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Resumo:

Os antigenos eritrocitarios apresentam grandefigigncia clinica no contexto da medicina
transfusional pois estdo diretamente envolvidos paxessos de aloimunizacdo. Este
trabalho teve como objetivo realizar a padronizagdas reacbes de PCR-SSP para o
antigeno eritrocitario Kell, assim como efetuar igitdlizacdo dos laudos de pacientes
atendidos pelo Laboratério de Imunogenética (LIG) WUEM. Os laudos fisicos dos
pacientes atendidos pelo laboratério foram tratwscgara uma planilha, com intuito de
preservar e organizar as informagfes para pesdfuisass. O DNA foi extraido por kit
Biopur®, concentracdo e absorbancia foram avali@masNanodrop. Posteriormente, foi
realizada a reacdo de PCR-SSP do antigeno eddiiocKell e o resultado foi revelado em
eletroforese em gel de agarose 2%. As extracOe®NIB das amostras foram bem
sucedidas, porém os resultados experimentais daorpadcdo foram considerados
insatisfatorios. Isso se deve ao fato de que aamstm gendtipo homozigoto conhecido
paraKEL*02 apareceram como heterozigokS(* 01/KEL*02), sendo considerados falsos
positivos. Pode-se sugerir que a divergéncia deltaeel®s possivelmente ocorreu pela
gualidade dos primers utilizados, tendo em vist agliniciadores especificos diferem para
cada alelo pela troca de uma base nitrogenada.e€emte projeto teve sucesso com a
digitalizacdo das informacdes clinicas e sociodeéfmgs dos pacientes atendidos pelo
LIG, no entanto a padronizacdo do antigeno Kell p@orreu como esperada o que
consequentemente reforca a necessidade de umseargdbrcada dos novos primers e dos
protocolos adotados pelo laboratério.
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1. Introducao

Os antigenos eritrocitarios compreendem um grandearével grupo de moléculas



expressas na superficie dos eritrécitos, os qusti&o ediretamente envolvidos com a
aloimunizacéo no contexto da medicina transfusiQmANIELS,2013). A aloimunizacéo é
um processo pelo qual o paciente entra em contato antigenos estranhos e passa a
desenvolver anticorpos contra 0s mesmos, sendansaftisdo sanguinea e a gestacao uma
das principais causas desse acontecimento (MOLIKAJAAR,2019). Cada grupo
sanguineo é composto por um ou mais antigenossapudeterminados por um Uni@eus

do gene ou por genes homologos relacionados ent(BANIELS,2013). Existem 46
sistemas de grupos sanguineos reconhecidos aténentm dentre os quais o0 ABO e Rh
sdo ditos os mais imunogénicos, porém outros amifgeomo Kell, Duffy, Kidd e MNS
também apresentam grande significAncia na préfiuaa:

O sistema Kell é o terceiro mais imunogénico dagpgs, ou seja, ele € o terceiro antigeno
eritrocitario que ativa o sistema imunoldgico cormaisnintensidade sen capaz de causar
reacOes transfusionais e até a Doenca Hemoliticdedém Nascido ( DHRN), esta presente
em hemacias, orgdos do sistema linféide, muscujoedstico e cardiaco e também no
sistema nervoso. O genkEL encontra-se no cromossomo 7, 7933 e é altamente
polimorfico, possui 36 antigenos e codifica a graeKell por meio de dois alelos
codominantes principaiKEL*01(K) e KEL*02 (k). A Unica diferenca entre eles é um

polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNif@e Nucleotide Polymorphism) (698C—T), ou

seja estes antigenos se diferenciam pela trocardéinico aminoacido na posicdo 698
(DEAN,2005). O grupo sanguineo Kell é caracterizamono uma glicoproteina de

membrana tipo 2, a qual atua como uma enzima csongede endotelina-3 que por sua vez
participa de uma cascata de reacgdes influenciaadegulacdo do ténus vascular (J1,2014).

