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As pegadas do Senhor

"Uma noite tive um sonho... Sonhei que

estava andando na praia com o Senhor, e através do
céu, passavam-se cenas da minha vida.

Para cada cena que se passava, percebi que

eram deixado dois pares de pegadas na areia. um era
0 meu e o outro era do Senhor. Quando a ultima cena
da minha vida passou diante de nos, olhei para tras.
para as pegadas na areia, e notei que muitas vezes no
caminho da minha vida havia apenas um par de
pegadas na areia.

Notei. também. que isso aconteceu nos

momentos mais dificeis e angustiados do meu viver.
Isso aborreceu-me deveras. e perguntei entdo ao
Senhor: 'Senhor tu me disseste que, uma vez que eu
resolvi Te seguir, Tu andarias sempre comigo, todo o
caminho, mas notei que durante as maiores
tribulagbes do meu viver havia na areia dos caminhos
da vida apenas um par de pegadas. Ndo compreendo
por que, nus horas que eu mais necessitava de Ti, Tu
me deixastes’.

O Senhor me respondeu: "Meu precioso

filho, Eu te amo e jamais te deixaria nas horas de tua
prova e do teu sofrimento. Quando vistes na areia
apenas um par de pegadas. foi exatamente ai que Eu

te carreguei nos bragos..."”
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Resumo

O termo quimerismo descreve a presenga de populagdes de células de diferentes
individuos em um receptor enquanto microquimerismo é usado quando essa populagio
de células do doador € muito inferior em nimero a do receptor. Esta situa¢do pode
ocorrer nos pacientes submetidos aos transplantes de medula ossea e 6rgaos, transfusao
sangiiinea e gravidez. Algumas patologias, como por exemplo anemia, talassemia e
anemia aplasica deixam o paciente dependente de transtusdes sangiiineas.

O presente trabalho teve como objetivos: 1) saber qual a quantidade minima de
sangue, em uma mistura, necessaria para se detectar o DNA contaminante pela técnica
de PCR e; 2) verificar a presenga de DNA do doador através da extragdo do DNA do
sangue de pacientes submetidos a transfusdo sangiiinea.

Utilizando-se técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a detec¢do de
microquimerismo em pacientes que receberam transfusdo sangiinea. Foi feita uma
mistura dos sangues e dos DNAs, estocados no laboratorio, utilizando amostras com
tipagens conhecidas em volumes diferentes variando a concentragdo de 5% a 50% de
uma amostra em relagdo a outra. De 30 pacientes transfundidos, sendo 18 pacientes da
sala de transfusdo ambulatorial e 12 transfundidos durante cirurgias cardiacas, foram
colhidas amostras de sangue pré e poés-transfusdo. Todas as amostras foram testadas
‘usando areagdo em cadeia da polimerase (PCR) com 10 marcadores do tipo STR sendo
5 autossomicos (VWFI, vWF2, vWA, TPOX e THO) e 5 ligados ao cromossomo Y
{DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393).

Na mistura dos sangues e dos DNAs, quando utilizados os marcadores
moleculares autossomicos (VWF1, vVWF2, vWA, TPOX e THO), foi encontrado um sinal
de contaminag@o a partir de uma concentragdo maior ou igual a 10% de um sangue em
relagdo ao outro. Quando foram utilizados os marcadores moleculares ligados ao
cromossomo Y (DYS19, DY S390, DYS391, DYS392 e DYS393) a detecgdo do DNA
contaminante (masculino) se deu a partir de uma concentragdo maior ou igual a 5%.

O microquimerismo ndo foi encontrado em nenhum paciente transfundido. Os
resultados demostraram que a contaminagdo por transfusdo sangiiinea nio foi capaz de
mascarar os resultados em quem faz teste para investiga¢do de paternidade, resultando
desnecessarias as preocupagdes tdo comuns quanto a possibilidade de falseamento de

resultados por transfusdo do suposto pai.



Summary

The term chimerism describes the presence of populations of different
individuals’ 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 marrow 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 objectives: 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 of the donor's DNA through the extraction of DNA 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-transfusion. All
samples were tested using the Polymerase Chain Reaction (PCR) with 10 markers of the
STR type being S autossomics (vVWF1, vWF2, vWA, TPOX and THO) and S linked to
the chromosome Y (DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 and DY S393).

In the blood and DNA mixtures, when autossomic molecular markers were used
(VWF1, vWF2, vWA, TPOX and THO), 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 langer 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.






Introdugio

ANALISE DO POLIMORFISMO GENETICO

Tem-se desejado um método capaz de identificar um individuo com total
certeza, na tentativa de elucidar os processos civis e criminais (Chakraborty &
Kidd, 1991; Shapiro & Reifler, 1996; Lee e cols., 1997; Chakraborty e cols.,

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

O DNA possui regides hipervariaveis e tais regides sdo constituidas de
pequenas seqiiéncias de bases que se repetem in tandem (Wyman & White, 1980).
Tais regides sdo também chamadas de minissatélites, quando a seqiiéncia

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

Neste caso, o polimorfismo resulta das diferengas observadas no nimero
das sequéncias repetidas, sendo conhecido como VNTR, sigla para Variable
Number of Tandem Repeats (numero variavel de repeticdes em tandem), que €
caracterizado pela repeticdo consecutiva (in tandem) de uma seqii€ncia de
nucleotideos que varia em nimero de individuo para individluo em um

determinado Jocus (Nakamura e cols., 1987).

Em 1991, varios polimorfismos nos quais sdo encontradas repeti¢cdes de
seqiiéncias 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 basica dos VNTRs, mas a seqiiéncia

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

A grande vantagem de se analisar VNTRs para a identificacdo de
individuos é que se tratam de regides hipervariaveis. Embora cada individuo
apresente no maximo dois alelos diferentes, muitos alelos podem estar presentes
na populagdo. Isto se deve ao fato de que a repeti¢do de seqiiéncias idénticas ou
muito semelhantes na regido dos minissatélites pode causar erros no alinhamento

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

3%}



Introdugao

meiose. produzindo alelos com niimero de cOpias aumentadas ou diminuidas em
relagdo a seqiiéncia repetida original. Dessa torma, apesar da posi¢do dos VNTRs
ser constante no genoma humano, o nimero de seqiiéncias repetidas em cada

VNTR ¢ altamente variavel entre os individuos (Farah, 1997).

Os STRs apresentam alta heterozigose (Kidd e cols., 1991; Schneider,
1997), ndo apresentam amplificagdo inexata nem problemas estatisticos devido ao
agrupamento de alelos (Wall e cols., 1993); sdo facilmente analisados mesmo
quando o DNA esta parcialmente degradado ou esta disponivel apenas em
quantidade limitada (Kasai e cols., 1990; Farah, 1997). Os STRs podem ser
evidenciados com a amplificagdo de fragmentos de apenas 100 a 300 pb
(Schumm, 1996), fato que tem feito deles marcadores tteis para os recentes mapas
genéticos (Murray e cols., 1994, Adamson e cols., 1995), a identificacao genética

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

Para a detecgdo dos VNTRs atualmente utiliza-se a PCR, sigla para
Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase), que detecta um
unico VNTR no genoma e produz um padrdao de uma ou duas bandas para cada

individuo, dependendo se ele € homo ou heterozigoto para aquele /ocus (Schumm,
1996).

A PCR consiste na amplificacdo enzimatica de uma seqiiéncia especifica
de DNA, explorando a capacidade de duplicagdo do mesmo, visando a produgio

de milhdes de copias desta seqiiéncia de uma maneira simples e rapida (Newton,
1995).

Na reagdo de amplificagdo (PCR) conseguem-se copias de milhares de
fragmentos de DNA de cada alelo que sdo analisados por eletroforese (Gelfand,
1989, Newton, 1995). No entanto, deve-se realizar uma reagdo para cada locus de

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

Na espécie humana, herda-se um cromossomo materno e um paterno, € a
segregacdo destas estruturas repetitivas segue a lei de Mendel (Jefreys e cols.,
198S; Pena, 1997). Assim, detecta-se no filho um alelo de origem materna e outro

de origem paterna.



Introdugdo

Os testes de paternidade, pelo estudo do DNA, sdo realizados baseando-se
no polimorfismo dos diversos minissatélites ou microssatélites. O polimorfismo €
traduzido pela possibilidade de termos diversos alelos na populag@o. Sendo assim,
faz com que os achados de similaridade entre duas pessoas possam ter significado
na caracterizagdo de parentesco entre as mesmas. Além disso, as freqii€ncias dos
alelos na populagio sdo também importantes, pots um alelo de que a maioria das
pessoas € portadora ndo serve para diferenciar individuos (Pestoni e cols., 1995;
Nagai e cols., 1996).

Os STRs tornaram-se uma poderosa ferramenta para identificagdo humana
(Chakraborty e cols., 1999; Thomson e cols., 1999), uma vez que os resultados
podem ser obtidos de qualquer fonte de material bioldgico, desde que esta possua
células nucleadas de onde possa ser extraido o DNA gendmico, ndo se limitando
as analises convencionais de grupos sangiiineos e sistemas protéicos que
dependem da disponibilidade de sangue ou fluidos corporais relacionados (Farah,
1997; Schneider, 1997).

