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RESUMO 

Santos MD. Marcadores Inserção/Deleção na quantificação de quimerismo 

hematopoiético [tese]. Ribeirão Preto: Universidade de São Paulo, Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, 2018. 

Introdução: Métodos quantitativos sensíveis e acurados para monitorar o 

quimerismo hematopoiético após Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas 

(TCTH) são necessários para verificar o sucesso do enxerto, uma vez que os 

resultados influenciam a abordagem terapêutica. Método: A técnica de detecção de 

DNA baseada em primers inserção-específicos de marcadores genéticos do tipo 

InDel (Inserção/Deleção) foi avaliada quanto a sua utilidade em quantificar 

quimerismo em amostras de DNA em baixa concentração, em PCR em Tempo Real 

(qPCR). Para isso, amostras de DNA de dez pacientes submetidos a Transplante de 

Medula Óssea (TMO) foram analisados para quantificar a concentração de DNA 

residual em diferentes períodos pós-transplante. Os resultados obtidos pela InDel-

qPCR foram comparados com a evolução clínica descrita nos prontuários. 

Resultados: As quantificações do DNA residual variaram de 0,021 ng/µL a 11,71 

ng/µL, correspondendo a fração de 0,065% a 40,6% do DNA total presente na 

amostra. Os resultados obtidos (presença ou ausência do alelo inserção) foram 

condizentes com a evolução clínica dos pacientes, em alguns casos, evidenciando 

quimerismo prévio ao relatado nos prontuários. Conclusão: Nossos dados 

demonstram a utilidade do método InDel-qPCR, baseada em primers inserção-

específicos, no monitoramento de quimerismo hematopoiético. 

Palavras-chave: InDel, Quantificação, qPCR, TMO, TCTH.  
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ABSTRACT 

Santos MD. Insertion/Deletion markers for quantification of hematopoietic 

chimerism by [thesis]. Ribeirão Preto: University of São Paulo, Ribeirão Preto 

Medical School, 2018.  

Introduction: Sensitive and accurate quantitative methods to monitor hematopoietic 

chimerism after Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT) are necessary to 

evaluate engraftment since the results influence a therapeutic approach. Method: 

DNA detection technique based on insert-specific primers for Insertion/Deletion 

polymorphism (InDel) was evaluated for chimerism quantification of samples with 

low amounts of DNA, by quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR). 

Samples of patients undergoing Bone Marrow Transplantation (BMT) collected at 

different post-transplantation times were analyzed to quantify the residual DNA 

concentration. Then, the results found using InDel-qPCR were compared to the 

medical records. Results: DNA quantifications ranged from 0.021 ng/μL to 11.71 

ng/μL, corresponding to a fraction of 0.065% to 40.6% of the total DNA. Our 

results, in some cases, shows chimerism presence previously to that reported in the 

medical records. Conclusion: Our data demonstrate the usefulness of the InDel-

qPCR method based on insertion-specific primers in the monitoring of 

hematopoietic chimerism. 

Keywords: InDel, Quantification, qPCR, BMT, HSCT.  
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INTRODUÇÃO 

MARCADORES INSERÇÃO/DELEÇÃO (INDEL) 

Definição 

Marcadores genéticos do tipo Inserção/Deleção (InDel – Insertion-Deletion 

polymorphism) bialélicos são sítios polimórficos caracterizados pela presença ou 

ausência de um segmento de DNA em um ou ambos cromossomos homólogos 

(Figura 1). Considerando um locus bialélico, um indivíduo pode ser classificado 

como homozigoto para o alelo inserção (in/in), homozigoto para o alelo deleção 

(del/del) ou heterozigoto (in/del). 

 

 

Figura 1. Polimorfismos Inserção/Deleção (InDel) bialélicos são caracterizados pela presença ou 
ausência de um ou mais pares de bases. Seus alelos, por extensão, são denominados alelo inserção e 
alelo deleção, respectivamente. 

 

Será considerado polimórfico o locus que apresentar formas alélicas distintas e 

nenhum de seus alelos tiver frequência igual ou superior a 99%. A ampla 

variabilidade genética encontrada em diversos locus é utilizada como marcadores 

moleculares para distinguir indivíduos, características fenotípicas específicas e para 

diagnósticos moleculares. 
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Distribuição e frequência 

O Projeto 1000 Genomas (Consortium, 2015) fornece uma descrição abrangente 

dessa variação genética com base na informação de 2504 indivíduos de 26 

populações humanas. A estimativa foi de 88 milhões de variantes, sendo 3,6 

milhões de pequenos InDels, 84,7 milhões de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) 

e 60 mil variantes estruturais. Esse número total de InDels é significativamente 

maior do que os descritos previamente: aproximadamente 1 milhão de InDels, 

descritos em genoma de indivíduos de Yoruba (Jiang et al., 2015), 1,6 milhões, 

descritos em 179 indivíduos de 3 diferentes populações (Montgomery et al., 2013), e 

mais de 2 milhões, descritos no genoma de 79 indivíduos (Mills et al., 2011). 

Polimorfismos InDel podem ser divididos em cinco grandes classes (Mills et al., 

2006): (a) inserções/deleções de base única; (b) expansão monomérica de base 

única; (c) expansões múltiplas de unidades repetitivas de 2-15 pb; (d) inserção de 

transposons; e (e) InDels contendo sequências randômicas, cujas bases não seguem 

uma ordem ou padrão. 

InDels como marcadores genéticos 

Algumas características definem a qualidade de sequências de InDels como 

marcadores genéticos: (a) tem baixa taxa de mutação, apenas 1,5x10-9 (Besenbacher 

et al., 2015), quando comparados a STRs (Short Tandem Repeats) cuja taxa é de 

1,58x10-3 (Shao et al., 2016); (b) são derivados de um único evento mutacional e 

estão espalhados em grande número pelo genoma humano, inclusive em 

cromossomos sexuais (Mills et al., 2006; Weber et al., 2002); (c) podem ser 

utilizados como marcadores de ancestralidade genômica (AIM - Ancestry Informative 

Markers) ao apresentarem diferentes frequências alélicas entre populações de 

regiões geográficas distintas (Romanini et al., 2015); (d) sua detecção pode ser 

realizada por reação em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), 

utilizando um par de primers complementares às regiões flanqueadoras à inserção 

ou deleção, seguida de eletroforese em que os fragmentos são claramente 

discriminados; e (e) pequenos InDels podem ser utilizados na amplificação de 

pequenos amplicons, facilitando a análise de DNA fragmentado ou degradado 

(Romanini et al., 2015). 
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A amplificação de segmentos de DNA utilizando primers flanqueadores à região de 

interesse detecta todas as formas alélicas presentes na amostra analisada. Assim, 

em caso de misturas de DNA, não há distinção entre os diversos perfis ou 

indivíduos. Esse princípio é valido tanto para classificação fenotípica de InDels, 

como para outros marcadores genéticos, como os STRs e SNPs. 

Entretanto, há situações em que é necessário a distinção de perfis de DNA em 

misturas, por exemplo, em amostras forenses de cenas de crime, amostras de 

sangue periférico de gestantes para diferenciar o genoma materno do genoma fetal, 

em casos de quimerismo hematopoiético derivado de Transplante de Células-Tronco 

Hematopoiéticas (TCTH), entre outros. 

PRIMERS INDEL-ESPECÍFICOS 

Quando misturas de DNA são submetidas à PCR utilizando primers flanqueadores 

ao sítio polimórfico de interesse, seja ele STR, SNP ou InDel, ocorre competição das 

sequências-alvo pelos mesmos primers ou sondas. O genoma em maior 

concentração é assim preferencialmente amplificado, e o DNA em menor 

concentração ou residual tem sua detecção prejudicada. 

Essa situação é bem exemplificada por Wagner et al. (2009) quando avaliou testes 

de paternidade não invasivos a partir de sangue periférico materno. Os autores 

verificaram que loci autossômicos era amplificados esporadicamente, devido a 

supressão dos sítios de pareamento dos primers pela presença excessiva de DNA 

materno. Somente os loci específicos do cromossomo Y foram amplificados com 

sucesso, mesmo na presença excessiva de DNA da mãe, em concentração 25 vezes 

maior que o DNA fetal. Desta forma, fica evidente que uma forma de contornar o 

problema criado pela competição das sequências em maior e menor concentração, é 

direcionar os primers para sequências-alvo presentes em um genoma e no outro 

não. 

Os marcadores do tipo InDel possibilitam o desenho de primers específicos ao alelo 

inserção ou deleção. Em nosso trabalho de Mestrado (Santos, 2014) foi descrita a 

utilização de primers inserção-específicos, em PCR em Tempo Real (qPCR – real time 

quantitative PCR), para detecção de sequências InDel fetais presentes em amostras 
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de sangue periférico de gestantes, demostrando a viabilidade e sensibilidade da 

técnica de InDel-qPCR com primers específicos. 

TRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO HEMATOPOIÉTICAS 

O TCTH é um procedimento baseado na infusão de células-tronco hematopoiéticas 

(CTH) do próprio paciente (transplante autólogo) ou de doador da mesma espécie 

(transplante alogênico), aparentado ou não aparentado (Majhail et al., 2015). O 

termo TCTH é utilizado, pois as células tronco hematopoiéticas são as responsáveis 

pela gênese das células sanguíneas (Figura 2), como eritrócitos, leucócitos e 

plaquetas (Jagannathan-Bogdan e Zon, 2013). O objetivo desse tipo de transplante 

é normalizar a hematopoese do paciente, substituindo suas células doentes por 

células sadias, oriundas do doador, no tratamento principalmente de doenças 

hematológicas (Hertl e Russell, 2013). 

 

Figura 2. Esquema da hematopoiese. Adaptado de Sankaran e Weiss (2015). 
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São fontes de CTH: a medula óssea, o sangue periférico e sangue do cordão 

umbilical (AABB et al., 2016). A medula óssea (MO) é onde ocorre a hematopoiese, 

sendo uma rica fonte de CTH, que são coletados por múltiplas aspirações na crista 

ilíaca posterior de um doador alogênico ou autólogo. Para coletar CTH no sangue 

periférico é necessário que haja uma estimulação da MO, para que ela produza uma 

grande quantidade de células e as mande para a corrente sanguínea, estas células 

são então coletadas seletivamente por aférese. O sangue de cordão umbilical, 

coletado por gotejamento, é imunologicamente mais imaturo, sendo menos 

frequente a ocorrência da doença enxerto contra hospedeiro (DECH), principal 

complicação após o transplante de medula óssea (TMO). 

Previamente ao TCTH, o paciente é submetido ao condicionamento, cujo objetivo é 

destruir a medula óssea doente e abrir espaço para a entrada da nova, além de 

imunossuprimir o receptor para que ele aceite a MO sem rejeitá-la. O regime de 

condicionamento pode ser via quimioterapia (fármacos) ou radioterapia (TBI - Total 

Body Irradiation). 

Após a infusão da nova MO, o paciente está sujeito a uma série de complicações e 

riscos. As principais complicações que ocorrem até os 100 primeiros dias pós-TCTH 

(D+100) incluem: falha no enxerto e rejeição; e doença enxerto contra hospedeiro 

(DECH) aguda. As complicações tardias (após os 100 primeiros dias) incluem: 

DECH crônica, que pode ocorrer por ela mesma, desenvolver a partir de DECH 

aguda ou aparecer após a recuperação dessa; e a recidiva da doença (AABB et al., 

2016; Hertl e Russell, 2013). 

Quimerismo hematopoiético 

O quimerismo em humanos foi inicialmente observado após o advento da 

classificação dos grupos sanguíneos. Foi verificado que uma mesma pessoa 

apresentava mais de um grupo sanguíneo, normalmente devido ao 

compartilhamento do suprimento de sangue entre gêmeos não idênticos no útero 

materno (Bird et al., 1980; Hosoi et al., 1977). 

A presença de mistura de células geneticamente diferentes em um organismo é 

definida como quimerismo. Usa-se o termo microquimerismo quando uma dessas 

linhagens celulares encontra-se em menor número, usualmente menos de 1% do 

total de células do corpo (Eikmans et al., 2014). O quimerismo verdadeiro se dá 
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pela fusão de embriões logo após a fertilização (evento pré-zigótico). Diferentemente 

do mosaicismo (evento pós-zigótico), que se dá pela alteração genética durante a 

divisão celular nos primeiros estágios embrionários e gera diferentes linhagens de 

células no indivíduo  (Pearson, 2002). 

A transferência de células entre dois organismos pode ocorrer naturalmente, tal 

como entre gêmeos e entre mães e filhos (Scheffer et al., 2010); ou pode ser 

resultado de transfusão sanguínea (Reed et al., 2007), transplantes de órgãos 

(Haynes et al., 2014) e de medula óssea (Willasch et al., 2014). Um paciente 

submetido a TCTH torna-se uma quimera permanente, uma vez que as novas 

células sanguíneas produzidas têm perfis de DNA diferente das demais células do 

corpo. Em caso de transfusões sanguíneas, esse estado é transitório, pois as células 

do doador serão eliminadas e repostas por células sanguíneas do próprio paciente. 

No caso de transplantados de MO, em que é possível observar mistura de DNA na 

corrente sanguínea (quimerismo misto), decorrente da mistura de duas diferentes 

populações celulares, a concentração do DNA do receptor é menor e considerada 

residual. A presença ascendente, com aumento progressivo no número de células 

oriundas do receptor está associada a um maior risco de recidiva da doença de base 

(Horky et al., 2011; Preuner et al., 2016). 

Consequentemente, testes quantitativos sensíveis e acurados para monitorar o 

quimerismo hematopoiético são necessários para verificar o sucesso do transplante 

(enxerto). Isso porque, os resultados de tais testes influenciam a abordagem 

terapêutica, como infusões de linfócitos do doador (DLI – donor leukocyte infusion), 

quimioterapia adicional ou retransplante (Jiang et al., 2014). 

Quantificação de quimerismo hematopoiético 

Diferentes métodos para detecção de quimerismo hematopoiético pós-transplante já 

foram descritos, incluindo citogenética, análises de isoenzimas e fenotipagem de 

grupos sanguíneos (Bryant e Martin, 2003). Estes métodos são raramente utilizados 

atualmente devido a capacidade limitada de detecção de polimorfismos e a baixa 

sensibilidade (Lawler et al., 1987; McCann e Lawler, 1993; Tippett, 1983). 

Melhor aplicabilidade clínica foi obtida pela diferenciação de cromossomos sexuais 

utilizando FISH (Fluorescence in situ hybridization), que permite avalição rápida e 



I n t r o d u ç ã o   2 7  

 

quantitativa do enxerto, com sensibilidade de 1-5% (Buño et al., 2005; Fuehrer et 

al., 2005). Entretanto, este método está restrito a aproximadamente 50% dos 

pacientes transplantados. 

