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RESUMO

A mutagdo no gene SRSF2 é reconhecida como fator de risco adverso para
Leucemia Mieloide Aguda, visto que estd mutagao resulta em splicing aberrante de
varios genes. O diagnéstico por Sequenciamento de Nova Geragédo (NGS) possibilita
a melhor identificacdo dessa mutacdo, promovendo um diagnostico, progndstico,
estratificacdo de risco e estratégias terapéuticas mais adequadas. Com base nisso,
0 objetivo deste trabalho foi desenvolver e padronizar primers para detec¢do da
mutacdo GRCh38/hg38 17g24.3-25.3 (ID ClinVar: 58703) no gene SRSF2, a qual
gera a alteracao p.Pro95His. Os primers foram desenhados e validados in silico e a
otimizacao da PCR se deu pelos testes de concentracdoes de reagentes, dos primers
e temperaturas de anelamento. Foram desenhados trés pares de primers in silico
(NCBI/OligoAnalyzer Tool) que obtiveram amplicon < 300 pb. Amostras de sangue
periférico foram submetidas a extracdo de DNA (QIAmp®) com controle de
qualidade e pureza (NanoDrop 2000®; A260/280 entre 1,8 e 2,0). Testes de
otimizacao in vitro padronizaram o par E1F1 com a concentracao de primer a 0,4 uM
e temperatura de anelamento a 60 °C, apresentando banda especifica e de tamanho
esperado. A padronizacao desse biomarcador permite a sua integracao ao painel
multiplex, oferecendo autonomia regional e suporte a estratificacdo de risco e
diagnéstico preciso na LMA.

INTRODUGAO
A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é caracterizada por uma variedade de mutacdes

genéticas e o diagnéstico baseado no padrao mutacional permite uma estratificacao
mais assertiva de grupos de risco e contribui para o planejamento terapéutico
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(Khoury et al. 2022). O painel de especialistas da European LeukemiaNet (ELN)
reconhece a mutacdo no gene SRSF2 (fator de emenda rico em serina/arginina 2)
como fator de risco adverso para LMA, estando associado ao mau prognéstico
clinico. A principal mutacdo descrita no gene SRSF2 ocorre principalmente pela
substituicdo de Pro95 por histidina, esta mutacéo esta localizada dentro do dominio
RRM (Motivo de reconhecimento de RNA), alterando assim a afinidade de ligacao a
RNA da proteina de GGNG para CCNG, resultando em splicing aberrantes de varios
genes (Yu et al. 2025).

O emprego do Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) possibilita o exame
simultaneo de multiplas sequéncias de DNA, ampliando a eficacia na deteccao de
variantes genéticas ligadas a processos malignos (Coccaro et al. 2019). No ambito
da oncohematologia, o uso de painéis genéticos favorece a obtencdo de
diagnosticos e prognosticos com maior acuracia, auxiliando na classificacao de risco
e no direcionamento de condutas terapéuticas. Sendo assim, o objetivo deste projeto
foi desenvolver biomarcadores para detectar a mutagdo GRCh38/hg38 17924.3-25.3
(ID clinivar: 58703) do gene SRSF2 e padronizacdo das reacdoes de PCR para
inclusdo deste alvo em painéis genéticos multiplex que estdo em desenvolvimento
pelo grupo de oncohematologia da UEM.

