGH confirmou sua aplicabilidade no
diagnostico clinico (119).

Schoumans et al. (130), utilizando a técnica de array-CGH para a
deteccdo de rearranjos cromossémicos em criancas com DM idiopatica,
observaram quatro dele¢cées de novo, todas confirmadas pela técnica de FISH,
método “padrdo ouro” de analise, sinalizando a eficacia do método (130).

A revisao realizada por Stankiewicz e Beaudet (131) ja contabiliza mais
de 13 estudos envolvendo a técnica de array-CGH e pacientes com DM de origem
a esclarecer, sendo que a deteccdo de anormalidades cromossémicas esta de
acordo com as observadas por outros métodos (64,88). Com base nos resultados
obtidos por esses estudos foi possivel estimar as vantagens e desvantagens do
uso dessa técnica.

Entre as vantagens do método de array-CGH, estd a de nao ser
necessaria a obtencao de cromossomos metafasicos (ao contrario da analise por
bandamento ou mesmo por FISH), a rapidez de finalizagdo do experimento (na
técnica de FISH comumente sdo necessarios mais de sete dias para a conclusao),
a praticidade (todo um genoma € analisado em uma mesma reagado) e a
sensibilidade (é capaz de detectar qualquer rearranjo desbalanceado e genes
candidatos para diversas condi¢cdes), auxiliando na identificagdo de diversas
sindromes novas (124,131,101).

A grande desvantagem € a de nao ser capaz de detectar rearranjos
balanceados, além do custo alto, por vezes ndo condizente com a infra-estrutura

da instituicado e inviabilizando a aplicagdo em programas de triagem (14).
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1.4.3. A técnica de MAPH

A técnica Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation (MAPH), ou
Amplificagdo Multipla de Sondas Hibridizadas, primeiramente descrita em 2000
por Armour et al. (132) possui como principio uma combinacdo de sondas
hibridizadas ao DNA gendmico e amplificadas pela Técnica de Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR), visando a deteccao de variacdes no numero de copias
génicas, menores que 150 pb (132).

Nessa técnica, o DNA genbmico € desnaturado e fixado em uma
membrana de nylon, e entdo hibridizado a uma série de sondas, que podem ser
desenhadas especificamente para todo e qualquer l6cus, teldomero ou regiao
cromossOmica. Essas sondas sdo marcadas por radioatividade ou, mais
recentemente, por fluorescéncia, e correspondem as sequéncias de interesse no
estudo. Apds a hibridizacdo, a membrana € lavada para a retirada das sondas
excedentes, que ndo sofreram anelamento as regides estudadas. Desse modo, as
sondas restantes estarao presentes proporcionalmente a presenga do numero de
cépias do segmento no genoma (133,134).

Em seguida, as sondas sdo retiradas da membrana e amplificadas
simultaneamente, por meio de um par de primers universal, pela técnica de PCR.
Os produtos sdo, entdo, separados por eletroforese (capilar ou por gel de
poliacrilamida) e € realizada uma comparagéao relativa desses resultados com os
de um DNA normal (controle sem alteracdo). A redugao da intensidade da banda
ou da area do pico comparada ao controle interno indica uma redugédo no numero
de copias génicas, enquanto que um aumento nessa intensidade refere-se a uma
duplicacao (133,134).

Recentemente, foi desenvolvida a técnica de array-MAPH, a partir de
algumas modificagdes no protocolo original, determinando um ajuste do método
de gel eletroforese capilar para o formato array. Os primeiros estudos envolvendo
a técnica modificada apontam alguns fatores limitantes para a aplicagdo clinica,
como a quantidade de DNA utilizada no ensaio e a possibilidade de falsos

positivos. Entretanto, a otimizagcdo do método pode aperfeigoar a reprodutibilidade
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e a dinamica, abrindo novas possibilidades para detec¢do de alteragdes no
nuamero de cépias no genoma humano (134,135,136).

Sao muitas as indicagbes da técnica de MAPH, entre as quais se
destacam a deteccao de delegcdes em genes como DMD, relacionado a distrofia
muscular de Duchenne (137,138), SNRPN, relacionado as sindromes de
Angelman e Prader-Willi (132), MSH2 e MLH1, relacionados ao cancer colo-retal
hereditario nao polipodide (139), além da deteccao de aneuploidias e de rearranjos
subteloméricos (69), esses ultimos relacionados a DM idiopatica (50,56).

Kriek et al. (66), estudando rearranjos subteloméricos em 188
individuos com DM de origem nao esclarecida pela técnica de MAPH, observaram
19 alteragdes génicas, sendo que 69% delas nao foram detectadas por andlise
citogenética convencional. Entre as alteracdes observadas estdo as delecdes
terminais del(1p), del(6p), del(6q), del(7p), del(16p) e del(18qg). Ja entre as
duplicagbes subteloméricas encontram-se dup(1p) e dup(20q). A partir desses
resultados, os autores sugerem a aplicagdo do método em programas de triagem,
atentando para o fato de que outras tecnologias, como MLPA e array-CGH vém
despontando para 0 mesmo objetivo (66).

Segundo Sellner e Taylor (133), as técnicas de MAPH e MLPA sao
bastante similares, pois permitem avaliar pequenas perdas ou ganhos de material
genético com eficacia alta. Entretanto, apesar das semelhancgas, a técnica de
MAPH exige maior quantidade de DNA gen6mico e ainda hé possibilidade de que
sondas que nao sofreram hibridizacdo, quando ndo retiradas completamente
durante a lavagem, sejam amplificadas, levando a um resultado incorreto. Ja
quanto a MLPA, a fase de ligacdo remove a necessidade do uso do filtro e da
etapa de lavagem, sendo, portanto, mais indicada. Dessa forma, além de ser um
tanto laboriosa, a técnica de MAPH é mais passivel de sofrer contaminacao
quando comparada a técnica de MLPA (140,133,118).
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1.4.4. A técnica de MLPA

A técnica denominada Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(Amplificagdo de Mudltiplas Sondas Dependente de Ligagcao) € um método
sensivel, econdmico, rapido e simples, que visa a quantificagao relativa, quanto ao
nuamero de cépias, de mais de 50 sequéncias de acidos nucléicos em um Unico
experimento, sendo capaz de detectar delecbes e duplicacdes de diversos genes,
além de mutagbes de ponto conhecidas (141,142).

Descrita por Schouten et al. (141), e posteriormente comercializada
pela empresa holandesa MRC-Holland (143), a técnica de MLPA se baseia em um
principio simples, em que a amostra de DNA genbémico € hibridizada a uma
mistura de sondas, com amplificagdo posterior dos produtos de ligagdo por PCR,
utilizando um par de primers universal. Os fragmentos finais sdo, entdo, separados
e lidos em aparelho de eletroforese capilar, sendo possivel a quantificacdo relativa
de copias génicas (141).

E constituida por quatro fases: Desnaturagao, Hibridizagdo, Ligacdo e
Amplificagdo. Nas duas primeiras, o DNA genbémico é desnaturado, e entédo
hibridizado a uma mistura de sondas (cada uma especifica para a regiao a ser
estudada). Cada sonda é formada por dois oligonucleotideos, que sao contiguos
ao se anelarem ao DNA, e sao construidos da seguinte maneira:

Oligonucleotideo A: possui um tamanho variavel de 50 — 60 pb e contém um

marcador fluorescente (para reconhecimento), seguido de uma sequéncia
homoéloga ao primer universal X (correspondendo a regiao pela qual esses primers
universais serdao anelados, posteriormente) (em roxo; Figura 2), além da
sequéncia de hibridizacdo homadloga ao DNA-alvo (em azul claro; Figura 2).

Oligonucleotideo B: possui um tamanho variavel entre 60 — 450 pb e contém

uma sequéncia homodloga ao primer universal Y (em lilas, Figura 2), seguido de
uma sequéncia-coringa (com extensao diferente para cada sonda, o que definira o
tamanho a partir do qual o fragmento final poderd ser diferenciado dos demais)
(em verde, Figura 2) e uma sequéncia de hibridizacdo homéloga ao DNA-alvo (em
azul escuro, Figura 2) (141,71,120,95).
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Oligonucleotideo de 50-60pb Oligonucleotideo de 60-450pb

Sequéncia primer Y

5
Fluoréforo Sequéncia primer X
Sequéncia coringa

Sequéncia de hibridizacao

Sequéncia de hibridizagao

Figura 2 Constituicdo dos oligonucleotideos das sondas de MLPA (Modificado de
143).

Esses oligonucleotideos, quando submetidos a temperatura de
anelamento, hibridizam-se a sequéncias complementares ao DNA-alvo e, a seguir,
em temperatura ambiente, sdo unidos por uma enzima ligase dependente de
temperatura (Fase de Ligacao), formando um fragmento unico (Figura 3).

Enzima ligase dependente
’ ;@: ’ de temperatura é:

Sequencla de DNA Saquencla de DNA

Figura 3 Anelamento dos oligonucleotideos na sequéncia de DNA gendmico e
posterior unido desses oligonucleotideos pela enzima ligase
dependente de temperatura (Modificado de 143).

Dessa forma, como resultado da reacdo de ligagdo, sdo obtidos
fragmentos Unicos, com a seguinte disposicao: fluoréforo — regido de ligacdo ao
primer universal — sequéncia complementar ao DNA alvo — sequéncia coringa —
regido de ligacao ao primer universal (Figura 4) (141,71,120,95).

Sequéncia complementar aos primers universais

S AN

TR T T IIITT e ee e e
Sonda /‘ //' {

Sequéncia da hibridizacao Sequéncia coringa

Figura4 Fragmento Unico resultado da reagdo de ligacédo, intermediada pela
enzima ligase dependente de temperatura, e sua disposicao quanto as
partes que a compdéem (Modificado de 143).
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Apoés a ligacao, inicia-se a fase de amplificacdo, na qual os fragmentos
formados pelas duas sondas, agora unidas, sao amplificados por PCR, utilizando-
se primers universais que se anelam as sequéncias nao-homélogas situadas nas
duas extremidades dos produtos de ligacao (Figura 5) (141,71,120,95).

Figura5 Resultado da amplificacdo dos produtos de ligacao através de PCR,
com a utilizagado de primers universais (143).

Em seguida, tais produtos sdo separados em aparelho de eletroforese
capilar e podem ser analisados em relagdo aos controles sem alteracao, a partir
de programa especifico de genotipagem. Dados de area ou altura de pico de cada
produto de amplificacdo podem ser utilizados na normalizagdo, e refletem o
numero relativo de cépias de cada sequéncia-alvo, permitindo, por exemplo, que o
numero de copias localizadas nas extremidades cromossdémicas que sofreram

delecao ou duplicacao sejam identificadas (Figura 6) (141,71,120,95).
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Figura 6 Exemplo de separacdo e quantificacdo por eletroforese capilar
(Modificado de 143).
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Segundo o fabricante dos kits, a técnica de MLPA possui algumas
vantagens em relacdo a outras ja utilizadas para a deteccdo de alteraches
gendmicas, entre as quais se destacam a detecgdo de mais de 50 sequéncias de
DNA genbmico em uma mesma reacao, utilizando somente 20 ng de DNA
humano (rendimento alto); necessidade de apenas um termociclador e um sistema
de eletroforese capilar para a realizagdo da técnica, que disponibiliza os
resultados em 24 horas (praticidade alta e rapidez); possibilidade de inclusao de
muitas amostras em um mesmo ensaio (reprodutibilidade); capacidade de detectar
sequéncias que diferem em apenas um nucleotideo; protocolo Unico para muitas
aplicacoes diferentes; e custo relativamente baixo do ensaio por paciente (143).

Sao muitas as indicacdes dessa técnica, que é considerada eficiente
para a detecgcdo de delecdes e duplicagdes de exons em diferentes genes, como
BRCA1 no cancer de mama (144), MSH2 e MLH1 no céancer colo-retal hereditario
nao polipéide (141,145), DMD na distrofia muscular de Duchenne
(146,147,148,149), TSC1 e TSC2 na esclerose tuberosa (150) e CCM1 nas
malformacdes cerebrais familiares (151), craniossinostoses (152), assim como
para o diagnoéstico de aneuploidias em exames pré-natais (153,154,155) e estudo
de abortos espontaneos (156,157), entre outros.

A técnica de MLPA vem se mostrando bastante eficiente também para
o estudo de metilagdo dos genes SNRPN e UBE3A em sindrome de Prader-Willi e
sindrome de Angelman (158,159,160), para a investigacao de leucemias (161),
anormalidades do cromossomo 22 (162,163), neurofiboromatose (164),
holoprosencefalia (165), hiperplasia adrenal congénita (142), surdez néo
sindrdmica (166), além da pesquisa de rearranjos subteloméricos.

Quanto a pesquisa de DM relacionada a rearranjos subteloméricos,
como a maioria desses envolve duplicagdo ou delecao de um Unico subteldmero,
o fabricante disponibiliza testes comerciais para cada regido. Como exemplo, para
uma primeira triagem de alteragdes envolvendo todos os subteldmeros, sao
indicados os kits SALSA MLPA P036, P069 e P070. Ja para a investigacao de
sindromes de microdelecao sao indicados kits especificos para cada regiao, como
0s kits SALSA P064, P096, P245, entre outros (143).
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Diversos estudos de investigacao de rearranjos subteloméricos em DM
idiopéatica, a partir da técnica de MLPA, tiveram resultados similares aqueles
baseados em outros métodos (34,65,167,10,92), sendo alguns detalhados a
sequir.

Palomares et al. (10) e Vorstman et al. (162), em estudos comparativos,
utilizando as técnicas de FISH e MLPA, constataram concordancia significativa
entre os resultados de ambas, mas observaram maior rentabilidade e rapidez,
além de custo menor, com a utilizacao de MLPA.

No mesmo ano, Lam et al. (9) publicaram um estudo sobre a
prevaléncia de delecdes subteloméricas em pacientes com DM de moderada a
grave, utilizando as técnicas de MLPA e FISH. Entre os 20 pacientes testados,
foram identificadas trés delegbes subteloméricas, entre as quais del(1p36),
del(1g44) e del(10g26), nao identificadas anteriormente por andlise citogenética
convencional. Ambos os genitores desses trés casos positivos também foram
investigados pelas duas técnicas, sendo o resultado normal em todos os casos.
Comparando-se as técnicas utilizadas nesse estudo, os autores observaram
vantagens do uso de MLPA em relacdo a técnica de FISH, principalmente quanto
ao custo e ao tempo despendido para a realizacdo dos testes. Com relagcdo ao
custo, segundo estimativas recentes, enquanto que o teste de FISH subtelomérico
custa em torno de 250 délares, o de MLPA sai por menos de 15 ddlares por
paciente. Ja quanto ao tempo, um resultado de MLPA torna-se disponivel para
consulta em cerca de 20 horas, enquanto o de FISH requer pelo menos uma
semana. Porém, é importante observar que pelo fato de a técnica de MLPA ser
nova, toda alteracdo encontrada por ela deve ser validada com outra técnica
“padrdo-ouro”, como a de FISH, por exemplo (10,71,90,143,167).

Rooms et al. (71), analisando 75 pacientes com DM moderada a grave,
em combinacao com sinais dismorficos e/ou histéria familial de DM pela técnica de
MLPA, detectaram rearranjos subteloméricos em 5,3% desses pacientes. Foram
identificados quatro rearranjos subteloméricos, sendo duas dele¢des terminais

1p36, uma delecdo 1q terminal e uma delecdo 3p terminal. Essas delegbes
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puderam ser confirmadas por FISH e também por analise de microssatélites,
mostrando a eficacia, rapidez e sensibilidade do método (71).

Os mesmos autores, em estudo posterior (92), salientaram a
importancia da técnica de MLPA no diagndéstico de rearranjos subteloméricos em
DM. Nesse estudo, foram encontradas alteracées em 12 dos 275 individuos com
DM idiopatica testados (2,9%). Entre essas alteracdes, cinco foram consideradas
de novo: del(8pter), del(15qter), dup(19pter), der(11)t(11;20)(qter;qgter) e
der(18)t(18;10)(qgter;pter); enquanto as sete restantes foram também encontradas
em pelo menos um dos genitores: del(3pter), del(6qter) em gémeos, del(Xpter) em
dois pacientes independentes, dup(5q) e dup (3qgter) em dois pacientes
independentes, resultados esses confirmados por outros kits do mesmo método e
validados pela técnica de FISH. Segundo esse grupo, a importancia dos
resultados justifica a inclusdo da técnica como rotina na triagem de rearranjos
subteloméricos em individuos com DM de origem ainda n&o esclarecida (92).

A eficiéncia do método também foi observada no estudo de Koolen et
al. (65) em 210 individuos com DM idiopatica, sendo observada a presenca de
rearranjos subteloméricos em 6,7% deles. Outro dado importante desse estudo é
que rearranjos com relevancia clinica foram encontrados em todos os pacientes
que anteriormente passaram pelo checklist para rearranjos subteloméricos
proposto por De Vries et al. (168). Segundo tais autores, esse checklist auxilia na
pré-selecdo de casos para testes subteloméricos e € formado por itens como
historia familial para DM e presenga de sinais dismorficos, entre outros. Isso foi
demonstrado em um estudo que incluiu pacientes com escore clinico de trés ou
mais desses sinais, no qual a deteccao de alteragdes subteloméricas foi ampliada
para 12,4% (65). Isso ressalta o fato de que uma avaliagdo clinica prévia, com
especial atencdo a caracteristicas fisicas, antecedentes familiais e pessoais, é
sempre fundamental na investigagéo diagndstica em DM.

Kirchhoff et al. (169,170), analisando 258 individuos com DM que
apresentavam cariétipo convencional normal, utilizando inicialmente técnicas de
array-CGH e MLPA, identificaram alteracbes cromossOmicas em 5,8% dos casos.

Entre esses pacientes, 10 foram identificados como apresentando as sindromes
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de delegao 1p36, delecdo 22q11, sindromes de Angelman, Prader-Willi, Miller-
Dieker, Smith-Magenis, Sotos e Williams-Beurens, e outros cinco tinham
duplicagbes. Tais resultados séo indicativos de que a técnica de MLPA quando
utilizada para identificacdo de alteracbes subteloméricas ou aplicada para
sindromes especificas associadas a DM, pode ser uma ferramenta importante na
investigacao diagnéstica dessa condicao (169).

Kriek et al. (97), estudando pacientes com atraso de desenvolvimento,
também pela estratégia de combinagdo das técnicas de MLPA e array-CGH,
observaram que ambas sado validas para o diagnostico de pacientes com DM, e
que a possibilidade de implementacdo dessas técnicas deve ser considerada. A
casuistica foi composta por 58 pacientes com DM, anormalias congénitas ou
sinais dismoérficos secundarios. Todos o0s participantes ja possuiam analise
citogenética normal e estudo molecular negativo para a SXF. Nos resultados,
foram detectadas 17 alteragdes por CGH, sendo 14 delas confirmadas por MLPA
ou FISH. Comparando-se as técnicas utilizadas observou-se que trés alteracoes
potencialmente patogénicas ndo foram detectadas por MLPA, devido a sua
localizagao distante da regiao testada. Dessa maneira, devido ao baixo custo da
técnica de MLPA, esses autores propuseram a seguinte estratégia de investigagao
diagnostica: quando um paciente apresenta DM de etiologia desconhecida com
exame de cariétipo normal, o primeiro método de triagem a ser utilizado seria o
MLPA. Como consequéncia, caso o resultado seja negativo, aconselha-se a
utilizacado de array-CGH, uma vez que um numero maior de variagcées de copias
génicas pode ser detectado por essa técnica (97).

E importante ressaltar que grande parte dos estudos demonstrou a
eficacia da técnica de MLPA em detectar alteragbes genbmicas, principalmente
quanto a rearranjos subteloméricos, porém ha duvidas em relagdo a sua
sensibilidade, uma vez que em alguns houve resultados falso-positivos. Como
exemplo, Monfort et al. (90) utilizaram trés kits de MLPA para analisar 95
pacientes com DM idiopatica associada a sinais dismorficos (ndo presentes em
outros membros da familia) e 22 controles sem alteragdo. Foram detectadas

alteragdes entre os pacientes, todas confirmadas pela técnica de FISH ou analises
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de microssatélites. J& no grupo controle foram detectados quatro resultados
alterados, entre delecdes del(6p), del(2q) e duplicagcdes dup(10q) e dup(15p),
provavelmente relacionados a polimorfismos, mostrando a necessidade de
confirmacéo dos resultados alterados por outro kit da mesma técnica ou entdo
outro método. Segundo esses autores, a técnica de MLPA apresenta um custo
mais baixo, € menos laboriosa e, uma vez utilizando-se outros kits comerciais para
a confirmacao de seus resultados e deteccao de polimorfismos, pode ser incluida
em analises de rotina (90).

Ainda com relagdo a padronizacdo, recentemente Ahn et al. (95)
realizaram estudo que permitiu a validacdo do método, testando 208 pacientes,
sendo 124 com anomalias ja conhecidas e outros 84 incluidos para triagem de
perdas subteloméricas, correspondendo a 8528 regides gendmicas analisadas. No
total, foram 128 individuos incluidos como casos para validacao, com alteracoes
como trissomias 13, 18 e 21, anomalias de cromossomos sexuais, delecdes e
duplicacdes terminais visiveis a microscopia comum, e anomalias identificadas por
multi-FISH. Apds a validagao foi realizado um estudo com 455 pacientes e como
resultado as 184 regides genémicas alteradas foram identificadas por pelo menos
um dos kits de MLPA utilizados, ou seja, nenhuma regiao alterada deixou de ser
detectada. Ja o estudo com o grupo de pacientes detectou alteragcées génicas em
5,9% dos 455 individuos, entre as quais del(1p), del(2q), del(3p), del(4q), del(6q),
del(9p), del(9q) e del(17p), dup(3p), dup(5q), dup(6q), dup(8q), dup(9p), dup(9a),
dup(13q), dup(15q), dup(16q), dup(19q) e dup(22q). Em quatro casos, 0s
resultados foram confirmados pela técnica de FISH; em nove, os resultados de
FISH nao foram informativos para confirmar as alteracdes detectadas pela técnica
de MLPA e em 15 as amostras ndo estavam disponiveis (95).