Os resultados da analise do DNA ndo dependem da natureza do material
ou célula analisada, pois a informacdo esta contida em todas as células de um
individuo. Portanto, é possivel tazer a analise do DNA através de amostras de
saliva (Sweet e cols., 1997), sémen (Dimo-Simonin e cols., 1997), bulbo capilar
(Allen e cols., 1998), manchas de sangue (Cattaneo e cols., 1997) e material
proveniente de exumagdes tais como 0ssos, dentes e tecidos remanescentes

(Parsons & Weedn, 1997, Prado e cols., 1997).

A analise do DNA tornou-se mais precisa e contiavel, mesmo utilizando
pequenas quantidades de material, devido a alta sensibilidade da técnica de PCR.
Tal sensibilidade se mostra de grande valia para a identificagdo genética quando
se realiza analises de determinado material biologico contaminado com o DNA de

outro individuo.



= Intraflugdo

MICROQUIMERISMO

Na mitologia grega (QQuimera era um monstro composto por uma parte
semelhante ao ledo, outra & cabra e a regido posterior como a de um dragio e

. . *
estava sempre associado aos males feitos ao homem .

Em Imunologia, o termo quimerismo descreve a presenga de popula¢des
de celulas de diterentes individuos em um receptor e microquimerismo € usado
quando essa populagdo de células do doador € muito inferior em numero a do

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

No sentido mitologico. o monstro era formado por outros seres, € em nosso
caso, a analogia € feita devido ao fato de que os pacientes convivam com as
células de outros individuos. Esta situagdo pode ocasionar problemas de
histocompatibilidade, rejei¢do celular, reagGes alérgicas, explicando assim a

relagdo com "males feitos a0 homem".

O microquimerismo pode ocorrer nos pacientes submetidos aos
transplantes de medula 6ssea (Fontes e cols., 1994; Rolles e cols., 1994), orgaos
(Starzl e cols., 1993; Ishida e cols., 1996; Elwood e cols., 1997), transfusio
sangiiinea (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 o6rgdos solidos (figado, rins) o
microquimerismo ocorre devido as células tronco do doador presentes nesses
orgdos se implantarem no receptor. A partir dai, como o receptor esta
imunossuprimido para evitar a rejei¢gdo do orgdo, essas células tronco do doador
comegam a proliferar surgindo o microquimerismo apés alguns dias do
recebimento do transplante (Adams & Hutchinson, 1997; Triulzi & Nalesnik,
2001).

" www.oya-es.net



Introdugdo

Devido ao implante de células tronco de fetos masculinos, que circulam
nas maes apos hemorragias feto-maternas durante a gestagdo, 0 microquimerismo
pode estar associado a gravidez ocasionando esclerose sistémica na mulher.
Homens também podem ser afetados por implante de células tronco da mie 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 heterologo de medula Ossea passam a apresentar na corrente
sangiiinea leucocitos produzidos pela medula 6ssea 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 aplasica
deixam o paciente dependente de transfusdes sangiiineas. Na transfusdo,
hemocomponentes de um ou mais doadores sdo transferidos ao receptor. Estes
hemocomponentes podem ser separados em concentrados de hemaceas, de
leucocitos, de plaquetas e de plasma. Todavia, a separagido nao € eficaz, tanto que
sempre ha leucocitos nesses concentrados, mesmo que em pequenas quantidades
(Lee e cols., 1999).

Foi possivel detectar a sequéncia do gene do cromossomo Y em mulheres
receptoras de multiplas transfusdes, permanecendo este sinal em média 2 dias
apos as transfusdes (Adams e cols., 1992; Adams e Hutchinson, 1997; Reed e
cols., 1998). Lee e cols. (1999) relataram a persisténcia de microquimerismo pos-
transfusional acima de 1 ano e 6 meses em mulheres que receberam acima de 4
bolsas de concentrado de hemaceas. Por outro lado, os mesmos autores niao
detectaram microquimerismo depois de 14 dias em mulheres submetidas a
cirurgias eletivas, nos quais receberam menor nimero de bolsas. Os autores
atribuiram esta diferenga ao tempo de estocagem das unidades de concentrados de

hemaceas.

As analises em imunohematologia tornaram-se mais precisas € ganharam
destaque na importancia da pratica, devido ao uso cada vez mais frequiente da
terapéutica transfusional. Devido a necessidade de melhorar a seguranga desse

tratamento, foi necessaria a cooperagdo de diversas areas do conhecimento
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médico, desde as conhecidas como basicas, até as diversas especialidades clinicas.

Dentre essas areas basicas, a genética tem sido cada vez mais utilizada (Jackson,
1990).

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular mais acuradas,
tornou-se possivel a detecgdo de microquimerismo com um numero de células

bastante inferior a 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 biologico, desde que estes possuam células nucleadas

de onde possa ser extraido o DNA genémico (van Huffel & Rouger, 1999).

Sendo assim, uma vez que, obtém-se DNA proveniente dos leucocitos, em
casos de transfusdo sangiiinea, quando uma pessoa recebe o sangue de outra
pessoa ha uma mistura de sangues. Logo, esse receptor tem agora leucocitos do
doador circulando em sua corrente sangiiinea, entdo, ele também estd com um
DNA diferente do seu circulando em sua corrente sangiiinea, mesmo que em

pequena quantidade.

Mesmo com os avangos da biologia molecular, seria possivel detectar o
DNA do doador no sangue do receptor, pela técnica de PCR? Se este DNA
contaminante (do doador) for detectado, circulando na corrente sangiiinea do
receptor, esta mistura pode influenciar os testes de paternidade e a identificag¢do

genética? Seria capaz a transfusdo sangiiinea de mascarar o DNA do receptor?

A aplicagdo deste conhecimento é rotina da identificagao Médico-Legal e é
pergunta constante se o acusado, ou investigado, sofreu transfusdo sangiiinea. Em
outras palavras, seria possivel um acusado “trocar” o seu sangue e, por isso,
falsear o diagnodstico das caracteristicas de seu DNA, fugindo de uma eventual

condenagao?






Objetivos

Gerais:

Realizar a identificagdo genética de um individuo, partindo de uma mistura de
DNA.

Especificos:

1) Verificar qual a quantidade minima de sangue ou DNA, em uma mistura,
necessaria 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 a transfus@o sangiiinea e

verificar se ha presenga de DNA do doador.
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ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O protocolo de pesquisa foi submetido a revisio ética pelo Comité de Etica
em Pesquisa do HHCFMRP, processo n® 2366/00, em sua 88" Reunido Ordinaria
realizada em 26/06/2000, € aprovado. Foi também aprovado pela CONEP, registro
1504 de acordo com as atribuigdes da Resolugao CNS 196/96, Processo n° 25000-
016233/00, parecer n° 1066/2000.

Para a obtengdo das amostras dos pacientes transtundidos, perguntou-se a
cada individuo se concordava em participar do estudo, dando ao mesmo a
oportunidade de negar sua participagdo, sem qualquer prejuizo dos beneficios
(exames médicos e tratamentos que necessitasse). Apos a concordancia, cada

individuo preencheu o Termo de Consentimento livre e esclarecido.

Para as amostras de sangue e DNA estocadas no laboratorio, o Comité de
Etica em Pesquisa dispensou a assinatura dos sujeitos da pesquisa com base no
item IV.3—C da resolugdo 196/96 do CNS, reiterada pelas informag¢des constantes

do CADERNO DE ETICA EM PISQUISA n° 1 de julho de 1998 ano I (paginas 21
e 22).

OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram utilizadas as amostras de sangue e DNA dos individuos que
procuraram o servigo de Investigagdo de Paternidade da Clinica Civil do
HCFMRP — USP, que encontravam-se estocadas no Laboratorio de Genética e
Bioquimica do Departamento de Genética da FMRP - USP. sob a supervisdo do
Prof Dr. Aguinaldo Luiz Simdes, onde foram realizadas as misturas conforme

descrito nos itens "Mistura dos sangues" e "Mistura dos DNAs".

12
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As amostras de sangue dos pacientes que receberam transfusdo sangilinea

foram divididas em dois grupos:

1) Pacientes da sala de transfusdo ambulatorial do Hemocentro de

Ribeirdo Preto (18 pacientes).

2) Pacientes de cirurgia toracica do Departamento de cirurgia do
HCFMRP - USP (12 pacientes).

Para a coleta das amostras de sangue dos 30 pacientes que receberam
transfusdo sangiiinea foram colhidas duas amostras de 3mL de sangue venoso
periférico antes e apds a transfusdo e foi coletado também um swab bucal antes

da transfusdo.

As amostras de sangue foram colhidas por pun¢do venosa com tubo da
marca }acuTainer, contendo EDTA como anticoagulante. Quando possivel foi
colhida também uma amostra da bolsa do hemocomponente que o paciente
recebeu. Todas as amostras foram identificadas com o nimero dado ao paciente e
com a indicagdo de ter sido obtida antes ou apoOs a transfusdo (pré ou poOs-
transfusdo). Em seguida foram mantidas em geladeira a 16°C até o momento da

analise.

MISTURA DOS SANGUES

-

Foram preparadas 3 misturas de sangue de 6 individuos diferentes,
agrupados dois a dois, utilizando uma aliquota de sangue das amostras estocadas
no laboratorio. Foram utilizados tubos de polipropileno (eppenderf) com
capacidade para 1,5mL, misturando-se duas amostras de sangue, aqui
identificados como sangue A (sg A) e sangue B (sg B). em volumes diferentes

variando a concentragdc de 5% a 50% do sangue B em relagdo ao sangue A,

13
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conforme descrito na Tabela 1. Os tubos 1 e 2 continham o sangue dos individuos

com fenotipos pré-determinados.

