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APRESENTAÇÃO

A Genética é a área da Biologia que estuda os genes, a hereditariedade e a variação 
dos organismos, além de estudar a forma como estes transmitem as características 
biológicas de geração para geração. Esse campo da ciência possui áreas específicas, 
dentre elas, a Genética Molecular, a Genética Forense, a Genética Animal, a Genética 
Vegetal, a Genética de Microrganismos e a Genética Humana e Médica.

Nessa perspectiva, apresento a coleção “A Genética e a Construção de Novos 
Paradigmas nas Ciências da Vida 2”, uma obra que apresenta 7 capítulos distribuídos em 
temáticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos e pesquisas que 
envolvem as diversas áreas de aplicação da Genética, como a Biotecnologia, às Ciências 
Agrárias, às Ciências da Saúde, e áreas correlatas. 

Esse livro é direcionado a todos os acadêmicos, docentes e pesquisadores dessa 
grande área que desenvolvem estudos, respondendo perguntas biológicas utilizando as 
técnicas moleculares e a todos aqueles que, de alguma forma, se interessam por estudos 
genéticos com aplicação às Ciências da Vida. 

Neste contexto, este livro “A Genética e a Construção de Novos Paradigmas nas 
Ciências da Vida 2” apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados práticos obtidos 
por vários pesquisadores, professores e acadêmicos que arduamente desenvolveram seus 
estudos que aqui estão apresentados de maneira concisa e didática. Sabemos o quão 
importante é a divulgação científica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena 
Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiável, permitindo que 
esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos científicos.

Desejo a todos uma excelente leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A proteína JAK2 participa do 
crescimento e da proliferação celular e as 
mutações no gene JAK2 podem resultar em 

aumento do número de células sanguíneas 
e no desenvolvimento de neoplasias 
mieloproliferativas. Desta forma, este estudo 
teve o objetivo de desenvolver e implantar a 
técnica de PCR-SSP (Sequence-Specific Primer-
Polymerase Chain Reaction) para a detecção da 
mutação V617F de JAK2. Para tanto, foi realizada 
uma revisão de literatura sobre metodologias de 
genotipagem da mutação em questão e os primers 
foram confeccionados baseados no modelo 
proposto por Xavier (2009), testados e ajustados 
às melhores condições de amplificação. A técnica 
de PCR-SSP foi padronizada e mostrou-se eficaz 
para a detecção da mutação JAK2V617F. Por ser 
pouco dispendiosa, este método diminui custos e 
pode ser implantado inclusive em laboratórios de 
biologia molecular de pequeno porte, auxiliando 
o diagnóstico de pacientes com doenças 
mieloproliferativas e favorecendo as pesquisas 
relacionadas a este gene.
PALAVRAS-CHAVE: Técnicas de genotipagem, 
Doenças Mieloproliferativas-Mielodisplásicas, 
Janus Quinase 2.

DEVELOPMENT AND IMPLANTATION OF 
PCR-SSP FOR THE GENOTYPING OF 

JAK2 V617F MUTATION 
ABSTRACT: The JAK2 protein promotes 
cells growth and proliferation, and mutations 
in the JAK2 gene can result in increase of the 
number of blood cells and in development 
of myeloproliferative neoplasms. This study 
aimed to develop and implement the PCR-SSP 
(Sequence-Specific Primer-Polymerase Chain 
Reaction) to detect the JAK2V617F mutation. 
Therefore, a literature review about genotyping 



 
A Genética e a Construção de Novos Paradigmas nas Ciências da Vida 2 Capítulo 4 32

methodologies for this mutation was conducted and primers were based on the model 
proposed by Xavier (2009), tested and adjusted to the best amplification condition. The 
PCR-SSP technique was standardized and was effective for the detection of the JAK2V617F 
mutation. As it is not expensive, the technique reduces costs and can be implanted even in 
small molecular biology laboratories, helping the diagnosis of patients with myeloproliferative 
diseases and favoring research related to this gene.
KEYWORDS: Genotyping techniques, Myelodysplatic-Myeloproliferative Diseases, Janus 
Kinase 2.

