33° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica C
zc ~ N o e - 10 e 11 de Outubro de 2024
13° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior AIGr

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA DETECCAO E AVALIACAO DA
FREQUENCIA DE MUTACOES NOS GENES TP53E SF3B1EM PACIENTES
PORTADORES DE NEOPLASIA MIELODISPLASICA.

Giovana de Rossi Palma (PIBIC/FA/UEM), Quirino Alves de Lima Neto (Orientador);
Giovana Paola Zaccarias Bemvides. E-mail: galneto@uem.br.

Universidade Estadual de Maringa, Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude,
Maringa, PR.

Ciéncias bioldgicas / Imunologia
Palavras-chave: Neoplasia Hematoldgica; Leucemia Mieloide; Mielodisplasia.
RESUMO

Leucemias sao causadas por alteracées na proliferacdo e diferenciacédo de blastos
pertencentes a linhagem hematopoiética na medula 6ssea. Podem ser classificadas
como: Neoplasias Linfoides e Neoplasias Mieloides. As Neoplasias Mieloides
acometem células tronco hematopoiéticas comprometidas com a linhagem mieloide,
a qual é encarregada de originar células sanguineas maduras. Este grupo abrange
as Neoplasias Mieloproliferativas e as Neoplasias Mielodisplasicas (NMD). As
mielodisplasias sao caracterizadas pela proliferacdo e apoptose simultdneas de
células hematopoiéticas, resultando em medula 6ssea normocelular ou hipercelular e
citopenia com presencga de blastos no sangue periférico. Atualmente, as Neoplasias
Mielodisplasicas podem ser categorizadas conforme as alteracbes genéticas e
caracteristicas morfolégicas encontradas, como o caso de NMD com baixa
contagem de blastos e mutagdo no gene SF3B1 (NMD-SF3B71) e NMD com
inativacdo funcional em ambos alelos do gene TP53 (NMD-biTP53). Deste modo, o
objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia in house, baseada em
Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), para deteccao de mutacdes no gene TP53
em pacientes com mielodisplasias, a fim de colaborar com o esclarecimento da
patogénese da neoplasia. A padronizacao de PCR para TP53 foi realizada utilizando
0S novos primers construidos.

INTRODUCAO

As leucemias, umas das principais causas de doencas hematoldgicas, sao
causadas por alteracbes na proliferacdo e diferenciacdo de blastos na medula
0ssea, pertencentes a linhagem de Células Tronco Hematopoiéticas (CTH). Podem
ser enquadradas em Neoplasias Linfoides e Neoplasias Mieloides. Englobadas por
esse grupo, existem as Neoplasias Mieloproliferativas e as Neoplasias
Mielodisplasicas (NMD), que abrangem as Anemias Refratarias com Sideroblastos
em Anel, Anemias Refratarias com Excessos de Blastos-1, Anemias Refratarias com
Excessos de Blastos-2, Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem, Citopenia
Refrataria com Displasia Multipla, Sindromes Mielodisplasicas Associadas a Delagéo
Isolada do bragco longo do cromossomo 5 (del(5q)) e Sindromes Mielodisplasicas
nao classificadas (Khoury, 2022; Vassalo, 2009).
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As NMDs surgem a partir de mutagdes em clones celulares especificos, que
adquirem vantagem proliferativa sobre outros clones de células tronco
hematopoiéticas comprometidas com as linhagens da classe mieloide, que originam
células sanguineas maduras, como hemacias, plaquetas, monécitos, neutrofilos,
basoéfilos, eosindfilos e mastécitos. Sdo caracterizadas pela proliferacédo e apoptose
simultaneas de CTH, resultando em medula éssea normocelular ou hipercelular,
sendo observadas citopenia com presencga de blastos no sangue periférico, displasia
em uma ou mais linhagens mieloides, anormalidades genéticas e maior risco de
desenvolvimento de Leucemia Mieloide Aguda. As NMDs ainda podem ser
identificadas como primarias, quando nao se conhece a razao da displasia, ou
secundarias, quando esta associada a quimioterapia ou exposicdo a radiacdo
(Estey, 2022; Vassalo, 2009).

Atualmente, as mielodisplasias podem ser categorizadas conforme as
alteracoes genéticas e caracteristicas morfolégicas encontradas, como o caso de
NMD com baixa contagem de blastos e del(5q) isolada (NMD-5q), NMD-SF3B1 e
NMD-bi TP53. Esse gene codifica a proteina supressora de tumor p53, que contém
dominios de ligacdo ao DNA e ativagdo transcricional, respondendo a estresses
celulares a fim de regular a expressdao do gene alvo. O gene SF3B1 codifica a
subunidade 1 do fator de splicing 3b, que atua na ligacdo dos complexos U2 snRNP
e U12 snRNP ao pré-mRNA. Estudos recentes demonstraram que a NMD-SF3B1
esta relacionada com mais de 90% das NMDs com 5% de sideroblastos em anel,
enquanto alteracbes patogénicas de qualquer tipo no gene TP53 sédo detectadas em
7 a 11% das mielodisplasias, dentre essas, cerca de dois tercos dos pacientes tém
multiplas mutacdes e delegbes bialélicas (Grob, 2022; Khoury, 2022; Haferlach,
2014; Vassalo, 2009).