Os ensaios mais informativos são baseados em marcadores moleculares do tipo STR 

ou microssatélites, uma subclasse dos marcadores VNTRs (Variable Number 

Tandem Repeats). Devido à alta informatividade e à viabilidade de aplicação, a 

análise de STRs é a ferramenta padrão de diagnóstico molecular para a 

quantificação de quimerismo pós-TCTH. A sensibilidade desse teste varia entre 1-

5% do genótipo menos frequente quando analisadas amostras de MO ou sangue 

não-fracionados (Kristt et al., 2005; Odriozola et al., 2013), enquanto fracionamento 

celular ou procedimentos de enriquecimento de células podem aumentar a 

sensibilidade em mais do que 100 vezes (Thiede, 2004). A baixa sensibilidade da 

técnica pode estar relacionada a competição entre primers e os loci analisados. 

Ensaios baseados em qPCR tem resultado em medidas acuradas, sensíveis e 

rápidas para monitoramento do quimerismo pós-TCTH. Alizadeh et al. (2002) 

utilizando tecnologia TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA) demonstrou a 

discriminação de mais de 90% dos pares doador/receptor, incluindo indivíduos do 

mesmo sexo, com sensibilidade de 0,1%. 

Outros estudos propõem a análise de SNP, que permite a detecção do quimerismo 

com sensibilidade entre 0,1 e 0,5% e com especificidade de 100% em ensaios 

baseados em SNP-qPCR (Chen et al., 2010). Enquanto o método de MPS (Massively 

Parallel Sequencing) permite analisar simultaneamente um grande número 

marcadores genéticos e se mostrou útil na detecção de alelos de menor contribuição 

em uma mistura altamente desbalanceada de DNA, utilizando um painel de 1204 

SNPs e InDels (Hwa et al., 2018). 

Alternativamente, é utilizada qPCR baseada em polimorfismos Inserção/Deleção 

curtos que, por possuir maior sensibilidade, permite a detecção precoce de 

quimerismo hematopoiético, quando comparados a STR-PCRs (Bach et al., 2015). 

Um conjunto de loci InDels pode apresentar resultados similares aos de STRs, 

contudo, a análise de InDels fornece informação adicional em alguns casos com 

componente quimérico muito baixo ou quando a presença de bandas espúrias 

complica a estimativa do quimerismo (Santurtún et al., 2014). Entretanto, essas 
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abordagens não são amplamente utilizadas, provavelmente devido à novidade do 

método e à disponibilidade ainda restrita de ensaios comerciais de InDel-qPCR. 

A análise de um único polimorfismo InDel por ddPCR (droplet digital PCR) mostrou 

que a estimativa de porcentagem de quimerismo é similar àquelas calculadas pela 

amplificação de 15 STRs (R² = 0,97) e amplificação de 38 InDels (R² = 0,975). 

Entretanto, foi sensível o suficiente para detectar DNA residual em concentração de 

0,5 % na amostra (Santurtún et al., 2017).  

Desta forma, a proposta deste trabalho é verificar a utilidade da técnica de detecção 

de InDels, baseada na amplificação específica de alelos inserção, em qPCR, aplicada 

à análise prática de uma amostra aleatória de transplantados de medula óssea. 
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HIPÓTESE 

Testes quantitativos sensíveis e acurados para monitorar o quimerismo 

hematopoiético são necessários para verificar o sucesso do transplante (enxerto), 

uma vez que os resultados influenciam a abordagem terapêutica. 

Em nossa dissertação de Mestrado foi demonstrado o desenvolvimento de uma 

técnica de detecção de DNA específica, sensível e qualitativa, que pode ampliar a 

utilidade clínica dessa medida e possibilita o desenvolvimento de novos exames. 

Desta forma, este trabalho tem por hipótese que a técnica de detecção de DNA 

baseada na utilização de primers inserção-específicos, em qPCR, possibilita a 

quantificação de DNA residual em pacientes transplantados de medula óssea. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

Quantificar a concentração de DNA residual em pacientes receptores de 

Transplante de Medula Óssea, em diferentes períodos pós-transplante e verificar a 

utilidade do método InDel-qPCR para o monitoramento de quimerismo 

hematopoiético. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a. Selecionar um conjunto de loci InDels cujos primers flanqueadores e 

inserção-específicos encontram-se disponíveis em nosso laboratório. 

b. Determinar o genótipo um grupo de pacientes submetidos a TMO e seus 

respectivos doadores, utilizando os primers flanqueadores, em PCR 

convencional;  

c. Identificar os loci informativos, ou seja, aqueles em que o doador é del/del 

e o receptor é inserção positiva; 

d. Padronizar a técnica de quantificação de DNA, utilizando primers 

específicos para inserção em PCR em Tempo Real;  

e. Quantificar o DNA residual dos receptores nas amostras coletadas pós-

transplante, utilizando os primers inserção-específicos em PCR em Tempo 

Real. 

f. Quantificar o DNA total nas amostras pós-transplante, utilizando primers 

do gene endógeno β-actina em PCR em Tempo Real, e estimar a fração de 

DNA residual do receptor. 

g. Analisar os prontuários de todos os pacientes e comparar a evolução 

clínica com os resultados obtidos pela quantificação do quimerismo pós-

transplante. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Para o desenvolvimento deste trabalho foram escolhidos 11 loci InDels, cujos 

primers flanqueadores e inserção-específicos estão disponíveis em nosso laboratório 

e cuja padronização de amplificação por PCR convencional foi previamente 

realizada. Uma amostra de 10 pacientes receptores e seus respectivos doadores 

submetidos a Transplante de Medula Óssea teve sua classificação fenotípica 

determinada, utilizando os pares de primers InDel flanqueadores em PCR 

convencional. Assim foram identificados os loci informativos, ou seja, aqueles em 

que o doador é del/del e o receptor é inserção positiva. Para todos esses, foi 

realizada a padronização da técnica de quantificação de DNA por PCR em Tempo 

Real, utilizando os pares de primers inserção-específicos/flanqueador. 

Posteriormente, as amostras coletadas nos diferentes períodos pós-transplante, que 

apresentaram locus InDel informativo, foram submetidas à quantificação do DNA 

residual e do DNA total. Por fim, os resultados obtidos foram comparados com à 

evolução clínica do paciente, descrita em seus prontuários. 

AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

Para a realização deste trabalho foram utilizadas amostras de DNA de 10 pacientes 

submetidos a TMO alogênico e seus respectivos doadores. Essas amostras cedidas 

pela Profa. Dra. Belinda Pinto Simões, do Laboratório de Hematologia do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - Universidade de São 

Paulo (HCFMRP-USP), encontram-se estocadas em nosso laboratório em freezer em 

temperatura de -20°C, formando o biorrepositório “Doadores e receptores de 

transplante de células-tronco hematopoiéticas”. 

Os critérios de inclusão para seleção das amostras foram: a) Paciente submetido a 

Transplante de Medula Óssea (TMO); b) Doador Alogênico; c) Apresentar pelo menos 

uma coleta de sangue pós-transplante. 
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Todas as amostras de DNA, pré e pós-TMO foram previamente extraídas para 

realização de exames laboratoriais de rotina médica do Laboratório de Hematologia, 

sob responsabilidade da Profa. Dra. Belinda Pinto Simões. Foram utilizados três 

métodos de extração de DNA: Protocolo Fenol/Clorofórmio, QIAamp DNA Blood Mini 

Kit (QIAGEN, Valencia, CA) e Super Quick Gene DNA Extraction Kit (Analytical Genetic 

Testing Center, Denver, CO, USA).  

Foram recebidos 50 µL de DNA de cada amostra do doador e do receptor coletadas 

pré-TMO, e amostras do receptor pós-TMO. Foi criado um sistema de identificação 

de cada amostra a fim de manter a confidencialidade dos dados dos pacientes. A 

descrição das amostras e dados clínicas estão descritos no item Apêndices. 

Foi verificada a concentração de DNA de cada amostra recebida utilizando o 

instrumento NanoDrop ND1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), 

seguindo instruções do fabricante (Thermo Fisher Scientific, 2008).  O limiar de 

detecção do equipamento é de 2 a 3700 ng/µL. Valores da razão A260/280 indicam 

a pureza do DNA, sendo que o ideal é ser maior ou igual a 1,8. 

ASPECTOS ÉTICOS 

As amostras de sangue dos indivíduos foram coletadas para procedimentos de 

rotina médica, no Laboratório de Hematologia do HCFMRP-USP, no período de maio 

de 1995 a novembro de 2015, pelos funcionários da Unidade de Transplante de 

Medula Óssea do HCFMRP-USP, por punção venosa e armazenadas em tubos 

Vacutainer com anticoagulante EDTA. Todos os procedimentos de coleta de 

amostras obedeceram rigorosamente às recomendações de Ética Médica.  

O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

HCFMRP-USP, sob o número 13800/2016 (Anexo) e CAAE 61030016.2.0000.5440.  

MARCADORES GENÉTICOS INSERÇÃO/DELEÇÃO ANALISADOS 

O conjunto de 11 marcadores InDels que foram empregados neste trabalho (Tabela 

1) foram previamente estudados em projetos anteriores de nosso laboratório: 

“Marcadores inserção/deleção na identificação humana pré-natal não invasiva” de 

autoria de Santos (2014), “Validação de marcadores inserção/deleção para 



M a t e r i a l  e  M é t o d o s   3 6  

 

genotipagem fetal não invasiva” de Ng (2015), “Quantificação de DNA fetal por 

marcadores Inserção/Deleção no plasma de parturientes” de Brazorotto (2017)  e 

“Parâmetros populacionais e forenses de polimorfismos InDel e detecção alelo 

específica” de autoria de Rodrigues (2018), todos sob orientação do Prof. Dr. 

Aguinaldo Luiz Simões. 

 

Tabela 1. Lista de marcadores InDels utilizados nesta pesquisa. 

Locus dbSNP Cr 
Tamanho da 
inserção 

Sequência da inserção (5'-3') 
Pi 

MID1386 ss3255433 1 21 pb AAACTATTCATTTTTCACCCT 0,746 

MID818 rs1610902 16 24 pb GTCTGGGGAGCTGTTCTCTACCCC 0,620 

MID856 rs1610941 5 26 pb GAATCTTCTAATCACAACGAAGAAGA 0,291 

MID1039 rs151001596 5 40 pb ATGGTTCATTGTGCTGTGCCTGTGACCCTTGCAAGGTGGT 0,574 

L8  rs1305049  8  29 pb TCCCTCTTTCCTAGAACTCTGCCCTAAAA  0,665 

L19  rs148112183  19  26 pb CCCAGCGTCTCCCTGTCCGCACTGAT  0,528 

L22  rs67519581  22  32 pb GCGTGGCCTGATAACAGGGTAAGAGTCCAGAG  0,494 

M2 rs111797680 2 24 pb GTCTTAGAGAACAGAAGAGGCAGG 0,500 

M6 rs66501513 6 30 pb CACTCCAGTCTGGCAACAGAGACTCTGTCT 0,606 

M12 rs143237331 12 30 pb CAAGTGACCCTCCCCCAGTCTATTCCAATG 0,787 

M17 rs72083748 17 26 pb GCTTGTATTGCACATCACACATACCC 0,572 

dbSNP: banco de dados de SNP do NCBI; Cr: cromossomo; Pi: frequência do alelo inserção. 

 

Em casos de pacientes submetidos a Transplante de Células Tronco-

Hematopoiéticas, quando o doador é homozigoto del/del e o receptor é inserção 

positiva, homo ou heterozigoto (in/_), cria-se a situação em que, naquele locus 

específico, há uma sequência exclusiva de DNA do receptor que pode ser 

amplificada por primer complementar a ela (primer inserção-específico). Nesse 

sistema, o segundo primer a ser utilizado em conjunto com o inserção-específico 

pode ser complementar à sequência flanqueadora à inserção (Figura 3). 

 

Figura 3. Esquema da posição relativa dos primers (em vermelho) a serem utilizados na detecção do 

alelo inserção (em azul). Forward e Reverse são primers flaqueadores à região InDel, enquanto que o 
primer Forward i é complementar à inserção. 
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Todos os primers foram desenhados com base em sequências já descritas e 

disponíveis no site do National Center for Biotechnology Information – NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A sequência dos primers (sintetizados por Sigma-

Aldrich) e o tamanho dos amplicons gerados estão listados nas Tabela 2 e Tabela 3, 

respectivamente. 

 

Tabela 2. Lista dos loci InDel analisados no presente estudo e seus respectivos primers para PCR.  

Locus Forward (5'-3') Reverse (5'-3') Inserção-específico (5'-3') 

MID1386 AGAGGATCATGGAGACCAAC ATGTTCCAAGTCAGCAGCAC Fi - AACTATTCATTTTTCACCCT 

MID818 TAGAGCCAGTTAGAGGGAGG ACTTCAGTCGTCACTCCATC Ri - GTAGAGAACAGCTCCCCAGA 

MID856 AACATGGGAACTGCTCATTA TATTGTGCTCATTTTCTGGG Ri - TTCGTTGTGATTAGAAGATTC 

MID1039 TGGCGTTTCATCTCTTTGG CACAGGCTTGCAAATCTCTG Fi - GTTCATTGTGCTGTGCCTGT 

L8  TTTAGACCAAGGCTCAAGG CTGGAGCACATTCTGAACC Fi - CTTTCCTAGAACTCTGCCCT 

L19  CCTCTCTGCTGTGTGGACTT CTGGACCTCACTCTCCTCAC Fi - TCTCCCTGTCCGCACTGAT 

L22  GTGAGTGAGGGGACAGTCGT TGCAGGCCTGACATAGACC Fi - TGGCCTGATAACAGGGTAAGA 

M2 AGGATTGACTCTTCTGATCAG ATCACTGTTGTTAGGACGCA Fi - TTAGAGAACAGAAGAGGCAGG 

M6 GAATGGCTTGAACCTGGGA AGGACTGCGTAGTTTTGAGC Fi - ACTCCAGTCTGGCAACAGAGA 

M12 GGTATCCCATCTTCAAAAGG CATAACCATGGGATCCACTAGT Fi - CTCCCCCAGTCTATTCCAA 

M17 CCATTTCTCAGTGTTGCTTG CCATCGAAGCATCAGGAGA Fi - ATTGCACATCACACATACCC 

F: Forward; R: Reverse; A letra i denota primers dirigidos à inserção. 