Concluindo, na década passada os rearranjos subteloméricos
emergiram como uma causa importante de DM idiopatica. Essas alteracdes
contam com 5% a 7% de todos os casos de DM, ficando em uma posicao
intermediaria em relacdo a sindrome de Down e a SXF. Dessa maneira, se faz
necessaria a elaboragcédo de programas de triagem para alteragdes subteloméricas

e, nesse sentido, a técnica de MLPA mostra-se eficiente, superando a de FISH
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com vantagens significativas em aspectos como rendimento, rapidez (mais de 80
casos podem ser triados por semana) e custos (R$120,94). Outras técnicas, como
a de array-CGH, seguramente podem aumentar a deteccdo de anomalias em
individuos com atraso de desenvolvimento e (ou) dismorfismos e DM, mas devido
ao custo ainda se considera inviavel a sua introducao em servicos ligados ao
sistema publico de atencdo a saude, razdo pela qual a técnica de MLPA se
apresenta como a melhor alternativa disponivel na triagem de rearranjos
subteloméricos, justificando os esforcos para que passe a ser implementada a
partir de pesquisas desenvolvidas nos centros que se dedicam ao estudo
sistematico da origem da DM e disturbios correlatos (95).
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2. JUSTIFICATIVA

A deficiéncia mental (DM) é uma condicdo clinica frequente,
acometendo em torno de 1% a 3% da populacao de paises industrializados, sendo
que uma porcentagem significativa dos casos (cerca de 40%) permanece de
origem nao esclarecida, sendo classificados como DM idiopatica. Assim, o
desenvolvimento de técnicas que permitam o refinamento da investigacao
diagnostica dessa condicao tem sido o objetivo de numerosos estudos ao longo de
décadas.

Estudos atuais tém indicado que os rearranjos subteloméricos devem
ter importancia significativa entre as causas genéticas de DM, podendo até se
constituir no segundo fator determinante dessa condicdo, superando a SXF e
sendo menos frequente apenas que a sindrome de Down (104).

O método de MLPA, entre outras vantagens, se apresenta como um
instrumento promissor para a deteccao de rearranjos subteloméricos associados a
DM, conforme constatado por diversos estudos. Dessa forma, seria oportuna a
sua implantagdo em centros que se dedicam ao estudo sistematico da etiologia da
DM ou do atraso do desenvolvimento neuromotor, como o servico de Genética
Clinica da Unicamp.

A partir da padronizacao e da implantacao dessa técnica, seria possivel
disponibilizar o método como rotina na investigagdo diagnéstica da DM, para
avaliar a eventual ocorréncia de rearranjos subteloméricos entre individuos com
DM de causa indeterminada, contribuindo para melhor caracterizacdo de vérios
quadros sindrémicos associados a essa mainifestacado, especialmente tendo em
vista a auséncia de estudos similares na populacéo brasileira. Vale destacar que a
perspectiva de wuma conclusdo diagnostica devera contribuir para o
estabelecimento de estratégias de tratamento e prevencdo, aprimorando o

processo de aconselhamento genético.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

e Implantacdo da técnica molecular de MLPA no Laboratério de Genética
Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) em
colaboragéao com o DGM/FCM-Unicamp.

e Estudo de rearranjos subteloméricos em individuos com atraso do
desenvolvimento neuromotor ou deficiéncia mental idiopatica por meio do

método.

3.2. Objetivos Especificos

e Revisado e atualizacao da literatura quanto a técnica de Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA).

e  Definicdo das alternativas mais vidveis para o desenvolvimento da técnica em
questao, tendo em vista a infra-estrutura disponivel na instituigéo.

e Implantagdo da técnica e aplicagdo em uma amostra de individuos com
atraso do desenvolvimento neuromotor ou DM de origem n&o esclarecida.

e Validagdo dos resultados alterados, pelos métodos de Hibridizacdo In Situ
por Fluorescéncia (FISH) ou seqlienciamento.

o Discussdo da viabilidade do método como triagem para a deteccao de
rearranjos subteloméricos em individuos com atraso do desenvolvimento

neuromotor ou DM idiopéatica.
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4. CASUISTICA E METODOS

Este projeto foi desenvolvido sob aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP/FCM/UNICAMP) em 10/01/2007, com o N°629/2006 (ANEXO1).

A partir do levantamento bibliografico de padronizacao e implantacao da
técnica de MLPA em centros de pesquisa, a estratégia adotada no CBMEG e no
DGM-FCM-Unicamp é detalhada a seguir.

4.1. Padronizacao da técnica de MLPA

4.1.1. Amostra inicial

Inicialmente, para a padronizacdo e validacdo da técnica de MLPA,
foram utilizadas amostras de DNAs controle positivos (com anormalidades
cromossOmicas) e negativos (de individuos sem alteragéo), detectadas por outros
métodos. Para tanto, foram utilizados DNAs ja disponiveis no Departamento de

Genética da FCM — Unicamp.

4.1.2. Técnica de MLPA

Para a padronizacdo da técnica de MLPA foi utilizado o kit SALSA
MLPA P036D-2 HUMAN TELOMERE (Tabela Ill) e, posteriormente por conta de
sua substituicdo, o kit SALSA MLPA P036E-1 HUMAN TELOMERE (Tabela 1V)
[MRC - Holland, Amsterda, Holanda; (143)], composto por um par de sondas
MLPA de cada uma das regides subteloméricas dos cromossomos humanos,

exceto para 0s bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos.

81



Casuistica e Métodos

Tabelalll SALSA MLPA P036-D2 HUMAN TELOMERE-3.
TAMANHO POSICAO NO SONDA
(pb) | CROMOSSOMO GENE | gaLsAMLPA LRI
64-70-76-82 ;raagggentos controle DQ: visiveis somente quando ha menos do que 100 ng de DNA na
88-92-96 Fragmentos controle DD: fragmentos menores que 88 ou 96 pb indicam desnaturacdo
incompleta.
106 Fragmento especifico para o cromossomo Y.
118 Fragmento especifico para o cromossomo Y.
130 ip SCNN1D | 6778-L08760 01-001.21 (= 1.21 Mb do telémero)
137 2p ACP1| 2274-L08758 02-000.26
144 3p CHL1| 1721-L01329 03-000.32
151 4p FLJ20265 | 2005-L02047 04-000.5
158 5p PDCD6 | 1723-L01327 05-000.35
165 6p IRF4 | 1724-L02048 06-000.34
172 7p CENTA1 | 2275-L02049 07-000.74
179 8p FBX025 | 2397-L01845 08-000.35
186 9p DMRT1 | 1727-L02050 09-000.9
194 10p KIAA0934 | 2277-L01768 10-000.5
202 11p RIC-8| 3315-L02733 11-000.2
208 12p SLC6A12| 2276-L01767 12-000.18
218 “13p” PSPC1| 2399-L01847 13-019.2 (Acrocéntrico)
226 “14p” HEI10| 1732-L01318 14-019.9 (Acrocéntrico)
234 “15p” MKRN3 | 7291-L08858 15-021.36 (Acrocéntrico)
242 16p POLR3K| 1734-L01316 16-000.04
250 17p RPH3AL | 1735-L01315 17-000.20
258 18p USP14 | 1736-L02051 18-000.17
266 19p CDC34| 1737-L01313 19-000.48
274 20p SOX12| 2396-L01844 20-000.25
282 “21p” RBM11| 1739-L01311 21-014.50 (Acrocéntrico)
290 “22p” BID| 1740-L01310 22-016.61 (Acrocéntrico)
298 X/Yp SHOX| 1148-L01331 X/Y-000.57 (regido PAR)
306 1q KIAA1720 | 2392-L02149 01-247.1 (0.2Mb do telémero)
314 29 CAPN10| 1742-L01308 02-241.26 (1.6Mb do telémero)
322 3q BDH| 2013-L02052 03-198.76 (0.7Mb do teldbmero)
330 4q FRG1 | 7046-L06655 04-191.10 (0.2Mb do telémero)
338 59 GNB2L1| 3319-L02737 05-180.60 (0.2Mb do telémero)
346 69 PSMB1| 1746-L01304 06-170.76 (0.5Mb do telémero)
354 79 VIPR2 | 1747-L01303 07-158.36 (0.3Mb do teldbmero)
362 8q KIAA0150 | 1748-L01302 08-144.64 (1.6Mb do teldmero)
370 99 EHMT1 | 8205-L08170 09-139.83 (0.2Mb do telémero)
378 10q PAO | 9142-L09953 10-135.08 (0.2Mb do teldmero)
386 11q KIAA0056 | 1751-L01299 11-133.57 (1.2Mb do teldmero)
394 129 ZNF10| 2687-L02154 12-132.33 (0.2Mb do teldmero)
402 139 F7| 1753-L01297 13-112.81 (1.3Mb do teldmero)
410 14q MTA1 | 2778-L02201 14-104.99 (1.3Mb do teldmero)
418 159 ALDH1A3| 1755-L01295 15-099.26 (1.0Mb do telémero)
426 169 GAS11/GAS8 | 3201-L02669 16-088.62 (0.2Mb do teldmero)
434 179 TBCD| 1757-L01293 17-078.4 (0.5Mb do telémero)
442 18q FLJ21172| 1758-L01292 18-075.9 (0.2Mb do telémero)
450 199 BC-2| 9143-L10626 19-063.75 (0.9Mb do teldmero)
458 20q OPRL1 | 2688-L02884 20-062.19 (0.2Mb do telémero)
466 21q HMT1 | 2586-L02059 21-046.9 (0.1Mb do telémero)
474 22q RABL2B | 1762-L08761 22-049.5 (0.1Mb do telémero)
482 X/Yq SYBL1 | 1763-L02150 X/Y-154.7 (regido PAR; 0.1Mb do

teldomero)
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TabelalV  SALSA MLPA P036-E1HUMAN TELOMERE-3.
TAMANHO | POSICAO NO SONDA
(pb) CROMOSSOMO GENE SALSA MLPA MAPVIEW

Fragmentos controle DQ: visiveis somente quando ha menos do que 100 ng de DNA na

64-70-76-82 -
reagao.
88-92-96 Fragmentos controle DD: fragmentos menores que 88 ou 96 pb indicam desnaturacao
incompleta.
100 Fragmento especifico para o cromossomo X.
105 Fragmento especifico para o cromossomo Y.
118 Fragmento especifico para o cromossomo Y.
130 1p TNFRSF4 [ 2269-L01761 01-001.14
137 2p ACP1 2274-.08758 02-000.26
144 3p CHL1 1721-L01329 03-000.32
151 4p FLJ20265 | 2005-L02047 04-000.5
158 5p PDCD6| 1723-L01327 05-000.35
165 6p IRF4 [ 1724-L02048 06-000.34
172 7p CENTA1 2275-L02049 07-000.74
179 8p FBXO25| 2397-L01845 08-000.35
186 9p DMRT1 1727-L02050 09-000.9
194 10p KIAA0934 | 2277-L01768 10-000.5
202 11p RIC-8| 3315-L02733 11-000.2
208 12p SLC6A12| 2276-L01767 12-000.18
218 “13p” PSPC1 2399-L01847 13-019.2 (Acrocéntrico)
226 “14p” HEI10| 1732-L01318 14-019.9 (Acrocéntrico)
234 “15p” MKRN3 | 7291-L08858 15-021.36 (Acrocéntrico)
242 16p POLR3K| 1734-L01316 16-000.04
250 17p RPH3AL | 1735-L01315 17-000.20
258 18p USP14| 1736-L02051 18-000.17
266 19p CDC34| 1737-L01313 19-000.48
274 20p SOX12 [ 2396-L01844 20-000.25
282 “21p” RBM11 1739-L01311 21-014.50 (Acrocéntrico)
290 “22p” BID| 1740-L01310 22-016.61 (Acrocéntrico)
298 X/Yp SHOX| 1148-L01331 X/Y-000.57 (regidgo PAR)
306 1q KIAA1720| 2392-L02149 01-247.1 (0.2Mb do telémero)
314 2q CAPN10| 1742-L01308 02-241.26 (1.6Mb do telémero)
322 3q BDH| 2013-L02052 03-198.76 (0.7Mb do telémero)
330 4q TRIML2 | 12050-L11446 | 04-189.26 (2,0 Mb do telémero)
338 59 GNB2L1 3319-L02737 05-180.60 (0.2Mb do telémero)
346 69 PSMB1 1746-L01304 06-170.76 (0.5Mb do telémero)
354 79 VIPR2 [ 1747-L01303 07-158.36 (0.3Mb do telémero)
362 89 KIAA0150 | 1748-L01302 08-144.64 (1.6Mb do telémero)
370 99 EHMT1 8205-L08170 09-139.83 (0.2Mb do telémero)
378 10q PAO | 9142-L09953 10-135.08 (0.2Mb do telémero)
386 11q KIAA0056 | 1751-L01299 11-133.57 (1.2Mb do telémero)
394 129 ZNF10| 2687-L02154 12-132.33 (0.2Mb do telémero)
402 139 F7| 1753-L01297 13-112.81 (1.3Mb do telémero)
410 14q MTA1 2778-L02201 14-104.99 (1.3Mb do teldémero)
418 159 ALDH1A3| 1755-L01295 15-099.26 (1.0Mb do telémero)
426 169 GAS11/GAS8| 3201-L02669 16-088.62 (0.2Mb do telémero)
434 179 TBCD| 1757-L01293 17-078.4 (0.5Mb do telémero)
442 18q FLJ21172| 1758-L01292 18-075.9 (0.2Mb do telémero)
450 19q BC-2| 9143-L10626 19-063.75 (0.9Mb do telémero)
458 20qg OPRLA1 2688-.02884 20-062.19 (0.2Mb do telémero)
466 21q HMTA1 2586-L02059 21-046.9 (0.1Mb do telémero)
474 22q RABL2B| 1762-L08761 22-049.5 (0.1Mb do telémero)
482 X/Yq SYBLA 1763-L02150 X/Y-154.7 (regiao PAR; 0.1AMb do
telémero)
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O protocolo utilizado encontra-se em conformidade ao descrito por
Schouten et al. (141), com modificagcbes minimas.

4.1.2.1. Desnaturagdo do DNA e hibridizagdo das sondas

Cada amostra de DNA utilizada para o experimento foi diluida em TE
1X, na propor¢cado de 150 — 300 ng para 5 pL e mantida em termociclador em
temperatura de 98°C por 5 minutos e, posteriormente, a 25°C, foram
acrescentados 1,5 pL de SALSA Probe-mix e 1,5 uL de MLPA buffer. Apos
ressuspensao, foi mantida a 95°C por 1 minuto e incubada a 60°C durante 16

horas.

4.1.2.2. Reagéo de ligacdo

A temperatura do termociclador foi reduzida a 54°C, quando 32 uL de
Mix Ligase-65 foram acrescentados a cada amostra, com posterior ressuspensao.
Para a obtencédo do Mix Ligase foram misturados 3 uL de Ligase-65 buffer A, 3 pL
Ligase-65 buffer B, 25 uL de H,.O e 1 uL Ligase-65.

Em seguida, cada amostra permaneceu incubada a uma temperatura

de 54°C por 15 minutos e a 98°C por 5 minutos.

4.1.2.3. Reacéo de PCR

Em novo tubo (para cada amostra) foi acrescentado 4 L 10X SALSA
PCR buffer, 26 uL de H>O, 10 pL da reacao de ligacdo de MLPA e mantido em
termociclador a 60°C.

Em seguida, 10 pL de Mix Polymerase foram acrescentados a cada
tubo, podendo assim inicializar a reacdo de PCR, segundo o protocolo que pode
ser observado na Figura 7.
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35 ciclos

95°C

72°C
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Figura 7 Ciclos utilizados na amplificacao dos fragmentos.

Para o Mix Polymerase foram necessarios 2 yL de SALSA PCR-
primers, 2 uL SALSA Enzyme Dilution buffer, 5,5 uL de H>.O e 0,5 uL de SALSA
Polymerase.

4.1.2.4. Separacao e visualizacdo dos produtos de amplificacdo

Posteriormente a reacdao de PCR, foram misturados as amostras 0,75
uL da reacédo de PCR; 0,75 yL de agua deionizada; 0,5 pL de 500ROX e 13,5 pL
Formamida Hi—Di, em seguida, desnaturados a 95 C por 6 minutos e resfriados
em gelo.

Os produtos de PCR foram separados e identificados utilizando o
equipamento ABI-PRISM® 310 DNA Analyser (1 capilar) (Applied Biosystems -
Applera Corporation, Estados Unidos), com filtros de fluorescéncia especificos,
seguindo o protocolo desenvolvido por MRC Holland b. v.: Salsa 6-FAM PCR
primer-dNTP mix (143, item, fragment separation).

Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados e identificados,
utilizando os programas GeneScan® e Genotyper® (Applied, Biosystems),

respectivamente.

4.1.2.5. Analise dos dados
Para a analise dos dados foi utilizada a planilha P036C Telomere
Adaptive QC, desenvolvida pelo grupo National Genetics Reference Laboratory
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Manchester (NGRL) e indicada pelo fabricante dos kits de MLPA — MRC-Holland,
como alternativa ao programa Coffalyser MLPA DAT. Essa planilha é baseada em
programa Excel que pode ser usado com a versao 2003+ ou superior do Microsoft
Office version 2003+. Todos 0s passos para a normalizacdo dos dados estdo
incluidos, além de correcoes para efeitos caracteristicos da maioria das misturas
de sondas (decréscimo na altura/area do pico dependente da sonda). Ela pode ser
obtida gratuitamente no sitio WEB do grupo Manchester (170) ou mesmo no sitio
WEB do fabricante do kit (143, link NGRL, Manchester analysis sheets — free
download).

Tecnicamente, os dados foram normalizados, dividindo-se valores de
altura ou area do pico de cada sonda pela soma dos picos de todas as sondas na
amostra. Em seguida, esse valor normalizado foi dividido pela area ou altura do
pico da sonda correspondente, obtida a partir do DNA controle. Na presenca de
delegcbes e duplicagcbes em heterozigose, os valores foram, respectivamente, de

0,5 e 1,5, se comparados com a faixa de normalidade estabelecida entre 0,8 — 1,2.

4.2. Selecao dos pacientes para analise

Ap6s a técnica ja padronizada, foram investigados rearranjos
subteloméricos em 62 individuos com atraso global do desenvolvimento ou DM de
origem nao esclarecida, que estavam sendo atendidos durante o periodo de
execugao do projeto, no Ambulatério de Genética Geral Il, entre outros, do Servico
de Genética Clinica do Departamento de Genética Médica da FCM, que funciona
no Hospital de Clinicas (HC) — Unicamp.

Todos o0s pacientes incluidos foram submetidos, anteriormente, a
avaliacao clinica detalhada com exame de cariétipo, estudo molecular para a SFX
(quando pertinente) e outros exames incluidos na rotina de investigacao
diagnostica da DM utilizada no servico, ndo sendo possivel a determinagédo de
uma causa especifica. Tais individuos ainda foram reavaliados segundo o0s
critérios adaptados de De Vries ef al. (168), porém a pontuag¢ao nao influenciou na
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selecao dos mesmos. Nesse checklist sao incluidos os critérios: histéria familial de
DM, atraso de crescimento pré e pos-natal, dois ou mais sinais faciais dismérficos
e um ou mais sinais dismérficos ndo-faciais ou anormalias congénitas, como

apresentado na Tabela V.

Tabela V Critérios para selecdo de pacientes com rearranjos teloméricos
submicroscépicos [adaptada de De Vries et al. (168)].

Dados Pontuacao

Historia familial de DM:

-  Distribuicdo sugestiva de heranga monogénica.

- Incompativel com herangca monogénica (incluindo fendtipos
diferentes).

Atraso de crescimento pré-natal 2
Anomalias de crescimento pés-natais (para cada uma das seguintes 1
ponto [max. 2]):

NN —

- Microcefalia (1), Baixa estatura (1); 2
-  Macrocefalia (1), Estatura elevada (1)
Dois ou mais dismorfismos faciais 5

-  Destaque para hipertelorismo, anomalias nasais e auriculares.
Dismorfismos nao-faciais e anomalias congénitas (para cada uma 1 ponto
[méax.2]):

-> Destaque para anomalias em maos (1), cardiacas (1), hipospadia
(1), criptorquidia (1).

4.2.1. Coleta do material

Durante a consulta com geneticista clinico, apdés a apresentacdo e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO 2),
foram coletadas amostras de sangue periférico (aproximadamente 10 mL — 15 mL,
em tubos cbénicos, contendo 10% do anticoagulante etilenediaminotetracetato
dissédico.2H,O - EDTA 0,5M pH8,0) dos pacientes.

Posteriormente, foi realizada a extracdo de DNA gendmico, pelo
método de lise com Proteinase K e extragdo com fenol/cloroférmio (Boehringer
Mannhein, Germany), utilizada no Centro de Genética Molecular e Engenharia
Genética/Unicamp (171), com algumas modificacoes descritas a seguir.

Ao volume de 10 — 15 mL de sangue adicionou-se a Solugdo A até
completar 50 mL e incubou-se a mistura a 4°C por 30 minutos, para lise das

hemacias. Centrifugou-se a 2.000 rpm, 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
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descartado e o precipitado celular (pellet) ressuspendido novamente em 20 mL de
Solugao A para a retirada do excesso de hemacias. Apos trés lavagens o ‘pellet’
foi ressuspendido em 1 mL de Solugéo B diluida para 1x. Acrescentou-se 250 uL
de Solucao C recém-preparada, contendo Proteinase K. Incubou-se a mistura sob
leve agitacdo a 37°C, durante um periodo de aproximadamente 18 horas, ou a
55°C, por 3 horas (Tabela VI).