Sob estes aspectos, este trabalho visou desenvolver uma metodologia in
house para deteccdo de mutacées no gene TP53 em pacientes com NMD, a fim de
contribuir com a elucidacao da patogénese da neoplasia, fornecendo informacdes
gue impulsionam a busca por novas tecnologias terapéuticas.

MATERIAIS E METODOS

Para as reagbes de PCR foram desenhados primers especificos que
flanqueiam as regides mutadas de interesse. Para isso, uma busca da sequéncia
FASTA do gene TP53 foi realizada no Banco de Dados de Genomas (GenBank). As
melhores sequéncias de primers foram avaliadas por meio dos softwares de
bioinformatica Primer - BLAST, Multiple Primer Analyzer e OligoAnalyzer, que
permitiram determinar a proporcao de citosina/guanina, a temperatura de melting e
formacao de fragmentos inespecificos de DNA.

O Hospital do Cancer de Maringa foi responsavel por triar os pacientes
diagnosticados com NMD e conceder as amostras. A extragdo do DNA foi realizada

a partir de sangue total, por meio de BioPur® Kit Extracao Mini Spin Plus (Biometrix,

Curitiba, Parana, Brasil), conforme recomendacdes da fabricante. As concentracdes
e purezas dos DNAs extraidos foram avaliadas através da medida de densidade
optica em espectrofotometro a 260 nm e 280 nm (NanoDrop 2000R, Thermo
Scientific).

A partir das sequéncias dos primers obtidos, foi padronizada a técnica de
amplificacdo. Para isso, foram determinadas as concentragbes de cada reagente,
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assim como as melhores condicdes de ciclagem, utilizando o gene do Horménio do
Crescimento Humano (HGH) como controle interno da reagdo. Os amplicons foram
analisados por corrida eletroforética em gel de agarose 1%, corado com SYBR
Safe™ (Invitrogen™ Life Technologies, Grand Island, NY), a 100V-300mA-150W por
20 minutos, com marcador molecular de 50 pares de base.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apébs a construcdo dos primers do TP53, descritos na tabela 1, e avaliagao
das melhores sequéncias por meio dos softwares de bioinformatica, foi possivel
determinar a temperatura de melting entre 50 e 65°C, a proporcao citosina/guanina
de 50-60% e evitar a formacdo de fragmentos de DNA inespecificos, como self-
dimer, hetero-dimer e hairpin.

Tabela 1. Sequéncia de primers para amplificacdo do gene TP53

Gene | ID do primer | Sequéncia do primer (5' -> 3')

TP53 TP53InF1.1 TTAGTGGTGGGAAGGTTGGAAG
TP53InF1.2 CAGGGTTGGAAGTGTCTCATGC
TP53In9 1.1 TAGCTACAACCAGGAGCCATTG
TP53In9F2.1 TGCATGTTGCTTTTGTACCGTC
TP53_R2.1 GACCCAGTCTCCAGCCTTTG
TP53 _R2.2 ACTCATTGCAGACTCAGGTGG
TP53 R2.3 CAGCCCACACTCATTGCAGA

F: primer forward; R: primer reverse.

Foram desenhados dois primers forward para amplificacdo do gene TP53, no
entanto, por meio dos testes, foi observado que o primer F1.1 apresentou melhores
resultados. Com os iniciadores, foi possivel desenvolver a padronizacdo da PCR de
TP53. As concentracdes dos reagentes necessarios, bem como as condicées de
ciclagem, estao dispostas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Concentracao dos reagentes empregados na reacao PCR de TP53

Volume por amostra |

Reagentes HGH TP53
Agua 13,8 uL 13,15 uL
Buffer 2L 2uL
dNTP 0,5 puL 1uL
Primer F 0,5uL 0,5 uL
Primer R 0,5uL 0,5 pL
MgCl, 0,6 pL 0,75 uL
TaqPolimerase 0,1 uL 0,1 uL
DNA 2 uL 2uL
Tabela 3. Condicdes de ciclagem para o gene TP53
Etapa Temperatura Tempo Ciclagem
Desnaturacao inicial 95 °C 1 minuto
Desnaturacao 95 °C 30 segundos
Anelamento 58 °C 30 segundos 35 X
Extensao 72 °C 4 minutos
Extensao final 72 °C 10 minutos
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Visto que foram encontradas dificuldades apds o inicio da padronizacao da
PCR do TP53, sendo necessario trocar a metodologia de analise, ndo houve tempo
suficiente para a construcdo e compra dos primers para o SF3B1, bem como para o
desenvolvimento do estudo caso-controle. No entanto, conforme os estudos de
Estey, Grob e Haferlach, seria esperado uma diferenga significativa nas frequéncias
de mutagdes nos genes TP53 e SF3B1 em pacientes com NMDs. Além disso, os
progndésticos observados sdo, comumente, ndo favoraveis para mutagdes no TP53 e
favoraveis para mutagdes no SF3B1.

CONCLUSOES

Conforme os testes realizados, os primers desenhados e avaliados
demonstraram bons resultados. Dentre os primers disponiveis, foi possivel observar
que o F1.1 foi melhor para a técnica.
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