 

Tabela 3. Lista de pares de primers e tamanho dos amplicons gerados após os processos de 

amplificação. 

Locus Par de primers 
Tamanho do amplicons (pb) 

(In/Del) 

MID1386 F/R 

Fi/R 

89 / 68  

62 

MID818 F/R 

F/Ri 

143 / 119  

86 

MID856 F/R 

F/Ri 

138 /112  

104 

MID1039 F/R 

Fi/R 

115/75 

74 

L8  F/R 

Fi/R 

188/159 

137 

L19  F/R 

Fi/R 

171/145 

80 

L22  F/R 

Fi/R 

103/71 

73 

M2 F/R 

Fi/R 

234/210 

197 
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Locus Par de primers 
Tamanho do amplicons (pb) 

(In/Del) 

M6 F/R 

Fi/R 

245/215 

190 

M12 F/R 

Fi/R 

130/100 

79 

M17 F/R 

Fi/R 

127/101 

67 

F: Forward; R: Reverse; A letra i denota primers dirigidos à inserção. 

 

ANÁLISE LABORATORIAL 

Reação em Cadeia da Polimerase 

A fenotipagem das amostras dos pares receptor (pré-transplante) e doador foi 

realizada utilizando os pares de primers flanqueadores à região da inserção, por 

PCR convencional. As condições de amplificação de cada locus estão descritas na 

Tabela 4. 

Reagentes e soluções 

1. Tampão de reação TE 10X: 100 mM Tris/HCl pH 8,3; 500 mM KCl (Sigma-
Aldrich). 

2. MgCl2: 25 mM (Sigma-Aldrich). 

3. Primers InDel: pares de primers em solução trabalho de 2,5 µM (Sigma-
Aldrich). 

4. Desoxiribonucleotídeos trifosfato – dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP): 20 
mM (Biotools-B&M Labs, SA). 

5. Taq DNA polimerase: 5 U/µL (Sigma-Aldrich). 

6. Água ultrapura MilliQ (Millipore Corporation). 

Procedimento 

Nos ensaios de PCR convencional, realizados em um volume final de 25 µL, os 

reagentes _ tampão de reação, primers, dNTP e DNA polimerase _ são previamente 

misturados em um único tubo (mix de reagentes) para garantir a homogeneidade 

das reações. A quantidade de cada reagente varia dependendo do locus (Tabela 4).  
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Tabela 4. Reagentes presentes no mix de PCR para amplificação de cada locus InDel. 

Locus 
Tampão de 
reação (µL) 

Cloreto de 
Magnésio (µL) 

Par de 
primers (µL) 

dNTP 
(µL) 

DNA polimerase 
(µL) 

Referência 

MID1386 2,5 1,5 2,0 0,16 0,4 (Santos, 2014) 

MID818 2,5 1,5 2,0 0,16 0,4 (Santos, 2014) 

MID856 2,5 1,5 2,0 0,16 0,4 (Santos, 2014) 

MID1039 2,5 1,5 2,0 0,16 0,1 (Brazorotto, 
2017) 

M6 2,5 0,75 0,75 0,25 0,1 (Rodrigues, 
2018) 

M
u

lt
ip

le
x
 M2 2,5 1,5 0,75 0,25 0,1 (Rodrigues, 

2018) 
L19   0,4   

M17   1,0   

M
u

lt
ip

le
x
 M6 2,5 1,5 1,0 0,25 0,1 (Rodrigues, 

2018) 
L8   0,5   

M12   2,0   

 

Água ultrapura é adicionada ao mix de reagentes qsp 22 µL. Alguns loci estão 

padronizados em reações multiplex. 

Em cada microtubo de 0,2 mL (placa de 96 poços), pipetar 3 µL de DNA genômico e 

22 µL do mix de reagentes. Para cada análise, adicionar ao ensaio um controle 

negativo contendo água ao invés de DNA (NTC). Após homogeneização, vedar a placa 

com filme adesivo. 

As reações de amplificação do DNA ocorreram no termociclador GeneAmp® PCR 

System 9700 (ThermoFisher Scientific). Condições ciclagem do termociclador: 

aquecimento inicial a 95°C por 11 minutos seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 

minuto, 60°C por 1 minuto e 70°C por 1 minutos, com extensão final a 70°C por 10 

minutos. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 

Reagentes e soluções 

1. Solução de acrilamida/bisacrilamida (29:1): 29 g de acrilamida (PM = 
71,08); 1 g de N,N’-metileno-bis-acrilamida (PM = 154,17); 100 mL de água 
destilada. 

2. Solução de EDTA 0,5 M pH 8,0: 186 g de EDTA (PM = 372,24); 1 L de água 
destilada; acertar o pH com pastilhas de hidróxido de sódio (NaOH). 
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3. Tampão TBE 10X 0,9 M pH 8,0: 108 g de Tris (PM = 121,1); 53 g de ácido 
bórico (PM = 61,83); 40 mL de solução de EDTA 0,5 M pH 8,0; água 
destilada qsp 1 L. 

4. Tampão TBE 1X 0,9 M pH 8,0: 100 mL de Tampão TBE 10X; 900 mL de 
água destilada. 

5. TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina) (Sigma-Aldrich). 

6. Solução saturada de persulfato de potássio: 650 mg de persulfato de 
potássio (PM = 270,32); 6,5 mL de água destilada. 

7. Tampão de amostra Loading Buffer: Sacarose; Bromofenol 2,5%; Xileno 
cianol 2,5%; EDTA 0,5 M pH 8,0; TBE 10X; Ficol 30%. 

8. Mix para gel não-desnaturante 10%: 66,66 mL de solução 

acrilamida/bisacrilamida; 14 mL de glicerol; 97 mL de água destilada; 20 
mL de TBE 10%. 

9. Ladder 100 pb: 5 µL de solução ladder 500 µg/µL; 150 µL de água 
destilada; 50 µL de Loading Buffer. 

Procedimento 

Polimerizar o gel em um cassete composto por duas placas de vidro (17 cm x 13 cm) 

separadas por espaçadores de teflon e presas por grampos. Para cada placa, utilizar 

13 mL de mix de gel não-desnaturante 10% acrescidos de 20 µL de TEMED e 500 

µL de persulfato de potássio. Estes dois últimos são os catalizadores da reação de 

polimerização e são adicionados imediatamente antes de verter o gel no cassete. 

Posicionar um pente de teflon na borda superior, formando poços no gel, onde 

posteriormente são aplicados os produtos da PCR.  

Após a polimerização do gel (30 minutos), retirar o pente e lavar os poços com água. 

Montar o gel em cuba de eletroforese vertical contendo tampão TBE 1X em ambos 

os polos (superior e inferior). Essa cuba, conectada a uma fonte de voltagem 

constante, é ajustada a 200 V e 400 mA inicial. Realizar uma pré-corrida de 15 

minutos, em que a cuba com o gel é ligada à fonte antes da aplicação das amostras 

e submetida às condições de eletroforese. Após desligar a fonte, aplicar em cada 

poço no gel um mix de 7 µL de amostra de produto de PCR e 7 µL de Loading Buffer. 

A cada gel também é aplicado o ladder de 100 pb em um dos poços. Após a 

aplicação das amostras, religar as fontes e a eletroforese prossegue por 

aproximadamente 1 hora e 30 minutos. 
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Coloração e secagem de gel 

Reagentes e soluções 

1. Solução de nitrato de prata: 100 g de nitrato de prata; 1 L de água (manter 
a solução ao abrigo da luz).  

2. Solução fixadora: 160 mL de álcool etílico (PA); 7 mL de ácido acético 
glacial (PA); 833 mL de água destilada.  

3. Solução reveladora: 22,5 g de NaOH (PM = 40,00); 1 L de água destilada; 
no momento da coloração do gel adicionar 1 mL de Formaldeído (PM = 
30,05) para cada 100 mL de solução. 

Procedimento 

Com o término da corrida de eletroforese, retirar o gel cuidadosamente das placas 

de vidro e colocar em um recipiente contendo 100 mL de solução fixadora. 

Adicionar 3 mL de solução de nitrato de prata, agitando por 5 minutos. Após a 

impregnação com nitrato de prata, descartar essa solução e lavar o gel com 100 mL 

de água destilada morna para retirar o excesso de prata, agitando levemente e, ao 

final, descartar a água. 

Para a revelação do gel, adicionar ao recipiente contendo o gel aproximadamente 

100 mL de solução reveladora previamente aquecida e acrescida de 1 mL de 

formaldeído, agitando por alguns minutos até que as bandas se tornem nítidas. A 

solução reveladora é então desprezada e a reação de revelação é bloqueada com 

solução fixadora. 

Após a leitura, secar todos os géis para que possam ser armazenados para caso 

sejam necessárias análises e confirmações posteriores. Para isso, cobrir uma placa 

de vidro com papel celofane molhado. Posicionar o gel sobre estes e cobrir com 

outra folha de papel celofane molhada, sempre com o cuidado de não deixar bolhas 

de ar. Após secagem à temperatura ambiente, o gel é devidamente identificado e 

armazenado. 
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Quantificação de DNA-padrão 

Reagentes e soluções 

1. Kit QuantifluorTM dsDNA System (TM346) - Promega.  

2. Tampão TE 20X. 

3. DNA Lambda padrão. 

Procedimento 

Primeiramente os componentes do Kit Quantifluor são descongelados em 

temperatura ambiente. Preparar a solução de trabalho TE 1X diluindo 20 vezes o 

tampão TE 20X em água livre de nucleases. 

Preparar a solução de trabalho Quantifluor TM dsDNA Dye. Para isso, diluir 200 

vezes o QuantifluorTM dsDNA Dye em TE 1X. Manter a solução sob abrigo da luz 

cobrindo o tubo com papel alumínio ou em local escuro. 

Para preparar a curva-padrão, diluir o Lambda DNA 1:50 em TE 1X deixando a 

solução na concentração de 2 ng/μL. Para isso, adicione 4 μL do DNA Lambda 

padrão em 196μL de TE 1X. Rotular como tubo 1 e utilizar a solução para o preparo 

da curva conforme Tabela 5. 

 

Tabela 5. Diluição seriada de Lambda DNA para quantificação de DNA com Kit QuantifluorTM dsDNA 
System. 

Tubo Volume de DNA Volume de TE 1X Concentração 

1 200 μL de Lambda DNA (2ng/μL) 0 2000 pg/µL 

2 20 μL de Lambda DNA (2ng/μL) 180 µL 200 pg/µL 

3 20 μL do tubo 2 180 µL 20 pg/µL 

4 20 μL do tubo 3 180 µL 2 pg/µL 

5 0 200 µL 0 

 

Misturar 50 μL de cada amostra da curva-padrão (tubos 1 a 5) a 50 μL do reagente 

Quantifluor em um microtubo da placa escura de 96 poços. As amostras da curva-

padrão são feitas em triplicatas. Misturar 50 μL de cada amostra desconhecida a 50 

μL do reagente Quantifluor em um microtubo da placa escura de 96 poços. 
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Incubar a placa por 5 minutos no escuro e em seguida realizar a leitura no 

fluorímetro. Ajustar os comprimentos de onda de excitação e emissão para 485 nm 

e 528 nm, respectivamente. 

Após a leitura, utilizar os valores de fluorescência da curva-padrão para construção 

de um gráfico de regressão linear e a usar a equação da reta para o cálculo dos 

valores da concentração das amostras desconhecidas. 

Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 

Ensaios de qPCR foram utilizados para amplificação dos loci InDel informativos, 

utilizando os primers inserção-específicos em conjunto com o flanqueador 

complementar. Posteriormente, estes foram usados na quantificação do DNA 

residual dos pacientes submetidos a TMO. 

A qPCR foi realizada na presença de corante fluorescente verde (reporter) que se liga 

intercala ao DNA fita dupla e, quando excitado por um laser, produz um sinal 

fluorescente detectado pelo termociclador. Nos primeiros ciclos da PCR (3 a 15 

ciclos) há detecção de sinais de fluorescência em baixo nível (baseline), pequenas 

mudanças no sinal fluorescente consideradas como background ou “ruído” da 

reação (Invitrogen, 2008). Quando a sequência alvo está presente na amostra, o 

produto da PCR se acumula e, em algum ponto, a intensidade do sinal torna-se 

detectável. O aumento do sinal fluorescente é diretamente proporcional ao número 

de amplicons que estão sendo gerados. 

A emissão da fluorescência pode oscilar devido a flutuações causadas por 

alterações na concentração dos reagentes ou no volume final. Por este motivo, 

utiliza-se uma referência passiva, um fluoróforo que fornece uma referência interna 

para a qual o sinal do corante reporter pode ser normalizado durante a análise dos 

dados. O reporter normalizado (Rn) é a razão entre a intensidade de emissão de 

fluorescência do corante reporter e a intensidade de emissão de fluorescência do 

corante da referência passiva. O Rn também pode ser corrigido pela baseline (ΔRn= 

Rn – baseline), e indica a magnitude do sinal gerado pelos amplicons na qPCR 

(Applied Biosystems, 2006). 

A mudança na fluorescência ao longo da reação é representada em um gráfico de 

amplificação (Figura 4) que mostra o acúmulo de produtos durante a qPCR. 
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Chama-se threshold o nível de sinal que reflete um aumento estatisticamente 

significativo em relação ao sinal da baseline. Esse limiar distingue o sinal de 

amplificação do sinal basal. O ciclo em que o sinal fluorescente da reação cruza o 

threshold é denominado threshold cycle (Ct). Esse valor pode ser utilizado para 

cálculos de quantificação de DNA, uma vez que o valor de Ct é inversamente 

proporcional à quantidade inicial de DNA alvo. 

 

 

Figura 4. Gráfico de amplificação gerado a partir da detecção do sinal de fluorescência (Rn) durante 
os sucessivos ciclos da PCR em Tempo Real. Demonstração da baseline do sinal fluorescente, do 
threshold (vermelho), do Ct (threshold cycle) e do ΔRn. Amostra amplificada em verde e NTC (No 
Templete Control) em azul. 

 

A partir de diluições seriadas de uma amostra com concentração conhecida pode 

ser criada uma curva-padrão, usada para determinar a concentração inicial de uma 

amostra ou a eficiência da reação (Figura 5). A curva-padrão é dada pelo logaritmo 

da quantidade de DNA de cada amostra na diluição seriada em função do valor de 

Ct correspondente a cada concentração. 
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Figura 5. Exemplo de curva-padrão, representada pelo threshold cycle (Ct) em função do logaritmo 

da quantidade inicial de DNA. Os valores de slope, y-intercept e coeficiente de determinação (R²) são 

usados para gerar informação sobre a performance da reação. 