‘Tabela 1: mistura dos sangues A e B indicando o volume de sangue (em pL)
utilizado em cada tubo.

Tuhos
Sg A
SeB

Concentragiio

1

100

2 3
100 95
- 5

- %

4

90

10

10%

15

15%

80

20

20%

25

25%

70

30

30%

35

35%

10

60

40

40%

11

55

45

45%

12

50

50

50%

MISTURA DOS DNAs

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

laboratorio. Estas amostras sdo referentes ao DNA genémico extraido do sangue

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

DNA foram primeiramente quantificadas pelo método fluorimétrico (descrito na

pag.19) e misturadas duas a duas, utilizando uma aliquota da solugdo de DNA.

Foram utilizados tubos de polipropileno (eppenderf) com capacidade para 1,5mL,

misturando-se duas amostras de DNA com concentragdes aproximadamente
iguais, aqui identificados como DNA A e DNA B, em volumes diferentes

variando a concentragdo de 5% a 50% do DNA B em relagdo ao DNA A,

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

com fenotipos pré-determinados.

Tabela 2: mistura dos DNAs A e B indicando o volume da solugdo de DNA (em
pL) utilizado em cada tubo.

Tubos
DNA A
DNA B

Concentragiio

1

100

2 3
100 95
- 5

- 5%

90

10

10%

85

15

15%

6

80

20

20%

7

75

25

25%

8

70

30

30%

9

65

35

35%

10

60

40

40%

11

3

45

45%

12

50

50

50%

14
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PACIENTES DA SALA DE
TRANSFUSAO AMBULATORIAL

Nao houve critérios de exclusdo em relagdo ao sexo, idade. altura e peso
para o interesse da pesquisa. Os pacientes (1-18) eram politransfundidos,

retornando ao ambulatério mensalmente para a transfusio.

A primeira coleta de sangue foi feita antes da transfusdo (pré-transfusio),
junto com a coleta do swab bucal, e a segunda coleta, trinta minutos apos o
término da transfusdo (pos-transfusdo), colhendo o sangue de outro vaso
sangiineo diferente daquele da infusdo. Foi colhida também uma amostra do

contetido da bolsa do hemocomponente que o paciente recebeu.

Os pacientesn® 2, 3,5, 7, 12, 13, 17 e 18 utilizavam equipo com filtro de

retengao de leucocitos a beira do leito.

A volemia dos pacientes da sala de transfusdo ambulatorial e da cirurgia
foi calculada segundo a American Association of Blood Banks (1999), fazendo-se

a estimativa da area da superficie corporea (ASC) da seguinte forma:

ASC (m?) = \/ Altura(cm) x Peso (Kg)
3600

Apos calculada a érea da superficie corporea em m?, estimou-se a volemia
de cada paciente da seguinte forma:
Para homens ---------- 2740mL/m?
Para mulheres -------- 2370mL/m’

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

sangue recebida por cada receptor € comparar com as misturas de sangue feitas no
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laboratorio. A relagdo dos pacientes contendo os dados de identifica¢do, nimero

de bolsas, volume e o tipo de hemocomponente recebido estio descritos nas

Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: relacdo e dados para identificacdo dos pacientes da sala de transfusdo
ambulatorial.

Pmt; I l_dn:k‘— ] -ATtura_- _ P—eso— —\'o_l?m_ia P . .
| (Sexo) |(em anos)| (em em) | (em Kg) a[:::(::l::;ia Hipotese diagnostica
1 (F) 14 146 46,7 3261 SB Talassemia
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
ﬁ 5(F) 18 |] 154 45.5 3306 B Talassemia
| 6 (M) 30 | 170 61,5 4669 Anemia Falciforme
7{M) 67 170 TBL5 5104 Leucemia Mieloide Aguda
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 r
,i 11 (M) ! 9 122 l| 233 2434 Aplasia Medular
5 12 (M) | 23 5 185 E 61.4 4867 B Talassemia
] 13 (M) 30 | 167 | 69.0 4902 Anemia Aplésica
14 (M) 25 180 69,0 5089 Leucemia Linféide Aguda
15 (M) 22 178 64,5 4893 Anemia Falciforme
16 (M) l 18 160 46.0 3917 Anemia de Fanconi
| 17(F) ]| 6 116 23.6 2066 Sindrome Mielo Displasica
\ 18 (M) ‘ 12 140 | 36,8 3277 Anemia de Fanconi
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Tabela 4: relagdo do niimero de bolsas, volumes e o tipo de hemocomponente
recebido pelos pacientes na sala de transfusdo ambulatorial.

Paciente
(Sexo)

Volemia
aproximada
(em mL)

Unidades - Volume

_I

1(F) |

3261

CHL - 240 mL
| CHL - 250 mL

2(F)

3817

CHL -220 mL
CHL - 230 mL
CHL - 230 mL

3(F)

3060

CHL - 234 mL
CHL - 240 mL

4 (F)

2061

CHL - 180 mL

5 (F)

3306

CHL - 180 mL
CHL - 280 mL
CHL - 220 mL

4669

CHBCL - 196 mL
CHL - 216 mL
CHL - 206 mL

5104

CHIL - 200 mL
CHIL - 190 mL

10 (F)
11+ (M)

12 (M)

13 (M)

3533

3997

3616
2434

4867

4902

CHL - 260 mL
|CHL -240 mL
CHIL - 260 mL
CHIL - 280 mL
CHL - 260 mL
CHL - 240 mL
|CHL - 156 mL.
| CG - 160 mL
| CHIL - 250 mL
CHIL - 230 mL
CHIL - 240 mL
| CHIL - 240 mL
; CHIL - 250 mL
CP- 180 mL

!

14 (M) |

15%% (M) |

|
16 (M) |

5089

CHIL - 230 mL
CHIL -220 mL
| CP - 10 unid. (45mL/unid.)

4893

3917

| 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)

17 (F)

18 (M) |

2066

3277

i CHIL - 180 mL
| CHIL - 200 mL
CHIL - 230 mL

CHIL - 120 mL

| CHIL - 260 mL

CHL - concentrado de hemaceas
lavadas

CIIIL - concentrado de hemaceas
lavadas e irradiadas

CHBL - concentrado de hemaceas
leuco-reduzidos

CG - concentrado de granulocitos

CP - concentrado de plaquetas
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* Q paciente foi hospitalizado para o procedimento.

#* (J paciente foi submetido primeiramente a uma sangria sendo as hemaceas
desprezadas e o plasma reinfundido para depois receber as duas primeiras bolsas
de hemaceas. No dia seguinte a0 mesmo tempo que o paciente recebia a 3, 4*, 5% e
6* bolsa era realizada a sangria. No ultimo dia ndo foi necessaria a sangria e o
patiente recebeu a 7" e 8" bolsa. Em todos os dias (exceto o primeiro) foram

colhidas as amostras pré e pos-transfusio.

PACIENTES TRANSFUNDIDOS
NA SALA DE CIRURGIA

Nao houve critérios de exclusdo em relagdo ao sexo, idade, altura e peso
para o interesse da pesquisa e os pacientes (19-30) ndo haviam recebido

transfusdo sangiiinea em nenhum momento até o da cirurgia.

A primeira coleta de sangue foi feita um dia antes da cirurgia (pré-
transfusdo), junto com a coleta do swab bucal, com o paciente ainda no quarto, e a
segunda coleta, aproximadamente 6 horas ap0s a cirurgia (pos-transfusdo), quando
o paciente encontrava-se na sala de recuperag@o colhendo o sangue de outro vaso

sangiiineo diferente daquele da infusdo.

Dentre os 12 pacientes transfundidos durante a cirurgia, ndo foi possivel
coletar a amostra das bolsas do hemocomponente de 5 pacientes (21, 24. 25,27 e

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

A relag@o dos pacientes contendo os dados de identificagdo, nimero de

bolsas, volume e o tipo de hemocomponente recebido estdo descritos nas Tabelas
5e6.
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Tabela 5: relagio e dados para identificagdo dos pacientes transtundidos na sala
de cirurgia.

Paciente | Idade Altura Peso YOI‘t"'iad Hivétese diaenasti |
(Sexo) |(em anos) | (em cm) | (em Kg) aproximada ipotese diagnostica ‘
(em mL)
) S R
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 Valvulopatia
| 24 (M) 55 170 68,0 4909 Valvulopatia
25 (F) 3 96 12,2 1351 . Corregdo atrio-ventricular
26 (F) | 63 145 45,8 32i8 Valvulopatia .
27 (M) 48 180 69,8 5118 Coronariopatia
| 28 (M) 4 104 15,4 1827 Corregdo atrio-ventricular |
29 (F) 17 150 58,6 3703 Valvulopatia
- 30(F) 44 152 58,4 3721 Coronariopatia

19
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Tabela 6: relagdo do numero de bolsas, volumes e o tipo de hemocomponente
recebido pelos pacientes na sala de cirurgia.