Tabela VI Reagentes participantes da preparacdo de solugdes utilizadas na
extracdo de DNA.

Solucao A Solucao B Solucgao C (recém-
(estoque 2x): preparada):
[1final [1final [1final
MgClo ... 5mM NagEDTA ........... 20 mM Solugéo B .............. 0,5x
Sacarose ............ 0,32 M NaCl ......ccccoeneenn. 20 mM SDS . 5%
Tris-HCI pH8,0 .. 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 . 20 mM Proteinase K .... 1mg/mL
Triton-X 100 ............ 1%

Para a extracdo do DNA, adicionou-se 1,25 mL de TE 1x (Tris—HCI 10
mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e igual volume de fenol saturado com Tris—HCI 10 mM,
pH 8,0 (Applied Biosystems). Homogeinizou-se a mistura por inversdo cuidadosa
do tubo durante 5 minutos, apds o qual se centrifugou a 2.500 rpm por 15 minutos,
a temperatura ambiente, para separacao e recuperacao da fase aquosa (superior).
A fase aquosa, acrescentou-se novamente igual volume de fenol saturado com
Tris—HCI 10 mM, pH 8,0 seguido de centrifugacao, repetindo-se o procedimento
duas vezes com solucao fenol:cloférmio:alcool isoamilico (25:24:1; v:viv) e por
ultimo com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1; v:v).

Para a precipitacdo do DNA, foi acrescentado 1/10 do volume obtido de
acetato de sédio 3 M e 2,5x o volume de etanol absoluto gelado. O DNA
precipitado foi recuperado com o auxilio de uma haste plastica esterilizada e
lavado com etanol 70% (para a retirada do excesso de sal) antes de ser
ressuspendido em volume, que variou de 200 — 500 uL de TE 1x.

Apos a extragcdo, as amostras de DNA gendmico foram quantificadas
através de leitura de absorbéancia optica a 260 nm em espectrofotdmetro DU-65
Spectrophotometer (Beckman, Estados Unidos). Para calibragcdo do aparelho foi
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utilizada agua destilada, como amostra de referéncia (branco). Apés a calibracéo,
10 uL de cada amostra de DNA foram diluidos em 490 uL de agua destilada (fator
de diluicdo = 50), para analise. A concentracao das amostras foi obtida a partir da

equacao:

[DNA (ng/mL)] = 50 x absorbancia 260 nm x fator de dilui¢ao,

A verificagao da integridade do DNA gendmico extraido foi realizada por
meio de eletroforese em gel de agarose (Invitrogem Corporation, Estados Unidos)
0,8% em TBE 1x, preparado segundo protocolo descrito por Sambrook et al. (172).

A amostra foi aplicada no gel juntamente com tampéo de corrida (0,25%
de azul de bromofenol; 50% de glicose) na razdo de 6:1. As condicdes de
eletroforese variaram entre 90 V e 100 V. Os marcadores de peso molecular
utilizados foram DNA ladder de 1 Kb, 1 Kb plus ou 100 pb (Invitrogem Corporation,
Estados Unidos), em concentracao de 0,15 pug/uL. Apds o tempo de eletroforese o
gel foi imerso em solugdo diluida de brometo de etidio (0,5 plL/mL de &gua
destilada) durante 20 minutos, sendo, posteriormente, visualizado em
transluminador de luz ultravioleta e fotografado, utilizando uma camera digital
acoplada ao microcomputador (Kodak Electrophoresis Documentation and
Analysis System-EDAS, Kodak Digital Science, Estados Unidos).

4.2.2.Triagem por MLPA

Apds a extragdo de DNA gendmico dos pacientes em estudo foi
realizada a triagem pela técnica de MLPA, utilizando o kit SALSA MLPA P036D-2
HUMAN TELOMERE e, posteriormente por conta de sua substituicdo, o kit SALSA
MLPA P036E-1 HUMAN TELOMERE (MRC - Holland, Amsterda, Holanda) (143),
para a observacdo de possiveis rearranjos subteloméricos, conforme técnica
descrita e posterior padronizacdo. Nesta etapa também foram utilizados DNAs

controle sem alteracdo, como recomenda o fabricante.
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4.3. Confirmacao dos casos alterados

Os casos positivos detectados por MLPA foram confirmados pela
mesma técnica, utilizando-se o kit SALSA MLPA P070-A2 HUMAN TELOMERE-5
(Tabela VII) [MRC — Holland, Amsterda, Holanda (143)], que contém uma sonda
para cada regiao subtelomérica dos cromossomos autossémicos 1 ao 22, além
das regides pseudo-autossémicas dos cromossomos X e Y.
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Tabela VI SALSA MLPA P070-A2 HUMAN TELOMERE-5.
TAMANHO | POSICAO NO SONDA

(pb) | CROMOSSOMO e SALSA MLPA LRI

64';%'76' Fragmentos controle DQ: visiveis somente quando ha menos do que 100 ng de DNA na reagéo.

88-92-96 Fragmentos controle DD: fragmentos menores que 88 ou 96 pb indicam desnaturagéo

incompleta.
100 Fragmento especifico para o cromossomo X (gene AMOT; X-111.95)
105 Fragmento especifico para o cromossomo Y (gene UTY; Y-013.98).
118 Fragmento especifico para o cromossomo Y (gene DDX3Y; Y-013.54).
SH3BP5L (KI

130 1q AAT 72(0) 4084-L03605 01-247.8
137 2q ATG4B(=APG4B) | 2781-L03168 02-242.25
144 39 KIAA0226 | 2690-L02842 03-198.88
151 4q FRG1| 2691-L02843 04-191.10
158 59 GNB2L1| 2790-L02232 05-180.60
165 69 TBP 2694-1.02844 06-170.71
172 79 VIPR2 2793-L03167 07-158.63
179 8q RECQL4 2695-L00610 08-145.71
186 9q EHMT1 2792-1.02846 09-139.78
194 10q ECHS1 2696-L02847 10-135.03
202 119 IGSF9B (=KIAA1030) 2697-1.02848 11-133.29
210 12q ZNF10 2686-1.02849 12-132.24
218 13q CDC16 2698-1.00753 13-114.03
226 14q MTA1 2699-L02850 14-104.99
234 15q TM2D3 (=FLJ22604) 2701-L02851 15-100.01
242 169 GAS8 (=GAS11) 2702-L00734 16-088.64
250 17q SECTM1 2703-L03169 17-077.87
258 18q CTDP1 2704-1.03607 18-075.58
266 199 BC-2 2705-L02853 19-063.76
274 20g UCKL1 (=FLJ20517) 2706-L00642 20-062.05
282 21g S100B 2587-L02854 21-046.85
290 22q ARSA| 2707-L00661 22-049.41
298 X/Yq (PAR2) VAMP7 (=SYBL1) | 2708-L02855| X-154.82 + Y-057.68 (PAR region)
306 1p TNFRSF18 2270-L01762 01-001.13
314 2p ACP1 2709-L02856 02-000.27
322 3p CHL1 2896-1.02363 03-000.34
330 4p ZNF141 2779-L02221 04-000.32
338 5p LOC133957 2791-L02233 05-000.26
346 6p IRF4 4077-L03462 06-000.34
354 7p UNC84A 2780-L02857 07-000.84
362 8p FBX025 2715-L00973 08-000.40
370 9p DOCKS8 (=FLJ00026) 2716-1.00688 09-000.38
378 10p ZMYND11 (=BS69) 5180-L02227 10-000.22
386 11p BET1L 2784-1.02226 11-000.20
394 12p JARID1A (=RBBP2) 2787-1.02229 12-000.29
402 “13p” PSPC1 2717-L03608 13-019.25 (Acrocentric)
410 “14p” ADPRTL2 2718-L00732 14-019.90 (Acrocentric)
418 “15p” NDN | 4026-L01542 15-021.48 (Acrocentric)
426 16p DECR2 2720-L00648 16-000.40
434 17p RPH3AL 4081-L03465 17-000.18
442 18p THOC1 2789-1.02231 18-000.20
450 19p PPAP2C 3501-L02880 19-000.23
458 20p ZCCHC3 (=FLJ22115) 2723-1L00641 20-000.23
466 “21p” STCH 2724-1.00334 21-014.68 (Acrocentric)
474 “22p” IL17RA 2725-L00660 22-015.96 (Acrocentric)
482 X/Yp (PAR1) SHOX | 3714-L00910 X/Y-000.52 (PAR region)
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4.4. Validacao dos resultados

4.4.1. Validacao pela técnica de sequenciamento

Alteracdes no gene SLC6A12 (cromossomo 12p) detectadas em quatro
pacientes pela técnica de MLPA com os kits SALSA P036D-2 e PO36E-1 HUMAN
TELOMERE, mas nao confirmadas pelo kit SALSA MLPA P070-A2 HUMAN
TELOMERE-5 [MRC — Holland, Amsterda, Holanda; (143)] foram validadas pela
técnica de sequenciamento automatico.

Para tanto, foi construido um par de primers para a amplificacdo da
regido de interesse do gene SLC6A712. A sequéncia dos oligonucleotideos
utilizados, a temperatura de anelamento (Tm) e o tamanho do fragmento
amplificado (pb) estéao representados na Tabela VIII.

Tabela VIl Sequéncia de primers para amplificagdo do gene SLC6A12.

Primers 5" - 3’ Tm (°C) Tamanho
(pb)
SLC6A12 sense — ACTTCACAAACACTCGGCATG 57,2 426

antisense - TCCTCACCACCTCCAACAGAG

Para a amplificagdo dos fragmentos de DNA foi realizada a técnica de
PCR, a partir do seguinte protocolo (Figura 8):
» 20,3 pL H»0 deionizada
» 3,0 uL Tampao (10X) (Invitrogem)
» 0,7 uL MgCl, (50 mM) (Invitrogem)
»  2,5uL dNTP (2 uM) (Invitrogem)
» 1,0 uL primer direto (20 pmoles)
» 1,0 L primerreverso (20 pmoles)
» 0,3uLBSA 1%
» 0,2 pL enzima Tag DNA Polimerase (5U/ pL) (Invitrogem)
» 1,0 uL DNA genbmico (200-500 ng) em 30,0 pL de reacao de PCR
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Figura 8 Ciclos utilizados na amplificacdo da regidao de interesse do gene
SLC6A12.

A verificacdo do produto de amplificacdo foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose (/nvitrogem Corporation, Estados Unidos) 1,0% em
TBE 1x. A amostra foi aplicada no gel juntamente com tampao de corrida (0,25%
de azul de bromofenol; 50% de glicose) na razdo de 6:1. As condi¢cdes de
eletroforese variaram entre 90 V e 100 V. Os marcadores de peso molecular
utilizados foram DNA ladder de 1 Kb, 1 Kb plus ou 100 pb (/nvitrogem Corporation,
Estados Unidos), em concentragao de 0,15 pug/uL. Apds o tempo de eletroforese o
gel foi imerso em solucdo diluida de brometo de etidio (0,5 uL/mL de agua
destilada) durante 20 minutos, sendo, posteriormente, visualizado em
transluminador de luz ultravioleta e fotografado, utilizando uma camera digital
acoplada ao microcomputador (Kodak Electrophoresis Documentation and
Analysis System-EDAS, Kodak Digital Science, Estados Unidos).

As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit ABI-
PRISM Big Dye® Terminator Cycle v3.1 Sequencinq Kit (Applied Biosystems-
Applera Corporation, Estados Unidos) e os componentes e volumes da reagao
foram os seguintes (Figura 9):

» 4,0 uL H>O deoinizada

» 2,0 uL Tampéo Big Dye 5X

» 2,0 uL Big Dye®

» 1,0 yL Primer (direto ou reverso) (5 pmoles)
» 1,0 uL produto de PCR
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Figura 9 Ciclos utilizados nas reagdes de sequenciamento automatico.

Apos a reacao de sequenciamento as amostras foram purificadas com
o intuito de remover o DNA fita simples residual e os dNTPs remanescentes. Para
tanto, as amostras foram precipitadas com 80 pL de etanol gelado a 80% e
incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foram
centrifugadas por 45 minutos a 3700 rpm, apds o que o sobrenadante foi
descartado, sendo adicionado 150 pL de etanol gelado a 70%. Posteriormente
uma nova centrifugagao foi realizada, desta vez por 10 minutos a 3700 rpm. Para
finalizar, o sobrenadante foi descartado e as amostras, armazenadas a -20°C.

O produto da reacado de sequenciamento purificado foi ressuspendido
em 10 pL de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems-Applera Corporation, Estados
Unidos), sendo vigorosamente agitado e em seguida, desnaturado a 94°C por 5
minutos.

Posteriormente, as reagdes de sequenciamento foram submetidas a
eletroforese capilar, utilizando o sequenciador ABI-PRISM® 3700 DNA Analyser
(96 capilares) (Applied Biosystems-Applera Corporation, Estados Unidos), As
sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as sequéncias normais
do gene com o auxilio dos programas Chromas Lite® (173) para visualizagdo do
eletroferograma e Gene Runner® v3.01 (174) para confirmagdo das sequéncias

obtidas com a sequéncia padrao do gene.
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4.4.2. Validacao pela técnica de FISH

As alteracbes detectadas pela técnica de MLPA com os kits SALSA
P036 HUMAN TELOMERE, confirmadas pelo kit SALSA MLPA P070 HUMAN
TELOMERE-5 [MRC — Holland, Amsterda, Holanda (143)], foram validadas pela
técnica FISH. Para tanto, foram realizadas culturas de linfocitos, a partir de sangue
periférico coletado do individuo, e seus genitores quando pertinente, segundo a
técnica rotineiramente utilizada no Laboratério de Citogenética Humana do
Departamento de Genética Médica da FCM/UNICAMP (175).

As células permaneceram estocadas em solucdo de metanol e &cido
acético na proporcao 3:1 a -20°C e posteriormente utilizadas para preparacao das
laminas.

A técnica foi desenvolvida segundo protocolo modificado de Pinkel et al.
(176). Para investigagdo das amostras foram utilizadas sondas do tipo lécus-
especifica para a regido sutelomérica indicada a partir dos resultados alterados
detectados pela técnica de MLPA (Aquarius® Cytocell®).

Apoés a preparacao das laminas, as mesmas foram deixadas em estufa
a 37°C overnight e em seguida analisadas em microscopio de contraste de fase
para a selecdo da area onde seria aplicada a sonda. A area delimitada foi
marcada com o uso de uma caneta diamante.

As laminas foram colocadas em uma solucao de 2x SSC (pH 7,0) a 37°
C (+/- 1°C) durante 20 a 60 minutos, posteriormente desidratadas em uma série de
etandis a 70%, 85% e 100% por 2 minutos cada e deixadas em temperatura
ambiente para secar.

As sondas utilizadas foram preparadas ficando, inicialmente, em
temperatura ambiente por alguns minutos. Em seguida, para hibridizagdes com
uma unica sonda misturou-se 3 pL da sonda com 7 uL do tampéo de hibridizagéo.
Ja para hibridizagdes com duas sondas, misturou-se 3 uL de cada sonda com 4
uL do tampao de hibridizacao.

Para a etapa de pré-desnaturacéo, as laminas e as sondas foram pré-

aquecidas por 5 minutos a 37°C; em seguida aplicou-se 10 pul da sonda na érea
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delimitada da lamina, cobriu-se com laminula de no maximo 22x22 mm, selando
com cola especial.

A desnaturacdo foi feita colocando-se as laminas em uma placa
aquecida a 75°C (+/- 1°C) por 2 minutos. Posteriormente, as mesmas foram
acondicionadas em uma caixa umida e escura e colocadas em estufa a 37°C (+/-
1°C) overnight.

Ao final desse tempo, as laminulas e a cola especial foram retiradas
cuidadosamente e as laminas colocadas em 0,4x SSC a 72°C (+/- 1°C) (pH 7,0)
por 2 minutos e em uma solucdao de 2x SSC/0,05% Tween-20 (pH 7,0) em
temperatura ambiente por 30 segundos.

Em seguida, 10 pyL do contracorante DAPI foi aplicado sobre a area
selecionada, posteriormente coberta com laminula, e apdés 10 minutos, a
visualizacdo dos cromossomos foi realizada em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus BX51-BF-I1 / BX2®) e as imagens fotografadas com o sistema de andlise
FISHView (Applied Spectral Imaging®).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido as dificuldades surgidas e as alternativas encontradas,
principalmente com relacao a calibracao do aparelho e a padronizacao da técnica
de MLPA, optou-se por apresentar os itens Resultados e Discusséo juntos, a fim
de facilitar o entendimento do texto.

5.1. Calibracao do equipamento ABI-PRISM® 310 Genetic Analyser (Applied,
Biosystems — Applera Corporation, Estados Unidos)

Apds revisao bibliografica para identificar as melhores alternativas de
desenvolvimento da técnica de MLPA, levando em conta a infra-estrutura da
instituicao, foi necessaria a calibracdo do aparelho de eletroforese capilar ABI—
PRISM® 310 (Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados Unidos) para o
método de genotipagem.

Para tanto, foi instalado no microcomputador vinculado ao equipamento
o programa de analise GeneScan® (Applied Biosystems - Applera Corporation,
Estados Unidos) para a construgdo dos arquivos de corridas e posterior analise
das mesmas. O equipamento ABI-PRISM® 310 foi calibrado, com a instalacéo de

um capilar de 47 cm x 50 pm, utilizando polimero POP-4™

e tampéo de corrida
com EDTA 10X™ (especificos para genotipagem), esse ultimo diluido a 10:1 com
agua destilada e autoclavada (177).

Durante a eletroforese capilar realizada no equipamento ABI-PRISM®
310, a reacao de MLPA é coletada do tubo para o capilar e, em sua passagem
pelo laser, que excita os fluordforos presentes nos fragmentos resultantes da
reacao, produz fluorescéncia. Tal fluorescéncia é detectada pela camara CCD
(Charge-Coupled Device) e seu sinal identificado sob a forma de picos pelo
programa GeneScan®. Assim, cada um dos tipos de fluoréforos emite sua
fluorescéncia maxima em um comprimento de onda diferente (Figura 10). Durante
a coleta dos dados nos equipamentos ABI-PRISM®, os sinais fluorescentes séao

separados por um gradiente de difracdo de acordo com os seus comprimentos de
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onda, e projetados na cadmara CCD em um padrdo de espagamento previamente
definido. O fluoréforo 6-FAM (6-carboxifluorescina; CaHi2O;) emite o menor
comprimento de onda e é identificado como azul, seguido pelos fluoréforos HEX
(verde), NED (amarelo), ROX (vermelho) e LIZ (laranja) (177).
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Figura10 Emissao espectral dos cinco tipos de fluorescéncia utilizados no
equipamento de eletroforese capilar ABI-PRISM® 310.

Apesar de esses fluoroforos emitirem suas fluorescéncias maximas em
diferentes comprimentos de onda, pode existir sobreposicdo no espectro de
emissdo de cada um deles, que deve ser corrigida por uma matriz de
genotipagem. Tal matriz contém as informagdes necessarias para o programa
corrigir o espectro de cores no filtro virtual. Uma vez construido, o arquivo de
matriz pode ser utilizado para a analise de corridas que sejam realizadas no
mesmo equipamento, com mesmo filtro virtual e camara CCD; facam parte do
mesmo tipo de andlise para qual ela foi construida (genotipagem); utilizem o
mesmo polimero, condigdes de corrida e padrao de cores (177).

Sendo assim, para a calibracao espectral, foi construida uma matriz de
genotipagem, utilizando os padrées de matriz 6-FAM, HEX, NED e ROX,
respectivamente nas cores azul, verde, amarela e vermelha, especificos para o
filtro virtual D. A escolha desse filtro, bem como dos padrées, foi baseada no fato
de as sondas existentes no kit de MLPA serem marcadas com o fluoréforo SALSA
6-FAM (177,143).
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Com relagdo ao padréo de peso molecular, essencial para a precisao
na identificagdo dos tamanhos dos fragmentos visualizados na eletroforese
capilar, foi escolhido o GeneScan® 500-ROX (Applied Biosystems - Applera
Corporation, Estados Unidos), capaz de identificar fragmentos cujos tamanhos
variam de 35 pb a 500 pb (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350,
400, 450, 490 e 500 pb), existente nos fragmentos resultantes da reacdo de MLPA
(177,143).

Quanto as condigbes de corrida das reagbes no equipamento ABI-
PRISM® 310, as especificacdes foram: 180 segundos de pré-corrida; 1 segundo
de tempo de espera; 20 segundos de tempo de inje¢do para captura da amostra a
uma voltagem de 3,0 kV; 30 min de corrida, a uma voltagem de 15 kV e
temperatura de 60°C; e volume de preenchimento do capilar de 184 vezes (177).

Precedendo cada bateria de corridas no equipamento, foi necessario
realizar um teste ccd-4 cores, para conferir se os quatro padrées (amarelo, azul,
verde e vermelho) estavam segregando paralelamente, sem interferéncia de um
em outro, o que poderia acarretar em artefato de técnica, prejudicando a analise
dos fragmentos da reagdo. Caso a segregacado dos quatro padrées fosse muito
proxima, a ponto de impedir sua distingdo, seria aconselhavel uma limpeza
externa do capilar, de preferéncia com papel embebido em etanol 70% (Figuras 11
e 12) (177).

Para a limpeza interna no capilar foi indicado que, a cada inicio e
término de ensaio de corridas, o capilar fosse preenchido com agua deionizada e

em seguida com polimero POP-4™

, para assegurar que 0 mesmo estivesse
completamente livre de contaminantes que pudessem aderir ao capilar e,
consequentemente, alterar a leitura dos picos de fragmentos pelo laser do
equipamento em corridas futuras (177,143).

