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RESUMO

O trabalho busca compreender mutacdées do gene DNMT3A que estdo associadas
as Neoplasias Mieloproliferativas (NMPs), doengas que se originam na medula
0ssea quando as células-tronco sofrem mutagdes e proliferam descontroladamente,
suplantando as células saudaveis para a andlise de mutacoes se faz necessario
desenvolver primers buscando as regides do gene DNTM3A mais relevantes e
associadas ao desenvolvimento de neoplasias mieloides. Com base nessa
premissa, o Imunogen-UEM propde um painel de Sequenciamento de Nova Geracao
(NGS) direcionado aos éxons das principais mutacdes de interesse clinico de
DNMT3A. Atualmente, o NGS é a principal técnica escolhida para o diagnéstico
abrangente e de alta resolucdo das principais mutagdes associadas ao
desenvolvimento de neoplasias mieloproliferativas, fornecendo informacdes sobre o
status mutacional de varios genes para auxiliar na classificacdo, progndstico e
decisOes terapéuticas. As regides prioritarias foram mapeadas a partir do ClinVar;
doze pares de primers foram construidos e submetidos a otimizagdo experimental
por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), avaliacdo do rendimento e checagem
de especificidade por eletroforese. A identidade dos amplicons foi confirmada por
sequenciamento de Sanger, consolidando a especificidade do ensaio. A selecédo de
alvos inclui regides vinculadas a dominios funcionais que dialogam com a biologia
das NMPs. O conjunto de dados sustenta a viabilidade técnica de incorporar
DNMT3A ao futuro painel de NGS do laboratério, com potencial para ampliar o
acesso diagnéstico, reduzir o intervalo entre suspeita e confirmacdo molecular e
qualificar a estratificacdo de risco. Conclui-se que o pipeline estabelecido é
reprodutivel, escalavel e alinhado para detecao de mutacdes em regides-alvo.

INTRODUGCAO
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As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) compdem um grupo de canceres
hematoldgicos decorrentes da aquisicao sequencial de lesdes genéticas, mutagdes,
em células-tronco e progenitoras hematopoiéticas (CTHs/HSPCs), as NMPs exigem
caracterizacdo molecular precisa para subsidiar diagnéstico, estratificacao
prognostica e decisbes terapéuticas (JACQUELIN et al., 2018 / STEGELMANN et
al., 2011). Entre os principais motores moleculares dessas doengas, destacam-se as
mutacdes em genes da via epigenética, em especial no DNA metiltransferase 3A
(DNMT3A), cuja participacao € notdéria em NMPs avangadas e na leucemia mieloide
aguda (McNAMARA et al., 2018). Do ponto de vista diagnéstico, a identificacao
acurada dessas alteragdes exige abordagens de alta resolugdo, como o painel de
Sequenciamento de Nova Geracdao (NGS), que se consolidou como técnica de
referéncia por permitir, em um Unico ensaio, a analise simultanea de multiplos genes
implicados nas NMPs - incluindo DNMT3A - com excelente sensibilidade analitica.
Contudo, os custos e a concentracado de infraestrutura em grandes centros limitam o
acesso amplo da populacdo, criando um gargalo entre a necessidade clinica e a
oferta tecnoldgica (LASHO et al, 2018). Nesse cenario, o Laboratério de
Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa (Imunogen-UEM) esta
desenvolvendo um painel genético para NGS direcionado aos principais genes
associados as NMPs, com inclusdo estratégica de DNMT3A. A proposta visa
transformar conhecimento em produto e servico acessiveis, ampliando a cobertura
diagnéstica e encurtando o tempo até decisdes terapéuticas potencialmente
modificadoras de desfecho. O objetivo especifico deste estudo é projetar e validar
primers para as regidbes mais relevantes do DNMT3A no contexto das NMPs,
fortalecendo a capacidade local de triagem molecular, favorecendo o manejo
individualizado e, por consequéncia, contribuindo para melhores prognésticos em
uma doenca frequentemente quimiorrefrataria e de curso clinico desafiador.

