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RESUMO

A Hematopoiese clonal (HC) € um processo decorrente de mutacdes em células-
tronco ou progenitoras, considerado o mecanismo inicial para o desenvolvimento da
leucemia mieloide (LM). Esse fendmeno pode estar relacionado a mutagcdes no gene
IDHZ2, codificador da enzima isocitrato-desidrogenase-2 (IDH2), envolvida no ciclo de
Krebs. Essa enzima, quando mutada, altera o processo de diferenciacao celular.
Estudos recentes demonstram que identificar essas mutacdes pode contribuir para
diagnésticos mais precisos e tratamentos individualizados. O projeto buscou
desenvolver uma metodologia para detectar e avaliar mutagcées no gene IDHZ2 em
individuos com LM. Para isso, pares de primers foram desenhados com auxilio de
softwares de bioinformatica e Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
conduzidas para padronizagdo e otimizacdo, visando as melhores condi¢des para
amplificacdo do fragmento. A padronizacgéo final se deu com 0,4 uL de cada primers

(10 uM) e 0,5 pL de MgCl, (50 mM), com a temperatura de anelamento de 58°C.
INTRODUCAO

O processo de Hematopoiese clonal (HC) é decorrente de mutacdes em
células-tronco ou progenitoras e trata-se do primeiro mecanismo para o
desenvolvimento das leucemias mieloides (LM), contudo, também é considerado um
processo natural do envelhecimento (CHAN, 2024). As Leucemias Mieloides (LM)
sdo neoplasias malignas caracterizadas pela expansao clonal desordenada de
leucécitos ou de blastos mutantes da linhagem mieloide na medula éssea e/ou no
sangue periférico (HOFFMAN, 2023). A HC ja foi relacionada com mutagdes em
diferentes genes, incluindo o gene IDH2 (KHOURY, 2022).

O gene IDHZ2 é responsavel por codificar a enzima isocitrato-desidrogenase-2
(IDH2), membro da familia de enzimas isocitrato desidrogenase (IDH1, IDH2 e
IDH3), localizada nas mitocéndrias celulares. A IDH2 participa do ciclo de Krebs
como uma enzima chave responsavel por catalisar a descarboxilacdo oxidativa de
isocitrato em a-cetoglutarato (a-KG) (QIN, 2024). Quando mutada, IDH2 resulta na
producédo anormal de 2-hidroxiglutarato (2HG), um inibidor competidor analogo de a-
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KG que impede a acao de outras enzimas dependentes de a-KG e resulta em
metilacdo anormal do DNA e histonas, em alteracdo da expressdo genética e em
danos na diferenciagéo de células-tronco (QIN, 2023).

As principais mutac6es da proteina IDH2 ocorrem nas posi¢des 140 e 172,
sendo reconhecidas como IDH2R140 (rs121913502) e IDH2R172 (rs1057519906),
respectivamente (QIN, 2023). Tais mutacdes ja foram relacionadas com risco de
desenvolvimento da Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Sindromes Mielodisplasicas
(SMDs) e Neoplasias Mieloproliferativas (NMP) (QIN, 2023; MONDESIR, 2016).
Entretanto, novos estudos sdo necessarios para melhor compreensao dos valores
prognosticos dessas mutagdes (QIN, 2023).

Atualmente, o diagnéstico da LM é baseado na presenca de achados
celulares caracteristicos das neoplasias, seguido de analises citogenéticas e
moleculares que comprovem a suspeita clinica e laboratorial (HOFFMAN, 2023).
Contudo, os avancos na biologia molecular estdo permitindo avangos nos estudos
da LM e, consequentemente, possibilitando o surgimento de possiveis tratamentos
mais individualizados e com melhor eficacia, dentre os quais esta o uso de inibidores
da IDH2, como o IDHIFA® (enasidenib) (QIN, 2023)

Diante do discutido, o presente projeto buscou desenvolver uma metodologia
que permita a detecgao e a avaliacdo de mutacées no gene IDHZ2 em individuos com
LM, a fim de contribuir com o desenvolvimento de um painel de deteccdo de
mutacdes em pacientes onco-hematolégicos e que, portanto, também possibilite a
adocao de medidas terapéuticas mais individualizadas e eficazes no futuro.