Quanto ao prazo de validade do polimero POP-4™ bem como do
tampao com EDTA 10X™, utilizados para a corrida das amostras, o fabricante
aconselha a troca a cada dois dias. Entretanto, apés os primeiros ensaios da

técnica, foi percebido que ambos (polimero e tampéao) funcionam corretamente em
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um periodo maior que o aconselhado pela empresa, sendo o tempo préximo de

duas semanas para o polimero e uma semana para o tampao (177).
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Figura11 Exemplo de teste ccd-4 cores rejeitado, mostrando os padrdes 6-
FAM e ROX interferindo um em outro, obtido durante a construcao da
matriz de genotipagem para o equipamento ABI-PRISM® 310.
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Figura12 Exemplo de teste ccd-4 cores aceito, apds a limpeza do capilar,
ilustrando a segregacao paralela dos padroes, sem interferéncia de
um em outro.

Com relagdo ao capilar, o fabricante recomenda a troca apdés 100
corridas. Porém, dada a calibracao feita no aparelho de eletroforese capilar ABI-
PRISM® 310, foi possivel estender o niumero de corridas geradas no equipamento
para um numero proximo do triplo do aconselhado, sem o risco de alteragdo dos
resultados (177).
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5.2. Padronizacao da técnica de MLPA - kit P036-D2 e kit P036-E1 HUMAN
TELOMERE-3.

Com a finalizacao da etapa de calibracdo do aparelho ABI-PRISM®
310 para reacdes de genotipagem foi possivel dar inicio a padronizagao da técnica
de MLPA, por meio do kit P036-D2 HUMAN TELOMERE-3, e posteriormente,
devido a substituicdo do mesmo, com o kit PO36-E1, que permite a identificagéo
de rearranjos subteloméricos em individuos com DM.

A dificuldade em observar ou dispor de dados de outros estudos que
pudessem fornecer subsidios para a otimizacdo da técnica e sua adequacéo a
diferentes equipamentos, nos levou a optar pelo uso dos protocolos elaborados
pelo fabricante, enfatizando a andlise dos seis aspectos abaixo relacionados, e

detalhados a seguir:

1. Validagao da técnica utilizando controles com e sem alteragdo;

2. Tempo de estocagem dos produtos de reagdo em refrigerador;

3. Possibilidade de diminuigcdo do protocolo, para 1/2 ou 2/3 do recomendado pelo
fabricante;

4. Quantidade de DNA utilizado na rea¢ao;

5. Plataforma de analise;

6. Elaboragcdo de um protocolo detalhado, com todos 0s passos da técnica, ja

ajustada a infra-estrutura da instituicao.

5.2.1. Validacao da técnica utilizando controles negativos e com alteracao

O kit P036-D2 TELOMERE-3 possui 46 sondas, cada uma especifica
para cada regido subtelomérica de todos os cromossomos humanos nao
acrocéntricos. Para esses ultimos, nas regides 13p, 14p, 15p, 21p e 22p, é
incluida uma segunda sonda, presente no brago g, proximo ao centrémero. Os
diferentes produtos de amplificacdo dessas sondas contém entre 130 e 482 pb
(Tabela Ill, pag 57). Além disso, o kit inclui nove fragmentos controle com produtos
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de amplificacdo menores do que 120 pb: quatro fragmentos especificos para a
analise da quantidade de DNA (DQ) com 64, 70, 76 e 82 pb; trés para
desnaturagcédo de DNA (DD) com 88, 92 e 96 pb e dois fragmentos especificos
para o cromossomo Y, com 106 € 118 pb (Tabela lll, pag 57) (143).

O objetivo da inclusdo de fragmentos DQ é fornecer um sinal claro de
que a quantidade de DNA utilizado na amostra é menor do que os 20 ng
necessarios para a obtengdo de resultados confiaveis. E importante destacar que
a amplificacdo dos produtos dos fragmentos DQ é visivel somente quando a
quantidade de DNA é relativamente pequena, ja que a ligacao com as sondas do
kit ndo ocorre. Entretanto, quando a quantidade de DNA utilizado ultrapassa 100
ng, a amplificacdo dos quatro fragmentos controle DQ (de 64 a 82 pb) é quase
imperceptivel (143).

Ja os fragmentos DD, representados por duas sondas de
oligonucleotideos sintéticos, possuem a fungéo de sinalizar quando o DNA n&o foi
desnaturado completamente, sendo o tamanho dos produtos de sua amplificagéo
similares aos das outras sondas do kit (143).

Para reagcbes cujo DNA utilizado pertence a individuos do sexo
masculino, os fragmentos especificos para o cromossomo Y sado indicadores de
que houve reacdo. Por esse motivo, para a validacao da técnica, foi utilizado DNA
de homens normais (sem DM). Além disso, a visualizagao da amplificacdo desses
fragmentos exclui a possibilidade de troca acidental de amostra (do sexo
masculino por outra do sexo feminino), para os casos de reacao do sexo feminino
(143).

Como a técnica de MLPA se baseia na analise de mudancas relativas a
amplificacdo das sondas, € inviavel estimar as alteragées com relagdo ao numero
de coOpias de uma amostra, sem os dados de uma reacao referéncia para
comparacdo. De um modo geral, reacdes do tipo referéncia correspondem a
amostras de DNA obtidas de individuos normais (controles sem alteracao), sendo
recomendada a utilizacdo de trés a sete controles sem alteragdo por ensaio de
MLPA, a fim de estimar a reprodutibilidade de cada sonda dentro do experimento,
conforme as planilhas de andlise para os kits (143).
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Dessa forma, para a validagcdo do kit P036-D2 inicialmente foram
incluidos nove controles sem alteragdo, do sexo masculino, sendo as amostras
preparadas segundo a técnica detalhada a seguir. O numero de nove controles foi
estimado com o objetivo de se formar um pequeno grupo de controles ja
padronizados, que posteriormente seriam utilizados no estudo envolvendo
pacientes com atraso do desenvolvimento neuromotor ou DM idiopatica.

Segundo o fabricante, € recomendavel o uso de amostras de controles
sem alteracdo derivadas do mesmo tipo de tecido (nesse caso sangue periférico)
e extraidas a partir de um mesmo método que as amostras-testes, a fim de
minimizar diferengas e variagées nao-bioldgicas (143).

O método de extragdo de DNA gendmico utilizado foi o baseado em
fenol-cloroférmio e purificagcdo com Proteinase-K, recomendado pelo fabricante
para a técnica de MLPA, pois permite a obtencdo de DNA de melhor qualidade e
seu custo € baixo se comparado com outros métodos de extragédo (143).

Inicialmente, a concentragdo de DNA dos controles foi determinada por
um espectrofotbmetro, com leitura de absorbancia a 260 nm, sendo a integridade
do DNA testada em de gel de agarose 0,8% em TBE 1X. Em seguida, as amostras
de DNA foram diluidas a uma concentragdo de 50 — 100 ng/uL, em um volume de
50 uL para a realizagao da técnica, de modo que quantidade final de DNA utilizada
no experimento fosse de 150 — 300 ng em 5 pL.

Ao término da técnica, mais precisamente da fase de PCR, as reacoes
foram preparadas para a leitura no equipamento de eletroforese capilar ABI—
PRISM® 310, seguindo a propor¢édo de 13,5 uL de formamida Hi-Di; 0,75 pL do
produto de reacdo; 0,75 pyL de agua deionizada e 0,5 pyL de padrao de peso
molecular ROX-500™, desnaturados & temperatura de 95°C por 6 minutos e, em
seguida, resfriados em gelo até a colocagdao no aparelho de eletroforese capilar
ABI-PRISM® 310.

A corrida das reagdes no equipamento ABI-PRISM® 310 seguiu as
especificagbes determinadas na calibracdo do aparelho, sendo os resultados
analisados com o programa GeneScan®, por meio da matriz construida também

quando da calibracdo do equipamento; e com programa Genotyper®, a fim de se
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obter a identificacdo exata dos fragmentos, bem como de dados como tamanho e
altura dos mesmos.

Apesar de ser possivel trabalhar com dados de altura ou &rea dos picos
referentes a amplificacdo dos fragmentos na reacao, para kits como o P036 as
sondas de maior tamanho (400 pb) passariam mais lentamente pelo laser do
aparelho de eletroforese capilar, possibilitando a identificacdo, pelo programa
GeneScan®, de metade da area ao invés de sua totalidade, referente a
amplificacdo da sonda, como mostrado na Figura 13. Assim, para evitar resultados
discordantes e nao reais, 0 parametro altura foi escolhido para a normalizagcao dos
dados.
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Figura 13 Possiveis diferengcas encontradas quando se trabalha com
parametros de area, para leitura de amplificacdo de sondas de
tamanho grande. Em A, no detalhe é observada metade da area
sendo reconhecida para tal fragmento (valor incorreto). Em B, no
detalhe, a correspondéncia certa para o parametro de area.

Comparando-se os valores de altura dos picos de cada reacao, obtidos
por meio dos programas GeneScan® e Genotyper®, foi possivel analisar as
amostras na planilha especifica PO36C Telomere Adaptive QC do grupo NGRL-
MANCHESTER.

Pelos parametros de analise da planilha P0O36C Telomere Adaptive
QC, do grupo NGRL—-MANCHESTER, valores inseridos dentre 0,85 — 1,15 sao
considerados normais. Ja dele¢ao e duplicagao sao atribuidos a valores entre 0,35
- 0,65 e 1,35 — 1,65, respectivamente. Para valores nas faixas de 0,65 — 0,85 e
1,15 — 1,35, considerados dentro uma margem duvidosa, € necessaria repeticao
do experimento (170).

Neste estudo, porém, a partir da padroniza¢do da técnica, segundo a
andlise de reagdes anteriores, percebeu-se que a faixa considerada duvidosa
poderia ser suprimida, sem alteracdo na interpretagdo dos resultados, uma vez

que os valores considerados alterados permaneciam sempre na faixa especifica
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para os mesmos. Assim, com o intuito de simplificar a andlise, foi feita uma
adaptacado nesses intervalos, sendo considerada faixa de normalidade entre 0,75
—1,25; de delecao entre 0,35 -0,75 e de duplicacao entre 1,25 — 1,65.

Com a analise dos resultados das reacbes dos nove controles sem
alteracdo observou-se que a amplificacdo das sondas esta dentro da faixa de
normalidade, condizente com o esperado para esses individuos (Figuras 14 e 15,
Ca). Em posse desses resultados foi realizado um novo ensaio, envolvendo os
mesmos controles sem alteracdo, com o objetivo de confirmar os resultados
encontrados e estabelecer a primeira etapa da padronizagéo.

Apds esse ensaio confirmatorio, as reagbes foram analisadas, sendo
um dos resultados apresentado nas Figuras 14 e 15 (Cb). Com a comparacgao dos
resultados a partir dos graficos representativos de cada reacao, constatou-se que
o resultado da primeira série de reacbes (Ca) nao foi o mesmo encontrado na
confirmacéo (Cb), sendo detectadas aparentes delecdo e duplicagbes nesses
controles, ndo havendo confirmag&o dos resultados do primeiro experimento.

Na busca de explicagbes para esse tipo de discrepancia, foi verificado
que o fabricante adverte quanto ao tempo de armazenamento das amostras,
informando que as mesmas ndo devem ser armazenadas por longos periodos a
4°C, pois mesmo nessa temperatura pode haver proliferagcdo de microorganismos
e consequente deterioracdo das amostras. Além disso, como mencionado
anteriormente, € aconselhavel que sejam utilizadas amostras oriundas de um
mesmo tecido e extraidas pelo mesmo método, de preferéncia em épocas
proximas, a fim de minimizar variagbes causadas por possiveis contaminantes
(143).
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Figura 14 Grafico de uma reagao-controle no primeiro experimento (Ca) e no experimento de confirmacao (Cb),
da primeira etapa de padronizacao, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera
Corporation, Estados Unidos).
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Flgura 15 Gréfico de uma reacao-controle no prlmelro experlmento (Ca) e no experimento de confirmacao (Cb),
da primeira etapa de padronizagdo, segundo a planilha de andlise P0O36C DQ adaptive, do grupo
NGRL-MANCHESTER.
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No intuito de explicar os resultados anémalos, foi cogitado se as
amostras de DNA utilizadas nesses dois ensaios ndao estariam degradadas o
suficiente de modo a nédo permitir a confirmacao dos resultados, apesar de essa
suposta degradacdo nao ser evidenciada no teste em gel de agarose 0,8%,
realizado antes do procedimento. Outra hip6tese seria o fato de a extracao das
amostras ter ocorrido em datas muito diferentes ou ainda a de armazenamento
inadequado.

Diante disso, entre as nove amostras anteriores, foram selecionadas
cinco (cuja data de extracdo estava mais proxima) para um novo experimento,
sendo observados resultados mais uniformes entre as reacdes (Figuras 16 e 17
Cc).

Seguindo a padronizagdo proposta, foram realizados os testes de
confirmagdo dessas amostras. Pela analise observaram-se valores mais
uniformes, tanto em uma mesma reacao, como entre as reagdes (Figuras 16 e 17
Cd), provavelmente pelo fato das amostras de DNA terem o mesmo tempo de
coleta e extragdo, bem como as mesmas condicbes de armazenamento. Isso
confirmaria entao a hipétese que o resultado das reagdes obtidas pelo kit P036-D

¢ influenciado pelo tempo e as condigdes de armazenamento das amostras (143).
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Figura 16 Grafico de uma reagao-controle no primeiro experimento (Cc) e no experimento de confirmacgao (Cd),
da segunda etapa de padronizacao, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera
Corporation, Estados Unidos).
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Figura 17 Grafico de uma reagao-controle no primeiro experimento (Cc) e no experimento de confirmacao (Cd),
da segunda etapa de padronizagdo, segundo a planilha de andlise PO36C DQ adaptive, do grupo
NGRL-MANCHESTER.
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Pelo resultado anterior, cinco controles sem alteracdo estavam
disponiveis para os experimentos de MLPA. Porém, uma vez que a cada ensaio
sdo necessdrios mais de seis controles normais, optou-se por descartar as
amostras anteriores e realizar uma nova coleta. Assim, foram obtidos 11 controles
masculinos sem alteragcdo, de forma que desse prosseguimento com a
padronizacdo. Além disso, a partir dessas novas amostras foi possivel a formacao
de um pequeno banco de amostras de DNA sem alteragdo para o estudo com
pacientes.

Para esses novos controles, foram realizados dois experimentos: um
inicial e outro confirmatério, conforme descrito anteriormente. O resultado para
esse novo grupo, em ambos 0s ensaios, foi similar ao da etapa anterior (Figura 16
e 17), confirmando a hipétese de que em amostras extraidas por um mesmo
método e em datas préximas sao reduzidas as diferencas nao biologicas e as
variagoes estruturais (143).

Além dos controles normais, a inclusdao de controles com alteracdes
identificadas por outros métodos é igualmente importante na padronizacao do kit
P036D-2. Sendo assim, para a padronizacdo com controles alterados também
foram selecionadas amostras de material genémico de dois individuos, um deles
(C+1) (Figura 18 e 19) apresentando uma delegédo terminal do brago longo do
cromossomo 18 [del(18)(g22->qter)] e o outro (C+2) (Figura 20 e 21) com uma
translocagao envolvendo os cromossomos 3 e 10 [der(3)t(3;10)(p26;p11)].

Para a padronizacdo do kit P036-D no caso dos controles com
alteracao, também foram realizados dois ensaios, um inicial e outro confirmatério.
Apo6s a eletroforese capilar e analise, os dados de altura foram inseridos na
planilha especifica e comparados em relacdo os mesmos dados de amostras
controle sem alteragéo (R).

As figuras 18 a 21 mostram os resultados encontrados para esses dois
individuos.

A analise dos graficos mostra que em relagdo aos controles positivos,
as anormalidades antes detectadas por outro método foram confirmadas pela

técnica de MLPA. No caso do controle positivo C+1, além da alteracdo antes
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determinada, foram observadas duas novas anormalidades, uma considerada
como polimorfismo [del(4q)], ja relatada nos protocolos de MLPA para o kit e lote
em questdo (143) e também em diversos estudos (46,167,95,178), além de uma
duplicagao da regidao “14p”, que na realidade se refere a uma sonda proximal
localizada no brago longo do cromossomo 14, ou 14q proximal. Para a conclusao
desse caso e orientacao adequada a familia, é aconselhavel a validacao desse
novo resultado pela técnica de FISH e estudos dos genitores. J& quanto ao
controle positivo C+2 as alteragdes encontradas anteriormente, uma delecao 3p
terminal e uma duplicacao 10p terminal, foram corroboradas com a técnica de
MLPA, confirmando a sua especificidade e eficacia.

Na repeticdo dos testes para confirmar os resultados obtidos, a anélise
nos programas GeneScan®, Genotyper® e planilha P036C DQ adaptive mostrou
resultados compativeis com os os observados no ensaio inicial.

Dessa forma, a etapa de validacdo da técnica de MPLA utilizando
controles do sexo masculino sem alteracao e controles alterados foi considerada

concluida e satisfatoéria.
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Figura 18 Grafico de reacao-controle alterado no primeiro experimento (C+1a) e no experimento de confirmagéo (C+1b),
da etapa de padronizagdo com controles alterados, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems -
Applera Corporation, Estados Unidos).
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Figura 19 Grafico de reacao-controle alterado no primeiro experimento (C+1a) e no experimento de confirmacgéo (C+1b),
da etapa de padronizagao com controles alterados, segundo a planilha de analise P0O36C DQ adaptive, do grupo
NGRL-MANCHESTER.
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Figura 20 Grafico de reacao-controle alterado no primeiro experimento (C+2a) € no experimento de confirmagao (C+2b) da
etapa de padronizagdo com controles alterados, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems -

Applera Corporation, Estados Unidos).
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Figura 21 Grafico de reacado-controle alterado no primeiro experimento (C+2a) e no experimento de confirmagao (C+2b),
da etapa de padronizagao com controles alterados, segundo a planilha de analise PO36C DQ adaptive, do grupo
NGRL-MANCHESTER.
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5.2.2. Tempo de estocagem dos produtos de reacao em refrigerador.

Segundo o protocolo do fabricante, os produtos de reagéo da técnica de
MLPA, incluindo os utilizados nas etapas de hibridizacdo e PCR, podem ser
armazenados sob refrigeracdo pelo periodo aproximado de uma semana,
aproximadamente, devido a presenca de fragmentos com fluorescéncia, que
sofrem processo de degradacgao rapida, por conta do tempo de meia-vida de seus
fluoréforos (143).

Porém, pela possibilidade de imprevistos, tais como a necessidade de
repeticdo da eletroforese capilar para conclusdo do caso, ou mesmo um
armazenamento maior da reacao por ocasidao de manutencdo do equipamento de
eletroforese, considerou-se necessario observar por quanto tempo as reagdes de
MLPA podem ser armazenadas sob refrigeracdo sem prejuizo dos resultados.
Diante isso, a estratégia adotada para se estimar o tempo maximo de estocagem
dos produtos foi a repeticdo semanal da eletroforese capilar de cinco reacgoes
controle e, em seguida, a andlise das mesmas nos programas GeneScan®,
Genotyper® e planilha P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.

Foram realizadas 10 repeticées (R1 a R10), sendo RO a data em que foi
feita a reacao, totalizando um periodo de aproximadamente trés meses, uma vez
que a partir da 8?2 repeticao as reagdes foram submetidas a eletroforese capilar
quinzenalmente e ndo semanalmente como as anteriores (Figuras 22 e 23).

A andlise das repeticoes (Figuras 22 e 23) mostra que até a 92
repeticdo, os resultados das reagbes mantiveram-se inalterados. Entretanto, a
partir da 102 repeticdo, os fragmentos correspondentes as sondas de bracos
longos dos cromossomos 4, 19, 20, 22 e X/Y se mostraram alterados em relagéo
aos resultados das semanas anteriores. E oportuno salientar que os dados da
repeticdo R5 foram perdidos quando da formatagdao do microcomputador acoplado
ao equipamento ABI-PRISM® 310 e por isso ndo foram analisados, fato que nao
prejudicou o resultado final.

Os produtos de amplificagdo da técnica de MLPA levados ao aparelho

ABI-PRISM® 310 para eletroforese capilar sdo marcados com o fluoréforo 6-FAM
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(6-carboxifluoresceina; C21H:20-), que contém em sua férmula a fluoresceina, que
€ o reagente fluorescente mais comumente empregado em biomoléculas, se
caracterizando tanto pelo rendimento alto, quanto pela alta solubilidade em agua.
Porém, como todo composto fluorescente, sua meia vida é relativamente curta,
devido a fotossensibilidade. Diante disso, para manter sua utilidade por um tempo
maior, devem ser armazenados sob baixas temperaturas para evitar sua

degradacao, e ao abrigo da luz, para que nao reajam a luminosidade (143).
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5.2.3. Possibilidade de diminuicao do protocolo, para 1/2 ou 2/3 do
recomendado pelo fabricante.

Na técnica de MLPA, o produto final por reacao corresponde a um
volume de 50 uL, mas apenas aproximadamente 2% sao utilizados na eletroforese
capilar, levando ao descarte de grande quantidade do produto de reacgao.

Apesar de a técnica ter um custo por paciente relativamente pequeno
quando comparada a outros métodos, torna-se interessante verificar a
possibilidade de reduzir os volumes preconizados no protocolo, com o objetivo de
aumentar o rendimento do kit e diminuir o volume descartado.

Diante disso, a estratégia adotada foi, a partir de um controle do sexo
masculino sem alteragéo, realizar a técnica de MLPA a partir de um protocolo
reduzido a metade (50%R) e também em 2/3 (75%R) do original. Em seguida,
esses dados foram comparados com o resultado de uma reacdo realizada
segundo o protocolo recomendado pelo fabricante (R).

