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Resumo 

O termo quimerismo descreve a presença de populações de células de diferentes 

indivíduos em um receptor enquanto microquimerismo é usado quando essa população 

de célula do doador é muito inferior em número à do receptor. Esta situação pode 

ocorrer nos pacientes submetidos aos transplantes de medula óssea e órgãos, transfusão 

sangüínea e gravidez. Algumas patologias, como por exemplo anemia, talassemia e 

anemia aplásica deixam o paciente dependente de transfusões sangüíneas. 

O pre ente trabalho teve como objetivos: 1) sab r qual a quantidade mínima de 

sangue, em uma mistura, necessária para se detectar o DNA contaminante pela técnica 

de PCR e; 2) verificar a presença de DNA do doador através da ex1:ração do DNA do 

sangue de pacientes submetidos à transfusão sangüínea. 

Utilizando-se técnica de biologia molecular, tornou-se possível a detecção de 

microquimerismo em pacientes que receberam transfusão sangüínea. Foi feita uma 

mistura dos sangues e dos DNAs, estocados no laboratório, utilizando amostras com 

tipagens conhe idas em volumes diferentes variando a concentração de 5% à 50% de 

uma amostra em relação à outra. De 30 pacientes transfundidos, sendo 18 pacientes da 

sala de transfusão ambulatorial e 12 transfundidos durante cirurgias cardíacas, foram 

colhidas amostras de sangue pré e pós-transfusão. Toda as amostras foram testadas 

. usando a reação em cadeia da polimerase (PCR) com 1 O marcadores do tipo TR sendo 

5 autossômicos (vWFl ,  vWF2, vWA, TPOX e TH0) e 5 ligados ao cromossomo Y 

(DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393). 

Na mistura dos sangues e dos DNAs, quando utilizados os marcadores 

moleculares autossômicos (vWFl, vWF2, vW A, TPOX e TH0), foi encontrado um sinal 

de contaminação a partir de uma concentração maior ou igual a 10% de um sangue em 

relação ao outro. Quando foram utilizados os marcadores moleculares ligados ao 

cromossomo Y (DYS19, DYS390, DYS391, DYS39� e DYS393) a detecção do D A 

contaminante (masculino) se deu a partir de uma concentração maior ou igual a 5%. 

O microquimerismo não foi encontrado em nenhum paciente transfundido. Os 

resultados demostraram que a contaminação por transfu ão sangüínea não foi capaz de 

mascarar os resultados em quem faz teste para investigação de paternidade, resultando 

desnecessárias as preocupações tão comuns quanto à possibilidade de falseamento de 

resultados por transfusão do suposto pai. 



Summary 

The term chimerism describes the presence of populations of different 

individuais' cells in a receiver and the term microchimerism is used when the population 

of the donor's cells is very reduced in number in comparasion to that of the receiver. 

This situation can happen in patients submitted to bone marro and organs transplants, 

blood transfusion and pregnancy. Some pathologies, as anemia, thalassemia and aplastic 

anemia become the patient dependent of blood transfusions. 

This work had as obj ctives: 1) to know which the minimum amount of blood 

necessary in a mixture to detect contaminant DNA by PCR technique and; 2) to verify 

the presence ofthe donor's DNA through the exiraction ofDNA from the patients' blood 

submitted to the blood transfusion. 

Using techniques of molecular biology, it has become possible microchimerism 

detection in patients whose received blood transfusion. A mixture of bloods and of 

DNA, was prepared and stored in the laboratory, using samples with know typing in 

different volumes, varying the concentration from 5% to 50% of a sample in relation to 

the other. Among 30 transfused patients, 18 from the room of ambulatorial transfusion 

and 12 from heart surgeries, samples of blood were picked pré and pos-transfüsion. All 

samples were tested using the Polymerase Chain Reaction (PCR) with 1 O markers of the 

STR type being 5 autossomics ( WFl, vWF2, vWA, TPOX and TH0) and 5 linked to 

the chromosome Y (DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 and DYS393). 

ln the blood and DNA mixtures, , hen autossomic molecular markers were used 

(vWFl, vWF2, vW A, TPOX and TH0), it was found signs of contamination starting 

from concentrations equal or larger than 10% of a blood in relation to the other. When 

linked molecular markers were used to the chromosome Y (DYS19, DYS390, DYS391, 

DYS392 and DYS393) the detection of contaminant DNA (masculine) it noticed 

starting from concentrations equal or tanger than 5%. Microchimerism was not found in 

any transfused patient. The results showed that contamination through blood transfusion 

did not mask results of men submitted to paternity investigation, what shows that the 

common concerns related to the possibility of false results related to blood transfusion 

in the putative father are not supported. 
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Introdução 

, , 

ANALISE DO POLIMORFISMO GENETICO 

Tem-se desejado um método capaz de identificar um indivíduo com total 

certeza, na tentativa de elucidar os processos civis e criminais (Chakraborty & 

Kidd, 1991; Shapiro & Reifler, 1996; Lee e cols., 1997; Chakraborty e cais., 

1999; França, 2001 ). Para isto, a análise do DNA tornou-se muito importante. 

O D A pos ui regiões hipervariáveis e tais regiões são constituídas de 

pequenas seqüências de bases que se repetem in tandem (Wyman & White, 1980). 

Tais regiões são também chamadas de minissatélites, quando a seqüência 

repetitiva tem mais de 6 bases (Bell & Rutter, 1982). 

Neste caso, o polimorfismo resulta das diferenças observadas no número 

das seqüências repetidas, sendo conhecido como VNTR, sigla para Variable 

Number of Tandem Repeats ( número variável de repetições em tandem), que é 

caracterizado pela repetição consecutiva (in tandem) de uma seqüência de 

nucleotídeos que vana em número de indivíduo para indivíduo em um 

determinado locus (Nakamura e cols., 1987). 

Em 1991, vários polimorfismos nos quais são encontradas repetições de 

seqüências compostas por 2 a 6 bases foram descritas e chamadas de STR (Short 

Tandem Repeats) ou simplesmente, microssatélites (Edwards e cols., 1991a; 

Edwards e cols., 1991b; Polymeropoulos e cols., 1991a, 1991b, 1991c). Estes 

polimorfismos possuem a mesma estrutura básica dos VNTRs, mas a seqüência 

que se repete são de apenas 2 a 6 bases (Sprecher e cols., 1996). 

A grande vantagem de se analisar V TRs para a identificação de 

indivíduos é que se tratam de regiões hipervariáveis. Embora cada indivíduo 

apresente no máximo dois alelos diferentes, muitos alelos podem estar presentes 

na população. Isto se deve ao fato de que a repetição de seqüências idênticas ou 

muito semelhantes na região dos minissatélites pode causar erros no alinhamento 

dos cromossomos homólogos, o que acarreta crossing-over desigual durante a 
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Introdução 

meio e. produzindo alelos com número de cópias aumentadas ou diminuídas em 

relação à seqüência repetida original. Dessa forma, apesar da posição dos VNTRs 

ser constante no genoma humano, o número de seqüências repetidas em cada 

VNTR é altamente variável entre os indivíduos (Farah, 1997). 

Os STRs apresentam alta heterozigose (Kidd e cols., 1991; Schneider, 

19 7) não apresentam amplificação inexata nem problemas estatísticos d vido ao 

agrupamento de alelos (Wall e cols., 1993); são facilmente analisado mesmo 

quando o DNA está parcialmente degradado ou está disponível apenas em 

quantidade limitada (Kasai e cols., 1990; Farah, 1997). Os STRs podem ser 

evidenciados com a amplificação de fragmentos de apenas 100 a 300 pb 

( humm, 1996), fato que tem feito deles marcadores úteis para os recentes mapas 

genéticos (Murray e cols., 1994; Adamson e cols., 1995), a identificação genética 

(Lins e cols., 1996) e os estudos populacionais (Gill & Evett, 1995). 

Para a detecção dos VNTRs atualmente utiliza-se a PCR, sigla para 

Polymerase Chain Reaction ( Reação em Cadeia da Polimerase ), que detecta um 

único VNTR no genoma e produz um padrão de uma ou duas bandas para cada 

indivíduo, dependendo se ele é homo ou heterozigoto para aquele /oc11s ( chumm. 

1996). 

A PCR consiste na amplificação enzimática de uma seqüência específica 

de DNA, explorando a capacidade de duplicação do mesmo, visando a produção 

de milhões de cópias desta qüência de uma maneira simples e rápida (Newton, 

1995). 

Na reação de amplificação (PCR) con eguem-se cópias de milhares de 

fragmentos de DNA de cada alelo que são analisados por eletroforese (Gelfand, 

1989; Newton, 1995). No entanto, deve-se realizar uma reação para cada locus de 

STR e para cada pessoa analisada (Schneider, 1997). 

Na espécie humana, herda-se um cromossomo matemo e um paterno, e a 

segregação destas estruturas repetitivas segue a lei de Mendel (Jefreys e cols., 

1985; Pena, 1997). Assim, detecta-se no filho um alelo de origem materna e outro 

de origem paterna. 

3 
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Os testes de paternidade, pelo estudo do DNA, são realizados baseando- e 

no polimorfismo dos diversos minissatélites ou microssatélites. O polimorfismo é 

traduzido pela possibilidade de termos diversos alelos na população. Sendo assim, 
faz com que os achados de similaridade entre duas pessoas possam ter significado 
na caracterização de parentesco entre as mesmas. Além disso, as freqüências dos 
alelos na população são também importantes, pois um alelo de que a maioria das 

pessoas é portadora não serve para diferenciar indivíduos (Pestoni e cols., 1995; 

Nagai e cols., 1996). 

Os STRs tornaram-se uma poderosa ferramenta para identificação humana 
(Chakraborty e cols., 1999; Thomson e cols., 1999), uma vez que os resultados 
podem ser obtidos de qualquer fonte de material biológico, desde que esta possua 
células nucleadas de onde possa ser extraído o DNA genômico, não se limitando 

às análises convencionais de grupos sangüíneos e sistemas protéicos que 
dependem da disponibilidade de sangue ou fluidos corporais relacionados (Farah, 
1997; Schneider, 1997). 

Os resultados da análise do DNA não dependem da natureza do material 
ou célula analisada, pois a informação está contida em todas as células de um 

indivíduo. Portanto, é possível fazer a análise do DNA através de amostras de 
saliva (Sweet e cols., 1997), sêmen (Dimo-Simonin e cols., 1997), bulbo capilar 

(Allen e cols., 1998), manchas de sangue (Cattaneo e cols., 1997) e material 

proveniente de exumações tais como ossos, dentes e tecidos remanescentes 
(Parsons & Weedn, 1997; Prado e cols., 1997). 

A análise do D A tomou-se mais precisa e confiável, mesmo utilizando 

pequenas quantidades de material, devido a alta sensibilidade da técnica de PCR. 
Tal sensibilidade se mostra de grande valia para a identificação genética quando 

se realiza análises de determinado material biológico contaminado com o DNA de 
outro indivíduo. 

4 
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MICROQUIMERISMO 

Na mitologia grega Quimera era um monstro composto por uma parte 

semelhante ao leão, outra à cabra e a região po terior como a de um dragão e 

estava sempre associado aos males feitos ao homem*. 