MATERIAIS E METODOS

Os primers foram desenhados a partir da sequéncia em formato ”.fasta” e “.gbk” do
gene-alvo, obtido no banco de dados RefSeq Nucleotide da plataforma NCBI, no
qual foi realizado o alinhamento dos exons e introns contra o gene completo
utiizando a funcado AlignSeqs do pacote DECIPHER. O desenho foi realizado
manualmente, bem como com o auxilio dos softwares Primer-blast (NCBI) e
OligoAnalyzer Tool (IDT- Integrated DNA Technologies USA), em que foi possivel
verificar a especificidade, os parametros de qualidade, o tamanho do amplicon e a
especificidade. As amostras foram adquiridas da coleta de sangue de pacientes do
servigo de atendimento do ambulatério de Hematologia da Elo Oncologia Integral e
Pesquisa Clinica de Maringa e do Hospital Parana (Maringa — PR), seguindo as
normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Estadual de Maringa. A amostra foi armazenada em solugéo anticoagulante (EDTA)
a -20 °C, o DNA foi extraido dos leucécitos com o kit QIAmp®, de acordo com as
orientacdes do fabricante (Qiagen), foram realizadas analises para verificar a pureza
e qualidade do DNA com o equipamento NanoDrop 2000® (Invitrogen). Os primers
sintetizados foram analisados quanto ao seu funcionamento através da PCR
seguindo todos os parametros de acordo com o fabricante. Foi realizado testes
adicionais para verificar a melhor concentracdo de primers, no qual foi testado a
concentragao final de 0,2 uM e 0,4 uM. A temperatura de anelamento foi testada

A ’
AUEMW Rcnrq A_BAﬁc}LA.




S UEM=

35° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica ERRSNIOR | o . 10 de novembro de 2026
15° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica JUnior 15°EAICr

N~ PPGUem

buscando a eficiéncia minima e maxima, variando 2 °C em torno da temperatura
média de anelamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram desenhados trés pares de primers que amplificam a regido codificadora
correspondente ao cédon p.Pro95His no gene SRSF2. Destaca-se que os 3
amplicons mantiveram o tamanho < 300 pb garantindo a compatibilidade para o
NGS. Foi realizada a analise da quantidade do DNA, pureza e especificidade, no
qual respectivamente foi obtida 5 amostras com concentracdo média de 23,9 ng/uL,
e a razdo A260/280 obtida esteve entre 1,8 e 2,0 a avaliacdo in silico e in vitro
demonstrou a amplificacdo de um Unico produto correspondente a regido-alvo do
gene SRSF2, conforme demonstra a figura 1. O par de primers nomeado E1F1 foi
padronizado, no qual a sua melhor concentragéo foi obtida em 0,4 uM para cada
primer e a temperatura de anelamento foi determinada em 60 °C. Conforme descrito
por SCHIRMER et al. 2015, ha um declinio de qualidade no sequenciamento de
produtos longos, sendo assim essencial que o produto de amplificacdo seja curto,
garantindo uma cobertura completa, além disso, a padronizacdo e otimizacao da
concentracao ideal de primers garantiu a reducao de dimeros de primers, que por
sua vez € um dos maiores problemas no ensaio de Sequenciamento de Nova
Geracéao.

Figura 1 - Eletroforeses em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR utilizando os primers
desenhados para amplificar a mutacdo GRCh38/hg38 17¢24.3-25.3 (ID clinivar: 58703) do gene
SRSF2. (1) Otimizag&o inicial com as amostras A1-A3 sob as variaveis de [0,2 uM] final de primers e
Tm a 58 °C. (2) Otimizagdo com as amostras A1-A5 sob as variaveis: [0,4 uM] final de primerse Tm a
58 2C. (3) Ensaio com 5 amostras sob as variaveis: [0,4 uM] final de primerse Tm a 60 °C.
Identificacdo das bandas: L- Marcador de peso molecular de 50 pb; NTC-Controle negativo; hGh-
Controle positivo (Gene do Horménio de Crescimento Humano); E1F1- Exon 1 fragmento 1; E1F2-
Exon 1 fragmento 2; E1F3 - Exon 1 fragmento 3.

CONCLUSOES
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A padronizacao do par de primers E1F1 garantiu a amplificacdo especifica do éxon
que contém a mutacdo p.Pro95His no gene SRSF2, gerando um amplicon < 300
pares de base, ideal para a integracdo no painel multiplex do grupo de
oncohematologia da UEM, promovendo uma solugao nacional e de menor custo em
comparagdo aos painéis comerciais importados. Esse produto desenvolvido e
padronizado proporciona uma ferramenta acessivel para triagem, estratificacdo de
risco, prognostico e direcionamento terapéutico para pacientes com Leucemia
Mieloide Aguda.
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