 

A curva-padrão deve ser linear ao longo de toda a gama de concentrações, podendo 

ser descrita pela equação da reta de regressão linear (y=ax+b), a qual permite 

calcular o número de cópias/concentração da amostra de interesse. A inclinação da 

curva-padrão (slope) é usada para avaliar a eficiência (E) da reação de qPCR, 

calculada de acordo com a seguinte equação: 

 

Caso optado, ao final da reação de amplificação, as amostras são aquecidas de 60ºC 

até 95ºC. Com o aumento da temperatura e desnaturação das duplas fitas com 

moléculas de corante incorporado, ocorre uma diminuição na fluorescência 

observada devido à liberação do corante. O decaimento da fluorescência (F), em 

função do aumento da temperatura (T), gera a curva de dissociação (Figura 6). A 

partir dela, é possível estimar a temperatura de melting (Tm) em que 50% das 

moléculas de DNA estão dissociadas (Stratagene, 2004). 

Para melhor visualização da Tm de cada fragmento, a curva de dissociação é 

convertida em um gráfico de pico. O pico de melting (Figura 6) é obtido da derivada 

negativa da fluorescência pela temperatura, em função da temperatura (-dF/dT vs. 

T).  

 



M a t e r i a l  e  M é t o d o s   4 6  

 

 

Figura 6. A curva de dissociação ou curva de melting (azul) gerada após a qPCR na presença de 

corante intercalante de DNA mostra o decaimento da fluorescência em função do aumento de 
temperatura, à medida que ocorre desnaturação dos fragmentos amplificados. O pico de melting 

(verde) é obtido da derivada negativa da Fluorescência (F) pela da Temperatura (T), em função da 
Temperatura. A linha tracejada em vermelho demarca a temperatura de melting (Tm) do fragmento 

amplificado. 

 

Padronização da InDel-qPCR 

Reagentes e soluções 

1. 2x qPCRBIO SYGreen Mix + 50µM ROX Additive (PCR Biosystems). 

2. Primers InDel: pares de primers (Forward-i e Reverse) em solução trabalho 
de 1,0 µM (Sigma-Aldrich). 

3. Primers β-actina: 5’-GTACTTCAGGGTGAGGATGCC-3’ e 

5’-CGTCTTCCCCTCCATCGTG-3’: 2,5 μM (Sigma-Aldrich). 

4. Água ultrapura MilliQ (Millipore Corporation). 

Procedimento 

Os experimentos de qPCR foram realizados em um volume final de 20 µL, todos os 

reagentes foram previamente misturados em um único tubo (mix de reagentes) para 

garantir a homogeneidade das reações. Para cada reação, foram utilizados sempre 

10 µL de SYGreen Mix + ROX, conforme instruções do fabricante (PCRBiosystems, 

2017) e 1 µL de DNA, além dos primers (Tabela 6), adicionando-se água ultrapura 

qsp 20 µL. Em cada microtubo de 0,1 mL da placa de 96 poços, foram pipetados a 
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amostra de DNA e o mix de reagentes. Após homogeneização, a placa foi 

centrifugada por 3 minutos a 2000 rpm e vedada com filme adesivo. 

As condições de amplificação dos sete loci informativos utilizando os pares de 

primers inserção-específico/flanqueador (Forward-i/Reverse ou Forward/Reverse-i) 

foram determinadas testando diferentes concentrações de primers. Dessa forma é 

possível definir a menor concentração capaz de produzir o melhor sinal de detecção, 

com menor Ct e maior ΔRn, pela análise da curva de amplificação; e ausência de 

amplificações inespecíficas ou dímeros de primers, pela análise da curva de 

dissociação. Para isso, a quantidade inicial de DNA (amostra-padrão inserção 

positiva) foi fixada em 50 ng e variou-se a concentração inicial dos primers (0,5 μM; 

1,0 μM; 1,5 μM; 2,0 μM; 2,5 μM e 3,0 µM). Amostras que apresentaram melhores 

resultados para 3,0 µM foram testadas também para as concentrações 3,5 µM e 4,0 

µM. 

A curva de eficiência dos pares de primers inserção-específicos/franqueadores foi 

realizada com 6 diluições seriadas (1:4) de DNA controle, variando de 20 a 0,019 ng 

de DNA. Em todos os ensaios de qPCR, as amostras foram aplicadas em triplicata. 

Na Tabela 6 estão descritas as concentrações iniciais dos primers utilizados nos 

ensaios de qPCR após padronização. 

 

Tabela 6. Concentração inicial dos primers utilizados nos ensaios de InDel-qPCR. 

Locus Primer Forward (µM) Primer Reverse (µM) 

MID1386 2,5 2,5 

MID856 4,0 3,0 

MID1039 1,0 0,8 

L22 1,5 1,5 

M2 3,0 3,0 

M6 2,5 2,5 

M17 3,5 3,5 

β-actina 2,5 2,5 

 

O gene β-actina foi utilizado como controle endógeno para quantificação do total de 

DNA presente em cada amostra pós-transplante. A eficiência da reação com os 

primers para o gene β-actina também foi verificada por meio de uma curva-padrão 
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com cinco diluições seriadas (1:10) de DNA padrão de 100 ng a 0,01 ng. A 

concentração inicial de cada primer utilizado está descrita na Tabela 6. 

As condições de amplificação do DNA em termociclador StepOnePlus™ System 

(ThermoFisher Scientific), consistiram em: ativação inicial da polimerase a 95°C por 

10 minutos, seguida de 50 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A 

curva de melting foi produzida ao final da reação de amplificação, aumentando a 

temperatura de 60°C até 95°C por 15 segundos, de acordo com instruções do 

fabricante. 

Os resultados foram visualizados no programa StepOne Software versão 2.3 

(ThermoFisher Scientific). Todos os produtos de qPCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para confirmação da amplificação de 

fragmentos no tamanho (pb) esperado. 

Quantificação de quimerismo hematopoiético 

Para a quantificação do quimerismo hematopoiético foram utilizadas as amostras 

de DNA pós-transplante nos casos informativos, ou seja, quanto o doador foi 

classificado como homozigoto del/del e o receptor, heterozigoto in/del ou 

homozigoto in/in, em cada um dos loci avaliados. Dependendo da classificação do 

doador em homo ou heterozigoto, foram construídas duas curvas-padrão para um 

mesmo locus, devido a presença de uma ou duas cópias do alelo inserção. 

As curvas-padrão para quantificação foram construídas com amostras de DNA-

padrão classificados como in/del ou in/in, previamente quantificados por 

fluorimetria, conforme descrito anteriormente no item Quantificação de DNA-

padrão de Materiais e Métodos. 

Cada uma das amostras pós-TMO foi quantificada em triplicata, na presença da 

curva-padrão. Para o cálculo da quantidade inicial de DNA alvo presente em cada 

amostra pós-TMO foi utilizada a reta de regressão linear, dada pela seguinte 

equação: 

 

Em que,  
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 y: Ct da amostra 

 m: slope 

 x: logaritmo da concentração de DNA da amostra 

 b: y-intercept 
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RESULTADOS 

AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

Para a realização deste estudo, um total de 10 casos de paciente submetidos a 

Transplante de Medula Óssea alogênico foram cedidas pelo Laboratório de 

Hematologia do HCFMRP-USP. Os 10 pacientes totalizaram um montante de 74 

volumes de prontuários. Os dados clínicos compilados estão descritos no item 

Apêndices e, resumidamente, na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Dados clínicos dos pacientes. 

Total de pacientes 10 

Sexo do paciente  

     Masculino 8 

     Feminino 2 

Sexo do doador  

     Masculino 4 

     Feminino 6 

Parentesco do doador  

     Mãe 1 

     Irmão/Irmã 9 

Diagnóstico  

     Leucemia Mielóide Crônica 7 

     Leucemia Linfobástica Aguda 2 

     Anemia Aplástica Severa 1 

Tipo de condicionamento*  

     Mieloablativo 9 

     Não mieloablativo 0 

Idade ao transplante, mediana (variação) 28 (13-56) 

Células nucleadas infundidas (x108/Kg), mediana (variação) 4,63 (3,85-8,99) 

Recidiva pós-transplante  

     Precoce (≤ 1 ano) 4 

     Tardia (> 1 ano) 3 

     Sem recidiva 3 

*Para um paciente não há informação no prontuário sobre o tipo de condicionamento. 
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Dos 10 pacientes avaliados, a maioria é do sexo masculino (80%). Já entre os 

doadores as mulheres foram mais frequentes (60%). Em somente um caso a doação 

ocorreu de mãe para filho, nos demais casos, foram entre irmãos. A Leucemia 

Mielóide Crônica (LMC) foi a doença de base mais prevalente (70%). 

Sobre o condicionamento a que os pacientes foram submetidos, para o caso 04 não 

foi encontrada essa informação no prontuário do paciente, os demais todos foram 

submetidos a condicionamento mieloablativos, ou seja, quimioterapia ou 

radioterapia para destruição da medula óssea previamente ao transplante. 

As coletas de DNA pós-TMO cedidas para esta pesquisa totalizaram 72 amostras, 

descritas em Apêndices, e, de forma resumida, na Tabela 8. O número de coletas 

por caso variou de 1 a 12 amostras. A Figura 7 apresenta a distribuição das coletas 

em função dos dias pós-TMO. Observa-se que somente 6 amostras (8%) foram 

coletadas antes do D+100 (dia pós-transplante), sendo que a maioria (82%) foram 

coletas após o D+365. 

 

Tabela 8. Descrição das amostras de DNA do receptor após o Transplante de Medula Óssea, para 

cada um dos 10 casos. 

Caso Data do TMO Amostras (n) Data pós-TMO a  DNA (ng/µL) b 

01 12/05/1995 01 26/02/1997 302,0 

02 09/11/2000 05 26/01/2001 - 03/08/2005 202,3 - 469,1 

03 24/01/2006 03 24/02/2006 - 25/04/2006 136,4 - 389,4 

04 02/03/2001 01 26/10/2014 113,0 

05 08/10/2002 12 09/01/2006 - 25/06/2012 96,8 - 821,3 

06 03/12/2003 12 10/07/2006 - 20/08/2013 71,7 - 443,2 

07 08/09/2004 10 13/12/2004 - 10/03/2015 5,9 - 494,4 

08 20/05/2004 11 22/05/2006 - 17/11/2015 101,5 - 492,8 

09 24/10/2004 07 14/02/2006 - 06/10/2006 171,3 - 403,4 

10 05/09/2005 07 13/10/2005 - 31/08/2006 212,1 - 1036,4 

a Data da primeira e da última coleta pós-transplante. 
b Variação da concentração de DNA das amostras. 
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Figura 7. Gráfico de dispersão. Amostra de DNA de cada caso em função do dia pós-transplante em 

que foi coletada. 

 

DETERMINAÇÃO FENOTÍPICA – RECEPTORES E DOADORES 

Todas as amostras de DNA do receptor pré-TMO e doador tiveram seus fenótipos 

classificados para cada um dos 11 loci InDel, utilizando os pares de primers 

flanqueadores à região da inserção, por PCR convencional (Tabela 9). Assim, eles 

foram classificados em três possíveis fenótipos: a) homozigoto para o alelo inserção 

(in/in); homozigoto para o alelo deleção (del/del) e heterozigoto (in/del). 

Foi considerado um locus informativo quando o doador é homozigoto para o alelo 

deleção e o receptor apresenta pelo menos um alelo inserção, ou seja, in/del ou 

in/in. 

De nove casos analisados, 7 (77,7%) apresentaram loci informativos. Quatro casos 

apresentaram apenas um locus informativo, sendo eles os casos 02, 05, 06 e 10. Os 

casos 01, 04 e 07 apresentaram pelo menos dois loci informativos. O caso 03 foi 

desconsiderado uma vez que a coleta da amostra do receptor foi realizada após o 

primeiro TMO (Apêndices). 
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Tabela 9. Lista dos fenótipos dos 10 pacientes e seus respectivos doadores. Destacados em cinza os 
loci informativos para uso de primers inserção-específicos. 

Amostra a 
MID 

1386 

MID 

818 

MID 

856 

MID 

1039 
L8 L19 L22 M2 M6 M12 M17 

0100 in/del in/del in/del in/del in/del del/del in/del in/del in/del in/del in/in 

0101 in/del in/del del/del del/del in/in in/del del/del del/del del/del in/in in/del 

0200 in/del in/del in/del in/in in/in del/del in/del del/del in/del in/del del/del 

0201 in/del in/del in/del in/del in/in del/del del/del del/del in/in in/in del/del 

0300 in/del del/del del/del in/in in/del in/del in/del in/in in/in in/in in/del 

0301 in/del del/del del/del in/in in/del in/del in/del in/in in/in in/in in/del 

0400 in/del in/in del/del del/del in/in in/in in/del in/del in/in in/del in/in 

0401 in/in in/del del/del in/del in/del in/del in/del del/del in/in in/del del/del 

0500 in/del in/del in/del in/del del/del del/del in/del in/in in/del in/in in/del 

0501 in/del in/in in/del in/del del/del del/del in/in del/del in/del in/in in/del 

0600 in/in in/in in/del in/del in/del in/in in/in in/in in/in in/del in/in 

0601 del/del in/in in/del in/in in/del in/in in/del in/del in/in in/del in/in 

0700 in/in in/in in/del in/del in/del in/del in/del in/del in/in in/in in/del 

0701 in/in in/in in/del del/del in/in in/del in/del del/del in/del in/in in/del 

0800 in/in in/in in/del del/del in/in in/del del/del del/del in/in in/in in/del 

0801 in/in in/del in/del in/del in/del in/del in/del in/del in/in in/in in/in 

0900 in/in in/in del/del del/del in/in in/del del/del del/del in/in in/in in/in 

0901 in/in in/in del/del del/del in/in in/del del/del in/in in/in in/in in/in 

1000 in/in del/del del/del in/del in/del del/del in/del in/in del/del in/in in/del 

1001 in/del del/del del/del in/del in/in del/del del/del in/del del/del in/in in/in 

a Amostras final 00 referem-se aos receptores; Amostras final 01 referem-se aos doadores de cada caso. 

 

PADRONIZAÇÃO LABORATORIAL 

InDel-qPCR 

Considerando os 11 loci InDel avaliados, sete foram informativos: MID1386, 

MID856, MID1039, L22, M2, M6 e M17. Cada locus poderia ser informativo em 

homo ou heterozigose ou em ambos os casos. Neste último caso, necessitando de 

padronização de duas curvas-padrão, como o ocorrido para o locus M2. Assim, para 

os sete loci InDel, foram padronizadas um total oito curvas-padrão para 

quantificação do quimerismo hematopoiético das amostras dos receptores pós-TMO. 

