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RESUMO

As neoplasias mieloides constituem um grupo heterogéneo de doencas
hematoldgicas caracterizadas por alteragcdes genéticas e epigenéticas que
desregulam a hematopoiese e podem favorecer a transformacao leucémica. Nesse
contexto, o gene SF3B1 apresenta relevancia clinica, estando associado a
alteragdes no splicing do RNA e a prognostico desfavoravel em diferentes
neoplasias mieloides. O Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) permite a analise
simultanea de multiplos genes, porém seu custo e a necessidade de infraestrutura
especializada limitam sua aplicacdo em servicos publicos. Assim, este projeto teve
como objetivo desenvolver e padronizar primers para regides mutacionais relevantes
do gene SF3B1, com énfase nos éxons 14, 15 e 16, visando sua posterior
incorporacdo a um painel direcionado para NGS. Os primers foram desenhados
utilizando ferramentas bioinformaticas e avaliados por PCR em gradiente de
temperatura de anelamento de 56, 58, 60 e 62 °C, utilizando trés amostras
independentes de DNA. Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose. Foram obtidos amplicons compativeis com os tamanhos esperados, de
aproximadamente 290 pb para o éxon 14, 194 pb e 310 pb para o éxon 15,
utilizando os primers F1 e F2, respectivamente, e 189 pb para o éxon 16. Para os
éxons 14, 15-F1 e 16, as condicbes mais promissoras foram 62, 60 e 60 °C. Os
resultados demonstram potencial dos primers para amplificagédo das regides-alvo e
fornecem condi¢des iniciais para sua validacdo e posterior integracdo ao painel
molecular, contribuindo para estratégias de diagndstico mais acessiveis de
neoplasias mieloides no Sistema Unico de Saude.

INTRODUCAO

As neoplasias mieloides compreendem um grupo heterogéneo de doencas
clonais originadas de células-tronco hematopoiéticas, caracterizadas por alteracdes
genéticas e epigenéticas que afetam a hematopoiese. Incluem sindromes
mielodisplésicas, neoplasias mieloproliferativas e leucemia mieloide aguda,
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apresentando ampla variabilidade clinica e progndstica, o que torna essencial a
caracterizacao molecular para diagnédstico, estratificacdo de risco e direcionamento
terapéutico (Carbonell et al., 2019).

Nesse contexto, destaca-se o gene SF3B1 (Splicing Factor 3b Subunit 1),
localizado no braco longo do cromossomo 2 (locus 2933.1) e responsavel por
codificar uma subunidade do complexo SF3b, componente da U2 snRNP, essencial
para o processamento do RNA. Suas mutacdes somaticas sdo predominantemente
missense e concentram-se nas repeticbes HEAT da proteina, evidéncias indicam
que o efeito prognéstico pode variar de acordo com os hotspots envolvidos: E622,
R625, H662, K666 e K700, sendo recorrentes em neoplasias mieloides,
especialmente nas mielodisplasicas/mieloproliferativas (Rujirachaivej et al., 2018).
Essas alteracdes podem comprometer a interacdo entre SF3B1 e SUGP1, afetando
a selecao do branch point e promovendo splicing aberrante, com formacédo de
transcritos anormais (Zhang et al., 2019).

O Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) possibilita a analise simultanea
de multiplos genes, porém seu custo e a necessidade de infraestrutura especializada
dificultam sua aplicacdo em servicos publicos. Nesse cenario, painéis direcionados a
regidbes hotspot podem reduzir o numero de amplicons e os custos de preparo e
sequenciamento, mantendo informacées molecularmente relevantes (Carbonell et
al., 2019).

O presente projeto integra o desenvolvimento de um painel imunogenético
direcionado para neoplasias mieloides. A validacao de primers especificos para os
éexons 14, 15 e 16 de SF3B1 constitui etapa fundamental para a construcdo de um
pipeline padronizado para andlise por NGS, visando uma abordagem molecular de
menor custo e maior acessibilidade ao diagnéstico no SUS.

MATERIAIS E METODOS

Primers forward e reverse foram construidos para os éxons 14, 15 e 16 do
gene SF3B1, a partir de sequéncias FASTA do GenBank/NCBI, visando flanquear as
regidbes mutacionais de interesse. As sequéncias foram avaliadas pelas ferramentas
Primer-BLAST, Multiple Primer Analyzer e OligoAnalyzer, considerando temperatura
de melting de 50-65 °C, conteldo GC de 50-60% e formagdo de self-dimers,
hetero-dimers e hairpins. Apds aprovacao pelo Comité de Etica e assinatura do
TCLE, amostras de sangue periférico de doadores voluntarios de medula éssea
foram utilizadas para padronizagdo. O DNA gendmico foi extraido com o kit QlAamp
DNA Blood Mini (Qiagen®, USA) e avaliado quanto a concentracdo, pureza e
qualidade por Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific®, USA).