Em Imunologia, o termo quimerismo descreve a presença de populações 

de 'lulas de difer ntes indivíduos em um receptor e microquimerismo é usado 

quando essa população de células do doador é muito inferior em número à do 

receptor (Schechter e cols., 1997; Aractingi e cols., 2000). 

o sentido mitológico o monstro era formado por outros seres, e em nosso

caso, a analogia é feita devido ao fato de que os pacientes convivam com as 

células de outros indivíduos. Esta situação pode ocasionar problemas de 

histocompatibilidade, rejeição celular, reações alérgicas, explicando assim a 

relação com "males feitos ao homem". 

O microquimerismo pode ocorrer nos pacientes submetidos aos 

transplantes de medula óssea (Fontes e cols., 1994; Rolles e cols., 1994), órgãos 

(Starzl e cols., 1993; Ishida e cols., 1996; Elwood e cols., 1997), transfusão 

sangüínea (Adams e cols., 1992; Reed e cols., 1998; Reid e cols., 2000) e gravidez 

(Nelson e cols., 1998; Evans e cols., 1999). 

Nos casos de transplantes de órgãos sólidos (fígado, rins) o 

microquimerismo ocorre devido as células tronco do doador presentes nesses 

órgãos se implantarem no receptor. A partir daí, como o receptor está 

imunossuprimido para evitar a rejeição do órgão, essas células tronco do doador 

começam a proliferar surgindo o microquimerismo após alguns dias do 

recebimento do transplante (Adams & Hutchinson, 1997; Triulzi & Nalesnik, 

2001). 

www.oya-es.net 
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Devido ao implante de células tronco de fetos masculinos, que circulam 

nas mães após hemorragias feto-maternas durante a gestação, o microquimerismo 

pode estar associado à gravidez ocasionando esclerose sistêmica na mulher. 

Homens também podem ser afetados por implante de células tronco da mãe em 

fluxo inverso com hemorragias materno-fetais (Lo e cols., 1996; Lo e cols., 1997; 

Nelson, 1998; Evans e cols., 1999). 

Outro exemplo de microquimerismo ocorre quando pacientes submetidos 

ao transplante heterólogo de medula óssea passam a apresentar na corrente 

sangüínea leucócitos produzidos pela medula óssea do doador (Lawler e cols., 

1989; McDaniel e cols., 1994; Lo e cols., 1995; Zhang e cols., 1996). 

Algumas patologias como anemia falciforme, talassemia e anemia aplásica 

deixam o paciente dependente de transfusões sangüíneas. Na transfusão, 

hemocomponentes de um ou mais doadores são transferidos ao receptor. Estes 

hemocomponentes podem ser separados em concentrados de hemáceas, de 

leucócitos, de plaquetas e de plasma. Todavia, a separação não é eficaz, tanto que 

sempre há leucócitos nesses concentrados, mesmo que em pequenas quantidades 

(Lee e cols., 1999). 

Foi possível detectar a seqüência do gene do cromossomo Y em mulheres 

receptoras de múltiplas transfusões, permanecendo este sinal em média 2 dias 

após as transfusões (Adams e cols., 1992; Adams e Hutchinson, 1997; Reed e 

cols., 1998). Lee e cols. ( 1999) relataram a persistência de microquimerismo pós­

transfusional acima de 1 ano e 6 meses em mulheres que receberam acima de 4 

bolsas de concentrado de hemáceas. Por outro lado, os mesmos autores não 

detectaram microquimerismo depois de 14 dias em mulheres submetidas a 

cirurgias eletivas, nos quais receberam menor número de bolsas. Os autores 

atribuíram esta diferença ao tempo de estocagem das unidades de concentrados de 

hemáceas. 

As análises em imunohematologia tornaram-se mais precisas e ganharam 

destaque na importância da prática, devido ao uso cada vez mais freqüente da 

terapêutica transfusional. Devido à necessidade de melhorar a segurança desse 

tratamento, foi necessária a cooperação de diversas áreas do conhecimento 
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médico, desde as conhecidas como básicas, até as diversas especialidades clínicas. 

Dentre essas áreas básicas, a genética tem sido cada vez mais utilizada (Jackson, 

1990). 

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular mais acuradas, 

tomou-se pos ível a detecção de microquimerismo com um número de células 

bastante inferior à do receptor. 
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HIPOTESE DE TRABALHO 

Os testes de paternidade pelo estudo do DNA podem ser obtidos de 

qualquer fonte de material biológico, desde que estes possuam células nucleadas 

de onde possa ser extraído o DNA genômico (van Huffel & Rouger, 1999). 

Sendo assim, uma vez que, obtém-se DNA proveniente dos leucócitos, em 

casos de transfusão sangüínea, quando uma pessoa recebe o sangue de outra 

pessoa há uma mistura de sangues. Logo, esse receptor tem agora leucócitos do 

doador circulando em sua corrente sangüínea, então, ele também está com um 

DNA diferente do seu circulando em sua corrente sangüínea, mesmo que em 

pequena quantidade. 

Mesmo com os avanços da biologia molecular, seria possível detectar o 

DNA do doador no sangue do receptor, pela técnica de PCR? Se este D A 

contaminante ( do doador) for detectado, circulando na corrente sangüínea do 

receptor, esta mistura pode influenciar os testes de paternidade e a identificação 

genética? Seria capaz a transfusão sangüínea de mascarar o DNA do receptor? 

A aplicação deste conhecimento é rotina da identificação Médico-Legal e é 

pergunta constante se o acusado, ou investigado, sofreu transfusão sangüínea. Em 

outras palavras, seria possível um acusado "trocar" o seu sangue e, por isso, 

falsear o diagnóstico das características de seu DNA, fugindo de uma eventual 

condenação? 
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Objetivos 

Gerais: 

Realizar a identificação genética de um indivíduo, partindo de uma mistura de 

DNA. 

Específicos: 

1) Verificar qual a quantidade mínima de sangue ou D A, em uma mistura,

necessária para ser detectado como DNA contaminante pela PCR, que possa

interferir no resultado de um teste de paternidade.

2) Extrair o DNA do sangue de pacientes submetidos à transfusão sangüínea e

verificar se há presença de DNA do doador.
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ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA 

O protocolo de pesquisa foi submetido a revisão 'ti a pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa do I ICfMRP, processo nº 2366/00, em sua 88ª Reunião Ordinária 

realizada em 26/06/2000, e aprovado. Foi também aprovado pela CO EP, registro 

l 504 de acordo com as atribuições da Resolução CNS 196/96, Processo nº 25000-

01623 3 /00, parecer nº 1066/2000.

Para a obtenção das amostras dos pacientes tran fundidos, perguntou-se a 

cada indivíduo se concordava em participar do estudo, dando ao mesmo a 

oportunidade de negar sua participação, sem qualquer prejuízo dos benefícios 

(exames médicos e tratamentos que necessitasse). Após a concordância, cada 

indivíduo preencheu o Termo de Consentimento livre e esclarecido. 

Para as amo tras de sangue e D A estocadas no laboratório, o Comitê de 

Ética em P quisa dispensou a assinatura dos ujeitos da pesquisa com base no 

item IV.3-C da resolução 196/96 do CNS, reiterada pelas informações constantes 

do CADERNO DE ÉTIC� EM PESQUISA nº 1 de julho de 1998 ano I (páginas 21 

e 22). 

OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

Foram utilizadas as amostras de sangue e DNA dos indivíduos que 

procuraram o serviço de Investigação de Paternidade da Clíni a Civil do 

HCFMRP - U P, que encontravam-se estocadas no Laboratório de Genética e 

Bioquímica do Departamento d Genética da F RP - SP, sob a supervisão do 

Prof Dr. Aguinaldo Luiz Simões, onde foram realizadas as misturas conforme 

descrito nos itens "Mistura dos sangues" e "Mistura dos DNAs". 
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As amostras de sangue dos pacientes que receberam transfusão sangüínea 

foram di ididas em dois grupos: 

1) Pacientes da sala de transfusão ambulatorial do Hemocentro de

Ribeirão Preto (18 pacientes).

2) Pacientes de cirurgia torácica do Departamento de cirurgia do

HCFMRP - U P (12 pacientes).

Para a coleta das amostras de sangue dos 30 pacientes que receberam 

transfusão sangüínea foram colhidas duas amostras de 3mL de sangue venoso 

periférico antes e após a transfusão e foi coletado também um swab bucal antes 

da transfusão. 

As amostras de sangue foram colhidas por punção venosa com tubo da 

marca VacuTainer, contendo EDTA como anticoagulante. Quando possível foi 

colhida também uma amostra da bolsa do hemocomponente que o paciente 

recebeu. Todas as amostras foram identificadas com o número dado ao paciente e 

com a indicação de ter sido obtida antes ou após a transfusão (pré ou pós­

transfusão ). Em seguida foram mantidas em geladeira à 16°C até o momento da 

análise. 

MISTURA DOS SANGUES 

Foram preparadas 3 misturas de sangue de 6 indivíduos diferentes, 

agrupados dois a dois, utilizando uma alíquota de sangue das amostras estocadas 

no laboratório. Foram utilizados tubos de polipropileno (eppendorj) com 

capacidade para 1,5mL, misturando-se duas amostras de sangue, aqm 

identificados como sangue A (sg A) e sangue B (sg B), em volumes diferentes 

variand a concentração de 5% à 50% do sangue B em relação ao sangue A, 
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conforme descrito na Tabela 1. Os tubos 1 e 2 continham o sangue dos indivíduos 

com fenótipos pré-determinado 

Tabela 1: mistura d s sangues A e B indicando o volume de sangue ( em µL) 
utilizado em cada tubo. 

TlibOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

gA 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 

SgB 100 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

Concentração 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 400/o 45% 50% 

MISTURA DOS DNAs 

Outras 3 misturas foram feitas com as amostras de DNA estocadas no 

laboratório. Estas amostras são referentes ao DNA genômico extraído do sangue 

de 6 pacientes diferentes dos pacientes da "mistura d sangues". Estas amostras de 

DNA foram primeiramente quantificadas pelo método fluorimétrico (descrito na 

pag.19) e misturadas duas a duas, utilizando uma alíquota da solução de DNA. 

Foram utilizados tubos de polipropileno (eppendorj) com capacidade para l,5mL, 

misturando-se duas amostras de DNA com concentrações aproximadamente 

iguais, aqui identificados como DNA A e DNA B, em volumes diferentes 

variando a concentração de 5% à 50% do DNA B em relação ao DNA A, 

conforme descrito na Tabela 2. Os tubos 1 e 2 continham o DNA dos indivíduos 

com fenótipos pré-determinados. 

Tabela 2: mistura dos DNAs 
µL) utilizado em cada tubo. 

Tubos 1 2 3 

DNAA 100 95 

DNAB 100 5 

Concentração 5% 

e B indicando o volume da solução de DNA (em 

4 5 6 7 8 9 10 11 12 

90 85 80 75 70 65 60 55 50 

10 15 20 25 30 35 40 45 50 

10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50% 

1-i 



Material e ,\létodos 

PACIENTES DA SALA DE 

TRANSFUSÃO AMBULATORIAL 

Não houve critérios de exclusão em relação ao sexo, idad , altura e peso 

para o interesse da pesquisa. Os pacientes ( 1-18) eram politransfundidos, 

retomando ao ambulatório mensalmente para a transfusão. 

