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Análise de CNVs por MLPA 
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)  



MLPA e suas principais aplicações 

• Detecção de variações no número de cópias de exons, 
genes ou regiões cromossômicas; 

• Análise de metilação de regiões cromossômicas (síndromes 
e genes supressores tumorais etc); 



Vários kits disponíveis 
https://www.mrcholland.com/products 
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Sondas SALSA MLPA  

https://www.mrcholland.com/technology/mlpa 



MLPA para identificação de CNVs  

1. Desnaturação 

2. Hibridação 

3. Ligação 

4. Amplificação 

5. Eletroforese capilar 

6. Análise 

https://www.mrcholland.com/technology/mlpa 



Hibridação 

O mix das sondas é adicionado ao DNA genômico desnaturado; 

As duas porções de cada sonda hibridam com suas sequências alvos adjacentes; 

As sondas que hibridaram são unidas por uma ligase termoestável; 

Ligação 
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Amplificação 
Um único par de primers é utilizado para amplificar todas as sondas que foram 
ligadas (um dos primers é marcado com um fluorocromo).  
O produto de amplificação de cada sonda tem um tamanho único (130-480 pb). 

Eletroforese capilar 
Os fragmentos de diferentes tamanhos marcados são organizados através de uma 
eletroforese capilar e depois são quantificados. 

 
 

https://www.mrcholland.com/technology/mlpa 



redução de  35-50% 
 na área relativa ao pico 

Deleção em homozigose 

Controle normal 

Deleção em heterozigose 

Eletroferogramas com deleções 
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MLPA para estudo de metilação 

• Avaliação de metilação de regiões promotoras 

 A transcrição gênica pode ser regulada através da metilação de 
nucleotídeos CpG de regiões promotoras (Ex.: hipermetilação de 
promotores de genes supressores tumorais resultam em tumores) 

• Avaliação de regiões que sofrem imprinting 

 Algumas regiões do genoma apresentam padrões de metilação 
conservados, herdados dos pais, que mantém alguns genes 
silenciados. Alterações nesses padrões podem levar a algumas 
síndromes (Ex.: região do Chr 15 na S. Prader Willy/Angelman; 
região do Chr 11 na S. Silver Russell/Beckwith-Wiedemann).      



1. Desnaturação 

2. Hibridação 

3. Ligação 
 

Reação realizada em dois tubos: 
tubo 1: sem digestão 
tubo2: digestão com enzima Hha1 
 
DNA metilado:  
não é digerido  sinal amplificado 
 
DNA não metilado: 
sonda e alvo são digeridos  ausência de 
amplificação 
 

4. Amplificação 
 

Resultado:  
Variação do número de cópias  
+ estudo de metilação 

Methylation-specific MLPA®  
(MS-MLPA) 

https://www.mrcholland.com/technology/mlpa 



Amostras controles intra-ensaio 

• Necessidade de amostras controles dentro da mesma 
reação (2 a 4 amostras já testadas sem alterações nas 
regiões avaliadas pelo kit); 

•  Amostras da mesma origem e extraídas pela mesma 
metodologia; 

• Em alguns kits as amostras precisam ser do mesmo sexo. 



Vantagens 

• Analisa até 60 sequências por reação; 

• Possibilita a análise de DNA de diferentes origens; 

• Não há necessidade do estudo do DNA dos familiares para a investigação 
de deleções; 

• Os kits contêm todos os reagentes necessários; 

• Os protocolos são idênticos para todos os kits; 

• Os protocolos são muito robustos; 

• Os kits podem ser customizados; 

• Utiliza equipamentos simples, já existentes nos laboratórios de biologia 
molecular; 

• Muitas amostras podem ser analisadas simultaneamente; 

• Resultado em aproximadamente 30 horas, depois da extração do DNA. 

 

 

 



Limitações 

• Análise é indireta (as sondas é que são amplificadas); 

• A presença de variantes alélicas, até mesmo em regiões próximas as 
sondas, pode resultar em falsas deleções; 

• Não detecta translocações balanceadas; 

• Grande parte dos kits não possui certificação para uso em diagnóstico 
(CE/FDA); 

• Softwares de análise precisam ser melhorados. 
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