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Padronlzagao da técnica de MS-MLPA para analise simultanea do perfil de metilacao

de 25 genes supressores de tumor associados a carcinogénese mamaria.
Lais Damasceno' - Rubia Denise Ruppenthal?
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Introdug¢ao: O carcinoma mamario é um dos canceres mais comuns em mulheres e apresenta varios
subtipos, sendo, portanto, altamente heterogéneo. Por este fato € relevante clinicamente conhecer
esses subtipos com a finalidade de se adequar o tratamento de acordo com a agressividade do
carcinoma e associa-lo ao prognostico do paciente. A metilacao é resultado de uma desregulacao do
DNA, que ocorre epigeneticamente e pode estar correlacionada com os subtipos de carcinoma e sua

RC-HO,
severidade. an
Objetivo: Padronizar a as reacoes de Methylation-Specific Multiplex Ligation Dependent Probe C
Amplification (MS-MLPA) utilizando DNA controle (referéncia) para posterior aplicacdo do teste em ]
amostras clinicas. Fonte:http://www.falco-genetics.com/salsa/.

Metodologia: Na padronizacdo do MS-MLPA o kit comercial utilizado| | Resultados: O teste resultou em um eletroferograma onde puderam
foi Salsa® MLPA MEOO1-C2 Tumour Suppressor Mix 1 (MCR Holland, | | ser observados fragmentos de DNA condizentes com os tamanhos
Amsterdam, Netherlands),que contém um total de 41 sondas| | esperado para os 25 locus analisados, na faixa de 136 a 484 pb. Foi
especificas para 25 genes alvo (TP73, CASP8, VHL, RARB, MLH1, | |possivel observar a amplificagdo das 9 fragmentos controle com
RASSF1, FHIT, APC, ESR1, CDKN2A, CDKN2B, DAPK1, CELF2, KLLM, | |tamanho de amplificacao menor que 120 pb: 4 fragmentos Q (DNA
CD44, GSTP1, ATM, CADM1, CDKN1B, CHFR, BRCA2, CDH13, H1C1,| | quantity, 64, 70, 76 e 82 pb), 3 fragmentos D (DNA

BRCA1, TIMP3). O DNA referéncia utilizado foi o Human Genomic| | desnaturation: 88, 92 e 96 pb), um fragmento X de 100 pb (marcador

DNA Female (Promega Corporation, Madison, USA 100ug). do cromossomo X) e auséncia do fragmento Y.
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Fonte: MCR Holland, protocol general.
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Etapa 4 Fonte: Autores.
Amostra é Todas as etapas Amplificagio dos fragmentos

: n3o digeridos (metilados) pela Conclusao: Foi ossivel adronizar a reacao da MS-MLPA apds a
submetida a ocorrem em um e P P ¢ P

eletroforese capilar termociclador. Polimerase introducao de modificacdes no protocolo original.
(35 ciclos)

Perspectivas: determinacao do perfil de metilacdo pela comparacao
dos resultados da MS-MLPA de amostras clinicas (carcinomas
mamarios) quando comparadas ao DNA referéncia.

Analise do
eletroferorgama
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