A primeira coleta de sangue foi feita antes da transfusão (pré-transfusão), 

junto com a coleta do swab bucal, e a segunda coleta, trinta minutos após o 

término da transfusão (pós-transfusão), colhendo o sangue de outro vaso 

sangüíneo diferente daquele da infusão. Foi colhida também uma amostra do 

conteúdo da bolsa do hemocomponente que o paciente recebeu. 

Os pacientes nº 2, 3, 5, 7, 12, 13, 17 e 18 utilizavam equipo com filtro de 

retenção de leucócitos à beira do leito. 

A volernia dos pacientes da sala de transfusão ambulatorial e da cirurgia 

foi calculada segundo a American Association of Blood Banks ( 1999), fazendo-se 

a estimativa da área da superfície corpórea ( ASC) da seguinte forma: 

ASC (m2) = ✓ Altura(cm) x Peso (Kg)
3600 

Após calculada a área da superfície corpórea em m2
, estimou-se a volemia 

de cada paciente da seguinte forma: 

Para homens ----------2740mL/m2

Para mulheres -------- 23 70mL/m2

A volemia de cada paciente foi calculada para estimar a porcentagem de 

sangue recebida por cada receptor e comparar com as misturas de sangue feitas no 
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laboratório. A relação dos pacientes contendo os dados de identificação, número 

de bolsas, volume e o tipo d hemocomponente recebido estão descritos na 

Tabelas 3 e 4. 

Tabela 3: relação e dados para identificação dos pacientes da sala de transfusão 
ambulatorial. 

Paciente Idade Altura Peso Volemia 

(Sexo) (em anos) (em cm) (em Kg) 
aproximada Hipótese diagnóstica 

(em mL) 

I (F) 14 146 46,7 3261 SB Talasse mia 

2 (F) 30 165 56,6 3817 B Talassemia 

3 (F) 13 145 41,4 3060 B Talassemia 

4 (F) 8 120 22,7 2061 B Talassemia 

5 (F) 18 154 45,5 3306 B Talassem ia 

6 (M) 30 170 61,5 4669 Anemia Falciforme 

7 {M) 67 170 73.5 5104 Leucemia Mielóid guda 

8 M) 14 145 41,3 3533 B Talassemia 

9 (F) 64 160 64,0 3997 Leiomiosarcoma 

10 (F) 73 160 52,4 3616 Anemia Falciforme 

11 (M) 9 122 23,3 -434 Aplasia Medular 

12 (M) 23 185 61A 4867 B Talassemia 

13 (M) 30 167 69,0 4902 Anemia Aplásica 

14 (M) 25 180 69,0 5089 Leucemia Linfóide Aguda 

15 (M) 22 178 64,5 4893 Anemia Falciforme 

16 (M) 18 160 46,0 3917 Anemia de Fanconi 

17 (F) 6 116 23,6 2066 Síndrome Mielo Displásica 

18 (M) 12 140 36,8 3277 Anemia de Fanconi 
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Tabela .i: relação do número de bolsas, volumes e o tipo de hemocomponente 
recebido pelos pacientes na sala de transfusão ambulatorial. 

Paciente 
Volemia 

(Sexo) 
aproximada 

(em mL) 

I (F) 3261 

2 (F) 3817 

3 (F) 3060 

4 (F) 2061 

5 (F) 3306 

6(M) 4669 

7 (M) 5104 

8 (M) 3533 

9 (F) 3997 

10 (F) 3616 

11 * (M) 2434 

12 (M) 4867 

13 ( ) 4902 

14 (M) 5089 

15** (M) 4893 

16 (M) 3917 

17 (F) 2066 

18 (M) 3277 

Unidades - Volume 

CHL-240 mL 
CHL-250 mL 
CHL -220 mL 
CHL-230 mL 
CHL - 230 mL 
CHL-23-+ mL 
CHL-240mL 
CHL - 180 mL 

CHL- 180 mL 
CHL-280mL 
CHL-220 mL 
CHBCL - 196 mL 
CHL-216 mL 
CHL-206 mL 
CHIL-200 mL 
CHIL- 190 mL 
CHL-260 mL 
CHL- 240 mL 
CHIL-260 mL 
CHIL-280 mL 
CHL-260 mL 
CHL-240 mL 
CHL-156 mL 
CG-160mL 

CHIL-250 mL 
CHIL-230 mL 
CHIL-240 mL 
CHIL-240 mL 
CHIL-250 mL 
CP- 180 mL 
CHIL-230 mL 
CHIL-220 mL 
CP -1 O unid. ( 45mL/unid.) 
CHL-200 mL 
CHL- 100 mL 
CHIL-330 mL 
CHIL-320 mL 
CHIL- 330 mL 
CHIL-310 mL 
CHIL-230 mL 
CHIL- 220 mL 
CHL-290 mL 
CHL-230 mL 
CHL-280 mL 
CP -7 unid. (45mL/unid) 
CHIL-180 mL 
CHIL-200 mL 
CHlL-230 mL 
CHIL-120 mL 
CHIL-260 mL 

CHL - concentrado de hemáceas 
lavadas 

CI ITL - concentrado de hemáceas 
lavadas e irradiadas 

CHBL - concentrado de hemáceas 
leuco-reduzidos 

CG - concentrado de granulócitos 

CP - concentrado de plaquetas 
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* O paci nt foi hospitalizado para o procedimento.

** O paciente foi submetido primeiramente a uma sangria sendo as hemáceas 

desprezadas e o pia ma reinfundid para depois receber as du primeiru bolsas 

de hemáceas. No dia seguinte ao mesmo tempo que o paciente recebia a 33, 4", 5ª e 

6ª bolsa era realizada a sangria. No último dia não foi necessária a sangria e o 

pa iente recebeu a 7ª e 8ª boi a. Em todos os dias (exceto o primeiro) foram 

colhidas as amostras pré e pós-transfusão. 

PACIENTES TRANSFUNDIDOS 

NA SALA DE CIRURGIA 

Não houve critérios de exclusão em relação ao sexo, idade, altura e peso 

para o interesse da pesquisa e os pacientes (19-30) não haviam recebido 

transfusão sangüínea em nenhum momento até o da cirurgia. 

A primeira coleta de sangue foi feita um dia antes da irurgia (pré­

tran fusão), junto com a coleta do jWab bucal, com o paciente ainda no quarto, e a 

segunda coleta, aproximadamente 6 horas após a cirurgia (pós-transfusão), quando 

o paciente encontrava-se na sala de recuperação colhendo o sangue de outro vaso

sangüíneo diferente daquele da infusão. 

Dentre os 12 pacientes transfundidos durante a cirurgia, não foi possível 

coletar a amostra das bolsas do hemocomponente de 5 pacientes (21, 24 25, 27 e 

30). As amostras de plasma fresco concentrado também não foram colhidas. 

A relação dos pacientes contendo os dados de identificação, número de 

bolsas, volume e o tipo de hemocomponente recebido estão descritos nas Tabelas 

5 e 6. 
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Tabela 5: relação e dados para identificação dos pacientes transfundidos na sala 
de cirurgia. 

Paciente Idade Altura Peso Volemia 

(Sexo) (em anos) (em cm) (em Kg) aproximada Hipótese diagnóstica 
(em mL) 

19 (M) 59 168 58,8 4538 Coronariopatia 

20 (M) 50 155 114,8 6091 Coronariopatia 

21 (M) 60 180 105,5 6293 Coronariopatia 

22 (F) 54 148 74,9 4158 Coronariopatia 

23 (F) 22 166 66,7 4156 Val vulopatia 

24 (M) 55 170 68,0 4909 Valvulopatia 

25 (F) 3 96 12,2 1351 Correção átrio-ventricular 

26 (F) 63 145 45,8 3218 Va] vulopatia 

27(M) 48 180 69,8 5118 Coronariopatia 

28 (M) 4 104 15,4 1827 Correção átrio-v ntricular 

29 (F) 17 150 58,6 3703 Valvulopatia 

30 (F) 44 152 58,4 3721 Coronariopatia 
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Tabela 6: relação do número de bolsas, volumes e o tipo de hemocomponente 
recebido pelos pacientes na sala de cirurgia. 

Paciente Volemi:1 

(Sexo) 
aproximada 

(em mL) 

19 (M) 4538 

20(M) 6091 

21 (M) 6293 

22 (F) 4158 

23 (F) 4156 

24 (M) 4909 

25 (F) 1351 

26 (F) 3218 

27 (M) 5118 

28 (M) 1827 

29 (F) 3703 

30 (F) 3721 

Unidades - Volume 

CHL-2 0mL 
CHL-350 mL 

HL-320 mL 
CHL-350 mL 
PFC -250 mL 
CHL-400 mL 
CHL-320 mL 
CHL- 310 mL 
CHL-340 mL 
CHL-3-0 mL 
CHL-300 mL 
CHL-310 rn.L 
CHL-350 mL 
CHL-360 mL 
CHL-300 mL 
CHL-370 mL 
CHL-320 mL 
PFC-180 mL 
CHL-250 mL 
CHL-320 mL 
CHL-150 mL 
CHL-210 mL 
CHL-300 mL 
CHL-310 mL 
CHL -310 mL 
CHL-320 mL 
PFC -150 mL 
PFC -150 mL 
PFC - 190 mL 
CHL-330 mL 
CHL-360 mL 
CHL-320 mL 
PFC -180 mL 
PFC -150 mL 
PFC -220 mL 
CHL-140mL 
PFC - 160 mL 
CHL-290 mL 
CHL-340mL 
CHL-330 mL 
PFC-230 mL 
PFC -230 mL 

CHL - concentrado de hemáceas 
lavadas 

PFC -plasma fresco concentrado 
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EXTRAÇAO DE DNA DE LEUCOCITOS 

Tanto para as misturas de angue . como para as amostras que foram 

coletadas dos pacientes transfundidos e as respectivas bolsas de 

hemocomponentes transfundidas, o DNA foi extraído segundo a metodologia 

descrita por Higuchi (1989), com pequenas modificações. 

Em um tubo de polipropileno (eppendorj) com capacidade para 1,5ml, a 

uma alíquota de l 00µL de amostra, foi acrescentado l mL de tampão de lise de 

eritrócitos (Lise 1 ). Após homogeneização, a amostra foi centrifügada à 6000 rpm 

por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi repetido até 

que o precipitado se apresentasse claro, indicando ausência de contaminação com 

hemoglobina (normalmente 3 vezes foram suficientes). Logo após, o precipitado 

foi ressuspendido em 300µL de tampão de li e de leucócitos (Lise 2), aos quais 

foram adicionados 5µL de proteinase K, seguindo-se incubação de pelo menos 1 

hora à 65ºC e 12 horas à 37ºC. Ao final desta incubação a amostra foi aquecida à 

94ºC por 10 minutos para inativação da proteinase K e estocada à -20ºC até o 

momento da análise. 

