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Resumo:

A mutacdo V617F do gerlAK2 esta intimamente relacionada a ocorréncia de @églasias
mieloproliferativas: policitemia vera, trombocitemiessencial e mielofibrose primaria.
Estudos sugerem que ha relacdo entre dados genétipadtipos dos grupos sanguineos Kell
e Duffy e a ocorréncia de certos tipos de neomdsaatologicas. Buscando estabelecer uma
correlacdo estatistica entre a incidéncia da mot&€a.7F, relacionada as neoplasias acima
mencionadas, e a frequéncia dos diferentes gesotipoantigenos para os sistemas Kell
(KEL*OVKEL*01, KEL*OVKEL*02 e KEL*02KEL*02) e Duffy FY*0L/FY*01,
FY*OL/FY*02 e FY*02/FY*02), desenvolveu-se a analise proposta nesta pesdtosam
utilizadas 51 amostras positivas para a mutacad @ik pacientes atendidos pelo Hospital
do Céncer de Maringa, analisadas através da tédaiLR alelo-especifica (PCR-SSP) para
alelos dos geneKEL (KEL*01 e KEL*02) e Duffy (FY*01 e FY*02). Foram selecionados
também 28 pacientes saudaveis com espondilite lasgnte como controles para a auséncia
da mutacdo V617F. Para o geK&L, os resultados encontrados para os genétipos
KEL*OLV/KEL*01, KEL*OV/KEL*02 e KEL*02/*KEL*02 foram, respectivamente: 0 (0%), 8
(15,68%) e 43 (84,32%). Para o gdbeffy, os resultados encontrados para os genétipos
foram: 8 (15,68%) par&Y*01/FY*01, 16 (31,38%) par&Y*0L/FY*02 e 27 (52,94%) para
FY*02/FY*02. Para maiores esclarecimentos quanto a assocégé®m os sistemas Kell e
Duffy e a mutacdo V617F, é necessaria a realizalghmais experimentos e estudos no
futuro.

Palavras-chave:Reacdo em cadeia da Polimerase; Mutaéd®; Genotipagem; Antigenos
Eritrocitarios.



1. Introducéo

Existem trés diferentes tipos classicos de ne@dasnieloproliferativas (NMP)
negativas para o teste BCR-ABL1: policitemia veP&/), trombocitemia essencial (TE) e
mielofibrose priméaria (MFP) (BENCH et al, 2013). @muta¢&o pontual no éxon 14 do gene
da proteina Janus Kinase 2 (JAK2), correspondestéstituicdo de valina por fenilalanina
no cédon 617, foi verificada por diversos grupospa@squisa em praticamente todos os
pacientes acometidos por PV, e em metade daquabesetidos por TE ou MFP (GONG et
al, 2013). A presenca da mutacdo V617F foi estaltElgpela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como critério de diagndstico para essas trégplasias, devido a sua evidente
correlacado clinica. Para TE e MFP, a presenca demuotacdo encontrada no éxon 10 gene
MPL (receptor de trombopoietina) também é necessdridiagndstico definitivo (GONG et
al, 2013).

De acordo com a Sociedade Internacional de Tra@sf@anguinea (2023), os 45
grupos de sistemas sanguineos existentes engldianf8genos eritrocitarios, determinados
por 50 diferentes genes altamente polimérficos.e@e®uffy (locus 121 - g22) codifica a
glicoproteina transmembrana DAROuUffy Antigen Receptor for Chemokines), que atua
como receptora de citocinas e quimiocinas noseiitrs, participando também na metastase
e angiogénese de alguns tipos de cancer (ERDEMRRHEM; SINCAN, 2023). Os alelos
FY*01 e FY*02 do gene diferem entre si por um SNeh@le Nucleotide Polymorphism) de
substituicdo, que codifica glicina para o alély*0l e aspartato para o aleleY*02
(DANIELS, 2013). O gen&EL (locus 7g33), do grupo sanguineo Kell, produz unasgefna
de funcdo enzimética. Os dois alelos codominantpsessosKEL*01 (K) e KEL*02 (k),
resultam de um polimorfismo C578T no éxon 6, quesaaa substituicdo de um aminoacido
na glicoproteina Kell: metionina pak&L* 01 e treonina parKEL*02 (DANIELS, 2013).

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PER&EM método que permite a
deteccdo e amplificacdo de fragmentos de DNA dwénste. Esse processo se d& através da
acdo da enzima DNA-polimerase, que produz novagrfemtos de DNA a partir dgimers
especificos (COX; DOUDNA; O'DONNELL, 2011). A téoa de PCR em tempo real
(qPCR), que ocorre através geimers marcados por sondas fluorescentes, possibilita o
monitoramento da reacdo em tempo real, bem comadagdo da informacédo bioldgica em
dados quantitativos (COX; DOUDNA; O'DONNELL, 2011).



2. Metodologia

O projeto esta registrado na Comissdo Nacional tiea Eem Pesquisa (CAAE:
0402.0.093.000-11). Todos os participantes asgsmaralermo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O processo de digitalizacéo fildsas dos pacientes do Hospital do
Cancer (HC) foi realizado manualmente através dgrama Planilhas Google.