A seguir são apresentadas imagens, para cada locus InDel informativo, 

demonstrando:  a) curva de amplificação das diluições seriadas realizadas para 
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avaliar a eficiência dos primers inserção-específico/flanqueador; b) curva-padrão 

produzida para quantificação de DNA; e c) pico de melting gerado a partir da curva 

de dissociação dos fragmentos amplificados. Abaixo de cada imagem estão também 

descritos os valores de slope, Y-intercept, coeficiente de determinação e eficiência de 

cada curva-padrão (Figura 8Figura 15). Enquanto na Tabela 10 são listados os 

valores de Ct médio e Tm média obtidos para cada uma das seis diluições realizadas 

em triplicata. 

A análise da curva de dissociação mostra um único pico de melting correspondente 

à amplificação de um único fragmento em cada um dos loci. Não houve amplificação 

na ausência de DNA (NTC) ou na presença de DNA-padrão homozigoto del/del, 

ambos controles negativos das reações. 
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Figura 8. Padronização locus InDel MID1386 (in/in). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) 

Pico de melting. 
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Figura 9. Padronização locus InDel MID856 (in/del). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) 

Pico de melting. 
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Figura 10. Padronização locus InDel MID1039 (in/del). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. 
C) Pico de melting. 
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Figura 11. Padronização locus InDel L22 (in/del). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) Pico 
de melting. 
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Figura 12. Padronização locus InDel M2 (in/in). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) Pico 
de melting. 
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Figura 13. Padronização locus InDel M2 (in/del). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) Pico 
de melting. 
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Figura 14. Padronização locus InDel M6 (in/del). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) Pico 
de melting. 
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Figura 15. Padronização locus InDel M17 (in/in). A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) Pico 
de melting. 
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Tabela 10. Valores de Ct (threshold cycle) médio e Tm (temperatura de melting) das diluições seriadas 
e concentração inicial de DNA utilizadas para construção das curvas-padrão dos loci InDel. 

Locus Diluição DNA (ng/µL) 

Ct 

Tm 

Média DP 

MID1386 (in/in) 1 20,000 21,90 0,01 74,83 

 2 5,000 23,37 0,05 74,83 

 3 1,250 24,95 0,27 74,68 

 4 0,312 27,33 0,04 74,53 

 5 0,078 29,44 0,01 74,68 

 6 0,019 30,73 0,01 73,94 

MID856 (in/del) 1 20,000 23,68 0,11 77,07 

 2 5,000 25,13 0,37 77,07 

 3 1,250 27,21 0,27 77,07 

 4 0,312 29,26 0,36 77,07 

 5 0,078 31,35 0,61 77,07 

 6 0,019 33,25 0,37 77,22 

MID1039 (in/del) 1 20,000 27,35 0,49 80,20 

 2 5,000 28,99 0,29 80,20 

 3 1,250 31,08 0,21 80,20 

 4 0,312 33,64 0,29 80,35 

 5 0,078 35,44 0,28 80,35 

 6 0,019 36,67 0,65 80,49 

L22 (in/del) 1 20,000 30,46 0,12 82,74 

 2 5,000 32,91 0,25 82,89 

 3 1,250 35,56 0,28 82,89 

 4 0,312 38,20 0,49 82,74 

 5 0,078 40,57 0,63 82,89 

 6 0,019 43,06 1,79 82,74 

M2 (in/in) 1 20,000 20,94 0,21 80,80 

 2 5,000 22,51 0,11 80,80 

 3 1,250 24,11 0,30 80,95 

 4 0,312 26,36 0,09 80,95 

 5 0,078 28,47 0,12 80,95 

 6 0,019 31,05 0,10 80,95 

M2 (in/del) 1 20,00 32,20 0,24 79,00 

 2 5,00 33,62 0,21 79,00 

 3 1,25 36,66 0,13 78,86 

 4 0,31 38,67 0,04 78,86 

 5 0,078 41,34 0,01 79,01 

 6 0,019 43,26 0,80 79,01 

M6 (in/del) 1 20,000 24,99 0,60 81,69 

 2 5,000 27,07 1,19 81,84 

 3 1,250 27,82 1,30 81,55 

 4 0,312 30,87 0,11 81,55 

 5 0,078 33,79 0,48 81,85 
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Locus Diluição DNA (ng/µL) 

Ct 

Tm 

Média DP 

 6 0,019 34,97 1,48 81,85 

M17 (in/in) 1 20,000 24,93 0,20 76,47 

 2 5,000 26,56 0,35 76,47 

 3 1,250 28,61 0,31 76,47 

 4 0,312 30,64 0,59 76,62 

 5 0,078 34,13 0,43 76,76 

 6 0,019 32,26 0,68 76,76 

DP: Desvio padrão 

β-actina 

A eficiência da reação de amplificação utilizando os primers Forward e Reverse do 

gene β-actina também foi avaliada mediante diluições seriadas em fator de diluição 

1:10, com concentração inicial de DNA variando de 100 ng a 0,01 ng. 

Na Erro! Fonte de referência não encontrada. estão descritos os valores de Ct 

médio correspondentes a cada diluição e temperatura de melting (Tm) dos 

fragmentos amplificados. Não houve amplificação na ausência de DNA (NTC). Na 

Figura 16 estão representadas: a) curva de amplificação das diluições seriadas 

realizadas para avaliar a eficiência dos primers; b) curva-padrão produzida para 

quantificação de DNA total das amostras; e c) pico de melting gerado a partir da 

curva de dissociação dos fragmentos amplificados. Também estão descritos os 

valores de slope, Y-intercept, coeficiente de determinação e eficiência de cada curva-

padrão. 

 

Tabela 11. Valores de Ct (threshold cycle) médio e Tm (temperatura de melting) das diluições seriadas 

e concentração inicial de DNA utilizadas para construção das curvas-padrão do locus β-actina. 

Locus Diluição DNA (ng/µL) 

Ct 

Tm 

Média DP 

β-actina 1 100,00 21,31 0,07 86,69 

 2 10,00 25,77 0,07 86,69 

 3 1,00 29,32 0,15 86,49 

 4 0,10 32,87 0,19 86,59 

 5 0,01 35,97 0,20 86,36 

DP: Desvio padrão 
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Figura 16. Padronização locus β-actina. A) Curva de amplificação. B) Curva-padrão. C) Pico de 

melting. 
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QUANTIFICAÇÃO DE DNA RESIDUAL NAS AMOSTRAS PÓS-TMO 

Os resultados das quantificações de DNA residual utilizando a técnica de InDel-

qPCR e primer inserção específico estão apresentados a seguir para cada caso. No 

geral as quantificações variaram de 0,021 ng/µL a 11,71 ng/µL, com média de 

2,616 ng/µL e mediana de 0,437 ng/µL. 

Caso 01 

O Caso 01 apresentou cinco loci InDel informativos: MID856, MID1039, L22, M2 e 

M6. Os resultados da InDel-qPCR mostraram ausência do alelo inserção na única 

amostra de DNA do receptor pós-transplante disponível para análise. 

Caso 02 

O Caso 02 apresentou apenas o locus InDel L22 como informativo. Na Tabela 12 

estão os resultados obtidos após a quantificação por InDel-qPCR das cinco amostras 

de DNA colhidas pós-TMO. 

 

Tabela 12. Quantificação de DNA de amostras pós-transplante do caso 02. 

Amostra 

L22 

DNA (ng/µL) DP CV (%) 

0202 5,787 0,26 4,55 

0203 1,266 0,06 4,47 

0204 0,437 0,12 26,61 

0205 2,273 0,15 6,77 

0206 7,145 0,15 2,10 

DP: Desvio padrão; 
CV: Coeficiente de variação. 

Caso 03 

O caso 03 não foi avaliado por InDel-qPCR por não apresentar loci informativos. 
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Caso 04 

O Caso 04 apresentou os loci M2 e M17 como informativos. Os resultados da InDel-

qPCR mostraram presença do alelo inserção na única amostra de DNA do receptor 

pós-transplante disponível para análise. 

Utilizando o locus M2 foi possível estimar a concentração de DNA residual em 0,125 

(± 0,03) ng/µL com CV = 26,81%. 

No entanto, com o locus M17 não foi possível realizar a quantificação, uma vez que 

houve amplificação do alelo inserção e de um fragmento outro de DNA presente 

também no genoma do doador (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Gráfico de pico de melting do locus InDel M17 demonstrando a amplificação de dois 

diferentes fragmentos na amostra do receptor pós-transplante (azul claro). No detalhe, o produto de 
qPCR submetido a PAGE, evidenciando que a amplificação de um fragmento espúrio tanto na 
amostra do doador, quanto do receptor. NTC: no template control. 

 

Caso 05 

O Caso 05 apresentou apenas o locus InDel M2 como informativo. Nesse caso, o 

doador foi classificado como homozigoto deleção e o receptor homozigoto inserção. 

Os resultados da InDel-qPCR mostraram ausência do alelo inserção em todas as 12 

amostras de DNA pós-transplante disponível para análise. 
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Caso 06 

O Caso 06 apresentou apenas o locus InDel MID1386 como informativo. Em todas 

as 12 amostras coletadas pós-TMO, foram detectados um fragmento de DNA não 

correspondente a inserção. Este fragmento foi presente também da amostra do 

doador, usado como controle negativo da reação (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Gráfico de pico de melting do locus InDel MID1386 demonstrando a amplificação na 

amostra do receptor pós-transplante de um único fragmentos (amarelo) não correspondente ao alelo 
inserção (vermelho). No detalhe, o produto de qPCR submetido a PAGE, evidenciando que a 
amplificação de um fragmento espúrio tanto na amostra do doador, quanto do receptor. NTC: no 
template control. 

 

Caso 07 

O Caso 07 apresentou dois loci InDel informativos: MID1039 e M2. Na Tabela 13 

estão os resultados obtidos após a quantificação por InDel-qPCR das 10 amostras de 

DNA colhidas pós-TMO. 
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Tabela 13. Quantificação de DNA de amostras pós-transplante do caso 07. 

Amostra 

 MID1039   M2 

 DNA (ng/µL) DP CV (%)   DNA (ng/µL) DP CV (%) 

0702  **     0,021 0,00 21,53 

0703  0,046 0,00 8,21   0,053 0,00 4,07 

0704  *     *   

0705  0,036 0,01 30,44   0,066 0,01 15,13 

0706  0,026 0,01 26,12   0,103 0,00 2,79 

0707  0,022 0,01 24,98   0,044 0,00 0,44 

0708  0,026 0,02 25,51   0,066 0,01 4,47 

0709  **     **   

0710  **     **   

0711  0,162 0,01 8,99   0,184 0,04 22,08 

DP: Desvio padrão; 
CV: Coeficiente de variação. 
*Resultado negativo; 
**Valor fora do limite de quantificação da curva-padrão. 

 

Caso 08 

O caso 08 não foi avaliado por InDel-qPCR por não apresentar loci informativos. 

Caso 09 

O caso 09 não foi avaliado por InDel-qPCR por não apresentar loci informativos. 

Caso 10 

O Caso 10 apresentou apenas o locus InDel L22 como informativo. Na Tabela 14 

estão os resultados obtidos após a quantificação por InDel-qPCR das sete amostras 

de DNA colhidas pós-TMO. 
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Tabela 14. Quantificação de DNA de amostras pós-transplante do caso 10. 

Amostra 

L22 

DNA (ng/µL) DP CV (%) 

1002 5,419 0,82 14,76 

1003 8,255 0,86 10,43 

1004 **   

1005 11,710 1,61 13,77 

1006 1,652 0,27 16,30 

1007 **   

1008 **   

DP: Desvio padrão; 
CV: Coeficiente de variação. 
**Valor fora do limite de quantificação da curva-padrão. 

 

QUANTIFICAÇÃO DE DNA TOTAL E FRAÇÃO DE DNA RESIDUAL 

O DNA total presente nas amostras pós-transplante foi quantificado utilizando 

primers do gene endógeno β-actina em qPCR. A partir destes valores foi possível 

estimar a fração de DNA residual do receptor, calculada pela razão entre a 

quantidade de DNA residual e DNA total.  

A quantificação do DNA total foi realizada somente para as amostras em que foi 

possível quantificar o DNA residual. Destas, duas amostras ficaram acima do limite 

de quantificação da curva-padrão, não sendo possível estimar a fração residual 

(Tabela 15). 

Os resultados da quantificação de DNA total variaram de 2,43 ng/µL a 84,65 ng/µL, 

com média de 31,42 ng/µL e mediana de 25,43 ng/µL. A fração de DNA residual 

calculada variou de 0,065% a 40,6%, com média de 12,5% e mediana de 1,27%. 
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Tabela 15. Quantificação de DNA total e fração do DNA residual das amostras pós-transplante dos 

casos 02, 04, 07 e 10. 

Amostra 

  β-actina   
DNA residual 

(ng/µL) 

  
Fração DNA 
residual (%) 

 

DNA (ng/µL) DP CV (%) 

  
0202 

 
19,237 1,28 6,65 

 
5,787 

 
30,083 

0203 
 

2,433 0,21 8,60 
 

1,266 
 

52,029 

0204 
 

35,450 0,88 2,48 
 

0,437 
 

1,233 

0205 
 

5,599 0,06 1,14 
 

2,273 
 

40,600 

0206 
 

47,445 3,50 7,38 
 

7,145 
 

15,059 

0402 
 

30,824 0,79 2,56 
 

0,125 
 

0,405 

0702 
 

17,464 0,86 4,95 
 

0,021 
 

0,120 

0703 
 

75,419 2,59 3,44 
 

0,049 
 

0,065 

0705 
 

25,426 0,43 1,69 
 

0,051 
 

0,200 

0706 
 

13,164 0,74 5,62 
 

0,064 
 

0,486 

0707 
 

* 
   

0,033 
  

0708 
 

3,618 0,57 15,86 
 

0,046 
 

1,271 

0711 
 

24,435 2,90 11,85 
 

0,173 
 

0,708 

1002 
 

38,780 2,97 7,66 
 

5,419 
 

13,974 

1003 
 

47,370 1,30 2,75 
 

8,255 
 

17,427 

1005 
 

84,650 8,28 9,78 
 

11,71 
 

13,833 

1006 
 

* 

  
 

1,652 
  

* Amostra acima do limite de quantificação da curva-padrão. 
DP: Desvio padrão; 
CV: Coeficiente de variação. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 
 

 

 

 



D i s c u s s ã o   7 4  

 

DISCUSSÃO 

O objetivo desta pesquisa foi quantificar a concentração de DNA residual em 

pacientes receptores de Transplante de Medula Óssea, em diferentes períodos pós-

transplante e verificar a utilidade do método InDel-qPCR para o monitoramento de 

quimerismo hematopoiético. 