MATERIAIS E METODOS

Primers foward e reverse de 10 éxons do DNMT3A foram construidos realizando
busca da sequéncia FASTA no GeneBank do NCBI para certificacdo que
flanqueariam as regides mutadas dos genes de interesse. As melhores sequéncias
foram avaliadas por meio do Primer-BLAST, Multiple Primer Analyzer e
OligoAnalyzer, que permitiram determinar a temperatura de melting adequada, entre
50 e 65°C, a proporcao de citosina/ guanina (50-60%) e a formagao de fragmentos
de DNA inespecificos, como self-dimer, hetero-dimer e hairpin. Com aprovagao do
Comité de Etica, e com aceite do TCLE, sangue periférico de pacientes com
neoplasias mieloproliferativas foi coletado e o DNA extraido através do kit QlAamp
DNA Blood Mini (Qiagen®, USA). Concentracdo e qualidade das amotras foram
analisadas em Nanodrop 2000 (Thermofisher®, USA). Os primers foram otimizados
em PCR quanto a temperatura de anelamento, concentragdo de MgCl,, tempo de
extensdo, rendimento da reacdo, tamanho do amplicon e especificidade em
eletroforese em gel de agarose 2% corado com SybrSafe (Invitrogen®, USA). As
sequéncias foram validadas via Sequenciamento de Sanger.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Essa validacao é um passo fundamental para assegurar a especificidade e a eficacia
dos primers desenvolvidos na deteccdo das regides de interesse do DNMTS3A
(STEGELMANN et al., 2011).

As mutagbes no gene DNMTS3A frequentemente se localizam em dominios proteicos
de grande importancia, como o dominio metiltransferase e o motivo PWWP
(JACQUELIN et al., 2018). Os éxons 3 e 4, incluidos em nossa padronizagéo, estao
associados a uma porcao do motivo PWWP, um dominio relevante para a funcao do
DNMT3A (STEGELMANN et al., 2011). Enquanto a selecao dos éxons 5, 7, 8, 9, 10,
11, 12 e 13 visa cobrir outras areas significativas para uma compreensdo mais
abrangente da patogénese das MPNs. O sequenciamento de Sanger dos amplicons
gerados pelos primers produzidos, confirmou a amplificacdo das regides de DNA
alvo, validando o desenho dos primers e a otimizacdo das condi¢cdes de PCR para
essas regides especificas.

A identificag&o precisa de mutacdes no DNMTS3A é crucial, uma vez que a ordem de
aquisicao dessas mutacdes pode influenciar o fenétipo clinico das MPNs, como a
apresentacao com trombocitemia essencial ou policitemia vera (NANGALIA et al.,
2015). Além disso, a perda de fungcao do DNMTS3A, frequentemente cooperando com
mutacées como JAK2V6E17F, pode impulsionar a progressdo da doenca para
mielofibrose letal, através da ativacdo de enhancers e sinalizagao inflamatoria
(JACQUELIN et al.,, 2018). Portanto, a capacidade de detectar essas alteractes
pode ter um impacto significativo nas decisdes de tratamento e no prognéstico dos
pacientes.

Assim, a padronizacao e validagdo dos primers para os éxons selecionados do
DNMTS3A constituem um passo fundamental na criacdo de ferramentas diagndsticas
mais eficientes e acessiveis para as neoplasias mieloproliferativas. Este trabalho
alinha a pesquisa com a necessidade de identificagdo precoce de marcadores
prognosticos e terapéuticos, contribuindo para a medicina de precisdo em MPNs
(JACQUELIN et al., 2018).

CONCLUSOES

Portanto, o conjunto de primers concebidos para os dez éxons de DNMT3A (3, 4, 5,
7, 8,9, 10, 11, 12 e 13) revelaram-se tecnicamente consistentes: os produtos ampli-
ficados foram Unicos e reproduziveis entre replicatas, com identidade confirmada por
sequenciamento de Sanger, fornecendo a padronizacdo necessaria para sua futura
integracao ao painel de NGS do Imunogen-UEM. A robustez do ensaio foi demons-
trada por ajustes finos nos parametros criticos de PCR e por controle analitico dos
amplicons, resultando em desempenho compativel com rotinas de construcéo de bi-
bliotecas. Sob a perspectiva translacional, a cobertura dirigida dessas regides de
DNMT3A tende a tornar o rastreio genémico mais factivel e escalavel em neoplasias
mieloproliferativas, reduzindo o intervalo entre a suspeita clinica e a confirmacao
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molecular e oferecendo base objetiva para a estratificacao do prognéstico e a toma-
da de decisao terapéutica.
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