1 | 	INTRODUÇÃO
Em 1951, William Dameshek introduziu o termo doenças mieloproliferativas (MPD) 

aos transtornos clonais de células-tronco hematopoiéticas relacionados a superprodução e 
a proliferação anômala de uma ou mais linhagens mieloides na medula óssea e ao aumento 
de células maduras no sangue periférico. Clinicamente, isso está associado aos riscos de 
complicações hemorrágicas, trombóticas e evolução fibrótica ou leucêmica (CAMPBELL; 
GREEN, 2006; PEDRAZZINI et al., 2016; LEVINE et al., 2005; BENCH et al., 2013). Ainda 
segundo Dameshek (1951), nesse grupo de doenças se inseriam, dentre outras patologias, 
quatro representantes clássicos: a Policitemia Vera (PV), a Trombocitemia Essencial (TE), 
a Mielofibrose Primária (MFP) e a Leucemia Mieloide Crônica (LMC). Até o momento, não 
há cura para essas doenças (GOULDING et al., 2008; ZHAO et al., 2011).

Com a descoberta do cromossomo Filadélfia (Ph) em 1960, a LMC foi classificada 
como uma doença mieloproliferativa com cromossomo Filadélfia positivo (Ph+), já que a 
translocação entre os cromossomos 9 e 22 era encontrada nos indivíduos portadores da 
patologia (NOWELL; HUNGERFORD, 1960). Como consequência, formava-se uma proteína 
quimérica BCR-ABL com atividade de tirosina-quinase (MARCHIANI, 2015; MEIRELES, 2011; 
SPIVAK, 2002). A PV, a TE e a MPF foram referenciadas como doenças mieloproliferativas 
com cromossomo Filadélfia negativo (Ph-), devido à ausência da translocação 9;22. Neste 
grupo de doenças, geralmente estão envolvidas mutações no gene JAK2 (Janus kinase 2), 
de modo que seu aparecimento foi constatado em 98% dos pacientes com PV e em 50-
60% dos pacientes com TE e MPF (PEDRAZZANI, 2016; MARCHIANI, 2015; LEVINE et al., 
2005; BENCH, 2013). Em 2008, a OMS (Organização Mundial da Saúde) alterou o termo 
doenças mieloproliferativas (DMPs) para neoplasias mieloproliferativas (NMPs) devido ao 
caráter neoplásico da proliferação celular (MARCHIANI, 2015).

Nos seres humanos, o gene JAK2 localiza-se no braço curto do cromossomo 
9 (9p24.1) e tem papel essencial na diferenciação mieloide, principalmente no que diz 
respeito à linhagem eritroide. Uma vez ativado, o gene JAK2 desencadeia a ativação de 
mediadores, que por sua vez estimulam a ativação e a transcrição de genes promotores da 
eritropoiese (ZAGO; CALADO, 2013). A quinase Janus 2 (JAK2), codificada pelo gene JAK2, 
é membro da família de quinases Janus (Janus kinases - JAKs), da qual também fazem 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68053614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68053614
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parte as proteínas JAK1, JAK3 e TYK2 (tyrosina kinase 2). As JAKs possuem sete domínios 
homólogos (JH1-JH7) localizados em quatro regiões, sendo eles JH1 (JAK homology 1 - 
domínio quinase); JH2 (JAK homology 2 - domínio pseudoquinase); FERM (band four-point-
one, ezrin, radixin, moesin homology domains - domínios JH5, JH6, JH7 e parte do JH4); 
e SH2-like (SRC homology 2-like - domínios JH3 e outra parte do JH4) (XAVIER, 2009; 
SCHINDLER et al., 2007). Além disso, as proteínas JAKs são influenciadas por fatores de 
crescimento e pela sinalização mediada por citocinas, bem como participam das alterações 
observadas em moléculas de sinalização intracelular, como a ativação constitutiva de 
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) e a super expressão de Bcl-xl.  

