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Resumo:

As glicoforinas A (GPA) e B (GPB), codificadas pelgenesscYPAe GYPBNo cromossomo
4, sdo cruciais para a determinacdo dos gruposusemy, protecdo contra parasitas e
manutencdo estrutural dos eritrocitos. Os antigelmsistema de grupo sanguineo Kell,
expressos na glicoproteina Kell, sdo produtos e &L no cromossomo 7 e regulam o
tono vascular. O gerfeY, no locus 1g22-g23, codifica a glicoproteina Duffgportante na
infeccdo porPlasmodium vivaxe P. knowlesie na resposta inflamatéria. Este estudo
objetivou realizar a genotipagem dos antigenos &@&uffy e padronizar a técnica de PCR
para o antigeno MN, visando auxiliar os hemocerdfiiados ao Hemepar. A metodologia
incluiu a extracdo de DNA de pacientes do Hemepdw &lospital do Cancer de Maringa,
utilizando o kit Mini Spin Plus DNA. A PCR foi reahda com primers especificosTaq
DNA Polymerase seguida de eletroforese em gel de agarose 2%ad¥opizacdo da
genotipagem de MN envolveu a testagem de diferentexentragcbes de MgClOs
resultados mostraram a presenca e auséncia dos dielKell e Duffy e a determinagéo da
melhor concentracdo de Mg(dara a PCR-SSP dos primers de MN. Concluiu-seaqER-
SSP é eficaz na genotipagem de alelos de antigei@gitarios, necessitando padronizacéo
para maior precisédo diagnoéstica.
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1. Introducéo

As glicoforinas A (GPA) e B (GPB), codificadas pelgenesGYPA e GYPB no
cromossomo 4, sdo cruciais para a determinacaoyages sanguineos, protecdo contra
parasitas e manutencao estrutural dos eritroditm&lamentais para a compatibilidade em
transfus@es e resisténcia a infeccbes Psmodium falciparuniBonifacio et al., 2009). Os
antigenos do sistema de grupo sanguineo Kell, sxpsena glicoproteina Kell, sdo produtos
do geneKEL no cromossomo 7 e regulam o tono vascular, poisypegquéncia homdloga
com a familia de endopeptidases neutras, uma ercomzaersora de endotelina 3, podendo
clivar também os precursores de endotelinas Jperdm com menos eficiéncia (Bonifacio et
al., 2009). O genEkY, no locus 1g22-g23, codifica a glicoproteiaffy (DARC), importante
na infeccdo poPlasmodium vivae P. knowlese na resposta inflamatéria, uma vez que liga,

regula e transporta quimiocinas (Bonifacio et2009).

As mutacbes que ocorrem ent@YPA e GYPB envolvem a troca de SerllLeu
(UUG/UCG) e GIly5GIu (GGG/GAG) nos alelos @& YPAe Met29Thr (AUG/AGC) nos
alelos deGYPB J& as mutacfes nos gemdsL e Duffy envolvem trocas de aminoacidos
especificas que distinguem diferentes alelos. Mo ¢ gene KEL, a mutagdo Thr193Met
(AGC/AUG) esta associada aos alelos KEL*01 e KEL*D2 mesma forma, no gebwffy,

a mutacao Gly42Asp (GGU/GAU) ocorre entre os aleld¥01 e FY*02 (Daniels, 2013).

Avangos na genotipagem alélica por SNPs em PCRea#m diagnoésticos
especificos e sensiveis, sendo valiosos na prdfidaa (Franceschi et al., 2009; Fernandes,
2005). Este trabalho objetivou realizar a genotpaglos antigendsell e Duffy e padronizar
a técnica de PCR para o antigeno MN, visando anxi hemocentros afiliados ao Hemepar.

2. Metodologia

Este estudo faz parte do projet6STUDO DE GENES DE RESPOSTA IMUNE
ENVOLVIDOS NAS NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS CRANIO projeto foi



aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Esiade Maringa sob processo nimero
14508313.2.0000.0104 e parecer numero 5.116.080.

GENOTIPAGEM DE Kell E Duffy:

A extracao de DNA de pacientes do Hemepar e doitébsio Cancer de Maringa foi
realizada com o kiMini Spin Plus DNAcom concentracdes de 50 a 100 ng/uL e pureza de
1,8 a 2,1. Utilizando os primers KEL*01 f@forward), KEL*02 for (forward), KEL rev
(reverse) FyA rev (reverse) FyB rev (reverse)e Fy for(forward) para os aleloKEL*01,
KEL*02, FY*01 e FY*02respectivamente HGH como controle positivo de reacédo, a PCR
foi realizada conTaq DNA Polymerase (Invitroger)64°C na temperatura de anelamento. A
eletroforese em gel de agarose a 2% foi conduniddSOW, 300mA e 150V. Um marcador
de 50 pb(Invitrogen) foi usado para avaliar o tamanho das bandas, Sdtados foram
visualizados em transiluminador WY{QUANTUM, Vilber Lourmatg analisados coiision
Capt (Vilber Lourmat)

PADRONIZACAO DE GENOTIPAGEM DE MN:

A extracdo de DNA de 50 pacientes foi feita cons kitcondicbes semelhantes aos
dos alelos d&ell e Duffy. Os primers (Tabela 1)foram definidos com base no banco de
dadosGenBank Para padronizar a técnica de PCR-SSP, conceegagi0,75 mM, 1,0 mM,
1,25 mM e 1,50 mM de Mgglforam testadas. As reacdes de PCR seguiram casdi¢co
similares aos testes dkell e Duffy, com gradientes de temperatura entre 58°C e 64°C.
eletroforese foi realizada nas mesmas condicOes testes anteriores, com resultados

visualizados em um transiluminador UV e analisguile software/ision Capt

Tabela 1.Primers MN

Pares de base Primer Sequéncia
22 MNS_GYPA_F1Forward) GTGAGGGAATTTGTCTTTTGCA
27 MNS_GYPA N_R1Reversg AAGAAGTTGAAGTGTGCATTGCCACCT
19 MNS_GYPA_M_R2.1Reversk TGCCACCCAGTGGTACTTG

3. Resultados e Discussao



Apos as técnicas de PCR-SSP nas amostr&ltle Duffy (Figura 1, A, B, C e D),

foi possivel verificar a presenca e a ausénciaalleles em estudo, através das bandas de
identificacao.

Figura 1. GenotipagemKell e Duffy.
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Fonte: o autor, 2024. Digital.

Da mesma forma, ap0s a padronizacdo da técnicBeSSP nas amostras de MN
(Figuras 3 e 4, E a J), foi possivel determinar edhor concentracdo de MgCpara os
primers MNS_GYPA_N_R1 e MNS_GYPA_M_R.1, sendo 1M em ambas as reacoes.

Figura 3. Padronizacéo de Genotipager, comprimer MNS_GYPA N_R1
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Fonte: o autor, 2024. Digital.



Fonte: o autor, 2024. Digital.

4. Consideracdes

Nesse sentido, conclui-se que a PCR-SSP é uma ofit& na genotipagem de
alelos de antigenos eritrocitérios e faz-se nedessdadronizacdo de sua técnica para maior

precisao e qualidade de diagnéstico.
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