Tendo em vista que a quantidade de reagentes utilizada na reacao €
proporcionalmente igual, tanto no protocolo original quanto no modificado, seria
esperado observar resultados semelhantes nas trés situagbes. Porém,
comparando-se os resultados encontrados (Figuras 24 e 25) foram observadas
delecdes e duplicagdes em varias regides subteloméricas [del(1p) e del(9p);
dup(2p), dup(10qg) e dup(19q), entre outras], ndo esperadas em controles sem
alteracao.

Uma justificativa plausivel para tais resultados seria os volumes dos
reagentes no experimento. Segundo o protocolo original sdo utilizados volumes
pequenos de cada reagente. Quando se diminui a quantidade desses, mesmo que
proporcionalmente, € possivel que haja alguma dificuldade de se conduzir o
experimento, como volume menor de reagdo, ou mesmo redugdo da quantidade
disponivel de tampdes e sondas, por exemplo, ocasionando um anelamento
incorreto das ultimas ao DNA estudado, o que, consequentemente, alteraria o

resultado.
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Figura24 Grafico de reacao-controle com protocolo original (R), com protocolo reduzido para 75% (75%R) e com
protocolo reduzido para 50% (50%R), segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera
Corporation, Estados Unidos).
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Figura 25 Grafico de reagao-controle com protocolo original (R), protocolo reduzido para 75% (75%R) e com
protocolo reduzido para 50% (50%R), segundo a planilha de analise PO36C DQ adaptive, do grupo
NGRL-MANCHESTER.
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A ocorréncia de acréscimos e decréscimos na temperatura durante a
técnica de MLPA tem como consequéncia a evaporacdo da solucdo de reacao
durante o experimento, e uma quantidade maior de volume evaporado alteraria
sensivelmente o resultado final. Seguindo esse raciocinio, quando se reduz os
reagentes do protocolo, o volume final de reagcao € menor, ficando mais sujeito a
alteracbes decorrentes de evaporacao, fato que poderia justificar os resultados
andémalos encontrados nos testes em que foram utilizados protocolos reduzidos.
Dessa maneira, a intencdo de se trabalhar com os protocolos de MLPA
modificados pela metade ou 2/3 do original pode levar a resultados falsos
positivos, ndo sendo, portanto, aconselhado.

5.2.4. Quantidade de DNA utilizado na reacao

Segundo a empresa MRC-Holland, a quantidade de DNA a ser utilizada
na técnica deve ser suficiente para que ocorra anelamento das sondas no material
gendmico e posterior unido das mesmas pela enzima ligase dependente de
temperatura. Assim, € recomendada a utilizacdo de quantidade minima de 20 ng
de DNA. Porém, com quantidade estimada entre 50 - 500 ng de DNA ¢é possivel a
obtencdo de resultados mais confiaveis, ja que isso permite que todas as sondas
anelem-se ao DNA, sem competicdo entre as mesmas (143).

Assim, com o objetivo de determinar qual seria a quantidade de DNA
satisfatéria para realizacdo dos testes de MLPA, foram realizados experimentos a
partir de um controle 46,XY normal, com quantidades diferentes de DNA em um
mesmo ensaio (50 ng, 150 ng e 500 ng). Os resultados obtidos foram comparados
e plotados em gréafico (Figuras 26 e 27). Inesperadamente, foram observadas
variagcoes nas intensidades das amplificacdes referentes a 1p, 9p e 4q, fato que
deve ser devido a possiveis alteragdes subteloméricas ou polimorfismos na regiao
de anelamento das respectivas sondas. Considerando-se que essas sondas se
anelam a regides com alta incidéncia de polimorfismos, as mesmas foram

substituidas por outras sondas, na atualizacao do kit em questao.
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Como discutido anteriormente, no kit de MLPA, além dos fragmentos
controle de desnaturacao de DNA (DD), existem os fragmentos controle
especificos para a quantidade de DNA (DQ) (Tabelas lll, 1V, VII, pags. 57, 58 e
66). O objetivo da inclusdao desses ultimos é sinalizar que a quantidade de DNA
utilizada na amostra € menor do que os 20 ng necessarios para a obtencdo de
resultados confiaveis. E importante destacar que a amplificagdo dos produtos dos
fragmentos DQ é visivel somente quando a quantidade de DNA esta abaixo da
necessaria para que ocorra a ligagdo com as sondas do kit. Por outro lado,
quando a quantidade de DNA utilizada ultrapassa 100 ng, a amplificacdo dos
quatro fragmentos controle DQ é quase imperceptivel (143).

Assim, nos testes realizados com quantidades diferentes de DNA, os
fragmentos DQ nao foram observados, concluindo, que a quantidade de amostra
utilizada no experimento foi satisfatéria. Porém, deve-se ressaltar que a presenca
de alteracGes no ensaio pode ser justificada pelas quantidades diferentes de DNA
utilizado nas reagdes, o que levaria a uma normalizagdo incorreta dos dados e,
portanto, a resultados errébneos. Dessa forma, recomenda-se que, para todo kit
seja feito um primeiro ensaio com quantidades diferentes de DNA, a fim de se
estimar a faixa de concentracdo em que sejam visualizadas as amplificagbes mais
satifatérias e em seguida, a utilizacdo de quantidades similares no mesmo ensaio,
para que a normalizagdo e a analise posterior sejam corretas.

Quanto a concentracdo ideal para o experimento com o kit PO36D,
observou-se que quantidades de DNA estimadas entre 150 ng e 250 ng geram
resultados mais confidveis e precisos, sendo, portanto, as que foram utilizadas nos
experimentos neste trabalho (dados mostrados no item “Validacdo da técnica
utilizando controles negativos e com alteracao”, pag.77). Quanto as concentracdes
tais como 50 ng (A) e 500 ng (B), nota-se que a quantidade reduzida de DNA pode
contribuir para um resultado falso positivo, uma vez que ha a possibilidade de néao
anelamento de algumas sondas, resultando em um viés de normalizagdo e
andlise. O mesmo pode ocorrer com quantidade superiores devido as

concentracoes elevadas de contaminantes, como sal e residuos de extracao.
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Figura 26 Grafico de reacao-controle com 150 ng de DNA (R), com 500 ng de DNA (B) e com 50 ng de DNA (A),
segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados Unidos).
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Figura 27 Grafico de reacao-controle com 150 ng de DNA (R), com 500 ng de DNA (B) e com 5
segundo a planilha de anélise P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-MANCHESTER.
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Conclui-se, portanto, que para a padronizacao correta dos kits de MLPA
€ necessaria a realizacao de testes com concentracoes diferentes de DNA
(incluindo a concentragdo de 150 ng) para que se obtenha resultados satisfatérios
e confiaveis.

5.2.5. Plataforma de analise

Apbs a separacao e a visualizacao dos produtos de amplificacdo por
eletroforese capilar, a analise da reacdo de MLPA pode ser realizada pela
visualizacdo dos produtos de amplificacdo ou pela normalizacdo dos dados de
altura ou area dos picos (143).

A andlise por visualizacdo dos produtos de amplificacdo se baseia na
comparacao isolada de cada pico da reagao-controle normal com a reagédo do
individuo estudado, por exemplo, a comparacao entre as alturas dos fragmentos
1p da reagdo-controle e da reacdo-teste. Dessa forma, a observacdo de um
decréscimo relativo na altura do pico (entre 35 — 55%) mostra uma delecao da
sequéncia estudada. J& uma duplicacao é resultado de um acréscimo na altura do
pico, entre 30 — 55% (143).

Apesar de ser mais rdpida e nao requerer normalizacdo prévia dos
dados, essa forma de analise é muito subjetiva e sujeita a erros.

Um segundo tipo de andlise dos dados obtidos pela técnica de MLPA
refere-se a normalizagdo dos parametros de altura ou area dos produtos de
amplificacdo. Para tanto, sdo necessarios programas especificos de genotipagem,
que fornecam os dados de altura e area dos fragmentos, como os ja mencionados
GeneScan® e Genotyper®. Uma vez identificados, esses dados podem ser
normalizados pelos programas Coffalyser MLPA — data analysis software® ou
planilhas especificas para kit comercializado (143).

O programa Coffalyser MLPA — data analysis software® se baseia em
plataforma Excel e pode ser utilizado com a versao 2003+ ou superior Microsoft
Office version 2003+. E recomendado pelo fabricante dos kits e esta disponivel
para download gratuitamente no sitio web da empresa, além de ser
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constantemente atualizado (143). Todos o0s passos para a normalizacao dos
dados estao incluidos, além de correcbes para efeitos caracteristicos da maioria
das misturas de sondas, que correspondem ao decréscimo na altura/area do pico
dependente da sonda.

Com essa forma de analise, pode-se ter acesso direto a informacdes
sobre a se a quantidade de DNA utilizada na reacéao foi satisfatoéria ou néo, se a
desnaturacdo da amostra foi efetiva ou n&o, se houve ligacdo entre os fragmentos
que compdem cada sonda e até mesmo com relacdo a procedéncia da amostra
estudada (sexo feminino ou masculino) (143).

Entretanto, ha a desvantagem de esse tipo de programa exigir um
tempo maior para a andlise, por se tratar de um processo laborioso, com muitos
passos a serem percorridos até a conclusao, entre os quais importagdo dos dados
das reacdes; inclusdao e retirada de amostra de referéncia; filtro dos dados
inseridos e normalizacao dos valores encontrados.

Diante dessa situacao, diversos grupos que utilizam os kits de MLPA
em suas pesquisas, acabaram por desenvolver planilhas de andlise simplificadas
e especificas para cada kit. Entre tais grupos encontra-se o National Genetics
Reference Laboratory Manchester (NGRL), que desenvolveu a planilha de andlise
dos dados P036C Telomere Adaptive QC, entre outras, e que foi utilizada neste
estudo (170).

Esse tipo de planilha também é baseado na plataforma Excel e pode
ser utilizado com a versdo 2003+ ou superior Microsoft Office version 2003+.
Também é recomendada pelo fabricante, como alternativa a andlise realizada pelo
programa Coffalyser® e também estéd disponivel gratuitamente para download no
sitio web da empresa (143), além do sitio web do grupo que a produziu (170). De
maneira analoga, todos os passos para a normalizagao dos dados estao incluidos.

A escolha dessa planilha especifica como forma de andlise neste
estudo levou em conta as vantagens desse tipo de analise em relacdo ao
programa Coffalyser®.

A planilha desenvolvida pelo grupo de Manchester é baseada na

plataforma Excel® e inclui quatro paginas. A primeira se destina a inclusdao dos
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dados de area ou altura dos fragmentos; a segunda para visualizagdo dos
resultados, ficando a terceira e a quarta para os calculos de normalizagao (170).

A primeira pagina, por sua vez, é formada por trés blocos grandes, com
o primeiro destinado a inclusdo dos dados de cinco controles sem alteragao
(subdividido em cinco células menores), os quais sao utilizados na normalizagéao
dos dados e na comparagcdo com os dados das reacdes-teste. J& o segundo
bloco, cuja utilizagdo na analise € facultativa, se destina a inclusdo dos dados de
um controle alterado, enquanto no terceiro bloco podem ser inseridos dados de
até 10 reacoes-teste (portanto, subdividido em 10 células menores). Dessa forma,
em uma mesma planilha, é possivel analisar até 10 reacbes a0 mesmo tempo
(170).

Uma vez inseridos dados de altura ou area relativos a amplificacao dos
fragmentos, basta acessar a outra pagina da qual a planilha é composta que o
resultado final da normalizacdo estara disponivel (170).

A semelhanca do proposto pelo programa Coffalyser®, os intervalos de
normalidade, delegcdo e duplicacdo admitidos na planilha formulada pelo grupo
Manchester sdo semelhantes: normalidade (valores entre 0,8 — 1,2); dele¢ao (0,35
— 0,7) e duplicacdo (1,30 — 1,65). Porém, podem ser feitos ajustes nesses
intervalos, de acordo com o kit utilizado.

Como parte da analise deste projeto, observou-se que o programa
Coffalyser® apesar de fornecer dados como quantidade de DNA (se satisfatoria ou
nao), presenga ou auséncia dos fragmentos DD e DQ, esses nao incluidos na
planilha produzida pelo grupo Manchester, € pouco didatico e implica em um
dispéndio maior de tempo por parte do analisador. Tais aspectos, associados ao
fato de que o objetivo do método é a agilidade e facilidade na obtengédo dos dados,
favorecem o0 segundo programa como alternativa a utilizacdo do programa
Coffalyser®.
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5.2.6. Elaboracao de um protocolo detalhado, com todos os passos da
técnica, ja ajustada a infra-estrutura da instituicao.

Com a analise e discussao da técnica de MLPA foi elaborado um
protocolo de acompanhamento do método (ANEXO 4), a fim de otimizar a
realizacdo do experimento, com seguranga e confiabilidade.

A partir dos resultados obtidos com a padronizacdo da técnica de
MLPA, e com a demonstracdao de que a mesma reune condicdes de ser aplicada
adequadamente, foi realizado um estudo envolvendo individuos com atraso do
desenvolvimento neuromotor ou DM idiopatica, atendidos do Servico de Genética
Clinica, FCM-Unicamp.

5.3. Estudo envolvendo pacientes com atraso do desenvolvimento
neuromotor ou DM idiopatica atendidos no Departamento de Genética
Médica FCM-UNICAMP.

Neste estudo, foram incluidos 62 individuos (17 do sexo feminino e 45
do sexo masculino, com idades variando entre 8 meses e 44 anos, na data da
realizacdo dos testes (ANEXO 2), selecionados entre individuos em
acompanhamento no Servico de Genética Clinica do Departamento de Genética
Médica FCM-Unicamp para investigacdo diagnéstica de DM, ja submetidos a
exame de cari6tipo e, quando pertinente, pesquisa da mutacdo do X-fragil, nao
possuindo quadro clinico sugestivo de algum diagnéstico especifico, avaliados
conforme os critérios proposto por De Vries et al. (168) (pontuacdo - ANEXO 2) e
estudados a partir do kit SALSA MLPA P036, conforme descricdo apresentada
anteriormente.

Entre esses, 60 ndo apresentaram alteragao subtelomérica (Figuras 28
e 29).
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Figura 28 Grafico de reagdo para os individuos sem alteracdo (P) em comparacéo a reagao controle sem alteragéo (C)
para o kit SALSA MLPA P036, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation,
Estados Unidos).
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Figura29 Grafico do resultado de MLPA para os individuos sem alteragao (P

para o kit SALSA MLPA P036, segundo a planilha de analise
MANCHESTER.
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5.3.1. Casos com resultados indicativos (ou sugestivos) de rearranjo
subtelomérico.

Inicialmente, dos 62 pacientes investigados pela técnica de MLPA,
utilizando o kit SALSA MLPA P036, foram encontradas alteracdes em seis
individuos (9,76%). Dentre essas, quatro (6,5%) caracterizadas como del(12p),
nao foram confirmadas pelo kit SALSA MLPA P070, sendo identificadas como
polimorfismos, pela técnica de sequenciamento automatico. As duas restantes
(3,2%) foram observadas pelo kit de confirmagéo, sendo, portanto, consideradas
como associadas ao fenétipo andbmalo dos respectivos pacientes. Em um deles,
foi detectada uma delecéao 1p36 e em outro foi constatado rearranjo indicativo de
delecao 5p e duplicagdo 9p, sendo o quadro clinico sugestivo da sindrome do cri-
du-chat.

Esses resultados nao diferem dos observados em estudos anteriores,
pois entre varios que demonstraram a aplicabilidade do método de MLPA na
investigacdo de atraso do desenvolvimento ou DM, a frequéncia de alteragdes
subteloméricas foi estimada entre 3,9% e 27,5%, dependendo dos critérios
utilizados para o estudo e do tamanho da amostra
(65,71,86,10,90,11,92,95,97,98,99,102).

A descricado de cada uma dessas alteracbes e suas respectivas

confirmagbes é apresentada a seguir.

5.3.1.1. Alteracao del(12p)

Em quatro individuos (P53, P56, P59 e P61) [ANEXO 2] foi identificada
uma delecdo da regidao subtelomérica do braco curto do cromossomo 12
[del(12p)].

Segundo o fabricante, no kit SALSA MLPA P036 (Tabela Ill, pag. 57) a
sonda subtelomérica referente a porcao 12p foi desenhada para o gene SLC6A12,
pertencente a familia 6 dos carreadores de soluto (transportador neuro-
transmissor betaina/GABA), localizado em 12p13 [OMIM 603080 (179)]. Ja para o
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kit de confirmacao SALSA MLPA P070 (Tabela VII, pag. 66), o gene escolhido foi
o JARID1A, associado a regulacdo de proliferagdo celular, localizado em 12p11

[OMIM 180202 (179)] proximo ao gene SLC6A12 (Figura 30) (143).
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Ensembl Homo sapiensversion 52.36n (NCBI36) Chromosome 12: 1 -1,000,000

Figura 30 Localizagdo dos genes SLC6A12 e JARID1A (cromossomo 12p),
cujas sequéncias foram utilizadas para a confecg¢do das sondas 12p
presentes nos kits SALSA MLPA P036 e P070, respectivamente

(180).

Depois de observada a suposta alteracdo em 12p nesses quatro
individuos (Figuras 31 e 32), foi feito novo ensaio de MLPA com o kit SALSA
MLPA P070 para confirmacédo dos resultados (Figuras 33 e 34) e em todos os
quatro individuos houve amplificagdo da regido 12p, contrariando o resultado
encontrado pelo kit SALSA MLPA P036.
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Figura 31  Grafico de reagao para os quatro individuos (P53, P56, P59 e P61) em comparacao a reagao controle sem
alteragdo (C) para o kit SALSA MLPA P036, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems -
Applera Corporation, Estados Unidos).
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Figura 32 Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P036 para os quatro individuos (P53, P56, P59 e

P61), em comparacdo com controle sem alteracao (C), segundo a planilha de analise do grupo NGRL-
MANCHESTER.
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Figura 33 Grafico de reacdo para os quatro individuos (P53, P56, P59 e P61) em comparacdo a reagao controle sem
alteragdo (C) para o kit SALSA MLPA P070, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems -
Applera Corporation, Estados Unidos).
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Figura34 Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P070 para os quatro individuos (P53, P56, P59 e
P61), em comparagdo com controle sem alteracdo (C), segundo a planilha de andlise do grupo NGRL—-
MANCHESTER.
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Nessa situacao, conforme o fabricante (143), ha necessidade de confirmacgao
do dado por outro método, como FISH ou sequenciamento. Sendo assim, foi realizado o
sequenciamento do gene SLC6A12, mais precisamente da regido complementar a
sonda contida no kit SALSA MLPA P036.

Para o sequenciamento, foi realizada a amplificacdo do fragmento de
interesse em cada paciente por PCR, como mostrado na Figura 35. Em seguida, foi
feita a reacdo de sequenciamento, cuja leitura no sequenciador ABI-PRISM® 3700
DNA Analyser (Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados Unidos) detectou a
mesma alteragdo nucleotidica, dentro da regido de ligacdo da sonda, em todos os
quatro individuos (Figura 36). Para identificar o tipo de alteracdo observada foi
pesquisado nos bancos de dados, como por exemplo, o Entrez SNP do NCBI (181).

A troca A>G encontrada na regido corresponde a um polimorfismo de base
unica (do inglés Single Nucleotide Polymorphism — SNP) denominado rs60220187,
descrito na base de dados Entrez SNP do NCBI, que compreende a regido 3'UTR
(regido nao traduzida) do exon 18 do gene SLC6A12. Segundo a mesma base de

dados, nao ha associagao entre esse polimorfismo e qualquer manifestagao clinica.

M P56 P61 P59 P53

¢—426 pb

Figura35 Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
Amplificagéo do fragmento SLC6A12 nos individuos P56, P61, P59 e P53.
M: marcador de peso molecular 1 Kb.
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CAAAGAGACAAAGGGACTTTTTCA
CAGAG AGACA: AAGGG ACTT TTTOCAIB

l

Figura36 Sequenciamento do fragmento complementar a sonda 12p (kit SALSA
MLPA P036) correspondente a uma porcao da sequéncia do exon 18 do
gene SLC6A12. Em A a sequéncia normal, sem alteracdo. Em B a
sequéncia encontrada nos quatro individuos, cujo resultado de MLPA com
o kit SALSA MLPA P036 mostrara delecdo. No detalhe, a troca
nucleotidica A>G, observada nesses individuos (SNP rs 60220187) (180).

Sob esse aspecto, é importante ressaltar que as sondas de MLPA sao
sensiveis a pequenas alteracées na sequéncia de anelamento ao DNA gendmico (143).
Assim, mudancas nucleotidicas muito proximas (a uma distancia de 10 pares de base)
ao sitio de anelamento ou dentro do mesmo, inibem ou desestabilizam a ligagdo dos
oligonucleotideos na regiao em questao, os quais posteriormente seriam unidos pela
enzima ligase dependente de temperatura e entdo amplificados por PCR. Assim,
nesses casos, o resultado do teste seria uma delecao da regido estudada, porém, na
realidade, tratar-se-ia de um resultado falso-positivo (71,90,95). Emparelhamentos
errbneos de sonda também podem, teoricamente, resultar em falsos positivos. O quanto
esses mismatches desestabilizam a ligacdo das sondas depende da localizagdo desses
emparelhamentos, do seu tipo e também da temperatura de anelamento a sequéncia,
entre outros fatores. Assim, a delecao detectada por MLPA seria consequente a um
artefato de técnica (143).