A principal variação genética presente nas neoplasias mieloproliferativas 
cromossomo Filadélfia negativas (Ph- NMPs) é a mutação adquirida no gene JAK2, 
c.1849G>T (rs77375493), que resulta na codificação de uma proteína alterada com a 
substituição do aminoácido valina para fenilalanina no códon 617, abreviada como V617F, na 
quinase Janus 2, JAK2V617F (FANTASIA et al., 2014).  Esta variação é esquematicamente 
representada na Figura 1. 

Figura 1. Sequência de DNA e tradução de proteínas para os alelos selvagem (representado 
em verde) e mutante (representado em vermelho) de JAK2. A substituição de guanina por 

timina resulta em substituição de valina (V) por fenilalanina (F) no códon 617, caracterizando a 
mutação V617F de JAK2 (seta vermelha). 

Fonte: Adaptado de Levine, 2005.

Como a mutação no gene JAK2, essencialmente JAK2V617F, está presente em 
grande parte dos afetados pelas neoplasias mieloproliferativas citadas, a detecção dessa 
mutação é um critério para o diagnóstico dessas patologias de acordo com a Organização 
Mundial da Saúde (LEVINE et al., 2005; BENCH, 2013; ARBER et al., 2016).  

Diversas técnicas moleculares foram desenvolvidas para a detecção da mutação 
JAK2V617F, como a reação em cadeia da polimerase (PCR – Polymerase Chain 
Reaction) alelo específico, PCR em tempo real, PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism Polymerase Chain Reaction) e técnicas de sequenciamento (BENCH, 2013; 
ZHAO et al., 2011). Existem, entre esses métodos moleculares, variações na sensibilidade, 
no custo de reagentes, no tempo de execução e nos equipamentos necessários para a 
sua realização: técnicas de sequenciamento, por exemplo, demandam equipamentos 
mais caros e complexos; a PCR-RFLP, por sua vez, utiliza enzimas de restrição, um 
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reagente de alto custo. Paralelamente, a técnica de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction 
– Sequence Specific Primers) que usa iniciadores (primers) específicos para detectar a 
sequência de nucleotídeos dos alelos polimórficos, foi escolhida como método deste estudo 
principalmente porque tem baixo custo e não necessita de equipamentos complexos para 
seu desenvolvimento, o que significa que até mesmo os laboratórios de biologia molecular 
de pequeno porte seriam capazes de empregar esse método diagnóstico. Além disso, 
a técnica molecular em questão possui uma sensibilidade de detecção de carga alélica 
variável entre 0,1 a 5%, sendo capaz de diagnosticar a maioria dos pacientes portadores 
de neoplasias mieloproliferativas (BENCH, 2013; ZHAO et al., 2011; QUIRINO et al., 2019).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e implantar a técnica de 
PCR-SSP para a detecção da mutação V617F do gene JAK2. Esta padronização poderá 
auxiliar no diagnóstico de pacientes portadores de neoplasias mieloproliferativas. 

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS
O material biológico utilizado foi o sangue total, coletado em EDTA, de indivíduos 

positivos e negativos para a mutação JAK2, previamente genotipados por sequenciamento 
do tipo Sanger e armazenados no Laboratório de Imunogenética da Universidade Estadual 
de Maringá (LIG-UEM). O DNA foi extraído com o kit comercial QIAprep Spin Miniprep Kit 
(QIAGEN®, Germany), de acordo com as recomendações do fabricante para ser usado nas 
reações. O uso destas amostras biológicas foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringá (UEM) (parecer 318.552, 
CAAE 14508313.2.0000.0104).

Para a padronização da técnica de PCR-SSP, que se baseia na especificidade da 
amplificação das sequências de DNA mutadas com o uso de um primer específico para a 
mutação, três primers foram elaborados com base no modelo proposto por Xavier (2009). O 
primer forward JAK2-F1 foi construído para amplificar a região conservada do gene JAK2, 
a qual está presente em todas as amostras de DNA e é utilizada para verificar a integridade 
da reação PCR (controle interno); logo, independente do fragmento a ser analisado conter 
ou não o alelo mutado, será gerado um produto de amplificação (amplicon) de 364 pb 
(pares de bases). O primer forward JAK2-F2 foi construído para anelar na sequência de 
nucleotídeos que contém o SNV (Single Nucleotide Variation) com o rs77375493, o que 
geraria um produto de 203 pb. Por fim, foi construído o primer reverse JAK2-R1, que é 
complementar à sequência final a ser amplificada e, portanto, não atinge a região do SNV 
(Tabela 1).
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Primers Sequência Escala de síntese
JAK2-F1 5’-ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG 25N
JAK2-F2 5’-AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT 25N
JAK2-R1 5’-CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA 25N