MATERIAIS E METODOS
1) Design de primers para o gene IDH2

O desenho dos pares de primers para as regides mutantes de interesse foi
realizado a partir da busca da sequéncia FASTA do gene IDHZ2, no Banco de Dados
de Genomas (GenBank®).

As sequéncias foram avaliadas por meio dos softwares Primer-BLAST e,
Multiple Primer Analyzer a fim de determinar a temperatura de melting (Tm),
proporcao de citosina/guanina, formagcédo de fragmentos de DNA inespecificos, self-
dimer, hetero-dimer e hairpin, 0s quais sao importantes para avaliacdo dos primers,
permitindo a selecdo dos melhores pares para as regidées em que se encontram as
mutacoes de interesse. Visando a implementacdo desse gene em um painel
oncohematolégico de sequenciamento de nova geracao (NGS), os primers foram
adquiridos com adaptadores Nextera em suas extremidades 5'.

2) Padronizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase para avaliar mutacdées em
IDH2

Para padronizar a técnica de PCR para amplificacdo dos fragmentos de
interesse do gene IDHZ2 foram avaliadas as melhores concentracées de primers e
MgCl,, além da temperatura de anelamento, obtendo-se as condi¢cbes ideias para
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realizacdo da técnica. Como controle da reacéo, foi utilizado o gene do Horménio do
Crescimento Humano (HGH).

A avaliagdo dos amplicons foi realizada utilizando a técnica de eletroforese
em gel de agarose 2%, corado com SYBR™ Safe, a 100V — 300mA — 150 W — 20
minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do desenho e andlises dos pares de primers foram delineados 17
pares de iniciadores, dos quais apenas um foi selecionado e adquirido para
realizacdo da padronizacao da PCR. O par selecionado foi o especifico para o éxon
4 do gene IDHZ2, local onde encontram-se as mutacdes de interesse. O produto da
reacdo de PCR corresponde a 241 pares de base (pb), porém, em conjunto dos
adaptadores nextera torna-se de 308 pb.

Os experimentos conduzidos para a padronizacao da PCR concluiram, para o
par de primer escolhido e para a regidao de interesse do gene IDHZ2, as melhores
concentracdes de reagentes e condi¢des de ciclagem, conforme descrito nas tabelas
1 e 2 a seqguir. A utilizagdo de volumes de iniciadores maiores resultou na formagéo
de dimeros e a aplicacao de volumes maiores de MgCl, implicou na formacao de
fragmentos de DNA inespecificos.

Tabela 1: Concentracao e Volume dos Reagentes por Amostra

Reagente Volume por Amostra
(Concentracao) IDH2 HGH
Agua nuclease-free 14 uL 13,6 uL
Buffer (10X) 2 uL 2L
dNTP (10 mM) 0,6 pL 0,6 pL
Primer F (10 pL) 0,4 uL 0,6 uL
Primer R (10 pL) 0,4 pL 0,6 pL
MgCl, (50 mM) 0,5 uL 0,5 uL
Taq DNA Polimerase (5 U) 0,1 pL 0,1 pL
DNA (20 ng/uL) 2 uL 2 uL

F: primer Forward. R: primer Reverse.

Tabela 2: Condicoes Ciclagem das Reacoes de PCR para o fragmento de IDH2

Etapa Temperatura (°C) (sc-ergem\%%s) Ciclagem
Desnaturagéo Inicial 95 60
Desnaturacéao 95 30
Anelamento 58 30 35x
Extensao 72 60
Extensao Final 72 300
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Considerando a relacao das mutacdes no gene IDH2 com o desenvolvimento
da LM e a necessidade da maior compreensdo do papel dessas alteracées no
prognéstico dos pacientes, possibilitando o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais individualizadas e eficazes (QIN, 2023), o desenvolvimento de
uma metodologia padronizada para deteccao das mutacoes de IDHZ2 é de extrema
importancia.

CONCLUSOES

Com base nos experimentos conduzidos foi possivel padronizar a PCR para o
par de primers avaliados.
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