EXTRAÇÃO DE DNA DE SWAB BUCAL 

Os swabs bucais do tipo "escovinha" foram colhidos fazendo-se 

movimentos de rotação na parte interna da cavidade oral e colocados em tubo de 

polipropileno (eppe11d01:f) de 1,SmL contendo lmL de lise 1. O swab foi retirado 

do tubo e o tubo centrifugado a 6000 rpm por lminuto. O sobrenadante foi 

descartado e foi adicionado ao sedimento 300µL de lise 2 + SµL de proteinase K. 

Mesmo os tampões sendo utilizados para lise de eritrócitos (Li e 1) e leucócitos 

(Lise 2), foi obtido sucesso para a extração de DNA de swab bucal. Após 

homogeneização a amostra foi incubada à 6SºC por 1 hora e 12 horas à 37ºC. Ao 
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final desta incubação a amostra foi aquecida à 94ºC por 10 minutos para 

inativação da proteinase K e estocada à -20ºC até o momento da análise. 

DOSAGEM FLUORIMETRICA 

Após a extração de DNA, as amostras foram quantificadas pelo método 

fluorimétrico utilizando-se o flumímetro DyNA QuantTA1 
200 (Pharmac:ia). A 

amostras quantificadas foram: swab bucal, sangue pré-transfusão, sangue pós­

transfusão, amostras das bolsas do hemocomponente que os pacientes receberam e 

amostras de sangue que fazem parte da rotina do serviço de investigação de 

paternidade. 

A quantificação fluorimétrica pelo corante Bisbenzimide conl1ecido como 

Hoechst 33258 (H33258) (Loontiens e cols., 1991) já se mostrou eficiente na 

quantificação de baixas concentrações de DNA (Frau e cols., 1997; Bo tock­

Smith e cols., 1998). O método consiste no princípio do orante se ligar à dupla 

fita de DNA humano em solução desconh cida e esta solução ser exposta à uma 

luz filtrada de determinado comprimento de onda. Esta luz excita o complexo 

D A-H33258 provocando luz, que é captada por um fotodetector para registro. 

Assim a medida fluorescente é um indicador direto da concentração de DNA. 

Após as extrações de DNA, do sangue e do sw1ab bucal, uma alíquota de 

2µL foi retirada dos 300µL da solução de DNA e adicionada na cubeta utilizada 

no fluorímetro contendo 2mL da solução tampão, sendo então esta cubeta 

colocada no aparelho, pr viamente zerado e alibrado. 

ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Após realizadas as quantificações pelo método fluorimétrico e cal uladas 

as concentrações de DNA, as amostras foram comparadas da seguinte forma: 
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• Comparação entre as amostras pré-transfusão X pós-transfusão de todos os

pacientes transfundidos: foi utilizado o Teste t de Student para amostras

pareadas, que compara as médias de dois conjuntos de dados correlacionados.

• Comparação entre as amostras Sangue rotina contra Pré-tran fu ão e Pós­

transfusão: foi utilizado o Teste t de Student para amostras independentes, que

compara as médias de dois conjuntos de dados não correlacionados.

• Comparação entre pacientes Politransfundidos ( sala de transfusão) X pacientes

Cirurgia para as variáveis swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão: foi

utilizado o Teste t de Student para amostras independentes, que compara as

médias de dois conjuntos de dados não correlacionados.

• Comparação entre as diversas bolsas de hemocomponente e sangue rotina

(CHL X CHIL X CP X Sangue rotina): foi utilizado o Teste da análise de

variância (ANOVA), que compara simultaneamente as médias de mais de

dois conjuntos de dados não correlacionados e o teste post hoc de Tukey.

MARCADORES MOLECULARES 

Foram utilizados em nosso estudo, 5 STRs autossômicos e 5 STRs ligados 

ao cromossomo Y (Tabela 7). 

Três, dos cincos STRs autossômicos, estão localizados no gene do fator de 

von Willebrand (vWFl, vWF2 e vW A), muito utilizado em estudos de 

identificação genética, análises de ligação e estudos de populações humanas e 

evolução (Pena e cols., 1994· Casaiia e cols., 1995a, b; Jorde e cols., 1995; 

Arpini-Sampaio e cols., 1999; Pagotto e cols., 1999; Silva-Jr e cols., 1999). Os 

outros dois STRs autossômicos são HUMTPOX e HUMTH0 l .  O HUMTPOX 

está localizado no gene humano da tireóide peroxidase (Anker e cols., 1992) e o 

HUMTH0I está localizado no gene tirosina hidroxilase (Edwards e cols., 1991a). 

Dentre os vários microssatélites descritos na literatura, utilizamos aqueles que têm 

aplicações em análises populacionais, estudos antropogenéticos e investigações 

forenses, e dentre estes utilizamos cinco STRs localizados no cromossomo Y: 

DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393 (Kayser e cols., 1997). 
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As técnicas para detecção destes polimorfismos já estão padronizados e 

são procedimentos de rotina no laboratório de genética (Pagotto e cols., 1999; 

ndes Jr, 2001; Sousa, 2001). 

LOCI Investigados 

Tabela 7: STRs autossômicos e ligados ao cromossomo Y estudados. 

Loci Repetição Localização Tamanho (pb) Referências 
Cromossômica 

VWA TCTA 12q 
138 

TCTG 13,3 -ql3,2 (no mínimo) Kimpton e cols., (1992) 

TCCA 

VWFI ATCT 12q 99-135 Peake e cols., (1990) 

VWF2 ATCT 12q 154-182 Ploos & Reitsma (1990) 

HUMTPOX AATG 2p23-pter 220-256 Lins e cols .. (1998) 

HUMTR01 AATG l lp15-pl5.5 146-190 Urquhart e cols .. (199-1-) 

D\ S19 CTAT Yp 11,2 182-206 Kay cr e cols. ( 1997) 

DYS390 CT T Yqll,23 199-227 Kayser e cols, ( 1997) 

DYS391 CTAT Yqll,21 275-291 Kayser e cols. ( 1997) 

DYS392 ATT y 236-263 Kayser e cols. ( 1997) 

DYS393 GATA Ypl 1,3 120-132 Kayser e cols. ( 1997) 

STRs do Fator de von Willebrand 

O Fator de von Willebrand (vWF) humano é uma glicoproteína plasmática 

complexa, multimérica, necessária para a aderência das plaquetas ao endotélio 

quando este é Je�ado e liga-se ao fator VTII na circulação estabilizando-o 

(Man uso e cols., 1989)� sua deficiência resulta na doença de von Willebrand 

(Sadler, 1994). 
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O gene para este fator está localizado no cromossomo 12, região p l2-pter 

(Ginsburg e cols. 1985� Verweij e cols. 1985) sendo que um pseudogene, 

homólogo ao primeiro terço deste gene foi localizado no cromossomo 22 
(Mancuso e cols., 1991). Foi construído um mapa de restrição que compreende 

75% do locus e cerca de 33,8 quilobases foram seqüenciadas em ambos os 

filamentos de DN� incluindo todas as regiões flanqueadoras exon-intron. O gene 
tem cerca de 178 Kb e contém 52 exons. Seus exons variam de 40 a 13 79 pares de 

bases (pb) e, seus introns, de 97 pb a aproximadamente 19,9 Kb. Neste gene, foi 

identificada uma grande quantidade de seqüências repetitivas, incluindo 14 
repetições de seqüências Alu, e uma região de aproximadamente 670 pb, 

localizadas no intron 40 (Figural), omp tas por repetições imperfeitas da 
seqüência TCT A, dentro da qual foram identificados três polimorfismos de 

repetições in tandem. Uma ocorre entre os nucleotídeos 1900-2000, denominada 
vWFl outra entre os nucleotídeos 2200-2350, denominada vWF2 e a terceira. 

entre os nucleotídeos 1640-1794, denominados vWA (Mancuso e cols., 1989). 
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Figura 1: Mapa do intron 40 do gene de von Willebrand 
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Fator vW�VNTR I (número de ace o no GenBank: 800961), este STR é 

caracterizado por uma unidade de repetição d 4 pb. Situa-se dowstream ao vW A 

e sua amplificação pelos iniciadores de ritos por Peake e cols. (1990) produz 

fragmentos com 99 e 135 pb (Haddad & Sparrow, 1997) totalizando 10 alelos, 

nomeados de 5 a 14 (Cumming e cols. 1992; Haddad & Sparrow, 1997), de 

acordo com o número de repetições. 

VWA (HUMvWA31A): (número de acesso no GenBank:: M25858), sua 

amplificação com os iniciadores descritos por Kimpton e cols. (1992) produzem 

fragmentos que variam de 126 a 166 pb. Atualmente, são conhecidos onze alelos 

com freqüências polimórficas, e nomeados de acordo com o número de 

seqüências repetidas que possuem (11 a 21 repetições). 

Fator vW-VNTR2, (número de aces ao GenBank: 800750) situa-se a 

212 pb dowstream ao vWFl. Recentemente são conhecidos um total de 9 alelos, 

com tamanho variando de 154 a 186 pb nomeados de 9 a 1 7, quando utilizando os 

iniciadores descritos por Ploos & Reitsma ( 1990). 

STRs Localizados no Cromossomo Y 

O cromossomo Y apresenta uma semelhança básica com o genoma 

mitocondrial: trata-se de uma molécula não recombinante, que se comporta como 

um único "grande locus" com exceção da pequena região pseudo-autossômica 

(PAR) que tem homologia com o cromossomo X. Dessa forma, a detecção de 

polimorfismos no cromossomo Y, ainda que espalhados pela sua extensão, pode 

permitir a construção de uma genealogia de genes e a formação de haplótipo. 

O cromossomo Y, devido à diferença de tamanho apresenta um número 

maior de marcadores com relação ao DNAmt, que chega Ter um tamanho 4 x 104

vezes menor. Os polimorfismos do cromossomo Y são cada vez mais 

freqüentemente utilizados para esclarecer questões evolutivas e da estrutura 

genética das populações, e desde que foi demonstrado que os microssat 'lites do 

cromossomo Y têm similar grau de diversidade comparados com os encontrados 

nos cromossomos autossômicos (Roewer e cols. 1992). Cinco microssatélites 
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foram estudados, quatro tetranucleotídeos: DYS 19, DYS390, DYS391 e DYS393, 

e um trinucleotídeo: DYS392 (Figura 2). 
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Figura 2: Mapa do cromossomo Y 

DYS19: o primeiro dos microssatélites usados nos estudos do cromossomo

Y humano (Roewer e cols. 1992). A seqüência está localizada no braço curto (Yp) 

sendo composta de unidades repetitivas de CTAT ou CTAC. 

D Y
S

390: estudos recentes mostraram que a região do locus é composta 

por duas regiões variáveis, CTGT e CTAT. As variações nas unidades de CTAT 

levam à formação da maioria dos alelos. Este locus está localizado no braço longo 
(Yq) do cromossomo Y. 

D l 8391: microssatélite tetranucleotídeo formado pelas unidades 

repetitivas CTAT, está localizado no braço longo do cromossomo Y (Yql 1.21). 
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DYS392: microssatélite trinucleotídeo com ariação no número de 

unidades da seqü �ncia A TT. A localização do locus no cromossomo não foi 

determinada. 

DYS393: formado pelas unidades repetitivas GATA, está localizado na 

região terminal não pseudoautossômica do braço curto do cromossomo Y. 