As técnicas de biologia molecular sdo um recurgmitante para a identificacdo e selecdo
de bolsas de sangue nos hemocentros. Pacientegatolbngias que necessitam de diversas
transfusdes ao longo da vida acabam sendo aloiadomsz e consequentemente, as
politransfusBes levam ao maior risco de reagOesoligras tardias. Sabendo disso, estes
pacientes sao o0s principais beneficiados com o dasderramenta. O trabalho buscou
padronizar as reac6es em cadeia da polimeraseamrérgias especificas de primers (PCR-
SSP) e realizar a genotipagem dos antigenos édiios de pacientes atendidos nos
hemocentros afiliados ao HEMEPAR, a fim de auxilim sele¢cdo de bolsas mais

compativeis.
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2. Metodologia
O trabalho faz parte do projeto “Aplicacdo de téasi de biologia molecular como
ferramenta de diagnéstico para auxiliar os Hemoosniafiliados ao Hemepar na
genotipagem dos antigenos eritrocitarios e o Halsgd Cancer de Maringa na deteccao da
mutacdo JAK2 em neoplasias mieloproliferativasdieaprovado pelo Comité de Etica sob o
registro CAAE:0402.0.093.000-11.
Inicialmente, foi realizada a digitalizacdo dasmiacdes presentes nas fichas dos pacientes
gue foram genotipados pelo Laboratério de ImunadgemélLIG) da Universidade Estadual
de Maringé entre 2016 e 2024.
A padronizacdo do antigeno eritrocitario Kell frgalizada utilizando gradiente de
temperaturas e de concentracdo de cloreto de nmiagA&stemperaturas estabelecidas para
a padronizacao foram de 58°C, 60°C, 62°C e 64°Quamo que as concentracdes de
cloreto de magnésio variaram entre 0,75 mM, 1,00, m)25 mM e 1,50 mM. Para essas
reacOes foram utilizados controles anteriorment@igados pelo LIG erimers especificos
para a detecgéo dos aleloBL* 01 (K) e KEL*02 (k).

Os primers e reagenteautilizados para as reagbes estdo descritos naatabe¢ 2,
respectivamente.

Tabela 1- Sequéncia geimers para o gen&EL

Primer Sequéncia
Primer KEL*01 Forward TGGACTTCCTAAAACTTTAACCGAAT
Primer KEL Reverse TGGACTTCCTTAAACTTTAACCGAAC
Primer KEL *02 Forward GTGTCTTCGCCAGTGCATC

Fonte: Laboratério de Imunogenética da Universidestadual de Maringa.

Tabela 2- Reagentes utilizados para a PCR-SSPrao ge
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Reagentes Concentragao
Agua g.s.p 10 pL
Tampéao PCR Buffer (10x) 1pupL
dNTP (10mM) 0,2 pL
MgCl: (50 mM) X
Primer Kel Forward 0,2 uL
Primer Kel Reverse 0,2 puL
Tag Polymerase (5U/uL) 0,08 pL
DNA 1,5uL

Fonte: Laboratorio de Imunogenética da Universidestadual de Maringa.

3. Resultados e Discussao

A digitalizacdo dos laudos emitidos junto as infag®es clinicas e sociodemogréaficas dos
pacientes atendidos pelo LIG foi bem sucedida,ltesio na conservacdo dos documentos
originais e na otimizacao da gestao de informapaes o laboratério.

Os resultados experimentais da padronizacdo dgeaati eritrocitario Kell ndo foram
satisfatorios pois foi observado o aparecimentoedeltados falsos positivos. Inicialmente
foi cogitado a possibilidade de contaminagdo crazadre amostras porém com a repeticdo
das reacdes e aumento do cuidado com a manipulagdogsultados continuaram 0s
mesmos. Esses resultados expdem a possibilidageedes novos primers adotados para o
laboratério sejam o motivo para esse desfecho, dadms iniciadores diferem entre si por

apenas uma base nitrogenada.

4. Consideragdes

O presente trabalho possibilitou que os particggmmadquirissem conhecimentos tedricos e
praticos a respeito da biologia molecular, sendssippel explorar sobre um assunto de
grande importancia para a sociedade. Além dissesfonulado a independéncia dos alunos
dentro do laboratério permitindo que os participantlesenvolvessem as habilidades



técnicas de forma autbnoma e colaborativa.

Apesar dos resultados fugirem do esperado, a fibagfio desse problema durante o projeto
de extenséo reforca a necessidade da revisdo gos pomers adquiridos, assim como 0s
protocolos experimentais do laboratoério, sendoeexaimente importante para o controle de
gqualidade e otimizagéo de trabalhos futuros.
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