A padronizacgao foi realizada por PCR, avaliando temperatura de anelamento,
concentragao de MgCl,, tempo de extensao, rendimento, tamanho dos amplicons e
especificidade. O master mix foi preparado contendo 82,44 uL de agua, 12 uL de
buffer, 3,6 uL de MgCl,, 3 uL de cada primer, 3 uL de dNTP e 0,96 uL de Taq
polimerase. A reacdo em cada tubo, por sua vez, foi composta por 18 uL de master
mix e 2 uL de DNA (20 pL finais por reagédo). Os produtos foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose 2% com SYBR Safe (Invitrogen®, USA) e
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posteriormente submetidos ao sequenciamento de Sanger. Apos a padronizacao, 0s
amplicons serdo incorporados ao painel de NGS em desenvolvimento pelo
Laboratério Imunogen — UEM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pares de primers apresentaram produtos compativeis com os tamanhos
esperados: aproximadamente 290 pb para o éxon 14, 194 pb para o éxon 15-F1,
310 pb para o éxon 15-F2 e 189 pb para o éxon 16, confirmando a amplificacdo das
regides-alvo. As diferengas de intensidade e definicdo entre as temperaturas sao
esperadas, uma vez que temperaturas de anelamento abaixo ou acima do ideal
podem favorecer amplificagcdes inespecificas ou reduzir a eficiéncia da reacao,
respectivamente (Khaira, 2023; Rychlik; Spencer; Rhoads, 1990).

Para o éxon 14, houve amplificacdo em todas as temperaturas, mas a 62 °C
foi observada maior definicdo e reprodutibilidade, selecionada para continuidade da
padronizacdo. Para o éxon 15-F1, as temperaturas de 58 e 60 °C apresentaram
amplificacdo satisfatéria, sendo 60 °C mais favoravel pela maior definicdo e
uniformidade das bandas. A 58 °C observou-se discreto arraste, enquanto a 62 °C
apresentou sinal no controle sem DNA molde, cuja origem devera ser investigada,
podendo estar relacionada a contaminagdo ou a produtos inespecificos, como
dimeros de primers (Bustin et al., 2025).

O primer F2 apresentou desempenho inferior ao F1, com produtos adicionais
e menor especificidade. O F2 apresentou CG% inferior ao F1 e diferenca superior a
2% em relagdo ao seu primer reverse, caracteristicas que podem influenciar a
eficiéncia da amplificacdo. Aspectos como conteudo GC, temperatura de melting,
estabilidade do pareamento e formacao de estruturas secundarias podem contribuir
para o comportamento diferencial entre os primers (Khaira, 2023).

Para o éxon 16, as temperaturas 56 e 60 °C apresentaram condicoes mais
favoraveis. A 58 °C observou-se fluorescéncia de fundo e, a 62 °C, bandas mais
fracas. A condigdo de 60 °C apresentou maior intensidade, nitidez e consisténcia
entre as trés amostras, sendo selecionada para continuidade da padronizacao.

Em conjunto, os resultados demonstram que o0s primers avaliados
apresentam potencial para amplificacdo das regides-alvo dos éxons 14, 15 e 16 de
SF3B1. A analise dessas regides se faz valida uma vez que é onde se concentram
mutacoes recorrentes na regiao C-terminal do gene. Em pacientes com neoplasias
mieloides, foram identificadas as variantes E622D, R625C/G, H662Q e K666T no
éxon 14, enquanto K700E foi identificada no éxon 15, com predominancia das
alteracdes nos éxons 14 e 15 (Rujirachaivej et al., 2018).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que os pares de primers desenvolvidos
apresentam potencial para a amplificacao das regiées-alvo dos éxons 14, 15 e 16 do
gene SF3B1. As condi¢des de 62 °C para o éxon 14, 60 °C para o éxon 15 com o
primer F1 e 60 °C para o éxon 16 apresentaram os perfis eletroforéticos mais
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favoraveis. Dessa forma, a padronizagdo estabelece condigdes iniciais adequadas
para a continuidade da validacdo dos amplicons por sequenciamento de Sanger e
posterior incorporacdo ao painel de NGS direcionado para neoplasias mieloides,
com potencial para otimizar recursos, aumentar direcionamento a regiées hotpots e
ampliar a acessibilidade ao diagnéstico molecular no SUS.
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