AMPLIFICAÇÃO DO DNA (PCR) 

A PCR consiste na amplificação enzimática de uma seqüência específica 

de DNA, explorando a capacidade de duplicação do DNA, vi ando a produção de 

milhões de cópias desta seqüência em microtubo de uma maneira simples e 

rápida. 

Uma fita simples de D é usada como molde para a síntese de novas 

cadeias compl mentares sob a ação da enzima polimerase do DNA, capaz de 

adicionar os oligonucleotídeos presentes na reação, segundo a fita molde. A 

polimerase do DNA requer, entretanto, um "ponto de início" ligado à fita molde 

que servirá de apoio para que os nucleotídeo subsequentes sejam adicionados. 

Esse ponto de início da síntese é fornecido por um oligonucleotídeo que se híbrida 

à fita molde simples, o qual é denominado de primer. Ambas as fitas simples 

ini iais serv m de fita molde para a síntese, desde de que se forneça primers 

específicos a cada uma delas. Dessa forma, a região do DNA genômico a ser 

sintetizada é definida pelos primers, que se hibridam especificamente às suas 

seqüências complementares na fita molde, delimitando o fragmento de DNA que 

se deseja amplificar (Gelfand, 1989; Newton, 1995). 

A PCR foi realizada em volume final de 25µL, contendo 4µL de DNA 

genômico, 2,5µL de tampão (Tris/HCl 200mM, pH 8,5, KCl 500mM, MgCh 

20mM), 0,25µL de dNTP (dinucleotídeos tri-fosfato), primers de acordo com o 

sistema utilizado, 0,lµL de Taq polimerase e água deionizada e autoclavada q.s.p. 
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O controle negativo da reação é feito com o tubo branco, contendo todos 

os componentes da reação, e água deionizada e autoclavada substituindo o DNA 

genômico. O controle positivo é feito com o tubo padrão, contendo DNA de 

leitura padronizado no laboratório ((Pagotto e cols., 1999; Mendes Jr, 2001; 

Sousa, 2001). A este passo seguiu-se o programa correspondente ao sistema. 

Todos os 1 O sistemas analisados foram amplificados em um termociclador 

MJResearch. Os sistemas DYS 19 e DYS392 foram amplificados com o mesmo 

programa (denominado DYS19), DYS390, DYS391 e DYS393 foram também 

amplificados com um mesmo programa (denominado DYS390). Para o vWFl, 

vWF2 e vW A foi determinado um programa específico ( F-TD) enquanto que 

para os sistemas HUMTPOX e HUMTH0l foram amplificados com o mesmo 

programa (denominado STR). As etapas de cada um estão descritas a seguir: 

V\VF-TD 

Etapa 1 ( 1 Ciclo): 94ºC por 4 minutos; 

Etapa 2 (16 Ciclos): 94ºC por 1 minuto; 70ºC por 1 minuto e 30 segundos, 

diminuindo l ºC por ciclo e 72 ºC por 2 minutos; 

Etapa 3 (28 Ciclos): 94ºC por 1 minuto� 54ºC por 1 minuto e 30 segundos 

e 72ºC por 2 minutos; 

Etapa 4 ( 1 Ciclo): Um ultimo ciclo de 72ºC durante 1 O minutos foi 

adicionado ao final do programa. 

DY 19 

Etapa 1 ( 1 Ciclo): 94 ºC por 3 minutos; 

Etapa 2 (5 Ciclos): 94ºC por 30 segundos; 58ºC por 1 minuto e 72ºC porl 

minuto; 

Etapa 3 (30 Ciclos): 94°C por 30 segundos; 54ºC por 1 minuto e 72ºC 

por 1 minuto; 

Etapa 4 (1 Ciclo): 72ºC por 10 minutos e 4ºC indefinidamente. 

DYS390 

Etapa 1 (!Ciclo): 94ºC por 3 minutos; 
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Etapa 2 (5 Ciclos): 94ºC por 30 segundos; 63ºC por I minuto, 72ºC por 1 

minuto; 

Etapa 3 (30 Ciclos): 94ºC por 30 segundos; 58ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 

minuto; 

Etapa 4 (1 Ciclo): 72ºC por 10 minutos e 4ºC indefinidamente. 

STR 

tapa 1: 1 minuto à 94ºC 

Etapa 2: 1 minuto à 6lºC 

Etapa 3: l minuto à 72ºC 

Estes três passos se repetem por 31 vezes e por fim um último passo de 1 O 

minutos à 72ºC e 4ºC indefinidamente. 

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 

Após a obtenção do produto da PCR é preciso manipulá-lo um pouco 

mais, afim de determinar-se a tipagem de DNA de um indivíduo em determinado 

locus. Esta manipulação pode ser feita de diversas maneiras: fazendo-se a 

hibridação com sondas radioativas (Helmuth e cols., 1990), digerindo-se com 

enzimas de restrição (Schurr e cols., 1990) sequenciando-se as amostras (Vigilant 

e cols., 1989), dentre outras maneiras. 

Neste trabalho, após o término da reação de PCR as amostras foram 

aplicadas em um gel vertical de poliacrilamida 12% para os sistemas vWFl, 

vWF2, vWA, TPOX e TH0, e 10% para os sistemas DYS19, DYS390, DYS391, 

DYS392 e DYS393, submetidos a uma voltagem constante e corados com nitrato 

de prata de acordo com o método descrito por Sanguinetti e cols. ( 1994) com 

pequenas modificações, para visualização do produto amplificado, como descritas 

a segmr. 

Os fragmentos amplificados foram analisados sob condições 

desnaturantes, necessitando, para isto, de um tratamento prévio com formamida 

antes de sua aplicação no gel. Desta forma, foram utilizados géis de 
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poliacrilamida com uréia (10% e 12%) e 2µ1 da amostra a ser analisada foram 

misturados a 8µ1 de loading bujfer cont ndo formamida 75%, aquecidos à 94ºC 

por 1 O minutos e imediatamente após colocados em banho de gelo (tratamento 

desnaturante), seguindo-se a aplicação no gel. 

Os géis desnaturantes 1 O e 12% foram feitos diluindo-se a solução mãe de 

acrilamida (30%) para a concentração desejada (i.e., 6,66ml e 8,00ml 

respectivamente), TBE (Tris-Borato EDTA) lOX para TBE IX (i.e., 2ml) e 9,6g 

de uréia em água destilada para o volume final de 20ml. À mistura de gel 

adicionou-se 300µL da solução saturada de persulfato de potássio e 1 SµL de 

TEMED® como catalisadores da reação de polimerização e imediatamente verteu­

se a mesma em uma moldura de tamanho determinado previamente montado. Esta 

moldura era composta por duas placas de vidro e espaçadores presos com 

grampos de aço. Logo após verter-se o gel entre as placas colocou-se o "pente" de 

teflon na borda superior do gel, formando sulcos, onde posteriormente serão 

aplicadas as amostras de DNA amplificado e aguardou-se a polimerização por no 

mínimo 30 minutos. 

O gel polimerizado foi montado em uma cuba de eletroforese vertical 

contendo tampão TBE 1 0X em ambos pólos. Após a mistura com o corante 

(Loading b1iffer) e o tratamento desnaturante, as amostras foram aplicadas no gel 

com tamanho de 10cm, assim como os devidos padrões de migração, e o 

equipamento ligado à uma fonte e submetido a voltagem constante de 200V pelo 

tempo determinado para cada marcador. As condições específicas de cada locus

são descritas na Tabela 8. 
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Tabela 8: Condições específicas para eletroforese de cada locus polimórfico 
estudado. 

Loci Gel Tempo 

VWFI 12% desnaturante 4hs 

VWF2 12% desnaturante 5hs 

VWA 12% desnaturante 5hs 

TPOX 12% desnaturante 5hs 

THO 12% desnaturante 5hs 

DYSl9 1 0% desnaturante 3:30hs 

DYS390 10% desnaturante 3:50hs 

DYS391 10% desnaturante 5hs 

DYS392 10% desnaturante 4:20hs 

DYS393 10% desnaturante 3:40hs 

COLORAÇÃO 

A coloração com nitrato de prata (Sanguinetti e cols., 1994) e registro dos 

resultados foram feitos como descrito a seguir: 

Fixaç,1o: terminada a eletroforese o gel foi. colocado num recipiente de vidro tipo 

pirex contendo 100 mL de solução fixadora. 

Impregnação com Nitrato de Prata: foram adicionados 2ml da solução de nitrato 

de prata (O. Ig/mL) agitando-se por 05 minutos. Em seguida o gel foi lavado 

rapidamente 02 vezes em água destilada. 
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Rei•elação: foram adicionados 100 ml da solução reveladora mais 1 ml de 

formaldeído deixou-se agitando até a observação do aparecimento das bandas, 

quando o revelador foi desprezado e acrescentados 100 mi da solução fixadora. 

Secagem tio gel: depois de realizada a leitura do gel, este foi preparado para o 

processo de secagem em placas de vidro e papel celofane, à temperatura ambiente 

por 02-03 dias. 

REAGENTES E SOLUÇÕES 

Acrilamida + Bis-Acrilamida (29: 1): 29 gramas de Acrilamida e 1 grama de bis­

acrilamida diluídas em um volume final de 100 mi de água. 

BIOTOOLS DNA Polymerase (Junit,µL), fornecida pelo BIOTOOLS, 

Ul'JISCIENCE do Brasil. 

dNTP 20mM: A solução de trabalho de dinucleotídeos tri-fosfato (dNTP) utilizada 

foi obtida diluindo-se a solução estoque ( 1 OOrnM) de dNTP (Pharmacia Biotech 

do Brasil Ltda e BIOTOOLS - B & M Labs, S.A) para uma concentração de 20 

mM de cada dNTP. 

Iniciadores espe ·íficos para os loci estudados (Bio-Synthesis) diluídos para 50 

µM. 

Iniciadores ou ''primers" (solução de trabalho): Para a solução de trabalho os 

iniciadores foram diluídos a 2,55 µM. 

Loading buffer: TBE 2X; xileno cianol 0,25%; azul de bromofenol 0,25%; EDT A 

0,lM pH 8,0� ficoll 15%. 

Nitrato de Prata: 0,15 g de AgN03 em 1-2 ml de H20 milliQ. 
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Per.sulfato de Potássio: 650mg/6,5ml de água. 

Proteína.se K : l 0mg/ml em água autoclavada. 

Solução Fixadora: 50 mi de etanol contendo 2 ml de ácido acético, água milliQ 

qsp. 300 ml. 

Solução Reveladora: 4,5 g de aOH, 1ml formaldeído 37%, água milliQ qsp. 

200ml. 

Tampão BIOTOOLS: Tris/HCI 75mM pH 9.0; KCI S0mM; MgCh 2mM; 

(N&)2SO4 20mM. 

Tampão para li.se de erUrócitos (Li.se 1): Tris/HCI 0,0lM pH 7,6; sacarose 0,32 

M; MgCh 5 mM; triton X-100 1%. 

Tampão para li.se de leucócitos (Li.se 2): Tris/HCl 0,0lM pH 8,5; KCI 50mM; 

MgCh, SmM; P-40 0,45%; Tween 20 0,45%. 

Tampão TBE (Tris-Borato EDTA) JOX- Tris/HCl 0,9M pH 8,0. 

Tris -108g /53g ac bórico/ 40 ml edta 0,5M pH=8,0. 