Os pacientes do HC foram genotipados por gPCRyéastrde sondas fluorescentes
TagMan especificas para o polimorfismo V617F doeg#K?2. Para a amplificacdo das
amostras, foram utilizadosb de volume total de reagentes, sendd_Zde DNA e 3iL do
Mix da reacdo. Para avaliar a fluorescéncia, fdizatlo o termociclador StepOne Plus
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o résdo da amplificagao foi analisado no
software StepOne v2.3 (Applied Biosystems, 2012).

A genotipagem de antigenos eritrocitarios paracmesKEL e Duffy foi realizada em
51 pacientegAK2 positivos. Como controle para esta analise, foraalizados testes para a
presenca da mutagcdo V617F em 28 pacientes com ddsfgoanquilosante por gPCR. As
sequéncias dogrimers para a genotipagem dé&ell e Duffy se encontram na Tabela 1. No
gene KEL, foram avaliados os aleldsSEL*01 e KEL*02. Para o gendUFFY, foram
analisados os alel®sr*01 e FY*02.

Tabela 1. Primers utilizados para a genotipagem deada alelo.

Gene Alelo Primer Sequéncia
Forward TGGACTTCCTTAAACTTTAACCGTAT
KEL*01
Reverse GTGTCTTCGCCAGTGCATC
KEL
Forward TGGACTTCCTTAAACTTTAACCGTAC
KEL*02
Reverse GTGTCTTCGCCAGTGCATC
Forward CAGGAGACTCTTCCGGTGTAAC
FY*01
Duffy Reverse CAGCTGCTTCCAGGTTGCCAC
FY*02 Forward CAGGAGACTCTTCCGGTGTAAC




Reverse CAGCTGCTTCCAGGTTGCCAT

Foram utilizados os seguintes reagentes na PCR-8&8R,as suas concentracdes:
Tampéao (1X), MgCGl (1,5 mM para o genKEL e 1,0 mM para o geneuffy), dNTPs (0,2
mM), primers (2,0 ng/uL),primers HGH (1,0 ng/uL), Taq Polimerase (0,4U). As amostras de
DNA possuiam concentracdo entre 30 a 50 ng/uL.eAs@es ocorreram no termociclador, e

analise por eletroforese em gel de agarose 2%setag@o em transiluminador.

3. Resultados e Discussao

Os resultados das reacOes de qPCR para a mutadat- \t® geneJAK2 dos 28
controles foram todos negativos. Para as analisegyenotipoKEL e Duffy dos pacientes
JAK2 positivos para a mutacdo V617F, foram utilizadast@o 51 amostras de DNA,
selecionadas dentre os pacientes do HC. Para oKkg#neos resultados encontrados para os
gendtiposKEL*0L/KEL* 01, KEL*01/KEL*02 e KEL* 02/* KEL* 02 foram, respectivamente: 0
(0%), 8 (15,68%) e 43 (84,32%). Para o gbuiy, os resultados encontrados para cada um
dos genotipos foram: 8 (15,68%) pa&#*01/FY*01, 16 (31,38%) par&Y*0L/FY*02 e 27
(52,94%) pard&Y*02/FY*02. Abaixo, resultados de uma reacdo PCR para as&EL*01 e
KEL*02 do gente&KEL (Figura 1) e para os alelé¥*01 e FY*02 do geneDuffy (Figura 2).
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Figura 1. Resultado de reacao para o gei&EL. Figura 2. Resultado de reacao para o gerguffy.

Um estudo publicado em 2023 por Erdemir, Erdermedi, relacionou positivamente
a frequéncia dos fenotipos K-k+ do grupo Kell e(&b-) (fendtipo nulo) do grupo Duffy a
ocorréncia de neoplasias hematoldgicas. Além digsupém relacionou negativamente a
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positividade dos antigenos Kpa e Kpb (expressass@elosKEL*03/KEL*04) a ocorréncia
dessas doencas. A elevada frequéncia do gen&itifid 02/*KEL*02 verificada entre os
pacientes do HC concorda com os resultados ohpidioErdemir, Erdem e Sincan (2023). No
ano de 2016, Costa e colaboradores publicaram tudceacerca da frequéncia de diferentes
polimorfismos para alguns grupos sanguineos nalesie Santa Catarina. Os resultados
obtidos neste estudo para os genoétipos do gketicsdo proporcionalmente semelhantes aos
obtidos por Costa (2016). Para o sistema Duffy,entanto, ndo h4 semelhanca entre as

proporcdes verificadas.

4. Consideragdes

A andlise deJAK2 oferecida pelo projeto na Universidade em paraaria o Hospital
do Cancer representa um recurso de grande valargoprecisdo do diagnéstico e qualidade
de vida dos pacientes. Para a associacao entremssgsanguineos Kell e Duffy e a mutacéo

V617F, se faz necessaria a realizacado de maisiegeps e estudos no futuro.
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