Tabela 1. Primers adquiridos para a padronização segundo Xavier, 2009. Observe o 
pareamento incorreto intencional na sequência do primer JAK2-F2 (destacado em vermelho) e 

o nucleotídeo genótipo-específico para a mutação JAK2V617F sublinhado.

Fonte: Autor, 2021.

A reação de PCR-SSP ocorreu com volume final de 10 μL, contendo tampão 1X; 
0,2 mM de dNTP; 1,5 mM de MgCl2; 0,5 μM de cada um dos primers forward (JAK2-F1 e 
JAK2-F2) (Life Technologies, Brasil) e 1 μM do primer reverse JAK2-R1; 1 U/μL de Taq DNA 
Polymerase (Invitrogen™, USA) e 100 ng/μL de DNA. As condições de termociclagem da 
PCR, feitas em termociclador Veriti (Applied Biosystems), foram: 1 ciclo de incubação inicial 
a 94°C por 10 minutos; 36 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 
58°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 30 segundos; e 1 ciclo de extensão final a 
72°C por 6 minutos. Os produtos amplificados foram avaliados por meio de eletroforese em 
gel de agarose a 3% corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, 
Grand Island, NY), corrido a 150W, 300mA, 150V por 15 minutos e visualizado em luz 
ultravioleta.

3 | 	RESULTADOS
Após a realização da técnica de PCR-SSP utilizando os primers confeccionados 

(JAK2-F1, JAK2-F2 e JAK2-R1) para a detecção da mutação JAK2V617F, dois cenários 
eram esperados dependendo do genótipo do indivíduo analisado: (1) as amostras que 
eram negativas para a mutação JAK2V617F (sequência selvagem) gerariam um amplicon 
de 364 pb, resultado da amplificação entre os primers JAK2-F1 e JAK2-R1; (2) as amostras 
positivas para a mutação JAK2V617F (sequência contendo o alelo mutado) gerariam o 
mesmo amplicon de 364pb, resultado da amplificação entre os primers JAK2-F1 e JAK2-R1, 
e um segundo amplicon de 203 pb (contendo o SNP), gerado pela amplificação entre os 
primers JAK2-F2 e JAK2-R1. Diante do sucesso dos resultados, a validação da técnica foi 
confirmada e a sua padronização estabelecida (Figura 2). 
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 3% da PCR-SSP para detecção da mutação V617F 
do gene JAK2. P42, P16 e P2: Controles positivos para a mutação V617F do gene JAK2; P55 
e AJ: Controles negativos; BC: Controle negativo da reação - sem DNA; LD100: marcador de 
peso molecular de 100 pares de base (pb). Note que as amostras P55 e AJ contêm apenas a 
banda controle, resultado da amplificação entre os primers JAK2-F1 e JAK2-R1. As amostras 
P42, P16 e P2 contêm, além da banda controle, a banda indicativa da sequência contendo o 
alelo mutado (JAK2V617F), resultado da amplificação entre os primers JAK2-F2 e JAK2-R1.

Fonte: Autor, 2021.

4 | 	CONCLUSÃO
A técnica desenvolvida, além de eficaz para a mutação em questão, facilita a 

genotipagem e auxilia o diagnóstico de pacientes suspeitos de apresentarem neoplasias 
mieloproliferativas. Como todo esse processo oferece sensibilidade adequada a baixo 
custo, mesmo os laboratórios de biologia molecular de pequeno porte podem realizar esta 
metodologia, o que impulsiona as pesquisas atuais e futuras a respeito do gene JAK2 e as 
consequências de suas mutações.
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