Entre os motivos de se monitorar o quimerismo pós-transplante em paciente 

submetidos a TCTH, podemos destacar: a) hematopoiese residual no paciente após 

um condicionamento mieloablativo está relacionada a falha no enxerto e 

persistência da doença de base (Hill et al., 1986; Mackinnon et al., 1994); b) 

quimerismo completo logo após o transplante está associando a maior incidência de 

doença enxerto contra hospedeiro (Jiang et al., 2014); e c) quimerismo misto está 

relacionado a maior risco de recaída da doença de base (Horky et al., 2011; 

Koldehoff et al., 2006; Lamba et al., 2004). 

Esses dados em conjunto demonstram que o monitoramento rotineiro de 

quimerismo hematopoiético é uma abordagem útil para avaliar o prognóstico pós-

transplante e justificar uso de terapias como imunossupressão ou infusões de 

linfócitos de doadores. Por este motivo, esforços tem sido feito no sentido de 

aumentar a sensibilidade das técnicas de detecção de quimerismo. 

DETERMINAÇÃO FENOTÍPICA 

Foram selecionados 11 loci InDels para a realização desta pesquisa. Não foi possível 

aumentar o número de locus analisados uma vez que a quantidade de amostras 

disponível (50µL) foi um fator limitante. 

A análise do loci InDels para determinação fenotípica das amostras resultou em 

amplificações de bandas nítidas e alelos com migração eletroforética dentro da 

região e tamanhos esperados para cada amplicon. Esses resultados corroboram com 

a especificidade dos pares de primers flanqueadores para detecção dos loci InDel 

(Brazorotto, 2017; Rodrigues, 2018; Santos, 2014). 
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PADRONIZAÇÃO INDEL-QPCR 

A eficiência de uma reação de qPCR é calculada a partir do valor de slope ou 

declividade da curva-padrão. Uma reação ideal tem eficiência de 100%, o que 

significa que a quantidade de amplicons dobra a cada ciclo durante a fase 

exponencial da reação, correspondendo a um slope de -3,32. Para obter resultados 

reprodutíveis são aceitáveis valores entre 90% e 110% (Thermo Fisher Scientific, 

2016). Das nove curvas-padrão realizadas para quantificação de DNA residual e 

total, duas ficaram levemente abaixo dos valores desejáveis, porém não puderam 

ser repetidas por escassez de amostra. 

O valor de R² (coeficiente de determinação) indica a linearidade da curva-padrão, 

sendo uma medida de quão próximo é o ajuste entre a regressão linear e os valores 

individuais de Ct das amostras padrão. O valor ideal é R² = 1, entretanto, 0,999 é o 

valor máximo alcançado geralmente (Thermo Fisher Scientific, 2016).  

Uma curva-padrão linear também implica que a eficiência da reação de 

amplificação é consistente com a variação da concentração da amostra. Se a curva-

padrão se torna não-linear nas amostras de menor concentração, ela está próxima 

ao limite de detecção do ensaio. Amostras desconhecidas cujos valores de Ct estão 

na seção não linear da curva não podem ser quantificadas com acurácia. Os valores 

de R² das curvas de eficiência padronizadas foram sempre maiores que 0,971, 

indicando linearidade e precisão dos resultados. 

A curva de dissociação é utilizada para verificar a formação de produtos 

inespecíficos, como dímeros de primers e fragmento espúrios, e assegurar a 

especificidade das reações de qPCR. Uma vez que a temperatura de melting (Tm) é 

influenciada do comprimento e composição do amplicon, é possível associar uma 

dada Tm a um alvo em particular (Stratagene, 2004). Em todos os ensaios para 

padronização da amplificação dos loci InDel selecionados, foi observado somente a 

produção de um único tipo de amplicon para cada locus. 

Portanto, a eficiência das reações de qPCR, os coeficientes de determinação obtidos 

e a formação de um único pico na curva de dissociação demonstram que as 

condições laboratoriais aqui definidas são adequadas para quantificação de 

quimerismo hematopoiético por primers inserção-específicos em InDel-qPCR. 



D i s c u s s ã o   7 6  

 

QUANTIFICAÇÃO DE QUIMERISMO HEMATOPOIÉTICO 

Foram revisados todos os volumes de prontuários dos 10 pacientes (n=74). Foi 

possível observar a falta de um padrão nas anotações médicas, bem como ausência 

de resultados de exames. Somando-se às diferentes caligrafias, tornou-se uma 

tarefa árdua garimpar pelas informações necessárias, as quais nem sempre foram 

encontradas. 

Por ser uma pesquisa para avaliar a eficiência da técnica, não visávamos 

quantificar todos os pares de doador/receptor, mas sim demonstrar a possibilidade 

de utilização da técnica nesses casos e sua correlação com o histórico clínico. Dos 

10 casos inicialmente analisados, em sete foi possível aplicar a técnica de InDel-

qPCR. Os resultados obtidos, sejam eles negativos (ausência do alelo inserção) ou 

positivos (presença do alelo inserção), foram corroborados pela evolução clínica dos 

paciente, e em alguns casos, evidenciaram quimerismo prévio ao relatado nos 

prontuários. 

A seguir serão discutidos caso a caso os resultados encontrados após a 

quantificação do DNA residual dos receptores pelo método de InDel-qPCR inserção-

específico, comparando-os à evolução clínica do paciente. 

Caso 01 

O paciente receptor do caso 01 apresentou recidiva da doença em D+108, a qual foi 

tratada com sucesso. Em D+474 foi descartada a possível recaída da doença de 

base, corroborada por resultados de biópsia de MO em D+706, indicando paciente 

em remissão. 

A única amostra de DNA disponível para nossa análise foi coletada no D+656 pós-

transplante. Os resultados da InDel-qPCR mostraram ausência do alelo inserção, o 

que é condizente com a evolução clínica observada. 

Uma vez que paciente é do sexo masculino e o doador, feminino, um método de 

verificação de quimerismo é a análise de cariótipos. Coletas posteriores de amostras 

indicaram a presença significativa de quimerismo citogenético. Em D+5877, a 

presença de células com complemente sexual XY foi de 2%, passando a 26% em 

D+6059, 48% em D+6255, e 26% de células XY em D+6500. 
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A última passagem do paciente pelo HCFMRP-USP foi em 03/04/2018 (D+8362), 

porém não há informações no prontuário sobre a evolução da doença e tratamento 

após D+6500. 

Caso 02 

O paciente receptor foi submetido a exames de análise de VNTR em D+78 e D+106, 

os quais mostraram a presença de DNA 100% do doador, ou seja, ausência de 

quimerismo hematopoiético. Em D+536, ele foi diagnosticado com recaída 

molecular da LMC devido a presença da translocação BCR/ABL, resultado da fusão 

de parte do oncogene ABL com o gene BCR, proveniente da translocação entre os 

cromossomos 9 e 22, conhecido com cromossomo Philadelphia (Ph1). Em D+1474, 

foi identificada crise blástica extramedular, quando a LMC passa à fase blástica, 

com presença de doença extramedular, nesse caso, sarcoma granulocítico em 

membro inferior esquerdo. Para tratamento deste, iniciou-se quimioterapia e 

radioterapia.  

Nossos resultados para D+78 e D+106 mostram quimerismo hematopoiético de 30 e 

52%, respectivamente, contrariando o observado na análise de VNTR para o mesmo 

período. Em D+1390, o DNA residual estimado em 1,23% pode ser atribuída a má 

qualidade da amostra, pois o valor está muito discrepante das demais, sem 

justificativa clínica. Já o decréscimo observado na fração de DNA residual de 40% 

(D+1665) para 15% (D+1728) é condizente com o tratamento de quimioterapia e 

radioterapia empregados. 

O último registro no prontuário data de 18/12/2005 (D+1865), sem registro de 

retornos ao HCFMRP-USP ou de óbito. 

Caso 03 

Este caso nos foi passado com a informação de que o TMO havia sido realizado em 

24/01/2006, com coleta de DNA do receptor pré-TMO em janeiro de 2006. 

Entretanto, após análise do prontuário verificou-se que se tratava do segundo 

transplante. O primeiro TMO foi realizado em 14/04/2001, sendo que o paciente 

veio a óbito no D+174 do segundo transplante. 
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Desta forma, a coleta de DNA do receptor pré-TMO na realidade ocorreu pós-TMO, 

fato este que justifica os genótipos idênticos das amostras de doador e receptor em 

todos os 11 loci InDel analisados. 

Caso 04 

O paciente teve como doadora sua irmã, o que possibilitou análise de cariótipo para 

monitorar o quimerismo. Apesar de resultados de quimerismo citogenético variando 

entre 2 e 16% de D+356 a D+1959, a biópsia da MO mostrou ausência de 

infiltração neoplásica em D+1959. 

A única amostra de DNA disponível para nossa análise foi coletada no D+4986 pós-

transplante (26/10/2014). Os resultados da InDel-qPCR estimaram a fração de DNA 

residual em 0,4%, condizente com microquimerismo hematopoiético. Não há 

informação no prontuário do paciente sobre exames de monitoramento de 

quimerismo para essa data ou posterior. 

Caso 05 

Para essa paciente, no D+15 foi determinada a enxertia da medula óssea e, em 

D+97, a biópsia da MO mostrou ausência de implantação neoplásica. 

As amostras pós-TMO disponíveis para análise por InDel-qPCR mostraram ausência 

do alelo inserção em todas as 12 amostras coletadas entre D+1189 e D+3548. Esses 

resultados são compatíveis com a evolução clínica da paciente receptora. A última 

passagem pelo HCFMRP-USP foi em 14/04/2018 (D+5667), permanecendo sem 

qualquer indicação de recidiva da LMC. 

Caso 06 

A biópsia de MO (D+369) desse paciente mostrou ausência de infiltrados 

neoplásicos. Em D+1321 e D+3548 foram realizadas análises de VNTR mostrando 

DNA 100% do doador. O último registro do paciente no HCFMRP-USP, data de 

10/04/2018 (D+5242), permanecendo sem qualquer indicação de recidiva da 

doença de base. 
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A análise por InDel-qPCR do único locus InDel informativo neste caso mostrou 

ausência do alelo inserção, mesmo amplificando uma sequência de DNA inespecífica 

pertencente ao doador. O resultado negativo é compatível com o histórico clínico do 

paciente. 

Caso 07 

O paciente receptor do caso 07 apresentou recaída molecular em D+362, 

determinada pela presença da translocação BCR/ABL. Em D+631 foi realizada 

infusão de leucócitos do doador (DLI), uma estratégia para tratar paciente em 

recaída. Pela análise de cariótipo foi verificada a presença de 6% de células com 

complemento sexual XY (D+733) e em D+901 foi realizada segunda DLI. Nova 

recaída molecular foi diagnosticada em D+1587, sendo que em D+2603 a análise de 

cariótipo apresentava 34% de células XY. 

Nossos resultados mostraram a presença de DNA residual (0,12%) na coleta de 

D+96, quando a pesquisa da translocação BCR/ABL deu negativa. Uma vez que em 

D+631 foi realizada DLI, era esperada redução no quimerismo (0,06%). Em D+733, 

o quimerismo hematopoiético ele passou a ser 0,2%, e em D+1587, 0,9%, quando 

foi determinada nova recaída molecular. As amostras coletadas em D+2967 e D+ 

3331 tiveram a quantidade de DNA residual estimada em 1,27% e 0,71%, 

respectivamente. No mesmo período as pesquisas por translocação BCR/ABL 

retornaram negativas. 

A última passagem desse paciente no HCFMRP-USP foi em 10/03/2015 (D+3331), 

sem mais registro da evolução clínica ou tratamento da LMC. 

Caso 08 

O paciente receptor do caso 08 apresentou resultado positivo (4%) na pesquisa por 

cromossomos Philadelphia. Em D+991, foi diagnosticada a recaída citogenética pela 

presença de 6% de células com complemento sexual XY, as quais aumentaram para 

8% (D+1775), para 34% (D+2707) e por fim, 46% no D+2875. No prontuário não 

foram encontradas indicações do tratamento, entretanto, análises de VNTR em 

D+3253, D+3442 e D+4198 indicam a presença de DNA 100% do doador. A última 
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passagem do paciente pelo HCFMRP-USP data de 25/07/2017 (D+4814), sem 

indicações de recaída da doença de base. 

Infelizmente, para esse caso, não houve loci informativos para quantificar o 

quimerismo hematopoiético nas 11 coletas pós-TMO disponibilizadas. 

Caso 09 

A paciente apresentou recaída em D+72, entrando em primeira remissão 

hematológica em D+219. Posteriormente, a paciente receptora foi diagnosticada 

com neoplasia secundária ovariana (D+409), indo a óbito no D+558. 

Infelizmente, para esse caso, não houve loci informativos para quantificar o 

quimerismo hematopoiético nas sete coletas pós-TMO disponibilizadas. 

Caso 10 

O paciente receptor recuperou a medula óssea no D+14. Diagnóstico de recaída 

molecular em D+116, iniciando quimioterapia em D+128. Em D+224, o mielograma 

mostrou presença de 95% de blastos, determinando nova recaída hematológica. 

Esse número caiu para 21% (D+271) e 12% (D+288) quando iniciou-se 

quimioterapia e DLI. Paciente entrou em cuidados paliativos no D+326 quando 

número blastos na MO voltou a crescer (72%) e 91% em D+357. Paciente foi a óbito 

no D+416. 

Nossos resultados estimam a fração de DNA residual de 14% em D+38. Em D+128, 

prévia à quimioterapia, a fração era de 17,4%, caindo para 13,8% em D+273. 

Resultados condizendo com a evolução clínica do paciente. 

ESPECIFICIDADE DOS PRIMERS INDEL 

Durante a padronização das reações de qPCR, sempre foram adicionados como 

controles negativos de reação: água em substituição de DNA (NTC) e uma amostra-

padrão homozigota para o alelo deleção (del/del). Em todos os casos, houve 

ausência de amplificações dos controles negativos, evidenciando a especificidade 
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dos primers inserção-específicos. Portanto, foram utilizados para quantificação do 

quimerismo hematopoiético. 

Entretanto, durante os ensaios de quantificação foram observados dois casos de 

amplificações espúrias, nos locus M17 e MID1386. Revendo as sequências das 

regiões flanqueadoras à inserção no dbSNP do NCBI, não observamos repetições de 

fragmentos que pudessem levar ao pareamento incorreto dos primers inserção-

específicos. Uma vez que nos demais indivíduos homozigotos del/del testados não 

houve amplificação inespecífica, não soubemos justificar a alteração no DNA dos 

doadores destas amostras. 