T . {
Paciente | VOk'.mhij [Unidades Volume
(Sexo) | AProximada :

(emmL) |

CHL -250mL

CHL - 350 mL

19 (M) 4538 ('HL - 320 mL

CHL - 350 mL

PFC - 250 mL

CHL - 400 mL

| 20 (M) | 6091 CHL - 320 mL

: CHL - 310 mL

21 (M) 6203 |CHL-340mL

CHL - 320 mL

CHL - 300 mL

CHL - 310 mL

CHL - 350 mL

22 (F) 4158 CHL - 360 mL

CHI. - 300 mL

CHL - 370 mL

CHL - 320 mL
PFC- 180 mL

CHL - 250 mL

| CHL - 320 mL

' CHL - 150 mL
25 (F) 1351 CHI - 210mL

CHL - 300 mL

CHL -310mL

CHI. -310mL

26 (F) 3218 CHL - 320 mL

| PFC - 150 mL

PFC-150mL

PEC - 190 mL

CHL -330mL

| | CHL - 360 mL

27 (M) 5118 CHL - 320 mL

PFC - 180 mL

‘ PFC - 150 mL

| PFC -220 mL

= CHL - 140 mL

;-smn_ 1827 PFC - 160 mL

| 29 (F) 3703 CHL - 290 mL
i — "CHL - 340 mL CHL - concentrado de hemaceas

30 (F) 3721 CHL - 330 mL lavadas

PFC - 230 mL
| PFC - 230 mL PFC - plasma fresco concentrado

| 23(F) | 4156

24 (M) 4909
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EXTRACAO DE DNA DE LEUCOCITOS

Tanto para as misturas de sangues, como para as amostras que foram
coletadas dos pacientes transfundidos e as respectivas bolsas de
hemocomponentes transfundidas, o DNA foi extraido segundo a metodologia

descrita por Higuchi (1989), com pequenas modificagdes.

Em um tubo de polipropileno (epperdorf) com capacidade para 1,5ml, a
uma aliquota de 100uL de amostra, foi acrescentado 1mL de tampao de lise de
eritrocitos (Lise 1). Apos homogeneizagdo, a amostra foi centrifugada a 6000 rpm
por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi repetido até
que o precipitado se apresentasse claro, indicando auséncia de contaminagdo com
hemoglobina (normalmente 3 vezes foram suficientes). Logo apos, o precipitado
foi ressuspendido em 300uL de tamp@o de lise de leucocitos (Lise 2), aos quais
foram adicionados SuL de proteinase K, seguindo-se incubagdo de pelo menos 1
hora a 65°C e 12 horas a 37°C. Ao final desta incubagdo a amostra foi aquecida a
94°C por 10 minutos para inativagdo da proteinase K e estocada a -20°C até o

momento da analise.

EXTRACAO DE DNA DE SWAB BUCAL

Os swabs bucais do tipo "escovinha" foram colhidos fazendo-se
movimentos de rotagdo na parte interna da cavidade oral e colocados em tubo de
polipropileno (eppendorf) de 1,5SmL contendo 1mL de lise 1. O swab foi retirado
do tubo e o tubo centrifugado a 6000 rpm por Iminuto. O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado ao sedimento 300uL de lise 2 + SuL de proteinase K.
Mesmo os tampdes sendo utilizados para lise de eritrocitos (Lise 1) e leucocitos

(Lise 2), foi obtido sucesso para a extragdo de DNA de swab bucal. Apods

homogeneizagdo a amostra foi incubada a 65°C por 1 hora € 12 horas a 37°C. Ao

2
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final desta incubagdo a amostra foi aquecida a 94°C por 10 minutos para

inativagao da proteinase K e estocada a -20°C ate o momento da analise.

DOSAGEM FLUORIMETRICA

ApoOs a extragdo de DNA, as amostras foram quantificadas pelo método
fluorimétrico utilizando-se o fluorimetro DyNA Quant™' 200 (Pharmaucia). As
amostras quantificadas foram: swab bucal, sangue pré-transfusdo, sangue poOs-
transtusdo, amostras das bolsas do hemocomponente que os pacientes receberam e
amostras de sangue que fazem parte da rotina do servigo de investigagdo de

paternidade.

A quantificagdo fluorimétrica pelo corante Bishenzimide conhecido como
Hoechst 33258 (H33258) (Loontiens e cols., 1991) ja se mostrou eficiente na
quantificagdo de baixas concentragdes de DNA (Frau e cols., 1997, Bostock-
Smith e cols., 1998). O método consiste no principio do corante se ligar a dupla
fita de DNA humano em solugdo desconhecida e esta solugdo ser exposta a uma
luz filtrada de determinado comprimento de onda. Esta luz excita o complexo
DNA-H33258 provocando luz, que € captada por um fotodetector para registro

Assim a medida fluorescente € um indicador direto da concentragdo de DNA.

Apos as extragdes de DNA, do sangue e do swab bucal, uma aliquota de
2ulL foi retirada dos 300uL da solugdo de DNA e adicionada na cubeta utilizada
no fluorimetro contendo 2mL da solugdo tampao, sendo entdo esta cubeta

colocada no aparelho, previamente zerado e calibrado.

ANALISES ESTATISTICAS

Apos realizadas as quantificagdes pelo método fluorimétrico e calculadas

as concentragdes de DNA, as amostras foram comparadas da seguinte forma:
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* Comparagdo entre as amostras pré-transfusdo X pos-transfusdo de todos os
pacientes transfundidos: foi utilizado o feste ¢ de Student para amostras
pareadas, que compara as médias de dois conjuntos de dados correlacionados.

e (Comparagdo entre as amostras Sangue rotina contra Pré-transiusdo e Pos-
transfusdo: foi utilizado o Teste t de Student para amostras independentes, que
compara as medias de dois conjuntos de dados ndo correlacionados.

e Comparagdo entre pacientes Politransfundidos (sala de transfusdo) X pacientes
Cirurgia para as variaveis swab bucal, pré-transfusdo e pds-transfusdo: foi
utilizado o 7este t de Student para amostras independentes, que compara as
médias de dois conjuntos de dados nio correlacionados.

e Comparagdo entre as diversas bolsas de hemocomponente e sangue rotina
(CHL X CHIL X CP X Sangue rotina): foi utilizado o Teste da andlise de
varidgncia (ANOVA), que compara simultaneamente as médias de mais de

dois conjuntos de dados ndo correlacionados e o teste post hoc de Tukey

MARCADORES MOLECULARES

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

ao cromossomo Y (Tabela 7).

Trés, dos cincos STRs autossomicos, estdo localizados no gene do fator de
von Willebrand (vWF1, vWF2 e vWA), muito utilizado em estudos de
identificagdo genética, analises de ligagdo e estudos de populagdes humanas e
evolugdo (Pena e cols., 1994. Casafia 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 autossomicos sio HUMTPOX e HUMTHOI. O HUMTPOX
esta localizado no gene humano da tiredide peroxidase (Anker e cols., 1992) e o
HUMTHO1 esta localizado no gene tirosina hidroxilase (Edwards e cols., 1991a).
Dentre os varios microssatélites descritos na literatura, utilizamos aqueles que tém
aplicagdes em analises populacionais, estudos antropogenéticos e investigagdes
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 detecgdo destes polimortismos ja estdo padronizados e

sdo procedimentos de rotina no laboratério de genética (Pagotto e cols., 1999;
Mendes Jr, 2001, Sousa, 2001).

LOCT Investigados

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

Localizacao

Loci Repeticio Tamanho (pb) Referéncias
Cromossomica
VWA TCTA 12q o
TCTG 13,3 — q13.2 (no minimo) Kimpton e cols.. (1992)
TCCA
VWF1 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)
HUM THO1  AATG 11p15-pl5.5 146-190 Urquhart e cols.. (1994)
DY'S19 CTAT Ypll,2 182-206 Kayser e cols. (1997)
DYS390 CTAT 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 Ypll,3 120-132 Kayser e cols. (1997)

STRs do Fator de von Willebrand

O Fator de von Willebrand (vWF) humano € uma glicoproteina plasmatica

complexa, multimérica, necessaria para a aderéncia das plaquetas ao endotélio

quando este é lesado e liga-se ao fator VIII na circulagdo estabilizando-o

(Mancuso e cols., 1989); sua deficiéncia resulta na doenca de von Willebrand

(Sadler, 1994).
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O gene para este fator estd localizado no cromossomo 12, regido p12-pter
(Ginsburg e cols. 1985. Verweij e cols. 1985) sendo que um pseudogene,
homologo ao primeiro ter¢o deste gene foi localizado no cromossomo 22
{Mancuso e cols., 1991). Foi construido um mapa de restricdo que compreende
75% do locus e cerca de 33,8 quilobases foram seqiienciadas em ambos os
filamentos de DNA, incluindo todas as regides flanqueadoras exon-intron. O gene
tem cerca de 178 Kb e contém 52 exons. Seus exons variam de 40 a 1379 pares de
bases (pb) e, seus introns, de 97 pb a aproximadamente 19,9 Kb. Neste gene, foi
identificada uma grande quantidade de sequéncias repetitivas, incluindo 14
repetigdes de sequéncias Alu, e uma regiao de aproximadamente 670 pb,
localizadas no intron 40 (Figural), compostas por repeticdes imperfeitas da
seqiéncia TCTA, dentro da qual foram identificados trés polimorfismos de
repeti¢des in tandem. Uma ocorre entre os nucleotideos 1900-2000, denominada
vWF1. outra entre os nucleotideos 2200-2350, denominada vWF2 e a terceira.

entre os nucleotideos 1640-1794, denominados vWA (Mancuso e cols., 1989).

0 50 100 158 190

| | | | |
l | l [ l

s W0 L RLLL L W W

- Intron 40

vWA

vWF1 ‘VWFZ I

Figura 1: Mapa do intron 40 do gene de von Willebrand
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Fator vW-VNTR I (nimero de acesso no GenBank: 800961), este STR ¢
caracterizado por uma unidade de repetigao de 4 pb. Situa-se dowstream ao VWA
e sua amplificagdo pelos iniciadores descritos 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 nimero de repeti¢des.