Tampão Tris-MgCfi.. Tris O, IM, MgCb 0,02M. 
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Resultados 

CONCENTRAÇÕES DE DNA 

Após a extração de DNA, todas as amostras do nosso estudo, foram 

quantificadas pelo método fluorimétrico e calculadas suas concentrações. As 

amostras pré e pós-transjúsão são referentes às amostras de sangue dos pacientes, 

sendo a concentração dada µg/mL d sangue total. A concentração da amostra 

swab bucal, também referente ao paciente, é dada em µg/mL de olução de D A, 

já que o DNA extraído era proveniente de um raspado da cavidade oral utilizando 

um swab do tipo "escovinha". As concentrações das amostras das bolsas são dadas 

µg/mL de seu respectivo concentrado. As concentrações das amostras encontram­

se nas Tabelas 9 e 10. 

Tabela 9: concentrações de DNA das amostras colhidas na sala de transfusão 
ambulatorial. Concentração média em µg/mL. 

PACIENTE 1 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Bolsa 1 
Bolsa 2 
Pós-transfusão 

PACIENTE 2 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Bolsa 1 
Bolsa 2 
Bolsa 3 
Pós-transfusão 

PACIENTE3 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Bolsa 1 
Bolsa 2 
Pós-transfusão 

Bolsa do hemocomponente 
(volume em mL) 

Cfil (240) 
CHL (250) 

Cfil (220) 
Cfil (230) 
CHL (230) 

CHL (234) 
Cfil (240) 

(µg/mL) 

41 
315 
159 
198 
381 

48 
450 
159 
129 
216 
489 

61 
429 
132 
147 
366 
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Tabela 9 (Cont.) 

Bolsa do hemocomponente Concentração 
( volume em mL) (µg/mL) 

PACIENTE4 

Swab bucal 51 
Pré-transfusão 294 
Bolsa 1 CHL (180) 192 
Pós-transfusão 507 

PACIENTE 5 

Swab bucal 39 
Pré-transfusão 261 

Bolsa 1 CHL (180) 132 
Bolsa 2 CHL (280) 153 
Bolsa 3 CHL (220) 150 
Pós-transfusão 378 

PACIENTE 6 

Swab bucal 47 
Pré-transfusão 267 
Bolsa 1 CHBL (196) 255 
Bolsa 2 CHL (216) 147 
Bolsa 3 CHL (206) 168 
Pós-transfusão 303 

PACIENTE 7 
Swab bucal 45 
Pré-transfusão 135 
Bolsa 1 CHIL (200) 234 
Bolsa 2 CRIL (190) 264 
Pós-transfusão 207 

PACIENTE 8 

Swab bucal 48 
Pré-transfusão 225 
Bolsa 1 CHL (260) 183 
Bolsa 2 CHL (240) 144 
Pós-transfusão 354 

PACIENTE 9 

Swab bucal 39 

Pré-transfusão 141 
Bolsa 1 CHIL (260) 135 
Bolsa 2 CHlL (280) 162 
Pós-transfusão 192 
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Tabela 9 (Cont.) 

Bolsa do hemocomponente Concentração 
(volume em mL) (µ!2/mL) 

PACIENTE 10 

Swab bucal 55 
Pré-transfusão 369 

Bolsa 1 CHL (260) 174 

Bolsa 2 CHL (240) 141 
Bolsa 3 cm, (156) 144 
Pós-transfusão 276 

PACIENTE 11 

ll'llb bucal 59 
Pr '-tran fusão 93 
Bolsa 1 CG (160) 1791 

Pós-transfusão 120 

PACIENTE 12 

Swab bucal 50 
Pré-transfusão 492 

Bolsa 1 CHIL (250) 141 
Bolsa 2 CHlL (230) 108 

Bolsa 3 CHIL (240) 120 
Bolsa 4 CHIL (240) 138 

Pós-transfusão 363 

PACIENTE 13 

Swab bucal 46 
Pré-transfusão 174 
Bolsa 1 CP (180) 141 
Bolsa 2 CHIL (250) 93 

Pós-transfusão 138 

PACIENTE 14 

Swab bucal 54 
Pré-transfusão 219 

Bolsa I CP (45) 132 
Bolsa 2 CP (45) 114 
Bolsa 3 CP (45) 186 
Bolsa 4 CP (45) 129 

Bolsa 5 CP (45) 180 
Bolsa 6 CP (45) 186 
Bolsa 7 CP (45) 105 
Bolsa 8 CP (45) 111 
Bolsa 9 CP (45) 138 
Bolsa 10 CP (45) 156 
Bolsa 11 CHIL (230) 105 
Bolsa 12 CRIL (220) 129 
Pós-tran fu ão 144 
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Tabela 9 (Cout.) 

Bolsa do hemocomponente Concentração 
( volume em mL) {µg/mL) 

PACIENTE 15 

Swab bucal 42 
Bolsa 1 (1º dia) CHL (200) 108 
Bolsa 2 (lº dia) CHL (100) 156 
Pós-transfusão (lº dia) 312 
Pré-transfusão (2º dia) 168 
Bolsa 3 CHlL (330) 219 
Bolsa 4 CHIL (320) 213 
Bolsa 5 CHIL (330) 300 
Bolsa 6 CHIL (310) 222 
Pós-transfusão (2º dia) 171 
Pré-transfusão (3° dia) 198 
Bolsa 7 CHIL (230) 144 
Bolsa 8 CHIL (220) 204 
Pós-transfusão (3º dia) 303 

PACIENTE 16 

Swab bucal 69 
Pré-transfusão 141 
Bolsa 1 CHL (290) 120 
Bolsa 2 CHL (230) 243 
Bolsa 3 CHL (280) 126 
Bolsa 4 CP (45) 159 
Bolsa 5 CP (45) 141 
Bolsa 6 CP (45) 120 
Bolsa 7 CP (45) 150 
Bolsa 8 CP (45) 138 
Bolsa 9 CP (45) 129 
Bolsa 10 CP (45) 129 
Pós-transfusão 102 

PAClE TE 17 

Swab bucal 75 
Pré-transfusão 162 
Bolsa 1 CHIL (180) 165 
Bolsa 2 CHIL (200) 135 
Pós-transfusão 129 

PACIENTE 18 

Swab bucal 56 
Pré-transfusão 156 
Bolsa 1 CHIL (230) 159 
Bolsa 2 CHlL (120) 141 
Bolsa 3 CHlL (260) 204 
Pós-transfusão 120 
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Resultados 

Tabela 10: concentrações de D A da amostras colhidas na sala de cirurgia. 
Concentração média em µg/mL. 

PACIENTE 19 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Bolsa 1 
Bolsa 2 
Bolsa 3 
Bolsa 4 
Pó -transfusão 

PACIENTE 20 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Bolsa 1 
Bolsa 2 
Bolsa 3 
Pós-transfusão 

PACIENTE 21 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Pó -tra."'l fusão 

PACJENTE 22 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Bolsa 1 
Bolsa 2 
Bolsa 3 
Bolsa4 
Bolsa 5 
Bolsa 6 
Pós-transfusão 

PACIENTE 23 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Bolsa 1 
Pós-transfu ão 

PACIENTE 24 

Swab bucal 
Pré-transfusão 
Pós-transfusão 

Bolsa do hernocomponente 
(volume em mL) 

CHL (250) 
CHL (350) 
CHL (320) 
CHL (350) 

CI IL (400) 
CHL (320) 
CHL (310) 

CHL (300) 
CHL (310) 
CHI. (350) 
CHL (360) 
CHL (300) 
CHL (370) 

CHL (320) 

Concentração 
(1-tg/mL) 

52 
153 
171 
204 
177 

213 
216 

60 
297 
159 
192 
153 

255 

50 
411 
162 

49 
414 
r·2 

135 
120 
123 
144 
135 
168 

45 
252 
192 
336 

55 
204 
144 
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Resultados 

Tabela 10 (Cont.) 

Boi a do hemocomponente Concentração 
( volume em mL) {µg/mL) 

PACIENTE 25 

Swab bucal 56 
Pré-transfusão 174 
Pós-transfusão 261 

PACIENTE 26 

Swab bucal 54 
Pré-transfusão 303 
Bolsa 1 CHL (310) 141 
Boi a 2 CHL (310) 117 
Bolsa 3 CHL (350) 132 
Bolsa 4 CHL (320) 168 
Pós-transfusão 141 

PACIENTE 27 

Swab bucal 42 
Pré-transfusão 159 
Pós-transfusão 210 

PACIENTE 28 

Swab bucal 46 
Pré-transfusão 153 
Bolsa 1 CHL (340) 207 
Pós-transfusão 141 

PACIENTE 29 

Swab bucal 49 
Pré-transfusão 138 
Bolsa 1 CHL (290) 111 
Pós-transfusão 159 

PAClENTE30 

Swab bucal 45 
Pré-transfusão 294 
Pós-transfusão 300 
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Resultados 

COMPARAÇÕES ENTRE AS AMOSTRAS 

Após realizadas as quantificações e calculadas as concentrações, as 

amostras das bolsas, swab bucal pré e pós-transfusão foram comparadas entre os 

pacientes transfundidos e também com as amo tra de sangue da rotina do 

laboratório (Tabela 11). As amostras "sangue rotina" são provenientes dos 

pacientes que procuraram o serviço de investigação de paternidade e foram 

quantificadas 30 amostras. 

Foram comparadas também as amostras de sangue dos pacientes 

politansfundidos (sala de transfusão ambulatorial) com as amostras de sangue dos 

pacientes que não eram politransfundidos ( cirugia), descrito na Tabela 1-. 

Tabela 11: Comparações entre as concentrações de D das amostras dos 
pacientes transfundidos, das bolsas de hemocomponente e sangue rotina. 
Concentrações em µg/mL. 

enor Maior Média 
Desvio Amostras 

concentração concentração padrão 
Swab bucal 39 75 50,93 8,3 

Pré-transfusão 93 492 248,1 109,9 

Pós-transfusão 102 507 241,1 113,1 

Bolsa CHL 108 243 156,91 31,78 

Bolsa CHIL 93 300 169, 77 54,91 

Bolsa CP 105 186 141,33 24,37 

Sangue rotina 108 414 266 84,46 

Tabela 12: Comparações das concentrações de DNA das amostras dos pacientes 
politransfundidos com os pacientes da cirurgia. Concentrações em µg/mL. 

Amostras - Pacientes Menor Maior Média Desvio 
concentrayão concentração Padrão 

Swab bucal - Politransfundido 39 75 51,39 9,93 
Swab bucal - Cirurgia 42 60 50,25 5,33 

Pr • -transf - Politransfundido 93 492 249,50 119,71 
Pré-transf. - Cirurgia 138 414 246,00 98.68 

Pós-transf. - Politransfundido 102 507 263,33 133, 76 
Pós-transf. - Cirurgia 141 336 207,75 66,83 
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Resultados 

MISTURA DOS SANGUES E 

MISTURA DOS DNAs 

STRs Autossômicos 

As 3 misturas feitas entre dois sangues diferentes (Tabela 1 ), em diferentes 

proporções, variando a concentração de 5% do sangue B em relação ao sangue A, 

até chegar numa proporção de iguais concentrações (50%), foram testadas nos 

sistemas vWFl, vWF2, vWA, THO e TPOX. Foi encontrado, para todos os 

sistemas testados, um fraco sinal positivo de contaminação do sangue B em 

relação ao sangue A, a partir de uma concentração maior ou igual a 10%, como 

mostram as Figuras 3, 4, 5, 6 e 7. À medida em que a concentração do sangue B 

vai aumentando na mistura, o sinal da contaminação toma-se cada vez mais 

evidente, assim como é mostrado até o momento em que as concentrações se 

igualam (50%). 