A regido 12p, embora rica em genes cuja correlacdo com DM ja foi descrita
(182,52,65) também € associada a polimorfismos, quando um segmento duplicado em
12p13.33 foi observado tanto em um paciente com sinais clinicos leves, quanto em um
de seus genitores ndo afetados (65). No presente estudo, quanto a correlacdo gendtipo-
fenotipo observou-se que, a excecdao da DM, os quatro pacientes, sendo dois deles
irmaos (P56 e P61), ndo apresentavam as caracteristicas fenotipicas (ANEXO 3)

descritas em individuos com essa delecdo, como anomalias dentérias, auriculares e
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digitais (52). Diante disso, a alteragao nucleotidica na sequéncia de hibridizagdo da
sonda 12p observada nesses quatro casos foi interpretada como um polimorfismo, néo
havendo registro de associacdo do mesmo as alteragdes fenotipicas na literatura,
embora estudos mais extensos sejam necessdrios para estimar sua frequéncia na
nossa populagéo. Outrossim, devido ao fato de os kits de MLPA estarem em constante
atualizagao, principalmente no que se refere a substituicdo de sondas para regido nao
relacionadas a polimorfismos, prevenindo dessa forma a obtenc&o de resultados de
falsos positivos, sera encaminhado um aviso ao fabricante, quanto a associagdo dessa

regido a SNPs, o que possivelmente determinara a substituicdo dessa sonda por outra.

5.3.1.2. Alteracao del(1p36)

Em um paciente (P57) foi encontrada delecao 1p36 e a analise do fendtipo
clinico realmente é compativel com essa condigao.

A sindrome 1p36 [MIM 607872 — (179)], determinada por delecao terminal do
braco curto do cromossomo 1, cuja frequéncia é estimada em 1:5000 nascimentos,
incide em ambos 0s sexos e em todas as etnias, sendo considerada a delecéao terminal
mais comum em humanos (183,184,185,186).

Com relacdo a origem, a monossomia 1p36 pode resultar de delecao
terminal ou intersticial variando quanto a tamanho e pontos de quebra (187),
envolvendo apenas o cromossomo 1 ou ainda outros Cromossomos em rearranjos
complexos (184,188). 95% das dele¢des sao consideradas de novo (189) e os 5%
restantes resultam de alteracbes de segregacdo a partir de translocacao balanceada
em um dos genitores. Quanto a origem parental, apesar de alguns resultados
discordantes, a maioria dos estudos demonstra predominancia da origem materna
(186). Segundo a descricao de Shapira et al. (189), com base em 13 individuos com
diagnostico de delecao 1p36, entre as caracteristicas faciais observadas estao ponte
nasal baixa, orelhas assimétricas e queixo proeminente. Outros sinais relatados sao
fontanela bregmatica ampla, fronte proeminente, assimetria facial, filtro longo, boca
pequena, comissuras bucais desviadas para baixo, palato alto e arqueado, fenda
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palatina, orelhas pequenas e(ou) dismorficas, maos e pés pequenos, anomalias digitais
(clinodactilia e camptodactilia), assim como baixa estatura, hipotonia, microcefalia,
braquicefalia, cardiopatia, hipertireoidismo, hipermetropia, surdez neurosensorial, atraso
do desenvolvimento e DM (191,39,186,184,188,192). Sua expressividade é variavel,
sendo que em alguns individuos o fendtipo é bem evidente, facilitando o
reconhecimento clinico, mas em outros o quadro pode ser bem mais leve. A delecéo
também pode variar quanto ao tamanho e, frequentemente, ndo é detectada por exame
de caridtipo convencional, sendo necessaria a aplicacdo de técnicas mais refinadas,
incluindo a de MLPA (192,188,193).

Para pesquisar alteracbes em 1p, a regido escolhida no kit SALSA MLPA
P036 (Tabela lll, pag. 57) para o desenho da sonda esta em 1p36 (gene TNFRSF4),
enquanto no kit de confirmagdo SALSA MLPA P070 (Tabela VII, pag. 58), o gene
escolhido € o TNFRSF18, também situado em 1p36 (Figura 37).
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Figura 37 Localizacao dos genes TNFRSF4 e TNFRSF18 (cromossomo 1p), cujas
sequéncias foram utilizadas para a confec¢cdo das sondas 1p presentes
nos kits SALSA MLPA P036 e P070, respectivamente (180).

Neste estudo, o individuo (P57) apresentou delecdo 1p pelo kit SALSA MLPA
P036, que foi confirmada pelo kit SALSA MLPA P070 (Figuras 38 a 41).
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Figura 38 Grafico de reacao para o caso P57, em comparacao a reacao controle sem alteragao (C) para o kit
SALSA MLPA P036, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation,

Estados Unidos).
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Figura 39 Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P036 para o caso P57, em comparagdo com
controle sem alteracao (C), segundo a planilha de andlise P0O36C DQ adaptive, do grupo NGRL-
MANCHESTER.
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Figura 40 Grafico de reacao para o caso P57, em comparacao a reacao controle sem alteragao (C) para o kit
SALSA MLPA P070, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation,
Estados Unidos).
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Figura 41 Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P070 para o caso P57, em comparagcao com

controle sem alteragéo (C), segundo a planilha de andlise PO70C DQ adaptive, do grupo NGRL-
MANCHESTER.
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Comparando-se as caracteristicas do paciente analisado (P57) com outras
descri¢des, foi observada similaridade de sinais clinicos, conforme pode ser observado
na Tabela IX.

Tabela IX Caracteristicas clinicas encontradas em pacientes com delecao terminal
1p36 (adaptado de 190,184,192,185,194,195).

Caracteristicas Outros estudos Nesse estudo
Fontanela bregmatica ampla + +
Microcefalia + -
Braquicefalia +
Occipital plano
Fronte proeminente
Hipertelorismo
Enoftalmia
Epicanto
Estrabismo
Ponte nasal baixa
Hipoplasia malar
Bochechas proeminentes
Filtro longo
Filtro curto
Boca pequena
Comissuras bucais desviadas para baixo
Palato alto e arqueado
Fenda palatina
Queixo proeminente
Orelhas dismorficas
Maos pequenas
Clinodactilia
Pés planos
Cardiopatia
Dificuldade de alimentacéo
Hipotonia
RDNPM
Surdez neurosensorial
Disturbio na fala
Convulsoes

1
+ + + + + + + + +

+ 4+ 4+ + + + + + o+

N Ik i T S T
+ + + + +

+ 4+ + + + + +
+

ND: nao determinado
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Desde os primeiros relatos, ha interesse na correlacdo genétipo-fenétipo da
delecédo 1p36 e varios genes vém sendo considerados como candidatos potenciais para
algumas caracteristicas mais frequentes. Segundo revisao realizada por Gajecka et al.
(185), 0 gene KCNAB2 (Potassium Channel, Voltage-gated, Shaker-Related Subfamily
Beta Member 2) possivelmente atuaria como modificador de outros genes relacionados
a ocorréncia de epilepsia nesses individuos, enquanto o gene GABRD (Gamma-
Aminobutyric Acid Receptor, Delta) estaria relacionado a anomalias neuropsiquiatricas e
MMP23 (Matrix Metalloproteinase 23), regulacdo do fechamento da fontanela, entre
outros (185).

Segundo dados recentes, as dele¢oes terminais em 1p36 ocorrem em 0,5-
0,7% dos individuos com DM idiopatica (196), sendo descritos até o0 momento mais de
200 casos, a maioria detectada por triagem para delecdes terminais em pacientes com
malformacdes e(ou) DM idiopatica (10,77,167,192,188, entre outros).

Nos programas de triagem de rearranjos subteloméricos por meio da técnica
de MLPA, a delecao 1p36 € comumente observada, sendo destacada nao apenas sua
importancia como causa de DM inicialmente tida como idiopatica, mas também a
eficacia do método na identificacao dessa alteracao (65,71,10,95).

Nesses estudos, recomenda-se a técnica de FISH para validagdo das
alteragdes detectadas por MLPA. Outra indicacdo para aplicacdo do FISH se relaciona
a possibilidade de distinguir cromossomos derivados, eventualmente herdados de um
genitor com rearranjo balanceado, de delegbes terminais puras, achado que modificaria
de maneira substancial o processo de aconselhamento genético para os envolvidos
(184).

Diante disso, o0 método de FISH foi aplicado nesse caso e o resultado,
apresentado na Figura 42, corrobora o observado por MLPA, demonstrando a eficacia

dessa técnica de MLPA nessa situagéo.
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Figura42 Resultado de FISH com sonda subtelomérica para a regidao 1p mostrando
apenas um sinal no cromossomo 1 normal (seta). A auséncia do outro
sinal indica a delecao da regiao em 1p36, corroborando com o resultado
anémalo encontrado pela técnica de MLPA.

5.3.1.3. Alteracao del(5p), dup(9p) associada a sindrome do cri-du-chat

Em um paciente (P64) foi encontrado rearranjo indicativo de delecéo 5p e
duplicacao 9p e analise do fendtipo clinico, sugestivo da sindrome do cri-du-chat.

A sindrome do cri-du-chat (SCDC) [MIM 123450 (179)] resulta de delecao
terminal ou intersticial do brago curto do cromossomo 5, que pode envolver desde uma
unica banda em 5p15.2 até a totalidade do brago curto do cromossomo 5. Descrita pela
primeira vez por Lejeune e colaboradores, em 1963, também ¢é conhecida como
sindrome 5p- ou monossomia 5p e sua incidéncia € estimada entre 1:15000 a 1:50000
nascimentos, com prevaléncia de 1:350 na populacdo com retardo mental
(197,198,199). Aproximadamente 80% dos casos resultam de delegao terminal 5p de
novo, com 10% relacionados a translocacéo equilibrada parental e os 10% restantes, a
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alteragbes citogenéticas raras, como cromossomo em anel € mosaicismo
(200,201,202,25,203,204,205).

Entre as caracteristicas principais da delecdo 5p, destacam-se atraso
neuropsicomotor e deficiéncia mental grave, microcefalia e dismorfismos faciais, além
do choro semelhante a um miado de gato em geral observado durante os dois primeiros
anos de vida e determinado por alteragbes da laringe como alteragbes de parede e
hipoplasia (199). Embora bem caracterizada clinicamente, ha alguma variabilidade
fenotipica, principalmente nos casos com translocacdo resultando em del(5p) e
duplicacdo da regido do outro cromossomo envolvido, pois 0 material em excesso
poderia alterar o fen6tipo classico da sindrome (199).

Com o refinamento das técnicas de diagnéstico foi possivel a identificacao
dos pontos de quebra envolvendo a regido Sp terminal, bem como a correlagao entre os
genes envolvidos e as caracteristicas fenotipicas observadas na sindrome. Segundo
revisdo de Mainardi et al. (199) a regiao 5p é rica em genes, sendo a perda da regiao
5p14 associada a DM moderada a grave, enquanto a regido 5p15 é associada a
caracteristicas como choro atipico, microcefalia, alteracées de fala e dismorfismos
faciais (199).

Muitos individuos com delecao 5p sao identificados pelo exame citogenético
convencional, porém alguns podem nao ser diagnosticados. Kondoh et al. (206) e
Laczmanska et al. (207) salientam essa dificuldade, mostrando que anadlise por
citogenética convencional e FISH com sondas especificas para a regidao podem nao
garantir um diagnostico preciso. Tais autores sugerem a necessidade da técnica FISH
multiprobe para um resultado mais preciso. Entretanto, € importante salientar o custo
alto, bem como o trabalho e tempo dispendido para a realizagdo desse procedimento.
Nesse sentido, a técnica de MLPA pode ser utilizada como triagem em pacientes com
suspeita clinica de dele¢des terminais com cari6tipo normal (206,207).

Na técnica de MLPA, a regidao escolhida para o desenho da sonda é a
5p15.3, sendo utilizado o gene PDCD6 como marcador no kit SALSA P036 (Tabela I,
pag. 57), enquanto para o kit de confirmagdo SALSA MLPA P070 (Tabela VI, pag. 58)
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foi escolhido o gene CCDC127, ambos adequados para a identificacao de alteragdes na

regiao 5p (Figura 43).
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Figura43 Localizagdo dos genes PDCD6 e CCDC127 (cromossomo 5p), cujas
sequéncias foram utilizadas para a confecgcdao das sondas 5p presentes
nos kits SALSA MLPA P036 e P070, respectivamente (180).

Para a confeccao da sonda 9p dos kits SALSA MLPA P036 e P070 foram
escolhidos os genes DMRT1 e DOCK8 (em 9p24), respectivamente (Figura 44).
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Figura44 Localizacdo dos genes DMRT1 e DOCK8 (cromossomo 9p), cujas
sequéncias foram utilizadas para a confec¢cdo das sondas 9p presentes
nos kits SALSA MLPA P036 e P070, respectivamente (180).

O paciente em questao (P64), 8 meses, do sexo masculino, é o unico filho de

casal ndo consanguineo, sem antecedentes familiais relevantes. A gestagao

transcorreu bem, apenas com relato de tabagismo (5 cigarros/dia) durante o primeiro
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més; peso ao nascimento de 2.250 g, comprimento de 45 cm, sendo observados sinais
como choro atipico (similar a miado de gato), hipotonia, sucgao débil, microcefalia,
pregas epicanticas internas, filtro curto, comissuras bucais voltadas para baixo, palato
alto, orelhas dismorficas, pescogo curto, mamilo supranumerario, luxacao de quadril,
clinodactilia de 5° dedo, prega palmar transversal Unica, hérnia inguinal, criptorquidismo
e estreitamento do canal anal.

O exame de cariétipo foi normal, 46,XY, com resolucdo de 500 bandas por
lote hapldide.

Entretanto, tendo em vista o feno6tipo do paciente, com parte dos sinais
sugestivos da SCDC, mas também outros sinais ndo anteriormente descritos nessa
condi¢ao, foi indicada analise por MLPA. O resultado indicou um rearranjo interpretado
como uma delecdo terminal do cromossomo 5p e uma duplicagdao terminal do
cromossomo 9p, com ambos os kits SALSA MLPA P036 e SALSA MLPA P070 (Figuras
45-48).

A associacdo de alteracao subtelomérica em 5p com outras anomalias,
envolvendo cromossomos como 1p, 4q, 6q, 7q, 10p, 15p, 18p, 18p, 21q, 22p, ja foi
descrita em diversos estudos (208,209,202,210,211,212,213).

Porém, a associacdo de alteragdes concomitantes em 5p e 9p, ou de
rearranjos, como observado neste estudo, foi relatada em poucos trabalhos
(214,215,216,90,91), sendo considerada rara.

A duplicacdo 9p foi descrita pela primeira vez em 1970 por Rethoré et al.
(207). Embora houvesse o envolvimento de outro segmento cromossdmico também
com delecao e variacao de tamanho da regiao duplicada, o quadro clinico inclui atraso
do desenvolvimento, retardo mental, estatura baixa, microbraquicefalia, enoftalmia,
nariz bulboso, orelhas dismoérficas, comissuras bucais desviadas para baixo e maos
pequenas (218,219). Em parte desses casos, a regido duplicada foi herdada de um
genitor com translocagéo equilibrada e em um numero menor ocorreu duplicacdo de
novo (218).
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Figura 45 Grafico de reagédo do caso P64 em comparacao a reagao controle sem alteracao (C) para o kit SALSA
MLPA P036, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados
Unidos).
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Figura46 Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P036 para o caso P64, em comparacao com
controle sem alteragéo (C), segundo a planilha de andlise P036C DQ adaptive, do grupo NGRL-
MANCHESTER.
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Figura 47 Grafico de reagédo do caso P64 em comparacao a reagao controle sem alteracao (C) para o kit SALSA
MLPA P070, segundo o programa Genotyper® (Applied Biosystems - Applera Corporation, Estados
A O — (N
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Figura 48 Grafico do resultado de MLPA com o kit SALSA MLPA P070 para o caso P64, em comparagcao com
controle sem alteragéo (C), segundo a planilha de analise P070 DQ adaptive, do grupo NGRL-
MANCHESTER.
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Comparando-se as caracteristicas do presente caso

(P64)

com

descricao de outros individuos monossomia 5p, trissomia 9p e casos de rearranjo

del(5p)/dup(9p), observa-se similaridade de sinais entre as duas condi¢cdes, como
demonstrado na Tabela X (199,202,215,216,218,219,220,221). Contudo, vale

destacar que algumas nao haviam sido registradas anteriormente, como luxacao

de radio e anomalias intestinais.

Tabela X

Comparacao entre as caracteristicas clinicas encontradas nos

pacientes com del(5p), dup(9p), rearranjo del(5p)/dup(9p) (casos 1 e

2) e no paciente deste estudo.

Caracteristicas

Retardo do desenvolvimento
Retardo mental

Microcefalia

Braquicefalia

Hipertelorismo

Enoftalmia

Fissura palpebral para baixo
Fissura palpebral para cima
Pregas epicanticas
Estrabismo

Nariz proeminente / globoso
Filtro curto

Comissuras bucais desviadas
para baixo

Palato alto / arqueado / fenda
palatina

Micrognatia

Orelhas dismérficas
Pescoco curto

Clinodactilia

Hipoplasia de falanges
Prega palmar unica

Prega Unica em 5°dedo
Ecoliose

Lordose

Luxacdo dos quadris

del(5p)

+

+ 4+ o+ +

dup(9p)

+ + + + + 4+ + + o+

del(5p)/

dup(9p)
caso 1

+

NA
+

NA

del(5p)/

dup(9p)
caso 2

+
+
NA
+
NA
+
NA
NA
NA
NA
NA
+

+

NA

NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA

Caso

NA

+

+ 4+ + + + 4+ 4+
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Diastase de retos abdominais NA + NA +
Hérnia umbilical + NA
Hipoplasia inguinal + NA
Cardiopatia congénita + NA NA
Malformacdes renais + + + NA
Agenesia do corpo caloso + NA NA
Choro de miado de gato + - + NA +
Hipotonia + - + NA +
Criptorquidismo + + + - +
Hérnia inguinal - + NA NA +
Anomalias intestinais - + NA NA +
Luxacéo do radio NA NA NA NA +
Mamilo supernumerario NA + NA NA +

NA: Nao avaliado; del(5p): Mainardi et al. (2001), Mainardi (2006), Schinzel (2001);
del(9p): Munoz et al. (2004), Schinzel (2001); caso 1: Dallapicolla et al. (1983);
caso 2: Sigmund et al. (1986).

Com a possibilidade das alteracbes cromossdémicas observadas no
paciente P64 terem sido herdadas, salienta-se a necessidade de estudos mais
especificos nos mesmos, utilizando, por exemplo, a técnica de FISH, tendo em
vista a importancia dessa informacdo para o processo de aconselhamento
genético dessa familia.

Quando a SCDC é atribuida a delecdo 5p de novo, o risco de
recorréncia na irmandade do propédsito € praticamente igual ao da populacdo em
geral; sendo, porém, bem mais alto quando se trata de translocagéao equilibrada
familial. Nessa situagao, a chance de ocorréncia de alteragbes nao balanceadas
na prole de individuos com translocacao equilibrada envolvendo 5p- é dependente
do ponto de quebra e estaria entre 8,7% e 18,8%, para genitores de ambos os
sexos, sendo a analise dos mesmos necessaria para o aconselhamento genético,
que podera incluir alternativas como diagnéstico pré-natal ou mesmo pré-
implantacional (202).

Para a validacdo dos resultados identificados por MLPA foi entdo
realizada a técnica de FISH no paciente e seus genitores, sendo confirmada a
presenca de apenas um sinal 5pter (sonda 189N21) e trés sinais 9pter (sonda
43N6) (Figura 49) no primeiro, enquanto andlise de ambos os genitores com as
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mesmas sondas foi normal, em 50 células. Assim, o cariétipo do propoésito passa a
ser 46,XY.ish der(5)t(5p;9p) de novo.

Figura 49. Resultado de FISH para o paciente P64 com sonda subtelomérica
para a regiao 5p e 9p mostrando apenas um sinal 5pter (verde) e trés
sinais 9pter (vermelho) (setas). Tal achado corrobora com o
resultado anébmalo encontrado pela técnica de MLPA.

Para explicar esse achado, uma hipétese provavel seria a de alteragéao
pré-zigotica, por um erro na meiose ou associado a mosaicismo gonadal em um
dos genitores, aspecto que nao pode ser excluido no aconselhamento genético do
casal, mesmo na auséncia de registros de recorréncia em relatos semelhantes na
literatura (222).
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5.4. Discussao da viabilidade do método como triagem para a deteccao de
rearranjos subteloméricos em individuos com atraso do desenvolvimento

neuromotor ou DM idiopatica.

Uma comparacao entre as técnicas utilizadas como método de triagem
para deteccao de anormalidades cromossOmicas indica que a técnica de MLPA é
considerada mais adequada entre as ja disponiveis. Com relacdo a técnica de
array-CGH, o método de MLPA possui um numero limitado de regides
(aproximadamente 50) estudadas por ensaio, porém, se comparado a primeira
técnica, permite que 96 reagbes sejam testadas ao mesmo tempo, por um custo
menor e utilizando equipamentos ja disponiveis nos centros de pesquisa,
mostrando-se mais adequada como método de triagem (95).

O custo para a realizacao da técnica também deve ser considerado na
comparacao dos métodos de FISH e MLPA em programas de triagem para
rearranjos subteloméricos, pois o ultimo tem custo menor, permite testar um
namero maior de regides gendmicas e dispensa a cultura celular. Entretanto, por
tratar-se de método novo, exige que os resultados alterados sejam validados por
outros considerados “padrao-ouro” de diagndstico, como o FISH, por exemplo. De
todo modo, ao utilizar o MLPA como teste de triagem, o0 niumero de casos a serem
submetidos a técnica de FISH deve diminuir consideravelmente, viabilizando
financeiramente a sua aplicagdo em programas de triagem (10).

As técnicas de MLPA e MAPH possuem como principio a hibridizagao
de sondas ao material genémico, sendo posteriormente amplificadas e analisadas
comparativamente, para deteccdo de perda ou ganhos de material gendémico.
Entretanto, comparando a eficacia dos dois métodos, a de MLPA possui como
vantagens a simplicidade e rapidez do resultado (120). Além disso, o MLPA ¢é
menos susceptivel a contaminagdo, uma vez que nao utiliza membrana para a
hibridizacdo das sondas ao material genémico, pois a reagao ocorre inteiramente
em tubos proprios para termociclador (133).