VWA (HUMvWA31A4): (nimero de acesso no GenBank: M25858), sua
amplificacdo com os iniciadores descritos por Kimpton e cols. (1992) produzem
fragmentos que variam de 126 a 166 pb. Atualmente, sao conhecidos onze alelos
com frequiéncias polimorficas, e nomeados de acordo com o nimero de

seqiiéncias repetidas que possuem (11 a 21 repeti¢des).

Fator vW-VNTR2, (ntimero de acesso ao GenBank: 800750) situa-se a
212 pb dowstream ao vWF1. Recentemente sao conhecidos um total de 9 alelos,
com tamanho variando de 154 a 186 pb nomeados de 9 a 17, quando utilizando os

iniciadores descritos por Ploos & Reitsma (1990)

STRs Localizados no Cromossomo Y

O cromossomo Y apresenta uma semelhanga basica com o genoma
mitocondnal: trata-se de uma molécula ndo recombinante, que se comporta como
um unico “grande locus” com excegdo da pequena regido pseudo-autossdmica
(PAR) que tem homologia com o cromossomo X. Dessa forma, a detecgdo de
polimorfismos no cromossomo Y, ainda que espalhados pela sua extensdo, pode

permitir a construgdo de uma genealogia de genes e a formag@o de haplétipo.

O cromossomo Y, devido a diferenga de tamanho apresenta um niimero
maior de marcadores com relagao a0 DNAmt, que chega Ter um tamanho 4 x 10*
vezes menor. Qs polimorfismos do cromossomo Y sdo cada vez mais
freqiientemente utilizados para esclarecer questdes evolutivas e da estrutura
genética das populacdes, e desde que foi demonstrado que os microssatélites do
cromossomo Y tém similar grau de diversidade comparados com os encontrados

nos cromossomos autossémicos (Roewer e cols. 1992). Cinco microssatélites
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foram estudados, quatro tetranucleotideos: DYS19, DYS390, DYS391 e DYS393,
e um trinucleotideo: 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 seqliéncia estd localizada no brago curto (Yp)

sendo composta de unidades repetitivas de CTAT ou CTAC.

DYS$390: estudos recentes mostraram que a regido do /ocus € composta
por duas regides variaveis, CTGT e CTAT. As varia¢tes nas unidades de CTAT
levam a formagdo da maioria dos alelos. Este Jocus estd localizado no brago longo

(Yq) do cromossomo Y.

DYS391: microssatélite tetranucleotideo formado pelas unidades

repetitivas CTAT, esta localizado no brago longo do cromossomo Y (Yq11.21).
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DYS$392: microssatélite trinucleotideo com variagdo no numero de
unidades da sequéncia ATT. A localizagdo do /ocus no cromossomo ndo foi

determinada.

DYS393: formado pelas unidades repetitivas GATA, estd localizado na

regido terminal ndo pseudoautossémica do brago curto do cromossomo Y.

AMPLIFICACAO DO DNA (PCR)

A PCR consiste na amplificagdo enzimatica de uma sequéncia especifica
de DNA, explorando a capacidade de duplicagdo do DNA, visando a produgao de
milhdes de copias desta seqiiéncia em microtubo de uma maneira simples e

rapida.

Uma fita simples de DNA € usada como molde para a sintese de novas
cadeias complementares sob a a¢do da enzima polimerase do DNA, capaz de
adicionar os oligonucleotideos presentes na reagdo, segundo a fita molde. A
polimerase do DNA requer, entretanto, um “ponto de inicio” ligado a fita molde
que servirda de apoio para que os nucleotideos subsequentes sejam adicionados.
Esse ponto de inicio da sintese € fornecido por um oligonucleotideo que se hibrida
a fita molde simples, o qual € denominado de primer. Ambas as fitas simples
iniciais servem de fita molde para a sintese, desde de que se fornega primcrs
especificos a cada uma delas. Dessa forma, a regiado do DNA gendmico a ser
sintetizada é definida pelos primers, que se hibridam especificamente as suas
sequiéncias 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 25uL, contendo 4uL de DNA
genomico, 2,5ul, de tampao (Tris/HCI 200mM, pH 8,5, KCI 500mM, MgCl,
20mM), 0,25uL. de dNTP (dinucleotideos tri-fosfato), primers de acordo com o

sistema utilizado, 0,1uL de Taq polimerase e agua deionizada e autoclavada q.s.p.
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O controle negativo da reacdo € teito com o tubo branco, contendo todos
os componentes da reag@o, e agua deionizada e autoclavada substituindo o DNA
gendmico. O controle positivo € feito com o tubo padrdo, contendo DNA de
leitura padronizado no laboratorio ((Pagotto e cols., 1999; Mendes Jr, 2001,

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

Todos os 10 sistemas analisados foram amplificados em um termociclador
MJResearch. Os sistemas DYS19 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 vWFI,
vWF2 e vWA foi determinado um programa especitico (VWF-TD) enquanto que
para os sistemas HUMTPOX e HUMTHOI1 foram amplificados com o mesmo

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

VWF-TD

Etapa 1 (1Ciclo): 94°C por 4 minutos;

Etapa 2 (16 Ciclos): 94°C por 1 minuto; 70°C por 1 minuto e 30 segundos,
diminuindo 1°C por ciclo e 72 °C por 2 minutos;

Etapa 3 (28 Ciclos): 94°C por 1 minuto; 54°C por 1 minuto e 30 segundos
e 72°C por 2 minutos,

Etapa 4 (1 Ciclo): Um ultimo ciclo de 72°C durante 10 minutos foi

adicionado ao final do programa.

DYS19

Etapa 1 (1Ciclo): 94°C por 3 minutos;

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

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

Etapa 4 (1 Ciclo). 72°C por 10 minutos e 4°C indefinidamente.

DYS390
Etapa 1 (1Ciclo): 94°C por 3 minutos;
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Etapa 2 (5 Ciclos): 94°C por 30 segundos; 63°C por | minuto, 72°C por 1
minuto;
Etapa 3 (30 Ciclos): 94°C por 30 segundos; 58°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto;

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

STR

Etapa 1: 1 minuto a 94°C

Etapa 2: 1 minuto a 61°C

Etapa 3: 1 minuto a 72°C

Estes trés passos se repetem por 31 vezes e por fim um tltimo passo de 10

minutos a 72°C e 4°C indefinidamente.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Apos a obten¢do do produto da PCR é preciso manipula-lo um pouco
mais, afim de determinar-se a tipagem de DNA de um individuo em determinado
locus. Esta manipulagdo pode ser feita de diversas maneiras: fazendo-se a
hibridagdo com sondas radioativas (Helmuth e cols., 1990), digerindo-se com
enzimas de restri¢do (Schurr e cols., 1990), sequenciando-se as amostras (Vigilant

e cols., 1989), dentre outras maneiras.

Neste trabalho, apos o término da reagdo de PCR as amostras foram
aplicadas em um gel vertical de poliacrilamida 12% para os sistemas VWF1,
vWEF2, vVWA, TPOX e THO, e 10% para os sistemas DYS19, DYS390, DY S391,
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 modificagdes, para visualizagdo do produto amplificado, como descritas

a seguir.

Os fragmentos amplificados foram analisados sob condigdes

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

antes de sua aplicagdo no gel. Desta forma, foram utilizados géis de
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poliacrilamida com uréia (10% e 12%) e 2l da amostra a ser analisada foram
misturados a 8l de loading buffer contendo formamida 75%, aquecidos a 94°C

por 10 minutos e imediatamente apos colocados em banho de gelo (tratamento

desnaturante), seguindo-se a aplicagdo no gel.

Os géis desnaturantes 10 e 12% foram feitos diluindo-se a solu¢@o mae de
acrilamida (30%) para a concentracdo desejada (i.e., 6,66ml e 8 00ml
respectivamente), TBE (Tris-Borato EDTA) 10X para TBE 1X (i.e., 2ml) e 9,6g
de uréia em 4gua destilada para o volume final de 20ml. A mistura de gel
adicionou-se 300uL da solugdo saturada de persulfato de potassio e 15uL de
TEMED® como catalisadores da reagdo de polimerizagdo e imediatamente verteu-
se a mesma em uma moldura de tamanho determinado previamente montado. Esta
moldura era composta por duas placas de vidro e espagadores presos com
grampos de ago. Logo apos verter-se o gel entre as placas colocou-se o "pente” de
teflon na borda superior do gel, formando sulcos, onde posteriormente serdo

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

minimo 30 minutos.

O gel polimerizado foi montado em uma cuba de eletroforese vertical
contendo tampdo TBL 10X em ambos polos. Apos a mistura com o corante
(Loading buffer) e o tratamento desnaturante, as amostras foram aplicadas no gel
com tamanho de 10cm, assim como os devidos padrdes de migracdo, e o
equipamento ligado a uma fonte e submetido a voltagem constante de 200V pelo
tempo determinado para cada marcador. As condi¢des especificas de cada /locus

sdo descritas na Tabela 8.
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Tabela 8: Condigoes especificas para eletroforese de cada locis polimorfico

estudado.