SENSIBILIDADE DE PRIMERS INSERÇÃO-ESPECÍFICOS EM QPCR 

O quimerismo completo está normalmente associado com o baixo risco de recidiva e 

melhores prognósticos (Andreani et al., 2014). Entretanto, o significado das células 

residuais do receptor observadas após o TCTH permanece incerto. Há diversas 

razões: a) a presença frequente de células residuais após TCTH com 

desaparecimento tardio; b) diferenças na sensibilidade de técnicas empregadas para 

o monitoramento do quimerismo, o qual tem se tornado mais frequente devido a 

técnicas mais sensíveis de detecção; c) grande número de variáveis parecem 

influenciar o aparecimento de quimerismo misto, por exemplo, o regime de 

condicionamento, a depleção de células T, o número de células infundidas e o 

intervalo de tempo entre o transplante e coleta de amostra para quantificação 

(Barrios et al., 2003; Thiede et al., 2004). 

A coleta das nossas amostras datam de 1995 a 2015. Por se tratar de um estudo 

retrospectivo, há algumas dificuldades implícitas, como a idade das amostras em si, 

as diversas variações de temperaturas sofridas (congelamento e descongelamento) e 

os diferentes métodos de extração empregados. Uma vez que ensaios de qPCR são 

especialmente influenciados pela qualidade, pureza e quantidade de DNA na 

amostra (Demeke e Jenkins, 2010), o método de extração de DNA empregado pode 

interferir nos resultados. 

Efeitos inibitórios de solventes orgânicos, sais residuais, EDTA, detergentes iônicos, 

hemoglobina ou heparina de sangue heparinizado, são mais pronunciados na 

análise por qPCR (Koshy et al., 2017), podendo afetar a eficiência da amplificação e 

contribuir para a incerteza de medição. Isso foi demonstrado por Devonshire et al. 
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(2014) ao investigar diferentes métodos de extração de DNA livre de células (cfDNA) 

do plasma sanguíneo, constatando que o rendimento e a eficiência podem diferir em 

ordens de magnitude de acordo com o método de isolamento de DNA utilizado. 

Apesar das variáveis apresentadas, nossos resultados demonstram que a técnica de 

InDel-qPCR com primers inserção-específicos tem sensibilidade elevada, detectando 

até 0,065% de quimerismo hematopoiético. Valor este superior ao obtido quando da 

análise por STRs (1 a 5%), método padrão de diagnóstico molecular de quimerismo 

(Kristt et al., 2005; Odriozola et al., 2013). 

Nosso resultado é semelhante ao encontrado por Kim et al. (2014) ao utilizar o kit 

comercial AlleleSEQR Chimerism Assay (Abbott Molecular, Santa Clara, CA) com 34 

marcadores InDel. Os autores alcançaram um limite de detecção de 0,11% e 

0,024% utilizando input de 25 ng e 250 ng de DNA, respectivamente. Enquanto que 

o kit comercial AutentiGEN® CHIMERISM Oligonucleotide (Sistemas Genómicos, 

Valencia,ES) com 13 loci InDels gerou um limite de detecção de 0,01% de 

quimerismo hematopoiético (Vicente, 2016). 

Ao comparar os resultados das quantificações obtidas para as amostras do caso 07, 

que foram informativas para dois loci InDels, nota-se que não há diferença 

significativa entre os valores. Resultados semelhantes foram obtidos por Brazorotto 

(2017) ao quantificar DNA fetal livre presente no plasma de parturientes utilizando 

a mesma metodologia descrita nesta pesquisa. 

Uma vez que no presente estudo foram analisadas amostras de pacientes 

diagnosticados com Leucemia Mielóide Crônica, Anemia Aplástica Several e 

Leucemia Linfoblástica Aguda, é evidente a utilidade da InDel-qPCR para 

quantificação de quimerismo hematopoiético pós-TMO em diferentes doenças 

hematológicas. 

INFORMATIVIDADE DOS LOCI INDEL 

A análise dos fenótipos de nove pares receptor/doador revelou loci InDels 

informativos em 77,7% dos casos (Tabela 9). Estes dados estão de acordo com 

dados da literatura, que encontraram loci informativos em 80,3% de 61 pares 

receptor/doador testados (Jimenez-Velasco et al., 2005) e 83% de 41 pares (Vicente, 

2016). 
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Os marcadores considerados mais informativos são aqueles cujas frequências 

alélicas mais se aproximam de 1/n, onde n é o número de alelos do locus. Assim, 

para InDels bialélicos, são aqueles em que as frequências se aproximam de 0,5 (Oka 

et al., 2014). No presente estudo, os loci mais informativos foram: M2, positivo para 

quatro casos, e L22, positivo para três casos, os quais apresentam frequência do 

alelo inserção (Pi) de 0,5, aproximadamente (Tabela 1). 

Considerando que, nesta pesquisa, os pares analisados são aparentados 

(transplantes alogênicos) e que estamos analisando polimorfismos bialélicos, para 

aumentar a informatividade do teste é necessário aumentar as possibilidade de 

análise. Isto pode ser feito com o acréscimo no número de loci testados, ou, uma 

outra opção, seria a utilização de um primer dirigido a sequência da deleção. 

Quando o doador é homozigoto in/in e o receptor apresenta a sequência da deleção, 

em homo ou heterozigose (_/del), o primer deleção-específico será complementar às 

regiões imediatamente flanqueadoras à inserção, sendo assim, o pareamento 

completo do primer somente ocorrerá na ausência da inserção (Erro! Fonte de 

referência não encontrada.). O segundo primer a ser utilizado em conjunto com o 

deleção-específico terá pareamento com a região flanqueadora, de forma a permitir 

a produção de amplicon. Essa ideia ainda não foi testada quanto a sua eficiência na 

detecção de DNA em baixa concentração, mas é uma etapa futura na continuidade 

deste trabalho. 

 

Figura 19. Esquema da posição relativa dos primers (em vermelho) a serem utilizados na detecção do 
alelo deleção (em azul). Forward e Reverse são primers flaqueadores à região InDel, enquanto que o 
primer Forward d é complementar à deleção. 

 

Reanalisando a Tabela 9 verificamos que há 13 situações em que usamos primers 

inserção-específico e outras 13 em que primers deleção específicos poderiam ser 

testados, aumentado a informatividade dos 11 loci InDels para 100%. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÕES E 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 

 



C o n c l u s õ e s  e  C o n s i d e r a ç õ e s  F i n a i s   8 5  

 

CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Para a realização desta pesquisa foram analisados um total de 11 loci InDels, que 

resultaram em informatividade em 77,7% dos casos dos pacientes submetidos a 

Transplante de Medula Óssea analisados. 

Oito curvas-padrão foram padronizadas para quantificação do DNA residual dos 

receptores, além da β-actina para estimativa do DNA total e fração de DNA residual. 

A eficiência das reações de qPCR, os coeficientes de determinação obtidos e a 

formação de um único pico na curva de dissociação demonstram que as condições 

laboratoriais aqui definidas são adequadas para quantificação de quimerismo 

hematopoiético por primers inserção-específicos em InDel-qPCR. 

Nossos resultados demonstraram a sensibilidade da técnica de detecção de 0,065% 

de quimerismo, com quantificações de DNA residual variando de 0,021 ng/µL a 

11,71 ng/µL. 

Por ser uma pesquisa para avaliar a qualidade da técnica, não visávamos analisar 

todos os pares de doador/receptor, mas sim demonstrar a possibilidade de 

utilização da técnica nesses casos e sua correlação com o histórico clínico. Assim 

sendo, os resultados obtidos (presença ou ausência do alelo inserção) foram 

condizentes com a evolução clínica dos pacientes, em alguns casos, evidenciando 

quimerismo prévio ao relatado nos prontuários. 

Em suma, foi possível quantificar a concentração de DNA residual em pacientes 

receptores de Transplante de Medula Óssea, em diferentes períodos pós-

transplante, atestando a utilidade do método InDel-qPCR para o monitoramento de 

quimerismo hematopoiético. 
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APÊNDICES 

Apêndice A. Dados dos pacientes analisados no presente estudo. 

Caso Sexo 
Idade 

a 
Diagn. b 

Cond. 
c 

Doador TMO d 
Células infundidas 

(células/Kg) 
Óbito 

Pront. 
e 

01 M 37 

LMC 

fase 
acelerada 

Bu+Cy Irmã 12/05/1995 4,57x108 
 

7 

02 M 24 

LMC 

1ª fase 
crônica 

Bu+Cy Irmão 09/11/2000 4,70x108 
 

8 

03 M 51 

LMC 

1ª fase 
crônica 

Bu+Cy Irmão 14/03/2001 3,59x108 
 

12 

  56 LMA Flu+Bu Irmão 24/01/2006 8,99x108 17/07/2006  

04 M 20 AAS - Irmã 02/03/2001 4,74x108 
 

3 

05 F 28 

LMC 

1ª fase 
crônica 

Bu+Cy Irmã 08/10/2002 6,13x108 
 

3 

06 M 21 

LMC 

1ª fase 
crônica 

Bu+Cy Irmão 03/12/2003 4,20x108 
 

2 

07 M 42 

LMC 

1ª fase 
crônica 

Bu+Cy Irmã 08/09/2004 3,85x108 
 

3 

08 M 16 

LMC 

1ª fase 
crônica 

Bu+Cy Mãe 20/05/2004 4,20x108 
 

6 

09 F 13 LLA Cy+TBI Irmã 24/10/2004 4,86x108 05/05/2007 9 

10 M 43 LLA Cy+TBI Irmão 05/09/2005 4,87x108 26/10/2006 21 

a Idade do paciente na data do TMO. 
b Diagnóstico. LMC: Leucemia Mielóide Crônica; LMA: Leucemia Mielóide Aguda; AAS: Anemia Aplástica Severa; LLA: 
Leucemia Linfoblástica Aguda; Paciente 03 foi submetido a 2º TMO. 
c Condicionamento. Bu: Bussulfan; Cy: Ciclosfosfamida; Flu: Fludarabina; TBI: Irradiação corporal total. 
d Data do Transplante de Medula Óssea (TMO). 
e Número de volumes do prontuário 

 

Apêndice B. Dados das amostras pós-transplante dos pacientes analisados no presente estudo. 

Caso Amostra Coleta D+TMO a ng/µL b 

01 0100 04/05/1995 D-8 463,4 

 0101   194,8 

 0102 26/02/1997 D+656 302,0 

02 0200 30/10/2000 D-10 771,7 

 0201   296,0 

 0202 26/01/2001 D+78 202,3 
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Caso Amostra Coleta D+TMO a ng/µL b 

 
0203 23/02/2001 D+106 223,8 

 
0204 30/08/2004 D+1390 327,5 

 
0205 01/06/2005 D+1665 385,9 

 
0206 03/08/2005 D+1728 469,1 

03 0300 01/2006  550,7 

 0301   767,8 

 0302 24/02/2006 D+31 136,4 

 
0303 27/03/2006 D+62 252,8 

 
0304 25/04/2006 D+91 389,4 

04 0400 29/01/2001 D-32 135,2 

 0401   348,9 

 0402 26/10/2014 D+4986 113,0 

05 0500 16/04/2002 D-175 443,2 

 0501   578,2 

 0502 09/01/2006 D+1189 258,2 

 
0503 24/07/2006 D+1385 821,3 

 
0504 05/02/2007 D+1581 402,7 

 
0505 13/08/2007 D+1770 402,5 

 
0506 28/01/2008 D+1938 96,8 

 
0507 28/07/2008 D+2120 444,5 

 
0508 16/02/2009 D+2323 198,2 

 
0509 30/09/2009 D+2549 426,0 

 
0510 05/10/2010 D+2919 371,4 

 
0511 27/06/2011 D+3184 473,9 

 
0512 20/12/2011 D+3360 410,7 

 
0513 25/06/2012 D+3548 372,8 

06 0600 26/11/2003 D-7 654,6 

 0601   536,4 

 0602 10/07/2006 D+950 153,4 

 
0603 15/01/2007 D+1139 196,7 

 
0604 16/07/2007 D+13211 263,5 

 
0605 21/01/2008 D+1510 341,2 

 
0606 23/06/2008 D+1664 239,3 

 
0607 09/02/2009 D+1895 109,7 

 
0608 10/08/2009 D+2077 231,8 

 
0609 01/02/2010 D+2252 71,7 

 
0610 03/08/2010 D+2435 443,2 

 
0611 14/08/2012 D+3177 312,6 

 
0612 19/02/2013 D+3366 175,6 

 
0613 20/08/2013 D+3548 213,8 

07 0700 27/08/2004 D-12 360,1 

 0701   350,1 

 0702 13/12/2004 D+96 376,9 

 
0703 01/06/2006 D+631 248,9 
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Caso Amostra Coleta D+TMO a ng/µL b 

 
0704 29/06/2006 D+659 5,9 

 
0705 11/09/2006 D+733 494,4 

 
0706 12/01/2009 D+1587 29,3 

 
0707 13/04/2009 D+1678 172,7 

 
0708 26/10/2009 D+1874 20,9 

 
0709 23/10/2012 D+2967 261,7 

 
0710 22/10/2013 D+3331 252,0 

 
0711 10/03/2015 D+3835 88,6 

08 0800 06/05/2004 D-14 466,2 

 0801   346,6 

 0802 22/05/2006 D+732 338,1 

 
0803 22/09/2008 D+1586 33,1 

 
0804 30/03/2009 D+1775 278,8 

 
0805 03/08/2010 D+2266 102,1 

 
0806 03/04/2012 D+2875 492,8 

 
0807 30/10/2012 D+3085 149,4 

 
0808 16/04/2013 D+3253 189,8 

 
0809 21/10/2013 D+3441 356,7 

 
0810 13/05/2014 D+3645 139,0 

 
0811 08/11/2014 D+3824 305,7 

 
0812 17/11/2015 D+4198 101,5 

09 0900 03/09/2004 D-51 50,0 

 0901   439,3 

 0902 14/02/2006 D+478 332,2 

 
0903 28/03/2006 D+520 292,3 

 
0904 26/04/2006 D+549 171,3 

 
0905 01/06/2006 D+585 339,3 

 
0906 30/06/2006 D+614 271,1 

 
0907 21/08/2006 D+666 403,4 

 
0908 06/10/2006 D+712 326,2 

10 1000 18/08/2005 D-18 758,8 

 1001   370,2 

 1002 13/10/2005 D+38 485,0 

 
1003 11/01/2006 D+128 361,5 

 
1004 25/05/2006 D+262 1036,4 

 
1005 05/06/2006 D+273 294,1 

 
1006 25/07/2006 D+323 212,1 

 
1007 28/07/2006 D+326 340,5 

 
1008 31/08/2006 D+360 262,1 

a Número de dias pós-Transplante de Medula Óssea 
b NanoDrop ND1000 Spectrophotometer 
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RESUMO 

Introdução: Métodos quantitativos sensíveis e acurados para monitorar o quimerismo 

hematopoiético após Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) são necessários 

para verificar o sucesso do enxerto, uma vez que os resultados influenciam a abordagem 

terapêutica. Método: A técnica de detecção de DNA baseada em primers inserção-específicos 

de marcadores genéticos do tipo InDel (Inserção/Deleção) foi avaliada quanto a sua utilidade 

em quantificar quimerismo em amostras de DNA em baixa concentração, em PCR em Tempo 

Real (qPCR). Para isso, amostras de DNA de dez pacientes submetidos a Transplante de 

Medula Óssea (TMO) foram analisados para quantificar a concentração de DNA residual em 

diferentes períodos pós-transplante. Os resultados obtidos pela InDel-qPCR foram 

comparados com a evolução clínica descrita nos prontuários. Resultados: As quantificações 

do DNA residual variaram de 0,021 ng/µL a 11,71 ng/µL, correspondendo a fração de 0,065% 
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a 40,6% do DNA total presente na amostra. Os resultados obtidos (presença ou ausência do 

alelo inserção) foram condizentes com a evolução clínica dos pacientes, em alguns casos, 

evidenciando quimerismo prévio ao relatado nos prontuários. Conclusão: Nossos dados 

demonstram a utilidade do método InDel-qPCR, baseada em primers inserção-específicos, no 

monitoramento de quimerismo hematopoiético. 