Erjavec-Skerget et al. (86), estudando rearranjos subteloméricos em

criangcas com DM idiopatica, testaram a aplicabilidade de trés métodos (FISH,
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MLPA e array-CGH) no diagnostico e concluiram que a técnica de FISH possui
como vantagem a deteccdo de delecdes e translocacdes balanceadas, além de
mosaicismos, as quais ndo podem ser observadas pelos outros dois métodos.
Contudo, o método é de custo mais elevado e demanda tempo maior para
conclusdo do caso. Ja a técnica de array-CGH tem uma resolugdo maior, sendo
capaz de detectar anormalidades nao observadas pelo FISH, mas tem custo
elevado e ndo é capaz de detectar rearranjos balanceados, como mencionado
anteriormente (86). Ainda segundo esse estudo, todos o0s rearranjos
subteloméricos observados pela a técnica de MLPA foram confirmados, havendo
100% de concordancia entre os dois métodos (FISH e MLPA). Assim, apesar de
exigir validacao por outra técnica e nao detectar rearranjos balanceados ou
mosaicismo trata-se de um método eficiente e sensivel que, quando combinado ao
FISH para validacao de resultados, pode ser utilizado na triagem de rearranjos
subteloméricos (86).

Quanto aos critérios diagnésticos propostos por De Vries et al. (168) ja
foram aplicados em diversos estudos (64 e 10, entre outros), sendo que alteracoes
subteloméricas com relevancia clinica foram encontradas predominantemente em
individuos que obtiveram pontuagdo superior a trés. Segundo estudo conduzido
por Koolen et al. (65), tal pontuacdo aumentaria em 12,4% a chance de
diagnostico, demonstrando a importancia de uma pré-selecao dos pacientes.

No presente estudo, os pacientes foram selecionados a partir da
aplicacao desses critérios, sendo a pontuagcao apresentada no ANEXO 3. Por
meio da técnica de MLPA, foram detectadas duas altera¢des subteloméricas que
devem ser consideradas associadas ao fenotipo anémalo entre os 62 individuos
estudados (3,2%). Porém, o numero reduzido de pacientes analisados €
insuficiente para uma conclusdo quanto a eficiéncia de tais critérios na selecao de
individuos para investigacao de rearranjos subteloméricos.

De todo modo, pode-se ressaltar que foram encontradas alteragcoes e,
portanto, a técnica é apropriada, sugerindo que numa triagem de rotina para
rearranjos subteloméricos em individuos com DM sua utilizagéo € pertinente. Além

disso, foram encontradas quatro alteragdes utilizando somente um kit de MLPA,
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nao observadas pelo kit de confirmagéo, enfatizando a necessidade do uso de
dois kits desse método na rotina para a identificagéo de falsos positivos.
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6. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

o A técnica de MLPA foi padronizada no CBMEG-Unicamp, estando em
condicdes de ser aplicada no estudo de rearranjos subteloméricos em 62
individuos com atraso do desenvolvimento neuromotor ou DM idiopatica atendidos

no Servigo de Genética Clinica do DGM-FCM-Unicamp.

. Nesses 62 individuos com atraso do desenvolvimento neuromotor ou DM
idiopética, em seis foram identificadas altera¢des , por meio do kit SALSA MLPA
P036.

o Em quatro desses seis pacientes, incluindo dois irm&os, foi identificada a
alteracao del(12p), nao confirmada pelo kit SALSA MLPA PQ070, sendo feito
sequenciamento da regido, o qual evidenciou um SNP ja descrito pela base de
dados SNP-Entrez NCBI nos quatro individuos.

o Nos dois casos restantes, foram identificadas as alteracdes subteloméricas
[46,XY.ish del(1p36) e 46,XY.ish der(5)t(5p;9p)], ambas confirmadas pelo kit
SALSA MLPA P070 e validadas pela técnica de FISH.

o No caso de der(5)t(5p;9p), foi realizada a técnica de FISH nos genitores, com
resultado normal para ambos, definindo uma alteragcdo de novo, sem registro na

literatura.

o A partir dos itens levantados na padronizagdo, o tempo de estocagem das
reacgdes em refrigerador foi maior que aquele aconselhado pelo fabricante; para os

experimentos realizados na instituicdo, a quantidade de DNA utilizada foi um
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pouco maior que a sugerida; ndo foi bem sucedida a utilizagdo de protocolos com
volumes reduzidos; a forma de normalizacdo dos dados mais adequada para a
andlise dos resultados foi a combinacéo dos programas GeneScan®, Genotyper®
e planilha especifica para o kit ao invés do programa Coffalyser®, indicado pelo
fabricante.

o Os resultados reforcam a observacdo de que a técnica de MLPA é uma
alternativa viavel e de custo relativamente baixo e, portanto, adequada para
aplicacao em programas de triagem de rearranjos subteloméricos em individuos
com atraso do desenvolvimento neuromotor ou DM idiopatica.
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DE REARRANJOS SUBTELOMERICOS EM INDIVIDUOS COM DEFICIENCIA
MENTAL IDIOPATICA. IMPLANTACAO DO METODO NO DEPARTAMENTO DE
GENETICA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Carolina Rodrigues Lincoln de Carvalho

INSTITUICAO: Departamento de Genética Médica/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/10/06

IT - OBJETIVOS

Implantagdo da técnica molecular de MLPA no Laboratério de Genética
Médica/FCM/UNICAMP.

11T - SUMARIO

A selecdo de individuos que constituirdo a amostra serd feita entre aqueles rotineiramente
avaliados no Servigo de Genética Clinica do Departamento de Genética Médica. Inicialmente
serdo estudados, para implantagio da técnica de MLPA, serao avaliados pacientes com
diagndstico de anomalias cromossémicas ja detectadas no laboratério por outros métodos. Para
tanto, serdo utilizados DNAs advindos do banco de DNA existente no Departamento de Genética
Médica/FCM/UNICAMP e de pacientes que vierem a ser atendidos durante o periodo de
execucio do trabalho. A seguir serd realizado um estudo piloto entre pacientes com deficiéncia
mental idiopatica. Nos casos positivos serd realizado o FISH.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Projeto de Genética cujo material a ser utilizado é estocado em Banco jd regulamentado
pelo CEP. O TCLE pode ser dispensado no caso de andlise de amostras estocadas e deverd ser
utilizado nas amostras prospectivas. Projeto elaborado segundo as normas do CEP.

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 Resolugoes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fecm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado todos os anexos incluidos na
Pesquisa supracitada.

O contetido 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 - INFORMA COES COMPLEMENTARES

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes 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 notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes 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 T ou II apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.e)

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunido Extraordindria do CEP/FCM, em 30 de outubro de 2006.

Prof®. D, CarngySilvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE/DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
Comité de Ftica em Pesquisa - UNICAMEP
Rua: Tessalia Viecira de Camargo, 126 FONE (019 3788-8936
Caixa Postal 6111 FAX (D19} 3788-7187
13084-971 Campinas — SP cep@femanicamp.br
i
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ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

g'%. Universidade Estadual de Campinas
T Faculdade de Ciéncias Médicas
UNICAMP Departamento de Genética Médica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: TECNICA DE MLPA: UMA ALTERNATIVA PARA A INVESTIGAGAO
DE REARRANJOS SUBTELOMERICOS EM INDIVIDUOS COM DEFICIENCIA MENTAL
IDIOPATICA. Implantagdo do Método no Departamento de Genética Médica da FCM-
UNICAMP.

Responsaveis: Carolina Rodrigues Lincoln de Carvalho, Maricilda Palandi de
Mello e Antonia Paula Marques de Faria.

Eu entendo que eu ou meu filho (a) fui (foi) convidado (a) a participar de um projeto
de pesquisa envolvendo pessoas com deficiéncia mental ou atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor de origem ndo esclarecida. O objetivo geral do estudo é investigar
rearranjos subteloméricos nesses individuos pela técnica molecular chamada MLPA,que
consiste em identificar pequenas alteragbes nas partes terminais dos cromossomos,
proximas as regides chamadas de telémeros.

Diversos estudos realizados em outros paises demonstraram a eficiéncia dessa
técnica para o diagnéstico de alguns casos de deficiéncia mental de origem nao
conhecida. Assim, com a implantacdo da técnica no Servico de Genética Clinica da
UNICAMP ¢é possivel o oferecimento para os pacientes na investigagdo da deficiéncia
mental, com perspectiva de conclusdo de seu diagnéstico. Para tanto, o Servigco de
Genética Clinica esta realizando um estudo piloto envolvendo a técnica de MLPA e
pacientes com deficiéncia mental sem origem esclarecida.

Caso aceite participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardao perguntas
a respeito dos meus antecedentes médicos e familiares. Serd coletada uma amostra de
sangue venoso (10 a 15ml, o equivalente a uma colher de sopa) do meu filho(a), e
quando necessario minha e de meu cbnjuge. Os riscos associados a esse procedimento
sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do
sangue. O desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da
veia do brago, que sera realizado por profissional treinado e devidamente habilitado para
realizar tal procedimento.

A Unica vantagem que poderei ter serd de conhecer uma possivel alteragdo nos
cromossomos do meu filho (a) ou mesmo no meu, que podera estar relacionada ao
problema que ele (a) apresenta. Fui informado (a) que se for detectada alguma alteracgéo,
serei imediatamente comunicado (a), sendo que todas as consequéncias serao
devidamente explicadas. Qualquer duvida ou informacdo poderei contatar a FCM-
UNICAMP, na pessoa da Dra. Antonia Paula Marques de Faria, do Departamento de
Genética Médica, nos tels. (19) 3521.8908 ou 3521.8907.

Eu entendo que toda informacao médica, assim como os resultados dos testes
genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo sigilosos. O sigilo sera mantido
em todo o estudo, a partir da utilizacdo de um numero de cédigo para a identificacdo dos
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individuos participantes. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para
fins de publicagdo cientifica, nenhum nome sera utilizado. Fui informado que poderei
autorizar que esse material genético seja guardado no Banco de Material Biolégico do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética/lUNICAMP e que qualquer outro
projeto que pretenda utiliza-lo, devera ser aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCM e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Eu estou ciente que a minha
participacao neste projeto de pesquisa ndo me acarretara nenhuma despesa, ja que a
coleta de material sera realizada em minhas consultas regulares a Unicamp.

Eu entendo que a minha participagdo é voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participacdo ou de minha
familia no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem
comprometer os cuidados médicos que minha familia recebe atualmente ou venha a
receber no futuro no HC-UNICAMP. )

Em caso de recurso ou reclamagdes contatar a secretaria do Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, tel. (19) 3521.8936.

Eu confirmo que a Bibdloga Carolina Rodrigues Lincoln de Carvalho (ou o(a)
Dr.(a) ) me explicou o objetivo
do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos ou desconfortos
advindos desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi
esse formulario de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

AUTORIZAGCAO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

Eu concordo que o DNA de minha familia seja estocado
Eu nédo concordo que o DNA de minha familia seja estocado

0O

RG:

Nome

Nome do responsavel / Assinatura / Data

Responsavel e data da coleta:
Responsavel pelo recebimento de resultado:
Modo de envio do resultado:

Telefone e/ou e-mail do responsavel pelo recebimento de resultado:
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REQUISICAO DE EXAME

Data:

Nome do Paciente:
DGM:

HC:

Data de Nascimento:
Sexo:

Nome do pai:
Nome da mae:

Tipo de exame: Molecular MLPA ( ) Citogenético FISH ( )
Quantidade de material:

Informacoes clinicas e historia familiar:

Nome do Paciente: DGM:

Critérios para selecao de pacientes com rearranjos teloméricos
submicroscopicos (adaptada de De Vries et al., 2003).

Histéria familial de DM:

- Distribui¢éo sugestiva de heranga monogénica. (1)

- Incompativel com heranca monogénica (incluindo fendtipos
diferentes). (2)

Atraso de crescimento pré-natal (2)

Anomalias de crescimento pds-natais (para cada uma das seguintes 1
ponto [max. 2]):

- Microcefalia (1), Baixa estatura (1);

- Macrocefalia (1), Estatura elevada (1)

Dois ou mais dismorfismos faciais

- Destaque para hipertelorismo, anomalias nasais e auriculares. (2)

Dismorfismos nao-faciais e anomalias congénitas (para cada uma 1
ponto [max.2]):

- Destaque para anomalias em maos (1), cardiacas (1), hipospadia
(1), criptorquidia (1).

Outras informacoes relevantes:
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ANEXO 3: CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES AVALIADOS

Caso

Sexo

Aspectos fenotipicos

Pontuacao
segundo
De Vries

(168)

Resultados

P1

RDNPM, déficit cognitivo, convulsdes, hipoacusia, cardiopatia
congénita, face triangular, implantagcao baixa dos cabelos em fronte e
nuca, fissuras palpebrais obliquas para cima, cilios alongados, orelhas
rodadas posteriormente, nariz com base alargada, pequeno e com
narinas antevertidas, philtrum curto, labios volumosos, comissuras
labiais para baixo, ma oclusdo dentaria, palato ogival/estreito,
hipertricose em dorso, mancha café com leite de bordos irregulares
em dorso, clinodactilia de 4° e 5° dedos, hipoplasia de falange distal de
5° dedo, braquidactilia de artelhos, halux alargado e pés planos.

6

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P5

Atraso leve da fala, movimento estereotipado de maos, distlrbio de
comportamento com tracos autistas, olhos amendoados com fendas
palpebrais obliguas para cima, face levemente alongada, |abio
superior fino, hiperextensibilidade articular discreta.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P9

RDNPM, hidrocefalia, alteragdo oftalmolégica, hipoacusia e
criptorquidia, macrocefalia, hipoplasia malar, melanose conjuntival,
retrognatia, ma oclusédo dentéria, manchas hipercrdmicas em palato
duro e face lateral esquerda da lingua, aumento da distancia
intermamilar, assimetria escapular e de membros inferiores, cicatriz
em regido epigastrica, clinodactilia em 5° dedo das méos, cubito valgo,
testiculos tépicos e assimétricos e nevos pigmentados em tronco e
coxa direita.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P10

RDNPM, agitagdo psicomotora, agressividade, estatura elevada,
occipital plano, orelhas proeminentes, olhos de localizagdo mais
profunda, frontal alto, mandibula proeminente, sulco mentoniano,
palato alto, cubito valgo, testiculos com 25cm?®, sem sulcos plantares
e/ou hiperextensibilidade atricular.

MLPA kit P036 — sem alteragcéo

P12

Implantacdo baixa e em V de cabelos na fronte, bochechas
proeminentes, fendas palpebrais para baixo, aversdo ao contato

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo
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ocular, retrognatismo, palato alto, incisivos centrais proeminentes,
hipoplasia de metacarpianos, 4° e 5° dedos afilados,
hiperextensibilidade articular discreta, dedos fusiformes, obesidade
centripeta, hipotonia leve, alteracdo de coordenacao motora fina, fala
e comportamento.

P14

Microcefalia aparente, espessamento de sutura metdpica, sugerindo
trigonocefalia, orelhas dismérficas e algo proeminentes, fendas
palpebrais desviadas para cima, epicanto interno bilateral, nariz de
base alargada, com narinas antevertidas, aumento de distancia
intermamilar, févea coccigea, clinodactilia de 5° dedos, dedos
mantidos em flexdo, polegares adutos, prega palmar transversal Unica
completa a direita e incompleta a esquerda, dedos dos pés
hipoplasicos e com aparente sindactilia em 2° e 3° dedos, hipoplasia
de pequenos labios, manchas azuis em grande parte da regido dorsal,
hipertonia e hidrocefalia.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P15

RDNPM, face triangular, orelhas proeminentes, nevos pigmentados,
fronte alta, fendas palpebrais estreitas, nariz com ponta levemente
achatada, 1&bio superior fino, dentes serrilhados, palato alto, escoliose
téraco-lombar dextro céncava, polegar esquerdo com pigmentagéo
anémala e discretamente alargado, aumento da distancia entre 1° e 2°
artelhos e lentigos.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P16

Hipoplasia malar, orelhas inclinadas, em abano, sinofre com
sobrancelha espessa e arqueada, fendas palpebrais obliquas para
cima e alongadas, ptose palpebral, cilios longos, microrretrognatismo,
protusdo maxilar, palato ogival, hipertrofia gengival (arcada superior),
escoliose, excesso de pregas em falange proximal de 3° e 4° dedos
das méos, nevos pigmentados.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P17

RDNPM, refluxo gastro-esofégico, fala ndo desenvolvida.

MLPA kit P036 — sem alteragcéo

P18

Z|m

RDNPM, hiperatividade, tracos autistas, face triangular, implantacéo
baixa dos cabelos em fronte e nuca, cilios alongados, hipertelorismo,
orelhas de implantagédo baixa, dismoérficas e rodadas posteriormente,
nariz de implantacdo baixa com base alargada, comissuras labiais
para baixo, retrognatismo, hipertricose em dorso, clinodactilia de 2° a
5° quirodactilos e de 3° a 5° artelhos, camptodactilia de 2° a 5° dedos
de méios e pés, sindactilia cutinea discreta de 2° e 3° artelho, haluces

MLPA kit PO36 — sem alteracao
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alargados, longos e com distancia aumentada entre esses e 0s
segundos artelhos.

P19

RDNPM, philfrum naso-labial apagado, labio superior fino, palato alto,
aumento da distancia intermamilar, dedos das maos de aspecto
fusiforme, hipoplasia de falange média de 5° dedos das méos,
clinobraquidactilia de 5° dedo da m&o esquerda, camptodactilia de 5°
dedo da méao direita, tecido celular subcutaneo abundante, hiperidrose
em maos e pés.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P20

RDNPM, macrocefalia, frontal levemente alto, redemoinho frontal, face
alongada, hipoplasia malar, orelhas em abano, pregas epicanticas,
fendas palpebrais obliquas para cima, nariz bulboso, ponte baixa,
columela larga, ponta para baixo, philtrum longo, palato ogival, ma
oclusdo dentaria, hipoplasia de metacarpianos (4° e 5 dedos),
distancia aumentada entre halux e 2° artelhos, cubito valgo, alteragéo
na pigmentagéo.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcédo

P21

RDNPM, disturbio de comportamento com tracos autistas, auto e
hetero-agressividade, brinca com objetos pouco usuais, ndo interage
com outras criangas ou com adultos, ndo fala palavras e apenas emite
sons, epilepsia, macrocefalia, implantacdo baixa e em tridente dos
cabelos em nuca, frontal abaulado, cilios longos e narinas
antevertidas, cicatrizes de mordedura em maos.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P22

RDNPM principalmente de fala, dificuldade escolar, epilepsia,
heteroagressividade ocasional, hérnia umbilical, palato levemente alto,
cicatriz periumbilical, clinodactilia de 5° dedo das maos e dois sulcos
plantares.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcédo

P23

RDNPM, dolicocefalia, espessamento de sutura metépica, retracao
bitemporal de cabelos, implantacdo alta de cabelos na fronte, orelhas
grandes, hipertelorismo, fendas palpebrais alongadas e com everséo
no terco distal, cilios longos, ponte nasal para baixo, columela curta,
philtrum curto e bem marcado, labio superior em arco de cupido,
palato alto, aumento da distancia intermamilar, térax escavado,
mamilo esquerdo invertido, févea coccigea, sulco plantar.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P24

RDNPM, fala pouco desenvolvida, ndo anda sem auxilio, ténus
diminuido e sucgao débil em periodo neonatal, suspeita de deficiéncia
auditiva, refluxo gastro-esofagico, microbraquicefalia, occipital plano,

MLPA kit PO36 — sem alteracao
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implantagdo baixa de cabelos na fronte, orelhas em abano e
dismorficas, sinofre, epicanto discreto, estrabismo convergente, cilios
longos, base nasal alargada, ponte alta, hipoplasia malar,
microrretrognatia, comissuras bucais desviadas para baixo, philtrum
naso-labial curto, aumento da distancia intermamilar, assimetria
toracica, févea coccigea, hipoplasia de 1° metacarpo bilateralmente,
mancha hipocrémica em pescoco.

P25

RDNPM, estrabismo, constipacdo intestinal importante com
necessidade de clister ocasional, hipoplasia malar leve, cilios longos,
olhos amendoados, estrabismo convergente leve em olho direito,
orelhas em abano e com implantagdo baixa, narinas discretamente
antevertidas, retrognatismo leve, labio inferior fino, mandibula
frequentemente aberta, testiculos pré-puberes.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P26

RDNPM, epilepsia, frontal alto, implantagao alta e em V de cabelos na
fronte, orelhas de implantagdo mais baixa, ponte nasal baixa e base
alargada, palato ogival, assimetria toracica leve, com hemitdrax
esquerdo um pouco menor que o direito, incluindo mamilos,
clinodactilia de 2° dedos, méos frouxas, acavalgamento discreto de
dedos dos pés, hipertelorismo.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P27

RM, frontal alto, 6rbitas mais fundas, com excesso de tecido
subcutaneo peripalpebral, nariz com ponta bulbosa, labios finos,
limitacdo de prono-supinacédo dos antebracos, hipoplasia discreta de
4° e 5° metacarpianos, clinodactilia de 5° dedos e aumento da
distancia entre 1° e 2° dedos dos pés, sopro sistélico, ecolalia.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P28

RDNPM grave, frontal alto, face alongada, hipotonia, clinodactilia de 5°
leve, excesso de pregas, hiperextensibilidade em maéaos, escroto em
cachecol, manchas arroxeadas na base do pénis, distirbio de
comportamento, hiperatividade, sintomas autisticos.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P29

RDNPM, braquicefalia, face achatada, fendas palpebrais obliquas para
cima, epicanto, lingua protusa e fissurada, palato estreito e ogival,
micrognatia, orelhas dismérficas, pescogo curto, pele redundante no
pescogo, cardiopatia, mdos pequenas e largas, clinodactilia de 5°
dedos.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P30

RDNPM, dificuldade de aprendizagem importante, refluxo
gastroesofagico, hérnia umbilical corrigida aos 5 anos, implantagdo

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo
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baixa dos cabelos em nuca, cabelos avermelhados, fendas palpebrais
obliqguas levemente para baixo, epicanto e telecanto bilateral, leve
hipoplasia malar, raiz nasal baixa e narinas antevertidas, discreto
prognatismo, cicatriz em linha alba, clinodactilia leve de 5° dedos,
hipoplasia ungueal generalizada em todos os artelhos, mais intensa
em 5° artelhos bilateralmente.