Loci Gel Tempo
VWFI 12% desnaturar:t_e__ - 4hs
VWE2 12% desnaturante Shs
VWA 12% desnaturante Shs
TPOX 12% desnaturante Shs
THO 12% desnaturante Shs
DYS19 10% desnaturante 3:30hs

DYS390 10% desnaturante 3:50hs

DYS391 10% desnaturante Shs

DYS392 10% desnaturante 4:20hs

DYS393 10% desnaturante 3:40hs
COLORACAO

A colorag@o com nitrato de prata (Sanguinetti e cols., 1994) e registro dos

resultados foram feitos como descrito a seguir:

Fixagao: terminada a eletroforese o gel foi colocado num recipiente de vidro tipo

pirex contendo 100 mL de solug@o fixadora.

Impregnagdo com Nitrato de Prata: foram adicionados 2ml da solugdo de nitrato

de prata (0.1g/mL), agitando-se por 05 minutos. Em seguida o gel foi lavado

rapidamente 02 vezes em agua destilada.

Material e Métodos
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Revelagdo: foram adicionados 100 ml da solugdo reveladora mais 1 ml de
formaldeido deixou-se agitando at€ a observacdo do aparecimento das bandas,

quando o revelador foi desprezado e acrescentados 100 ml da solug@o fixadora.

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

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

por 02-03 dias.

REAGENTES E SOLUCOES

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

acrilamida diluidas em um volume final de 100 ml de agua.

BIOTOOLS DNA  Polymerase (lunit yl), fornecida pelo BIOTOOLS,
UNISCIENCE do Brasil.

dNTP 20mM: A solugdo de trabalho de dinucleotideos tri-fosfato (ANTP) utilizada
foi obtida diluindo-se a solugdo estoque (100mM) de dNTP (Pharmacia Biotech
do Brasil Ltda e BIOTOOLS —~ B & M Labs, S.A) para uma concentragio de 20
mM de cada ANTP

Iniciadores especificos para os loci estudados (Bio-Synthesis) diluidos para 50
uM.

"

Iniciadores ou "primers"” (solu¢do de trabalho): Para a solugdo de trabalho os

iniciadores foram diluidos a 2,55 uM.

Loading buffer: TBE 2X; xileno cianol 0,25%; azul de bromofenol 0,25%; EDTA
0.1M pH 8,0; ficoll 15%.

Nitraio de Prata: 0,15 g de AgNO3 em 1-2 ml de H20 milliQ.
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Persulfato de Potissio: 650mg/6,5ml de agua.

Proteinase K : 10mg/ml em agua autoclavada.

Solugdo Fixadora: 50 ml de etanol contendo 2 ml de acido acetico, agua milliQ

gsp- 300 ml.

Solugdo Reveladora: 4,5 g de NaOH, 1ml formaldeido 37%, agua milliQ gsp.
200ml.

Tampao BIOTOOLS: Tris/HClI 75mM pH 9.0; KCl 50mM; MgCl, 2mM,;
(NH4)280, 20mM.

Tampado para lise de eritrocitos (Lise I): Tris/HCI 0,01M pH 7,6, sacarose 0,32
M; MgCl; S mM; triton X-100 1%.

Tampdo para lise de leucaocitos (Lise 2): Tris/HCI 0,01M pH 8.5; KC1 50mM;
MgCl,, SmM; NP-40 0,45%; Tween 20 0,45%.

Tampao TBE (Tris-Borato FDTA) 10X: Tris/HC1 0,9M pH 8,0.
Tris -108g /53g ac boérico/ 40 ml edta 0,5M pH=8,0.
Tampdo Tris-MgCl>- Tris 0,1M, MgCl, 0,02M.

TEMED®.

34






Resultados

CONCENTRACOES DE DNA

Apos a extragdo de DNA, todas as amostras do nosso estudo, foram
quantificadas pelo metodo fluorimétrico e calculadas suas concentragdes. As
amostras pré e pés-transfusdo sao referentes as amostras de sangue dos pacientes,
sendo a concentragdo dada pug/mL de sangue total. A concentragdo da amostra
swab hucal, também referente ao paciente, é dada em pg/mL de solugdo de DNA,
j& que o DNA extraido era proveniente de um raspado da cavidade oral utilizando
um swab do tipo "escovinha". As concentra¢des das amostras das bolsas sdo dadas
ug/mL de seu respectivo concentrado. As concentragdes das amostras encontram-

se nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9: concentragdes de DNA das amostras colhidas na sala de transfusdo
ambulatorial. Concentragdo média em pg/mL.

Bolsa do hemocomponente Concentragdo

(volume em mL) (ng/mL)

PACIENTE 1

Swab bucal 41
Pré-transfusao 315
Bolsa 1 CHL (240) 159
Bolsa 2 CHL (250) 198
Pos-transfusao 381
PACIENTE 2

Swabh bucal 48
Pré-transfusao 450
Bolsa 1 CHL (220) 159
Bolsa 2 CHL (230) 129
Bolsa 3 CHL (230) 216
Po6s-transfusao 489
PACIENTE 3

Swab bucal 61
Pré-transtusao 429
Bolsa 1 CHL (234) 132
Bolsa 2 CHL. (240) 147
Pos-transfusido 366
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Tabela 9 (Cont.)

PACIENTE 4
Swab bucal
Pré-transfusdo
Bolsa 1
Pos-transfusdo

PACIENTE 5
Swab bucal
Pré-transfusdo
Bolsa 1

Bolsa 2

Bolsa 3
Pos-transfusdo

PACIENTE 6
Swab bucal
Pré-transfusio
Bolsa 1

Bolsa 2

Bolsa 3
Pos-transfusdo

PACIENTE 7
Swab bucal
Pré-transfusdo
Bolsa 1

Bolsa 2
Pos-transfusdo

PACIENTE 8
Swab bucal
Pré-transfusio
Bolsa 1

Bolsa 2
Pos-transfusido

PACIENTE 9
Swab bucal
Pré-transfusao
Bolsa 1

Bolsa do hemocomponente Concentrag¢do

~ (volume em ml) (ug/mL)
51
294
CHL (180) 192
507
39
261
CHL (180) 132
CHL (280) 153
CHL (220) 150
378
47
267
CHBL (196) 255
CHL (216) 147
CHL (206) 168
303
45
135
CHIL (200) 234
CHIL (190) 2064
207
48
225
CHL (260) 183
CHL (240) 144
354
39
141
CHIL (260) 135
CHIL (280) 162

Bolsa 2
Pos-transfusio
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Tabela 9 (Cont.)

PACIENTE 10
Swab bucal
Pré-transfusido
Bolsa 1

Bolsa 2

Bolsa 3
Pos-transfusido

PACIENTE 11
Swab bucal
Pré-transfusido
Bolsa 1
Pos-transfusido

PACIENTE 12
Swab bucal
Pré-transfusao
Bolsa 1

Bolsa 2

Bolsa 3

Bolsa 4
Pos-transfusido

PACIENTE 13
Swab bucal
Pré-transfusio
Bolsa |

Bolsa 2
Pos-transfusdo

PACIENTE 14
Swab bucal
Pré-transfusdo
Bolsa
Bolsa
Bolsa
Bolsa
Bolsa
Bolsa
Bolsa
Bolsa
Bolsa 9
Bolsa 10
Bolsa 11
Bolsa 12
Pos-transfusio

OO WnNHA W —

Bolsa do hemocomponente Concentragdo

(volume em mL)

CHL (260)
CHL (240)
CHL (156)

CG (160)

CHIL (250)
CHIL (230)
CHIL (240)
CHIL (240)

CP (180)
CHIL (250)

CP (45)
CP (45)
CP (45)
CP (45)
CP (45)
CP (45)
CP (45)
CP (45)
CP (45)
CP (45)
CHIL (230)
CHIL (220)

(ng/mL)

55
369
174
141
144
276

59
93
1791
120

50
492
141
108
120
138
363

46
174
141
93
138

54
219
132
114
186
129
180
186
105
111
138
156
105
129
144
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Tabcela 9 (Cont.)

Bolsa do hemocomponente Concentra(:ﬁa |

(volume em mL) (ug/mL)

PACIENTE 15

Swab bucal 42
Bolsa 1 (1° dia) CHL (200) 108
Bolsa 2 (1° dia) CHL (100) 156
Pos-transfusdo (1° dia) 312
Pré-transfusao (2° dia) 168
Bolsa 3 CHIL (330) 219
Bolsa 4 CHIL (320) 213
Bolsa 5 CHIL (330) 300
Bolsa 6 CHIL (310) 222
Pos-transfusdo (2° dia) 171
Pré-transfusdo (3° dia) 198
Bolsa 7 CHIL (230) 144
Bolsa 8 CHIL (220) 204
Pos-transfusao (3° dia) 303
PACIENTE 16

Swab bucal 69
Pré-transfusdo 141
Bolsa 1 CHL (290) 120
Bolsa 2 CHL (230) 243
Bolsa 3 CHL (280) 126
Bolsa 4 CP (45) 159
Bolsa 5 CP (495) 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
Pos-transfusdo 102
PACIENTE 17

Swab bucal 75
Pré-transfusdo 162
Bolsa 1 CHIL. (180) 165
Bolsa 2 CHIL (200) 135
Pos-transfusdo 129
PACIENTE 18

Swab bucal 56
Pré-transfusdo 156
Bolsa 1 CHIL (230) 159
Bolsa 2 CHIL (120) 141
Bolsa 3 CHIL (260) 204

Pos-transfusdo

120
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Tabela 10: concentragdes de DNA das amostras colhidas na sala de cirurgia.
Concentragdo média em pg/ml..