Quando foram usadas as soluções de D A (Tabela 2), os resultados 

encontrados foram iguais aos obtidos na mistura de sangue, ou seja, a 

contaminação foi detectada a partir de uma concentração maior ou igual a l 0%, 

como mostram as Figuras 8, 9 e 1 O. 
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Resultados 

Figura 3: mistura de sangues - sistema vWFl, onde Pl e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A e B. Observa-se a 

contaminação na mistura a partir da concentração de 10%. 

Pl 5% 10 ¼. IS% 20% 25% 30% 35% 40o/o 45% 50% P2 Br 

Figura 4: mistura de sangues - sistema vWF2, onde Pl e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A e B. Observa-se a 

contaminação na mistura a partir da concentração de 10%. 

PI 

D, A 

A 

5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45°/o 50% 

D A 

B 

P2 Br 

Figura 5: mistura de sangues - sistema vWA, onde Pl P2 são padrões de leitura, 

mostrando o DNA encontrado no sangue A e B. Observa-se a contaminação na 

mistura a partir da concentração de 10%. 

D A 

PI So/o 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45º-" 50% 

D' 

D 

P2 Br 
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Resultados 

Figura 6: mistura de sangues - sistema TH0, onde P 1 e P2 são padrões de leitura, 

mostrando o DNA encontrado no sangue A e B. Observa-se a contaminação na 

mistura a partir da concentração de 10%. 

Pl 

DNA 

A 

5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50% 

DNA 

B 

P2 Br 

Figura 7: mistura de sangues - sistema TPOX, onde Pl e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A e B e a contaminação na 

mistura a partir da concentração de 10%. 

PI 

D A 

A 

D A 

B 

Pl Dr 
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Resultados 

Figura 8: mistura de DNAs - sistema TPOX, onde Pl e P2 são padrões de leitura, 

mostrando o DNA encontrado e a contaminação na mistura a partir da 

concentração de 10%. 

D A 

PI 5% 10% 15% 20°
/4 2511/e 30% 35°11 40% 45% 50% P2 Br 

Figura 9: mistura de DNAs - sistema vWFl, onde Pl e P2 são padrões de leitura, 

mostrando o DNA encontrado e a contaminação na mistura a partir da 

concentração de 10%. 

Pl 

D A 

A 

5°A 10 ¼ 1 % 20" 25% 304¼ 3 o/o 40 Yo 45% 50 ¼. P2 Br 

Figura 10: mistura de DNAs - sistema vW A, onde P 1 e P2 são padrões de leitura, 

mostrando o DNA encontrado e a contaminação na mistura a partir da 

concentração de 10%. 

Pl 5°/4 10% 15% 29% P2 Br 
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Resultados 

STRsY 

A mistura de sangue realizada foi feita tomando-se o cuidado do sangue A 

pertencer à mulher e o sangue B pertencer ao homem. Quando foram utilizados os 

marcadores do tipo Y (DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393) para esta 

mistura variando a concentração de 5% do sangue Bem relação ao sangue A, até 

chegar numa proporção de iguais concentrações ( 50% ), foi encontrado, para todos 

os sistemas testados, um fraco sinal positivo de contaminação do sangue B em 

relação ao sangue A, a partir de uma concentração maior ou igual a 5%, como 

mostram as Figuras 11, 12 e 13. 

Quando foram usadas as soluções de DNA, os resultados encontrados 

foram iguais aos obtidos na mistura de sangue, ou seja, a contaminação foi 

detectada a partir de uma concentração maior ou igual a 5%, como mostram as 

Figuras 14 e 15. 
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Resultados 

Figura 11: mistura de sangues - sistema DYS19, onde Pl e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem). 

Observa-se a contaminação na mistura a partir da concentração de 5%. 

PJ 

DNA 

A 

S% 10% l So/o 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50% 

DN 

B 

Pl Br 

Figura 12: mistura de sangues - sistema DYS390, onde Pl e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem). 

Observa-se a contaminação na mistura a partir da concentração de 5%. 

Pl 

DNA 

A 

S v. 10 v. 1se;. 20% 259/e 30% 35 ¼ 40% 45% 50% 

DNA 

B 

P2 Dr 

Figura 13: mistura de sangues - sistema DYS390, onde P 1 e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem). 

Observa-se a contaminação na mistura a partir da concentração de 5%. 

Pl 

D A 

A 

5% 10% JS% 20% 25°/4 30% 35% 40% 45% 50% 

DNA 

B 

P2 Br 
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Resultados 

Figura 14: mistura de DNAs - sistema DYS392, onde Pl e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem). 

Observa-se a contaminação na mistura a partir da concentração de 5%. 

Pl 

DNA D A 

A B 

5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% -10% -IS% 50% P2 Br 

Figura 15: mistura de DNAs - sistema DYS393, onde Pl e P2 são padrões de 

leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem). 

Observa-se a contaminação na mistura a partir da concentração de 5%. 

PI 

DNA DNA 

A B 

5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% -15% 50% P2 Br 
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Rl!.,11/iados 

PACIENTES TRANSFUNDIDOS 

Para todos o pacientes transfündidos, na sala de transfusão ou em 

cirurgia, que receberam concentrado de hemáceas. não foram observadas 

alteraçõe na detecção de DNA amparando o sangue obtido antes da transfusão e 

trinta minutos pós-transfusão. Todas as amostras foram testadas nos cinco 

marcadores autossômicos (vWFl, vWF2, WA, TH0 e TPOX), como mostram as 

Figuras 16, 17, 18, 19 e 20. O si,i•ab bucal foi usado como padrão para tipagem de 

DNA para os pacientes politransfündidos da sala de transfusão ambulatorial, e 

mesmo a sim não houve diferença da tipagem de DNA extraído do swab bucal 

comparado com o DNA extraído do sangue periférico. 

Um outro achado, mesmo sabendo que plaquetas não possuem núcleo, foi 

o fato de extrairmos DNA dos concentrados de plaquetas. As amostras foram

testadas nos cinco marcadores autossômicos (figuras não mostradas) e mais uma 

vez não foram ob er adas alterações na detecção de DNA, comparando o sangue 

antes da transfusão e trinta minutos pós-transfusão, como mostra a Figura 21 . 
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Resultados 

Figura 16: sistema vWFl, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2 e 3) e comparando as amostras 

swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do paciente 5. 

PI wab Pré 1 P2 Br 

Figura 17: sistema vWA, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2 e 3) e comparando as amostras 

swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do paciente 1 O. 

Pl Swab Pré 1 2 3 Pós P2 Br 

Figura 18: sistema THO, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2, 3 e 4) e comparando as 

amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do paciente 12. 

Pl Swab Pré 1 2 3 4 Pós P2 Br 
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Resultados 

Figura 19: sistema vWFl, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) 

recebidas durante 3 dias e comparando as amostras swab bucal, pré-transfusão e 

pós-transfusão do paciente 15. 

Pl Swab l 2 Swab Pré 3 4 S 6 Swab Pré 7 8 Pós P2 B 

Figura 20: sistema TPOX, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o 

DNA encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2, 3 e 4) e 

comparando as amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do pac. 19. 

Pl Swab Pré 1 2 3 4 Pós P2 Br 

Figura 21: sistema vWFl, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado nas bolsas de concentrado de plaquetas ( 1 à 1 O) e comparando as 

amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do paciente 16. 

4 6 7 
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Resultados 

Em um único caso, em que o paciente, hospitalizado, recebeu uma bolsa 

de leucócitos, foram colhidas as amostras de rotina do no so estudo (swah bucal, 

pré e pós-transfusão) e uma amostra pós-transfusão de vinte e quatro horas e estas 

amostras foram testadas nos cinco marcador s autossômicos. Neste caso, foi 

encontrada alteração da tipagem de D A na corrente sangüínea após a transfusão, 

como mostram as Figuras 22, 23 e 24. Foi observado, para maior certeza, que 

quando comparados o DNA do swab bucal com o DNA do sangue pré-transfusão, 

não havia alterações. Os géis referentes aos sistemas vWF2 e TPOX não foram 

mostrados devido a amostra da bolsa do concentrado de leucócitos apresentar a 

mesma leitura das amostras do paciente. 

53 



Resultados 

Figura 22: sistema vWFl, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado na bolsa de concentrado de leucócitos (1) e comparando as amostras 

swab bucal, pré-transfusão, pós-transfusão 30 minutos (Pós 1) e pós-transfusão 24 

horas (Pós 2). 

PI Swab Pré 1 Pós l Pós 2 P2 Br 

Figura 23: sistema vW A, onde P 1 e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado na bolsa de concentrado de leucócitos ( 1) e comparando as amostras 

swab bucal, pré-transfusão, pós-transfusão 30 minutos (Pós 1) e pós-transfusão 24 

horas (Pós 2). 

Dr 

Figura 24: sistema TH0, onde P 1 e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

encontrado na bolsa de concentrado de leucócitos ( 1) e comparando as amostras 

swab bucal, pré-transfusão, pós-transfusão 30 minutos (Pós 1) e pós-transfusão 24 

horas (Pós 2). 

Pré 1 Pós I P 2 P2 Br 
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Resultados 

Um outro teste foi realizado para verificar a detecção de DNA masculino 

em mulheres receptoras de transfusões sangüíneas. Como não tínhamos acesso à 

relação dos dados r ferentes à identificação dos doadores, não sabíamos se as 

bolsas do hemocomponente eram provenientes de homens ou mulheres. 

Analisamos, então, as amostras de sangue das bolsas do hemocomponente, 

que as mulheres receberam, com os marcadores DYS19, DYS390, DYS391, 

DYS392 e DYS393 e verificamos entre as bolsas de sangue quantas eram de 

doadores homens. 

A Tabela 13 mostra o número de bolsas de doadores homens que as 

mulheres receberam durante a transfusão. 

Tabela 13: Relação do nº de bolsas recebidas / nº de bolsas de doadores 

homens. 

Paciente Total de bolsas nº de bolsas de 
recebidas doadores homens 

l 2 2 

2 3 3 
3 2 2 
4 1 l 

5 3 2 
9 2 o 

10 3 3 
17 2 2 
22 6 5 

23 1 1 
25 2 ? 
26 4 2 
29 1 o 

30 2 ? 
(?) Não foi possível colher as amostras das bolsas transfundidas. 

Também foi feita a comparação do swab bucal com a amostra de sangue 

pré e pós-transfusão das mulheres que receberam transfusão na tentativa de se 

detectar o DNA masculino após a transfusão. Não foram observadas alterações na 

tipagem de DNA no sangue periférico como mostram as Figuras 25, 26, 27, 28 e 

29. 