P31

RDNPM, occipital plano, implantagdo de cabelos baixa na nuca
esbogando um tridente, hipoplasia malar, nariz de base alargada com
ponta bulbosa, prognatismo, labio inferior volumoso, peito escavado,
hipertelorismo mamilar, broto mamario bilateral, févea coccigea, maos
com alargamento das falanges distais dos dedos e com
hiperextensilibidade articular, pés valgos, mancha hipocrdomica em
transicdo epigastrico / hipocdndrio direito.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P32

RDNPM, occipital proeminente, implantagdo baixa de orelhas,
hipertelorismo, fendas palpebrais estreitas, micrognatia, philtrum
longo, maxila proeminente, aumento da disténcia intermamilar, tufo de
pelos em regido sacral, pregas palmares anémalas, polegar alargado
e de implantagdo proximal, acavalgamento de 3° e 4° artelhos, sulco
plantar entre halux e 2° artelho, pé plano, calcaneos proeminentes,
limitacdo discreta de abertura coxo-femoral, tecido celular subcutédneo
escasso, cardiopatia.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P33

Disturbio psiquiatrico, excesso de pregas palmares e prega palmar
incompleta a esquerda, abaulamento oval em occipital & esquerda,
estrabismo divergente, filtro longo, labio superior fino, palato alto,
orelhas proeminentes.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P34

RDNPM, implantacdo de cabelos em V na fronte, retragao biparietal,
face triangular, orelhas de implantacdo baixa e inclinadas, fendas
palpebrais, hipoplasia de 4° e 5° metatarsianos, criptorquidia bilateral,
hipotonia.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P35

RDNPM, miopia, enurese noturna, hipertelorismo, implantacéo baixa
dos cabelos em fronte, ptose palpebral discreta, orelhas levemente em
abano, raiz nasal alargada, narinas antevertidas, labios finos,
hipoplasia de 4° e 5° metacarpianos a esquerda e de 5° a direita,
haluces alargados, baqueteamento terminal de artelhos, escroto
levemente em cachecol, auséncia de hipospadia, estadio puberal de

MLPA kit PO36 — sem alteracao
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Tanner P1G1, agressividade.

P36

RDNPM, principalmente da fala, tdnus diminuido no periodo neonatal,
dificuldade escolar, autoagressividade ocasional, psoriase iniciada aos
seis anos, miopia, adenoidectomia aos oito anos, macrossomia, face
quadrada, hipoplasia malar, hipertelorismo, sobrancelhas rarefeitas,
base nasal alargada, philtrum naso-labial curto, palato alto, hipoplasia
de 4° e 5° metacarpos, pé plano, testiculos com volume de 8cm?®,
pélos pubianos em estadio puberal P1, lesdes cuténeas em face.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P37

RDNPM, hiperatividade, distlrbios de comportamento, tragos autistas,
evita contato visual, heteroagressividade, ecolalia, brinca com objetos
pouco usuais, atragcdo por 4agua, movimentos repetitivos e
estereotipados, face alongada com prognatismo discreto, cilios longos,
orelhas proeminentes, ma oclusao dentaria, hiperextensibilidade leve
em dedos, testiculos pré- puberes.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P39

RDNPM, principalmente da fala, dificuldade de aprendizado, agitacao
psicomotora e gestos repetitivos, dificuldade escolar, comportamento
agitado, gestos repetitivos, autoagressividade, face alongada,
dismorfismo auricular e sinofre discretos.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P40

RDNPM, implantacéo alta de cabelos na fronte, face um pouco mais
alongada, orelhas ligeiramente em abano, retrognatia, sulcos plantares
marcados, hiperextensibilidade em pequenas articulagdes de maos,
testiculos pré-puberes.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P41

RDNPM principalmente de fala, voz fanhosa, espessamento metépico
leve, févea pré-auricular bilateral, orelhas inclinadas e de implantagéo
baixa, pregas anémalas em regido posterior do Iébulo (semelhante ao
pai), epicanto, sinofre discreta, nariz com ponte ampla e ponta
bulbosa, filtro naso-labial curto, retrognatia, Uvula bifida, cabelos de
implantagdo baixa na fronte e na nuca, prega transversal Unica
bilateral e clinodactilia de 5° dedo.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P42

RDNPM, principalmente de fala, obesidade desde os 5 anos, sem
compulséo alimentar, hipertrofia de adendides, baixa implantagdo de
cabelos em nuca, epicanto discreto, fendas palpebrais curtas e para
cima, ptose leve, cilios levemente alongados, labios finos, philtrum
curto, incisivos proeminentes, hipoplasia de 4° e 5° metacarpianos,
prega palmar incompleta bilateral, aparente braquidactilia de dedos em

MLPA kit PO36 — sem alteracao
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maos, acavalgamento leve de 2° sobre 1°e 3° artelhos, pés planos.

P43

Orelhas discretamente em abano, hélices superiores levemente
desdobradas e pontudas, fenda palpebral alongada, ptose palpebral a
esquerda, discreta eversdao do terco distal de palpebra direita, cilios
longos, labio inferior evertido, philtrum naso-labial curto, palato alto,
base nasal alargada, discreta hipoplasia de 4° e 5° metacarpianos,
dedos fusiformes, dificuldades de linguagem.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P44

RDNPM, microcefalia, face triangular, palato alto, labios arqueados,
clinodactilia de 5° dedos.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P45

RDNPM, frontal alto e algo abaulado, implantacéo alta de cabelos na
fronte, estrabismo divergente, comissuras bucais desviadas para
baixo, philtrum pouco marcado, dentes em mau estado de
conservacao, dedos longos, pés planos com calcaneo proeminente,
clitoromegalia aparente, musculatura algo hipotréfica e hipotdnica.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P46

RDNPM, macrocefalia, frontal largo, alto, cilios longos, queixo
pontudo, hipotonia muscular, hipoplasia malar, fendas palpebrais
obliquas para cima, epicanto, raiz nasal baixa, pescogo curto, maos
pequenas e largas.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P47

RDNPM, dificuldade de aprendizagem.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P48

=<

Occipital plano, face achatada, e alongada, implantacdo baixa de
cabelos na fronte, retragcdo bitemporal, orelhas em abano, sinofre,
hipertelorismo, fendas palpebrais para cima, sobrancelhas arqueadas
com alargamento lateral, cilios bem longos, nariz proeminente,
philtrum curto, palato alto, peito escavado, clinodactilia.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P49

RDNPM, dificuldade escolar, face alongada, orelhas em abano, pregas
epicanticas, palato alto, verrugas em maos.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P50

RDNPM, orelhas proeminentes, nariz com ponta bulbosa, philtrum
apagado, clinodactilia, calcaneos proeminentes, inversdao peno-
escrotal leve, hiperextensibilidade articular, hemangioma em ombro
esquerdo de 0,5 cm, hiperatividade.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P51

RDNPM, distarbio de comportamento, aversdao ao contato visual,
movimentos repetitivos, ecolalia, hiperatividade, heteroagressividade,
face triangular alongada, orelhas de implantagéo limitrofe, com Iébulo
e porgao superior antevertidos e dismorficas, cilios longos, ponte nasal
fina e deprimida, filtro levemente longo, clinodactilia de 5° dedos,

MLPA kit PO36 — sem alteracao
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prega palmar incompleta bilateral,hiperextensibilidade articular em
dedos, cotovelos e joelhos.

P52

RDNPM, convulsdo, retracdo bitemporal discreta, face alongada,
hipoplasia malar, orelhas em abano, aparente hipertelorismo, discreto
retrognatismo, palato ogival, cintura escapular estreita, diastase de
retos abdominais, distribuicdo ginecéide de gordura corporal.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P53

RDNPM, macrocefalia, frontal alto, face alongada, dismorfismos
auriculares, epicanto, telecanto, fendas palpebrais estreitas, hipoplasia
malar, prognatismo, philfrum naso-labial curto, aumento da distancia
intermamilar.

MLPA kit P036 — del(12p)
MLPA kit PO70 — sem alteracao
Sequenciamento — SNP

rs 60220187

P54

RDNPM, hipertelorismo, macrocefalia, occipital proeminente, frontal
abaulado, orelhas pequenas, epicanto, raiz nasal alargada, incisivos
centrais com diastema e proeminentes, clinodactilia de 5° dedos,
inversao penoescrotal, drea de hipopigmentacdo em abdome de 2 cm
de didmetro, manchas café com leite, hiperatividade.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P55

RDNPM, hipotrofia muscular, maos e pés longos, fronte alta e
abaulada, occipital proeminente, implantacdo de cabelos alta na fronte
e na nuca, hipoplasia malar, fendas palpebrais obliquas pra baixo,
sobrancelhas levemente escassas, hérnia umbilical, prega palmar
Unica, camptodactilia de 5° dedo a esquerda, pés com clinodactilia de
5° dedo a esquerda, discreta zigodactilia entre 2/3 dedos, calcineo
proeminente, hiperatividade.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P56

RDNPM, principalmente da fala, dificuldade de aprendizado, sinofre
discreta, clinodactilia em 5° dedo das méos, limitagao da extens&o dos
dedos das maos, cubito valgo, tecido celular subcutineo escasso,
aumento leve de pilificagdo em dorso e em membros superiores.

MLPA kit P036 — del(12p)
MLPA kit PO70 — sem alteracao
Sequenciamento — SNP

rs 60220187

P57

RDNPM, principalmente de fala, atraso do fechamento da fontanela,
estrabismo convergente bilateral, convulsdo, braquicefalia, occipital
plano, frontal alto, abaulado, implantacdo alta de cabelos na fronte,
hipoplasia malar, face arredondada, bochechas proeminentes, orelhas
de implantacdo baixa, epicanto, estrabismo convergente, ponte nasal
levemente deprimida, comissuras bucais desviadas para baixo, filtro
curto, palato alto, hérnia inguinal a direita, acavalgamento de 2 °
artelho a direita, dedos dos pés mais alargados, pés planos.

MLPA kit P036 — del(1p36)
MLPA kit P70 — del(1p36)
FISH — del(1p36)

P58

RDNPM, hiperatividade, fronte ampla com sutura metépica levemente

MLPA kit P036 — sem alteragcéo
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proeminente, implantacdo alta de cabelos na fronte e na nuca,
retragdo biparietal, orelhas inclinadas, com I6bulos aderidos,
hipoplasia malar, 6rbitas rasas, fendas palpebrais obliquas para cima,
com discreta ptose palpebral, comissuras bucais para baixo,
retrognatia, clinodactilia de 5° dedo em maos, deformidade toracica,
tronco aparente curto e discreto encurtamento rizomélico de membros
superiores.

P59

RDNPM, frontal abaulado, implantacdo baixa de cabelos na fronte e
na nuca, face triangular, orelhas ligeiramente em abano, sinofrismo
discreto, fendas palpebrais obliquas para cima, epicanto bilateral, base
nasal alargada com narinas amplas e antevertidas, palato alto, maos
com falanges distais alargadas, hipoplasia de 4 ° e 5° metacarpianos,
hiperextensibilidade articular em maos e cotovelos, discreta assimetria
de membros inferiores, hipoplasia de unha de 5° artelho, mancha café
com leite, hipertricose.

MLPA kit P036 — del(12p)
MLPA kit PO70 — sem alteragcéo
Sequenciamento — SNP

rs 60220187

P60

RDNPM, face atipica, recessao temporal de cabelos, orelhas em
abano e em concha, sinofre, fendas palpebrais para baixo,

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P61

RDNPM, principalmente da fala, agitagdo psicomotora, dente com
implantagdo anémala em arcada superior e escoliose leve.

MLPA kit P036 — del(12p)
MLPA kit PO70 — sem alteracao
Sequenciamento — SNP

rs 60220187

P62

RDNPM, baixo ganho pb6ndero-estatural, hipertrofia de adendides,
hipoplasia malar, orelhas de implantagéo baixa, hipertelorismo, fendas
palpebrais obliquas para baixo, ptose palpebral, estrabismo
convergente, base nasal alargada, comissuras bucais desviadas para
baixo, diastase de retos abdominais, sulco plantar entre hélux e 2°
artelho, cubito valgo discreto, genitalia normal com testiculos topicos e
de volume adequado, mancha café-com-leite (irregulares) em regido
lateral direita de abdome.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcédo

P63

Hipotonia ao nascimento, frontal alto, implantacdo dos cabelos na
fronte alta e na nuca em tridente, face alongada, leve implantacéo
baixa das orelhas, cilios longos, ponte nasal alta, prognatismo, labios
volumosos com eversdo do inferior (familial?), hemitérax esquerdo
proeminente, didstase de retos abdominais, sindactilia cutanea leve
em mao esquerda 4° e 5° dedos, hiperextensibilidade de dedos das

MLPA kit PO36 — sem alteracao
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maos, cubito valgo, pélos pubianos em Tanner P3.

P64

Microcefalia, braquicefalia, occipital plano, implantagcdo alta dos
cabelos na fronte, orelhas de implantacdo baixa com sulco em lébulo
direito, fendas palpebrais obliquas para cima, pregas epicanticas,
estrabismo, microrretrognatia com sulco mentoniano, comissuras
bucais desviadas para baixo, filtro curto, palato alto, mamilo
supranumeradrio a direita, didstase de retos abdominais, clinodactilia de
quintos quirodactilos, prega unica no dedo minimo com hipoplasia da
falange média bilateral, polegares abduzidos, pregas palmares Unicas
completa a direita e incompleta a esquerda, acavagalmento de quarto
sobre quinto artelhos, unhas dos pés hipoplasicas, luxagédo congénita
de quadril e de radio bilateralmente, féveas em regido de clavicula
bilateralmente, inversdo peno-escrotal parcial, cicatriz cirurgica em
regido inguinal e escroto direito, testiculos palpaveis em bolsa escrotal
bilateralmente, févea coccigea com manchas “arroxeadas”, hipotonia
cérvico-escapular, preensao plantar, atitude com pescogo voltado para
direita, choro atipico (“miado de gato”).

MLPA kit P036 —
del(5p)/dup(9p)

MLPA kit P070 —
del(5p)/dup(9p)

FISH — 46,XY.ish der(5)t(5p;9p)

P65

RDNPM, epilepsia, orelhas proeminentes, sinofre, fendas palpebrais
alongadas, discreta eversao do 1/3 distal de palpebra inferior, cilios
longos, base nasal alargada, nariz bulboso, labio superior arqueado,
braquidactilia em maos, alargamento das falanges distais das maos,
hipoplasia de 5° metatarso, distancia aumentada entre hélux e 2°
artelho, pé plano, hipospadia bélano-prepucial.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

P66

RDNPM, mais em fala, microcefalia, estrabismo, polidactilia pds-axial,
tetralogia de Fallot, distirbios de degluticdo, occipital proeminente,
dolicocefalia, microretrognatia, base nasal alargada, peito escavado,
escoliose lombar, orelhas proeminentes, philfrum naso-labial curto.

MLPA kit PO36 — sem alteracao

Pe7

RDNPM, epilepsia, habito marfanoide, peito escavado leve, dedos das
méos afilados e longos, hipoplasia de 5° dedo dos pés bilateralmente,
hiperextensibilidade articular, tecido celular subcutaneo diminuido,
comprometimento cognitivo moderado.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P69

RDNPM, occipital plano, orelhas em abano, sinofre, base alargada,
nistagmo, enoftalmia, philtrum curto, labios volumosos, dentes
serrilhados com aumento da distancia, mancha hipercrémica, neuro-
ataxia.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo
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P70

RDNPM, estatura baixa, implantacdo dos cabelos na nuca em tridente,
discreta implantagdo baixa das orelhas, fendas palpebrais
discretamente para cima, base nasal alargada, comissuras bucais
desviadas para baixo (mais a direita), filtro longo, labios volumosos,
mamilos invertidos com leve aumento da distancia intermamilar, leve
hipoplasia de 4° e 5° metacarpianos, pés planos, coxa valga,
pequenos labios hipoplasicos, 4 nevos pigmentados em face e
pescogo.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P71

Macrocefalia, estatura elevada, occipital plano, face arredondada,
orelhas em implantacdo baixa e abano, fenda palpebral alongada,
hipertelorismo, base nasal alargada, philtrum longo e apagado, ma
oclusdo dentaria, braquidactilia, excesso de pregas palmares
hipoplasia de 4° metacarpiano, clinodactilia de 5° dedo, pés em mata
borrdo, hérnia inguinal direita, cubito valgo, hipotonia muscular,
hiperextensibilidade articular, tremor ao movimento e incoordenagao
motora.

MLPA kit P0O36 — sem alteragcéo

P72

RDNPM grave, baixa acuidade visual central, epilepsia, frontal
levemente abaulado, hipoplasia discreta de Iébulo auricular,
hipertelorismo, narinas antevertidas, labio superior arqueado, palato
alto, escoliose, pé plano, calcaneo levemente proeminente, hipotonia
global, alteracbes neurologicas.

MLPA kit PO36 — sem alteracao
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ANEXO 4: PROTOCOLO ADAPTADO PARA A REALIZAGAO DA TECNICA DE

MLPA.

MLPA — protocolo padrao

Data: /| Operador(es):
Kit lote n®
Tabela 1.: Pacientes estudados Diluicao
__hg/uL
N¢ | Paciente (nome) Kit | Conc. | DNA TE Vol. Final (uL) | OBS.
MLPA | DNA
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1. Desnaturacéo e hibridizacdo das sondas SALSA MLPA

a. Diluir as amostras de DNA (20 — 500 ng DNA) em TE para a concentracao
desejada. ( )

b. Acrescentar 2 uL de TE em tubos novos. ( )
c. Colocar 3 puL de DNA (na concentragao desejada) em cada tubo. ( )
d. Acertar no termociclador o Programa MLPA 1 ( )
e. Desnaturar as amostras a 98°C por 5 min; resfriar para 25°C, antes de abrir o
termociclador. ( )
f. Preparar a solugao de Anelamento ( )

Solugao de Anelamento

Reagente Para 1 reacao | Para __ reacoes

Probe Mix (tampa preta) 1,5l

Salsa Buffer (tampa amarela) 1,5 uL

Total 3,0 uL
g. Adicionar 3,0 pL da solugdo de Anelamento em cada tubo. ( )
h. Misturar com cuidado. Incubar a 95°C por 1 min e em seguida, a 60°C overnight
(entre 12 e 18hs). ( )

2. Reacéo de ligacao

i. Reduzir a temperatura do termociclador para 54°C. ( )
j.- Preparar o Mix ligase-65 ( )

Mix ligase-65 (pode ser preparado com até uma hora de antecedéncia, estocando-o em

gelo)
Reagentes Para 1 amostra | Para _ amostras
Ligase-65 buffer A (tampa transparente) 3,0 uL
Ligase-65 buffer B (tampa branca) 3,0 uL
Agua deionizada 25,0 pL
Ligase-65 (tampa verde) 1,0 uL
Total 32,0 uL

k. Adicionar 32,0 pL do Mix ligase-65 em cada tubo, misturando-o bem. ( )
[. Incubar a 54°C por 15 min e, em seguida, aquecer a 98°C por 5 min e 4°C até
que seja retirado da maquina. ( )

3. Reacdo de PCR

m. Preparar tubos 0,2 mL novos e numera-los. ( )
n. Preparar o Mix SALSA. ( )



Mix SALSA

Reagentes Para 1 amostra | Para __ amostras
SALSA PCR (tampa vermelha) 4,0 L
Agua deionizada 26,0 uL
Total 30,0 uL
0. Adicionar 30,0 puL do Mix SALSA em cada tubo novo. ( )
p. Preparar o Mix Polimerase (sem a Tag DNA Polimerase). ( )
Mix Polimerase
Reagentes Para 1 amostra | Para __ amostras
SALSA primers-PCR (tampa marrom) 2,0 uL
SALSA enzime dilution buffer (tampa 2,0 uL
azul)
Agua deionizada 5,5 uL
SALSA Polimerase (tampa laranja) 0,5 uL
Total 10,0 uL
g. Retirar os tubos da maquina, colocando-os no gelo. ( )

r. Colocar 10,0 uL da reacdo em cada tubo novo, com o numero correspondente.

( )

s. Acertar no termociclador o Programa MLPA 2 ( )

t. Colocar a Taq Polimerase no Mix Polimerase ( )

u. Com os tubos ainda ja maquina adicionar 10,0 pL do Mix Polimerase em cada
tubo e iniciar a reagéo de PCR. ( )
Programa de PCR: 95°C por 30 seg

60°C por 30 seg
72°C por 1 min (35 ciclos)
4°C “for ever”

v. Retirar os tubos do termociclador
w. Preparar a solugdo de corrida (para separacao dos fragmentos de amplificagéo
por eletroforese).

ABI-PRISM® 310 (Applied Biosystems): 0,75 uL de reacao de PCR
0,75 uL de agua deionizada
0,5 pL de ROX 500™
13,5 pL de Formamida HI-DI
em tubos proprios de corrida no ABI-PRISM® 310

y. Estocar as reagbes em refrigerador.

z. Realizar a analise das corridas utilizando os seguintes programas: GeneScan®,
Genotyper® e Planilha especifica para cada kit.
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