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RESUMO

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma neoplasia hematoldgica que deriva da
diferenciacao e proliferacdo anormal das células-tronco hematopoiéticas, mediante
mutacdes (BONNET, 1997). Algumas dessas alteragdes atingem o gene RUNXT,
codificador da  proteina Runx1, essencial para a hematopoiese
(KOUCHKOVSKY,2016). Portanto, identificar essas alteragdes € essencial para
validacdo do diagndstico da neoplasia, além de prognosticos e tratamentos melhor
direcionados. Assim, o projeto objetivou desenvolver uma metodologia para
deteccdo de mutagcdes no gene RUNXT. As amostras de sangue periférico foram
obtidas de pacientes portadores de LMA de diferentes locais da cidade de Maringa,
PR. Foram desenhados primers por meio de softwares de bioinformatica, a partir dos
quais foram padronizadas as técnicas de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Ao fim do projeto, foi possivel otimizar as reagbes para cada par de primers,
contudo, um novo projeto deve ser realizado para avaliar a frequéncia dessas
mutacdes em pacientes portadores de LMA, além de possibilitar a padronizacdo da
técnica de sequenciamento do gene por meio de Sequenciamento de Nova Geragao
(NGS).

INTRODUGAO

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma neoplasia hematoldégica que se origina da
alteracao de blastos, caracterizada pela expansao clonal de células incapazes de se
diferenciarem em células maduras e sofrerem apoptose (BONNET, 1997). A causa
da transformacdo envolve diversas mutacdes genéticas, dentre elas, alteragbes no
gene RUNX1, codificador da proteina Runx1, importante no decorrer processo de
hematopoiese (KOUCHKOVSKY, 2016).

Portanto, identificar essas alteracbes € de grande importancia para validar o
diagndstico da neoplasia, bem como para melhorar o direcionamento de
prognosticos e tratamentos. Assim, o presente projeto objetivou desenvolver uma
metodologia para detectar mutagdes no gene RUNXT.
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MATERIAIS E METODOS

1) Amostras de sangue e extragdo de DNA

As amostras de sangue utilizadas foram obtidas de pacientes portadores de LMA,
sem antecedente familiar de leucemias, atendidos no Hospital do Cancer, no
ambulatorio do Servigo de Hematologia da Elo Oncologia Integral e Pesquisa Clinica
e no Hospital Parana, localizados na cidade de Maringa, PR. As amostras foram
coletadas em tubos contendo o anticoagulante EDTA e armazenadas em freezer a -
200 °C.

A partir do sangue total, foi extraido o DNA de leucécitos, usando o kit QIAmp
(Quiagen® , CA, USA), seguindo as instrugbes oferecidas pelo fabricante. A
concentracido e a qualidade das amostras foram avaliadas por espectrofotometria a
260nm e 280nm.

Os participantes foram esclarecidos quanto ao propdsito do estudo e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A pesquisa foi executada
dentro das normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Estadual de Maringa.

2) Design de primers para o gene RUNX1

Foi realizada uma busca da sequéncia FASTA do gene RUNX1, no GeneBank para
desenho de primers especificos que flanqueiam as regides mutadas de interesse.

As melhores sequéncias foram avaliadas usando os softwares Primer-BLAST,
Multiple Primer Analyzer e OligoAnalyzer. O uso dessas ferramentas possibilitou a
determinacao da temperatura de melting, proporgéo de citosina/guanina, formagéao
de fragmentos de DNA inespecificos, self-dimer, hetero-dimer e hairpin.

3) Padronizagé&o da técnica de detecgdo das mutagbées no gene RUNX1

Foi realizada a padronizagdo da reacao baseada em Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), determinando os melhores volumes de agua, Buffer, dNTP,
MgCl,, Taqg Polimerase e DNA, bem como as melhores condi¢gdes de ciclagem, para
cada um dos pares de primers adquiridos. Como controle para as reagdes, foi usado
o gene do Horménio do Crescimento Humano (HGH). Ao fim de cada reagéo,
empregou-se a eletroforese em gel de agarose corado com SYBR™ Safe a 100V -
300mA - 150W para analise dos amplicons, permitindo otimizar as condi¢des da
técnica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o desenho, analise e selegao dos primers, foram adquiridos os pares de
iniciadores.

A partir dos primers obtidos foram padronizadas as reagdes de PCR para
amplificacdo dos éxons de interesse. Através dos experimentos de otimizacao, as
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concentragdes de reagentes e melhores condi¢des de ciclagem foram determinadas,
conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1: Temperatura, Tempo e Ciclagem das Reagdes de PCR

Temperatura Tempo .

Etapa r(’oc) (segunFt)ios) Ciclagem
D§§naturagao 95 60 1x
Inicial
Desnaturacao 95 30
Anelamento ** 30 35x

Extensao 72 90
Extensao Final 72 30 1x

**: Para os pares F1.1/R1.1, F1.2/R1.2, F2/R2, F3/R3.1, F3/R3.2, F4/R4 e F5/R5 = 60°C; para o par F6/R6 = 56°C.

Dada a importancia do gene RUNX1 no processo de hematopoiese e as dificuldades
relacionadas a deteccdo de suas mutagdes, visto que, a analise de alteragdes no
gene ainda ndo € padronizada, podendo ser feita com o emprego das técnicas de
FISH e da RT-PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase com Transcricdo
Reversa)(MERKER, 2010), desenvolver uma metodologia padronizada para detectar
mutagcdes no gene RUNX71 €& de extrema importdncia para melhorar suas
identificagbes e contribuir para o diagndstico da LMA.

CONCLUSOES

Com base nas reagdes realizadas foi possivel padronizar a reacdo de PCR para os
pares de primers avaliados. Contudo, um novo projeto deve ser realizado para
avaliar a frequéncia dessas mutag¢des na populagao da regido, bem como padronizar
a técnica de sequenciamento do gene por NGS.
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