Bolsa do hemocomponente = Concentracao

(volume em mL) (ng/mL)

PACIENTE 19

Swab bucal 52
Pré-transfusao 153
Bolsa 1 CHL (250) 171
Bolsa 2 CHL (350) 204
Bolsa 3 CHL (320) 177
Bolsa 4 CHL. (350) 213
PoOs-transfusdo 216
PACIENTE 20

Swab bucal 60
Pré-transtusiao 297
Bolsa 1 CHL (400) 159
Bolsa 2 CHL (320) 192
Bolsa 3 CHL (310) 153
Pos-transfusiao 255
PACIENTE 21

Swab bucal 50
Pré-transfusao 411
Pos-transfusido 162
PACIENTE 22

Swab bucal 49
Pré-transfusao 414
Bolsa 1 CHL (300) 132
Bolsa 2 CHL (310) 135
Bolsa 3 CHL (350) 120
Bolsa 4 CHL (360) 123
Bolsa 5 CHL (300) 144
Bolsa 6 CHL (370) 135
Pos-transfusao 168
PACIENTE 23

Swab bucal 45
Pré-transfusao 252
Bolsa 1 CHL (320) 192
Pos-transfusao 336
PACIENTE 24

Swab bucal 55
Pré-transfusao 204
Pos-transfusdo 144
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Tabela 10 (Cont.)

PACIENTE 25
Swab bucal
Pré-transfusio
Pos-transfusdo

PACIENTE 26
Swab bucal
Pré-transfusao
Bolsa 1

Bolsa 2

Bolsa 3

Bolsa 4
Pos-transfusao

PACIENTE 27
Swab bucal
Pré-transfusao
Pos-transfusdo

PACIENTE 28
Swab bucal
Pré-transfusao
Bolsa 1
Pos-transfusao

PACIENTE 29
Swab bucal
Pré-transfusao
Bolsa 1
Pos-transfusdo

PACIENTE 30
Swab bucal
Pré-transfusao
Pos-transfusao

Bolsa do hemocomponente Concentrag¢do

(volume em mL)

CHL (310)
CHL (310)
CHL (350)
CHL (320)

CHL (340)

CHL (290)

~ (pg/mb)

56
174
261

54
303
141
117
132
168
141

42
159
210

46
153
207
141
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138
111
159

45
294
300
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COMPARACOES ENTRE AS AMOSTRAS

Apos realizadas as quantificagdes e calculadas as concentracdes, as
amostras das bolsas, swab bucal, pré e pos-transfusdo foram comparadas entre os
pacientes transfundidos e também com as amostras de sangue da rotina do
laboratorio (Tabela 11). As amostras "sangue rotina" s3o provenientes dos
pacientes que procuraram o servigo de investigagdo de paternidade e foram

quantificadas 30 amostras.

Foram comparadas também as amostras de sangue dos pacientes
politanstundidos (sala de transfusio ambulatorial) com as amostras de sangue dos

pacientes que ndo eram politransfundidos (cirugia), descrito na Tabela 12.

Tabela 11: Comparagdes entre as concentragdes de DNA das amostras dos
pacientes transfundidos, das bolsas de hemocomponente e sangue rotina.
Concentragdes em pg/mL.

Amostras L a0 concentragao MO pudrao
Swab bucal 39 75 50,93 8,3
Pré-transfusio 93 492 248,1  109,9
P&s-transfusao 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 14133 24,37
Sangue rotina 108 414 266 84,46

Tabela 12: Comparagdes das concentragdes de DNA das amostras dos pacientes
politransfundidos com os pacientes da cirurgia. Concentra¢des em pg/mL.

Amostras - Pacientes Mexwg N Maior . Meédia Desvio
concentragdo concentragio Padréo
Swab bucal - Politranstundido 39 75 51,39 9,93
Swab bucal - Cirurgia 42 60 50,25 5,33
Pré-transf - Politransfundido 93 492 249,50 119,71
Pré-transf. - Cirurgia 138 414 246,00 98.68
Pos-transf. - Politransfundido 102 507 263,33 133,76
Pos-transf. - Cirurgia 141 336 207,75 66,83
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MISTURA DOS SANGUES E
MISTURA DOS DNAs

STRs Autossomicos

As 3 misturas feitas entre dois sangues diferentes (Tabela 1), em diferentes
propor¢des, variando a concentrag@o de 5% do sangue B em relagdo ao sangue A,
até chegar numa proporgdo de iguais concentragdes (50%), foram testadas nos
sistemas VWF1, vWF2, vWA, THO e TPOX. Foi encontrado, para todos os
sistemas testados, um fraco sinal positivo de contamina¢do do sangue B em
relagdo ao sangue A, a partir de uma concentra¢do maior ou igual a 10%, como
mostram as Figuras 3,4,5,6¢e 7. A medida em que a concentra¢do do sangue B
val aumentando na mistura, o sinal da contaminagao torna-se cada vez mais

evidente, assim como € mostrado at€¢ o0 momento em que as concentragdes se
igualam (50%).

Quando foram usadas as solugdes de DNA (Tabela 2), os resultados
encontrados foram iguais aos obtidos na mistura de sangue, ou seja, a
contaminagdo foi detectada a partir de uma concentragdo maior ou igual a 10%,

como mostram as Figuras 8,9 e 10
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Figura 3: mistura de sangues - sistema VWFI1, onde Pl e P2 sdo padrdes de
leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A e B. Observa-se a

contaminagdo na mistura a partir da concentracdo de 10%.

Figura 4: mistura de sangues - sistema VWF2, onde P1 e P2 sdo padrdes de

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

contaminag@o na mistura a partir da concentra¢do de 10%.

Figura 5: mistura de sangues - sistema vVWA, onde P1 ¢ P2 sdo padrdes de leitura,
mostrando o DNA encontrado no sangue A e B. Observa-se a contaminag@o na

mistura a partir da concentrag@o de 10%.
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Figura 6: mistura de sangues - sistema THO, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura,

mostrando o DNA encontrado no sangue A e B. Observa-se a contamina¢do na

mistura a partir da concentragdo de 10%.

Figura 7: mistura de sangues - sistema TPOX, onde Pl e P2 sdo padrdes de
leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A e B e a contaminagdo na

mistura a partir da concentrag@o de 10%.
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Figura 8: mistura de DNAs - sistema TPOX, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura,

mostrando o DNA encontrado e€ a contaminacdo na mistura a partir da

concentracdo de 10%.

Figura 9: mistura de DNAs - sistema vVWF]1, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura,
mostrando o DNA encontrado e a contaminagdo na mistura a partir da

concentracao de 10%.

Figura 10: mistura de DNAs - sistema VWA, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura,
mostrando o DNA encontrado e a contaminagdo na mistura a partir da

concentracdo de 10%.
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STRs Y

A mistura de sangue realizada foi feita tomando-se o cuidado do sangue A
pertencer a 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 concentrag¢@o de 5% do sangue B em relag@o ao sangue A, até
chegar numa proporgao de iguais concentragdes (50%), foi encontrado, para todos
os sistemas testados, um fraco sinal positivo de contaminag¢do do sangue B em
relagdo ao sangue A, a partir de uma concentragdo maior ou igual a 5%, como

mostram as Figuras 11, 12 e 13.

Quando foram usadas as solugoes de DNA, os resultados encontrados
foram iguais aos obtidos na mistura de sangue, ou seja, a contaminagdo foi
detectada a partir de uma concentragdo maior ou igual a 5%, como mostram as

Figuras 14 e 15.
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Figura 11: mistura de sangues - sistema DYS19, onde P1 e P2 sdo padrdes de

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

Observa-se a contaminag¢ao na mistura a partir da concentragao de 5%.

Figura 12: mistura de sangues - sistema DYS390, onde P1 e P2 sdo padrdes de
leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem).

Observa-se a contaminag¢ao na mistura a partir da concentragao de 5%.

Figura 13: mistura de sangues - sistema DYS390, onde P1 e P2 sdo padrdes de
leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem).

Observa-se a contaminag¢@o na mistura a partir da concentragao de 5%.
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Figura 14: mistura de DNAs - sistema DYS392, onde P1 e P2 sdo padrbes de

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

Observa-se a contaminac¢do na mistura a partir da concentracdo de 5%.

Figura 15: mistura de DNAs - sistema DYS393, onde P1 e P2 sdo padrdes de
leitura, mostrando o DNA encontrado no sangue A (mulher) e B (homem).

Observa-se a contaminacdo na mistura a partir da concentragdo de 5%.
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PACIENTES TRANSFUNDIDOS

Para todos os pacientes transfiindidos, na sala de transfusio ou em
cirurgia, que receberam concentrado de hemaceas. ndo foram observadas
alteragoes na detecgdo de DNA comparando o sangue obtido antes da transfuséo e
trinta minutos pos-transfusdo. Todas as amostras foram testadas nos cinco
marcadores autossomicos (VWF1, vWF2, vWA_ THO e TPOX), como mostram as
Figuras 16, 17, 18, 19 e 20. O swab bucal foi usado como padréo para tipagem de
DNA para os pacientes politransfundidos da sala de transfusdo ambulatorial, e
mesmo assiim nao houve diferenca da tipagem de DNA extraido do swab bucal

comparado com o DNA extraido do sangue periférico.

Um outro achado, mesmo sabendo que plaquetas ndo possuem nicleo, foi
o fato de extrairmos DNA dos concentrados de plaquetas. As amostras foram
testadas nos cinco marcadores autossomicos (figuras ndo mostradas) e mais uma
vez nao foram observadas alteragdes na deteccdo de DNA, comparando o sangue

antes da transfusio e trinta minutos pos-transfusio, como mostra a Figura 21.
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Figura 16: sistema vWF1, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado nas bolsas de concentrado de hemdceas (1, 2 e 3) e comparando as amostras

swab bucal, pré-transfusao e pds-transfusao do paciente 5.