55 



Resultados 

Figura 25: sistema DYS19, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1,2 ,3, 4 e 6) e 

comparando as amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do paciente 22. 

Pl Swab Pré 1 2 3 4 S 6 Pós P2 Br 

Figura 26: sistema DYS390, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1,2 ,3, 4 e 6) e 

comparando as amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do paciente 22. 

PI Swab Pré 1 2 3 4 5 6 Pó P2 Br 

Figura 27: sistema DYS391, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o DNA 

masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2 e 3) e comparando 

as amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do paciente 10. 

PI Sw11b Pré 1 2 Br 
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Resultados 

Figura 28: sistema DYS392, onde P l  e P2 são padrões de leitura, mostrando o 

DNA masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2 ,3, 4 e 6)

e comparando as amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do pac. 22. 

Pl Swab Pré 1 2 3 4 5 6 Pós Pl Br 

Figura 29: sistema DYS393, onde Pl e P2 são padrões de leitura, mostrando o 

DNA masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemáceas (1, 2 ,3, 4 e 6) 

e comparando as amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão do pac. 22. 

PI Swah Pré 1 2 3 4 S 6 Pós P2 Br 
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-VISCUSSÃ



Di.,cussãu 

Este trabalho descreve a aplicação da técnica de PCR utilizando 

marcadores mol culares do tipo STR (autossômicos e ligados ao cromossomo Y) 

para detectar a presença de DNA de um ou mais doadores em pacientes que 

receberam transfusão sangüínea. Também descreve a quantidade mínima de 

sangue ou DNA, em uma mistura, necessária para se detectar o DNA 

contaminante através da PCR e interferir no resultado de um possível teste de 

paternidade. 

Na mistura dos sangues e dos DNAs realizada, ariando a concentração do 

sangue contaminante de 5 à 50%, foi encontrado um sinal de contaminação a 

partir de uma concentração maior ou igual a 10% do sangue B em relação ao 

sangue A, quando utilizados os marcadores moleculares autossômicos (vWFl, 

v F2, vW A, TH0 e TPOX). 

Entretanto, na mesma mistura, quando foram utilizados os marcadores 

moleculares ligados ao cromossomo Y (DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 e 

DYS393) a detecção do DNA contaminante (masculino) se deu a partir de uma 

concentração maior ou igual a 5%. Estes marcadores moleculares se mostraram 

mais sensíveis, devido a sua especificidade, para a amplificação pela técnica de 

PCR. 

Os resultados encontrados mostraram que para detectar o 

microquimerismo em pacientes que receberam transfusão sangüínea é necessário 

que o paciente tenha recebido uma unidade de concentrado de hemáceas ou 

plaquetas contendo volume maior ou igual a 10% da sua volemia. Portanto, o 

microquimerismo não foi encontrado em nenhum paciente transfundido, pois em 

nosso estudo não houve nenhum paciente que tivesse recebido este volume em 

uma transfusão. 

As amostras de sangue das mulheres que receberam transfusão de 

doadores homens foram testadas com marcadores do tipo Y, na tentativa de 

detectar o DNA masculino circulando na sua corrente sangüínea. Não foram 
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Discussão 

encontradas alterações na tipagem de DNA, apesar de terem recebido transfusão 

em quantidade superior a 5% da volemia que, tendo em vista os resultados 

laboratoriais, deveria ser suficiente para ser detectado pela PCR. 

Adams e cols. (1992), detectaram a seqüência de gene do cromossomo Y 

em mulheres rec ptoras de múltiplas transfusões durante cirurgias cardíacas. Estas 

mulheres receberam de 2 até 25 unidades de concentrado de hemáceas e de I até 

87 unidades de concentrado de plaquetas. Utilizando a chamada Nested PCR 

notaram positividade, em média, 2 dias após as transfüsões (variando de 1 até 6 

dias de sinal positivo). Estes autores estabeleceram a sensibilidade de seu método 

através da diluição seriada de DNA masculino em DNA feminino e citaram a 

capacidade de te método de identificar 1 célula masculina entre 10.000 células 

femininas. 

Em 1998, Sahota e cols. compararam os diversos métodos de biologia 

molecular para estudo de microquimerismos. A sensibilidade de 7 métodos 

diferentes foi comparada e o método mais sensível foi o Nested PCR para 

detectar seqüências do cromossomo Y. 

Lee e cols. (1999), acompanharam o microquimerismo pós-transfusional 

em pacientes do sexo feminino transfundidas em cirurgias eletivas, utilizando 

marcadores Y, e foram capazes de detectar entre 1 a 5 células masculinas em 

125µL de sangue total das pacientes transfundidas. Estas pacientes receberam em 

média 2 unidades de sangue de doadores do sexo masculino. O microquimerisrno 

foi detectado entre o terceiro e quinto dia o que representava uma população de 

103 células masculinas por 125µL e entre 7 a 14 dias não havia mais sinal 

positivo. Esta equipe de pesquisadores foi capaz de obter uma sensibilidade em 

tomo de 1 célula masculina entre 100. 000 à 1. 000. 000 de células femininas. 

Nesse mesmo trabalho, um outro grupo de mulheres analisadas que 

receberam no mínimo 4 unidades de sangue de doadores masculinos e o máximo 

de 18 unidades, apresentaram microquimerismo de 4 meses até um ano e meio 

após as transfusões. Os autores atribuíram este persistente microquimerismo ao 

papel imunosupressivo utilizado antes das transfusões permitindo uma facilidade 

do implante de célula tronco do doador no receptor. 
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Discussão 

Outro fator em nosso trabalho foi o tempo de estocagem das bolsas de 

sangue e a viabilidade dos leucócitos. Embora não tendo as infonnações em 

relação ao tempo de estocagem das unidades transfundidas, as concentrações 

m 'dias de DNA encontradas nas bolsas de hemáceas e plaquetas apresentaram-se 

equivalentes. 

Comparando-se as médias das amostras pré-transfusão X pós-transfusão 

dos 30 pacientes transfundidos (Tabela 11) não houve diferença significativa, as 

médias pré e pós-transfusão foram consideradas equivalentes (p=0,71). Também 

não houveram diferenças significativas quando comparadas as amostras pré­

transfusão X sangue rotina (p=0,48) e pós-transfusão X sangue rotina (p=0,34). 

Entretanto, a comparação feita entre as diversas bolsas e sangue rotina 

(CHL X CHIL X CP X sangue rotina) mostrou diferença significativa (p<0,001) 

portanto as médias não foram equivalentes entre si. Para descobrirmos quais 

foram as difer nças significativas encontradas foi realizado o teste post hoc de 

Tukey que indicou: sangue rotina>(CHL=CHIL=CP). Logo, a média da amostra 

sangue rotina é significativamente superior às médias das bolsas, que se 

equivalem entre si. 

A comparação entre pacientes politransfundidos X pacientes cirurgia para 

as amostras swab bucal, pré-transfusão e pós-transfusão (Tabela 12), notou-se o 

seguinte: 

• swab bucal - politransfundido X swab bucal - cirurgia: p=0,69. Não houve 

diferença significativa, as médias podem ser consideradas equivalentes. 

• pré-transfüsão - politransfundido X pré-transfusão - cirurgia: p=0,93. Não

houve diferença significativa, as médias podem ser consideradas equivalentes.

• pós-transfusão - politransfundido X pós-transfusão - cirurgia: p=0, 14. Não

houve diferença significativa, as médias podem ser consideradas equivalentes.

Apenas um dos trinta pacientes estudados, ou seja aquele que recebeu 

uma única bolsa de concentrado de leucócitos, foi observado alteração na tipagem 

de DNA na corrente sangüínea, mesmo o volume da bolsa sendo menor do que 
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10% da volernia do paciente, logo após trinta minutos do térnúno da transfusão. 

Em urna outra coleta feita após 24h o sinal de contaminação persistia. Essa 

contaminação se deve ao fato da alta concentração de DNA encontrada na bolsa 

de leucócitos. 

62 



VI - CONCLUSÕ�"'.' ..



Conclusôes 

A metodologia d scrita neste trabalho, utilizando STRs autossômicos e a 

mistura feita entre os sangues e entre as soluções de DNA para saber a quantidade 

mínima necessária para se detectar o DNA contaminante através da PCR, não foi 

encontrada na literatura. 

É possível fazer a identifica ão genética em uma mistura de DNA desde 

que comparadas as amostras do swab bucal com as amostras de sangue pré e pós 

transfusão. O swab bucal mostrou-se de grande valia tendo a função de um 

parâmetro para as comparações de tipagens de DNA feita entre as amostras pré e 

pós-transfusão dos pacientes politransfundidos. 

A quantidad mínima de sangue ou DNA, em uma mistura, necessária 

para se detectar o DNA contaminante pela PCR e interferir no resultado do teste 

de paternidade, corresponde à 10% da volemia do paciente quando utilizamos os 

marcadores moleculares autossômicos vWFl, vWF2 vWA, TH0 e TPOX. 

Quando utilizamos os marcadores moleculares ligados ao cromossomo Y 

(DYS 19, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393) os testes mostraram que seria 

necessário um volume de sangue maior ou igual a 5% da volemia do paciente. 

Extraindo o DNA das amostras de sangue dos pacientes transfundidos não 

detectamos o DNA contaminante (do doador), quando utilizamos os marcadores 

autossômicos, sendo que em nosso estudo não houve nenhum paciente que 

recebesse tal volume. Para a detecção de D masculino em mulheres receptoras 

de transfusão sangüínea de doadores homens, utilizando os marcadores ligados ao 

cromossomo Y, mesmo as pacientes recebendo um volume maior ou igual a 5% 

da sua volemia, não detectamos a contaminação. 

Observamos que a alta concentração de DNA encontrada na bolsa de 

leucócitos é capaz de interferir nos testes de paternidade e id ntificação gen 'tica 

logo após a transfüsão, independente do volume. Entretanto, é baixa a freqüência 

deste tipo de transfu ão, nece itando o paciente de cuidados especiais para o 

procedimento. 



Conclusões 

Quando comparada as concentrações de DNA nas unidades de 

concentrado de hemáceas lavadas (CHL), lavadas e irradiadas (CRIL) e plaquetas 

(CP) não houve diferenças significativas nas médias das concentrações. Embora 

exista o cuidado de separar os leucócitos dos demais hemocomponentes, no 

momento do fra ionamento do sangue, nossos testes mostram que este 

fracionamento ainda não é totalmente eficaz. 

Os resultados demostraram que a contaminação por transfusão de 

concentrados de hemáceas e plaquetas não é capaz de mascarar os resultado no 

possíveis testes para a i enstigação de paternidade, resultando desnecessárias as 

preocupações tão comuns quanto à possibilidade de falseamento de resultados no 

suposto pai pela transfusão sangüínea. Pelas próprias condições das tran fusões 

realizadas, muito raramente alguém é submetido a troca total de seu sangue e, 

consequentemente, é impossível esperar que o DNA do receptor desapar a das 

análises. 

Este trabalho mostrou que a transfusão de concentrado de hemáceas, 

plaquetas e plasma fresco nào interfere nos testes de paternidade e na 

identificação genética, quando utilizadas as técnicas de rotina de PCR para a 

detecção de um único VNTR do tipo STR com a metodologia descrita usada no 

laboratório. 
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