Palavras-chave: InDel, Quantificação, qPCR, TMO, TCTH. 

 

INTRODUÇÃO 

Testes quantitativos sensíveis e acurados para monitorar o quimerismo hematopoiético são 

necessários para verificar o sucesso do enxerto em pacientes submetidos a Transplante de 

Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH). O monitoramento rotineiro de quimerismo 

hematopoiético (1-8) é uma abordagem útil para avaliar o prognóstico pós-transplante e 

influenciar a abordagem terapêutica, como infusões de linfócitos do doador (DLI – donor 

leukocyte infusion), quimioterapia adicional ou retransplante (9). Por este motivo, esforços tem 

sido feito no sentido de aumentar a sensibilidade das técnicas de detecção de quimerismo. 

O objetivo deste trabalho foi quantificar a concentração de DNA residual em pacientes 

receptores de Transplante de Medula Óssea, em diferentes períodos pós-transplante e verificar 

a utilidade do método InDel-qPCR, baseada na amplificação específica de alelos inserção, 

para o monitoramento de quimerismo hematopoiético. 

 

MÉTODO 

Amostras biológicas 

Foram utilizadas amostras de DNA de 10 pacientes submetidos a Transplante de Medula 

Óssea (TMO) alogênico e seus respectivos doadores, provenientes do Laboratório de 

Hematologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - 
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Universidade de São Paulo (Tabela 1). O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) do HCFMRP-USP, sob o número 13800/2016 e CAAE 

61030016.2.0000.5440. 

 
Tabela 1. Dados dos pacientes analisados no presente estudo. 

Caso Sexo Idade a Diagn. b Cond. c Doador TMO d 

Células 

infundidas 

(células/Kg) 

Óbito Pront. e 

01 M 37 
LMC 

fase acelerada 
Bu+Cy Irmã 12/05/1995 4,57x108 

 

7 

02 M 24 
LMC 

1ª fase crônica 
Bu+Cy Irmão 09/11/2000 4,70x108 

 

8 

03 M 51 
LMC 

1ª fase crônica 
Bu+Cy Irmão 14/03/2001 3,59x108 

 

12 

  56 LMA Flu+Bu Irmão 24/01/2006 8,99x108 17/07/2006  

04 M 20 AAS - Irmã 02/03/2001 4,74x108 
 

3 

05 F 28 
LMC 

1ª fase crônica 
Bu+Cy Irmã 08/10/2002 6,13x108 

 

3 

06 M 21 
LMC 

1ª fase crônica 
Bu+Cy Irmão 03/12/2003 4,20x108 

 

2 

07 M 42 
LMC 

1ª fase crônica 
Bu+Cy Irmã 08/09/2004 3,85x108 

 

3 

08 M 16 
LMC 

1ª fase crônica 
Bu+Cy Mãe 20/05/2004 4,20x108 

 

6 

09 F 13 LLA Cy+TBI Irmã 24/10/2004 4,86x108 05/05/2007 9 

10 M 43 LLA Cy+TBI Irmão 05/09/2005 4,87x108 26/10/2006 21 
a Idade do paciente na data do TMO. 
b Diagnóstico. LMC: Leucemia Mielóide Crônica; LMA: Leucemia Mielóide Aguda; AAS: Anemia Aplástica Severa; 

LLA: Leucemia Linfoblástica Aguda; Paciente 03 foi submetido a 2º TMO. 
c Condicionamento. Bu: Bussulfan; Cy: Ciclosfosfamida; Flu: Fludarabina; TBI: Irradiação corporal total. 
d Data do Transplante de Medula Óssea (TMO). 
e Número de volumes do prontuário 

 

 

Análise laboratorial 

A fenotipagem das amostras dos pares receptor (pré-transplante) e doador foi realizada 

utilizando os pares de primers flanqueadores à região da inserção de 11 loci InDels, por PCR 

convencional (10-12). Os resultados foram visualizados em eletroforese em gel poliacrilamida. 

Após determinação dos loci InDel informativos, foi realizada padronização da qPCR 

utilizando os primers inserção-específicos em conjunto com o flanqueador complementar na 

presença de corante intercalante de DNA: 2x qPCRBIO SYGreen Mix + 50µM ROX Additive 

(PCR Biosystems). A curva de eficiência dos pares de primers inserção-

específicos/franqueadores foi realizada com 6 diluições seriadas (1:4) de DNA controle, 

variando de 20 a 0,019 ng de DNA. O gene β-actina foi utilizado como controle endógeno 
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para quantificação do total de DNA presente em cada amostra pós-transplante e fração de 

quimerismo hematopoiético. Em todos os ensaios de qPCR, as amostras foram aplicadas em 

triplicata. 

 

Quantificação de quimerismo 

Para a quantificação do quimerismo hematopoiético foram utilizadas as amostras de DNA 

pós-transplante nos casos informativos, ou seja, quanto o doador foi classificado como 

homozigoto del/del e o receptor, heterozigoto in/del ou homozigoto in/in, em cada um dos 

loci avaliados. As curvas-padrão para quantificação foram construídas com amostras de DNA-

padrão classificados como in/del ou in/in, previamente quantificados por fluorimetria (Kit 

QuantifluorTM dsDNA System (TM346) - Promega). 

 

RESULTADOS 

Dos 10 casos analisados, os casos 02, 04, 07 e 10 foram positivos para o alelo inserção e 

puderam ser quantificados (Tabela 2). Os casos 01, 05 e 06 foram negativos para a presença 

da sequência de inserção. Os casos 03, 08 e 09 não foram informativos para qualquer um dos 

11 loci InDel. 

 
Tabela 2. Quantificação de DNA total e fração do DNA residual das amostras pós-transplante dos casos 02, 04, 07 e 10. 

Amostra 

  β-actina   DNA residual   Fração 

DNA 

residual 

(%)  
DNA (ng/µL) DP 

 
Média (ng/µL) DP 

 

0202 
 19,237 1,28  

5,787 0,26 
 

30,083 

0203 
 2,433 0,21  

1,266 0,06 
 

52,029 

0204 
 35,450 0,88  

0,437 0,12 
 

1,233 

0205 
 5,599 0,06  

2,273 0,15 
 

40,600 

0206 
 

47,445 3,50 
 

7,145 0,15 
 

15,059 

0402 
 30,824 0,79  

0,125 0,03 
 

0,405 

0702 
 17,464 0,86  

0,021 0,00 
 

0,120 

0703 
 75,419 2,59  

0,049 0,00 
 

0,065 

0705 
 25,426 0,43  

0,051 0,02 
 

0,200 

0706 
 13,164 0,74  

0,064 0,05 
 

0,486 

0707 
 

* 
  

0,033 0,02 
  

0708 
 3,618 0,57  

0,046 0,03 
 

1,271 
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0711 
 24,435 2,90  

0,173 0,02 
 

0,708 

1002 
 38,780 2,97  

5,419 0,82 
 

13,974 

1003 
 47,370 1,30  

8,255 0,86 
 

17,427 

1005 
 84,650 8,28  

11,71 1,61 
 

13,833 

1006 
 

* 

 
 

1,652 0,27 
  

* Amostra acima do limite de quantificação da curva-padrão. 

DP: Desvio padrão. 

 

 

DISCUSSÃO 

Padronização InDel-qPCR 

Foram realizadas nove curvas-padrão (InDel + β-actina) cuja eficiência das reações variaram 

de 72,96% a 110,4%. Para se obter resultados reprodutíveis, os valores desejáveis são de 90% 

a 110% (13). O valor de R² (coeficiente de determinação) indica a linearidade da curva-padrão, 

sendo uma medida de quão próximo é o ajuste entre a regressão linear e os valores individuais 

de Ct das amostras padrão. O valor ideal é R² = 1, entretanto, 0,999 é o valor máximo 

alcançado geralmente (13). Os valores de R² das curvas de eficiência padronizadas foram 

sempre maiores que 0,971, indicando linearidade e precisão dos resultados. A eficiência das 

reações de qPCR, os coeficientes de determinação obtidos e a formação de um único pico na 

curva de dissociação demonstram que as condições laboratoriais aqui definidas são adequadas 

para quantificação de quimerismo hematopoiético por primers inserção-específicos em InDel-

qPCR. 

 

Quantificação de quimerismo hematopoiético 

Por ser uma pesquisa para avaliar a eficiência da técnica, não visávamos quantificar todos os 

pares de doador/receptor, mas sim demonstrar a possibilidade de utilização da técnica nesses 

casos e sua correlação com o histórico clínico. Assim, foram revisados todos os volumes de 

prontuários dos 10 pacientes (n=74). Dos 10 casos inicialmente analisados, em sete foi 

possível aplicar a técnica de InDel-qPCR. Os resultados obtidos, sejam eles negativos 

(ausência do alelo inserção) ou positivos (presença do alelo inserção), foram corroborados 
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pela evolução clínica dos paciente, e em alguns casos, evidenciaram quimerismo prévio ao 

relatado nos prontuários. 

 

Sensibilidade dos primers inserção-específicos 

Nossos resultados demonstram que a técnica de InDel-qPCR com primers inserção-

específicos tem sensibilidade elevada, detectando até 0,065% de quimerismo hematopoiético. 

Valor este superior ao obtido quando da análise por STRs (1 a 5%), método padrão de 

diagnóstico molecular de quimerismo (5, 14). Resultado semelhante ao encontrado por Kim, 

Jeong (15) ao utilizar o kit comercial AlleleSEQR Chimerism Assay (Abbott Molecular, Santa 

Clara, CA) com 34 marcadores InDel. Os autores alcançaram um limite de detecção de 0,11% 

e 0,024% utilizando input de 25 ng e 250 ng de DNA, respectivamente. Enquanto que o kit 

comercial AutentiGEN® CHIMERISM Oligonucleotide (Sistemas Genómicos, Valencia,ES) 

com 13 loci InDels gerou um limite de detecção de 0,01% de quimerismo hematopoiético (16). 

Ao comparar os resultados das quantificações obtidas para as amostras do caso 07, que foram 

informativas para dois loci InDels, nota-se que não há diferença significativa entre os valores. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Brazorotto (10) ao quantificar DNA fetal livre 

presente no plasma de parturientes utilizando a mesma metodologia descrita nesta pesquisa. 

Uma vez que no presente estudo foram analisadas amostras de pacientes diagnosticados com 

Leucemia Mielóide Crônica, Anemia Aplástica Several e Leucemia Linfoblástica Aguda, é 

evidente a utilidade da InDel-qPCR para quantificação de quimerismo hematopoiético pós-

TMO em diferentes doenças hematológicas. 

 

Informatividade dos loci InDels 

A análise dos fenótipos de nove pares receptor/doador revelou loci InDels informativos em 

77,7% dos casos. Estes dados estão de acordo com dados da literatura, que encontraram loci 
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informativos em 80,3% de 61 pares receptor/doador testados (17) e 83% de 41 pares (16). Os 

marcadores considerados mais informativos são aqueles cujas frequências alélicas mais se 

aproximam de 1/n, onde n é o número de alelos do locus. Assim, para InDels bialélicos, são 

aqueles em que as frequências se aproximam de 0,5 (18). No presente estudo, os loci mais 

informativos foram: M2, positivo para quatro casos, e L22, positivo para três casos, os quais 

apresentam frequência do alelo inserção (Pi) de 0,5, aproximadamente. 

Considerando que, nesta pesquisa, os pares analisados são aparentados (transplantes 

alogênicos) e que estamos analisando polimorfismos bialélicos, para aumentar a 

informatividade do teste é necessário aumentar as possibilidade de análise. Isto pode ser feito 

com o acréscimo no número de loci testados, ou, uma outra opção, seria a utilização de um 

primer dirigido a sequência da deleção. Reanalisando os genótipos dos pares doador/receptor, 

verificamos que há 13 situações em que usamos primers inserção-específico e outras 13 em 

que primers deleção específicos poderiam ser testados, aumentado a informatividade dos 11 

loci InDels para 100%. 

 

CONCLUSÕES 

Para a realização desta pesquisa foram analisados um total de 11 loci InDels, que resultaram 

em informatividade em 77,7% dos casos dos pacientes submetidos a Transplante de Medula 

Óssea analisados. Nossos resultados demonstraram a sensibilidade da técnica de detecção de 

0,065% de quimerismo, com quantificações de DNA residual variando de 0,021 ng/µL a 11,71 

ng/µL. Os resultados obtidos (presença ou ausência do alelo inserção) foram condizentes com 

a evolução clínica dos pacientes, em alguns casos, evidenciando quimerismo prévio ao 

relatado nos prontuários. Em suma, foi possível quantificar a concentração de DNA residual 

em pacientes receptores de Transplante de Medula Óssea, em diferentes períodos pós-
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transplante, atestando a utilidade do método InDel-qPCR para o monitoramento de 

quimerismo hematopoiético. 
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