Figura 17: sistema VWA, onde Pl e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado nas bolsas de concentrado de hemaceas (1, 2 e 3) e comparando as amostras

swab bucal, pré-transfusdo e pos-transfusdo do paciente 10.

Figura 18: sistema THO, onde P1 e P2 s3o padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado nas bolsas de concentrado de heméceas (1, 2, 3 e 4) e comparando as

amostras swab bucal, pré-transfusio e pds-transfusdo do paciente 12.
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Figura 19: sistema vWF1, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado nas bolsas de concentrado de hemadiceas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8)
recebidas durante 3 dias e comparando as amostras swab bucal, pré-transfusio e

pos-transfusdo do paciente 15.

Figura 20: sistema TPOX, onde Pl e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o
DNA encontrado nas bolsas de concentrado de hemdceas (I, 2, 3 e 4) e

comparando as amostras swab bucal, pré-transfusio e p6s-transfusdo do pac. 19.

Figura 21: sistema vWF1, onde P1 e P2 sao padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado nas bolsas de concentrado de plaquetas (1 a 10) e comparando as

amostras swab bucal, pré-transfusio e pds-transfusao do paciente 16.
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Em um unico caso, em que o paciente, hospitalizado, recebeu uma bolsa
de leucocitos, foram colhidas as amostras de rotina do nosso estudo (sweh bucal,
pré e pos-transfusdo) e uma amostra pos-transfusdo de vinte e quatro horas e estas
amostras foram testadas nos cinco marcadores autossémicos. Neste caso, foi
encontrada alterag@o da tipagem de DNA na corrente sangiiinea apos a transfusao,
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-transfusao,
ndo havia alteragdes. Os géis referentes aos sistemas VWF2 e TPOX ndo foram

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

mesma leitura das amostras do paciente.
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Figura 22: sistema vWF1, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado na bolsa de concentrado de leucdcitos (1) e comparando as amostras
swab bucal, pré-transfusdo, pés-transfusdo 30 minutos (Pés 1) e pés-transfusdo 24

horas (Pés 2).

Figura 23: sistema VWA, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado na bolsa de concentrado de leucdcitos (1) e comparando as amostras
swab bucal, pré-transfusdo, pés-transfusdo 30 minutos (Pés 1) e pés-transfusao 24

horas (Pés 2).

Figura 24: sistema THO, onde Pl e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o DNA
encontrado na bolsa de concentrado de leucdcitos (1) e comparando as amostras
swab bucal, pré-transfusdo, pés-transfusdo 30 minutos (PSs 1) e pés-transfusdo 24

horas (Pés 2).




R esultados

Um outro teste foi realizado para verificar a deteccio de DNA masculino
em mulheres receptoras de transfusdes sanguineas. Como nio tinhamos acesso a

relagdo dos dados referentes a identificagdo dos doadores, ndo sabiamos se as

bolsas do hemocomponente eram provenientes de homens ou mulheres.

Analisamos, entdo, 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 numero de bolsas de doadores homens que as

mulheres receberam durante a transfus3o.

Tabela 13: Relagdo do n° de bolsas recebidas / n° de bolsas de doadores

homens.

) = . ) )
eI Total de bolsas  n° de bolsas de

recebidas doadores homens
i 2 2
2 3 3
3 2 2
4 1 1
5 3 2
9 2 0
10 3 3
17 2 2
22 6 5
23 1 1
25 2 ?
26 4 2
29 1 0
30 2 )]

(?) Nao foi possivel colher as amostras das bolsas transfundidas.

Também foi feita a comparagdo do swab bucal com a amostra de sangue
pré e pos-transfusdo das mulheres que receberam transfusdo na tentativa de se
detectar o DNA masculino apos a transfusdo. Nao foram observadas alteragdes na
tipagem de DNA no sangue periférico como mostram as Figuras 25, 26, 27,28 e
29.
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Figura 25: sistema DYS19, onde Pl e P2 sao padrdes de leitura, mostrando o DNA
masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemadaceas (1,2 ,3, 4 ¢ 6) e

comparando as amostras swab bucal, pré-transfusio e pds-transfusdo do paciente 22.

Figura 26: sistema DYS390, onde P1 e P2 sdo padrées de leitura, mostrando o DNA
masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemadceas (1,2 ,3, 4 e 6) e

comparando as amostras swab bucal, pré-transfusdo e pés-transfusdo do paciente 22.

Figura 27: sistema DYS391, onde Pl e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o DNA
masculino encontrado nas bolsas de concentrado de heméceas (1. 2 e 3) e comparando

as amostras swab bucal, pré-transfusdo e pds-transfusdo do paciente 10.
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Figura 28: sistema DYS392, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o

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

e comparando as amostras swab bucal, pré-transfusio e pds-transfusdo do pac. 22.

Figura 29: sistema DYS393, onde P1 e P2 sdo padrdes de leitura, mostrando o
DNA masculino encontrado nas bolsas de concentrado de hemaceas (1, 2 ,3, 4 € 6)

e comparando as amostras swab bucal, pré-transfusao e pés-transfusdo do pac. 22.
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Discussd

Este trabalho descreve a aplicagdo da técnica de PCR utilizando
marcadores moleculares do tipo STR (autossdmicos e ligados ao cromossomo Y)
para detectar a presenga de DNA de um ou mais doadores em pacientes que
receberam transfusdo sangiiinea. Também descreve a quantidade minima de
sangue ou DNA, em uma mistura, necessaria para se detectar o DNA
contaminante através da PCR e interferir no resultado de um possivel teste de

paternidade.

Na mistura dos sangues e dos DNAs realizada, variando a concentragio do
sangue contaminante de 5 a2 50%, foi encontrado um sinal de contaminagdo a
partir de uma concentragdo maior ou igual a 10% do sangue B em relagdo ao
sangue A, quando utilizados os marcadores moleculares autossomicos (VWF1,

vWE2, vWA, THO e TPOX).

Entretanto, na mesma mistura, quando foram utilizados os marcadores
moleculares ligados ao cromossomo Y (DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 e
DYS393) a detecgdo do DNA contaminante (masculino) se deu a partir de uma
concentragdo maior ou igual a 5%. Estes marcadores moleculares se mostraram
mais sensiveis, devido a sua especificidade, para a amplificag@o pela técnica de

PCR.

Os resultados encontrados mostraram que para detectar o
microquimerismo em pacientes que receberam transfusdo sangiiinea € necessario
que o paciente tenha recebido uma unidade de concentrado de hemaceas ou
plaquetas contendo volume maior ou igual a 10% da sua volemia. Portanto, o
microquimerismo ndo foi encontrado em nenhum paciente transfundido, pois em
nosso estudo ndo houve nenhum paciente que tivesse recebido este volume em

uma transfusio.

As amostras de sangue das mulheres que receberam transfusdo de
doadores homens foram testadas com marcadores do tipo Y, na tentativa de

detectar o DNA masculino circulando na sua corrente sangiiinea. Nao foram
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encontradas alteragGes na tipagem de DNA, apesar de terem recebido transfusdo
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 sequéncia de gene do cromossomo Y
em mulheres receptoras de multiplas transfusdes durante cirurgias cardiacas. Estas
mulheres receberam de 2 até 25 unidades de concentrado de hemaceas e de | até
87 unidades de concentrado de plaquetas. Utilizando a chamada Nested PCR
notaram positividade, em média, 2 dias apds as transfusdes (variando de 1 até 6
dias de sinal positivo). Estes autores estabeleceram a sensibilidade de seu método
através da diluicdo seriada de DNA masculino em DNA feminino e citaram a

capacidade deste 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 sensivel foi o Nested PCR para

detectar sequiéncias do cromossomo Y.

Lee e cols. (1999), acompanharam o microquimerismo pos-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
125uL de sangue total das pacientes transfundidas. Estas pacientes receberam em
média 2 unidades de sangue de doadores do sexo masculino. O microquimerismo
foi detectado entre o terceiro e quinto dia 0 que representava uma populagio de
10* células masculinas por 125uL e entre 7 a 14 dias ndo havia mais sinal
positivo. Esta equipe de pesquisadores foi capaz de obter uma sensibilidade em

torno de 1 célula masculina entre 100.000 a 1.000.000 de células femininas.

Nesse mesmo trabalho, um outro grupo de mulheres analisadas que
receberam no minimo 4 unidades de sangue de doadores masculinos e 0 maximo
de 18 unidades, apresentaram microquimerismo de 4 meses até um ano e meio
apos as transfusdes. Os autores atribuiram este persistente microquimerismo ao
papel imunosupressivo utilizado antes das transfusdes permitindo uma facilidade

do implante de celulas tronco do doador no receptor.
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Qutro fator em nosso trabalho foi o tempo de estocagem das bolsas de
sangue e a viabilidade dos leucocitos. Embora ndo tendo as informagdes em
relagdio ao tempo de estocagem das unidades transfundidas, as concentragdes
me¢dias de DNA encontradas nas bolsas de hemaceas e plaquetas apresentaram-se

equivalentes.

Comparando-se as médias das amostras pré-transfusdo X pos-transfusio
dos 30 pacientes transfundidos (Tabela 11) ndo houve diferenga significativa, as
médias pré e pos-transfusdo foram consideradas equivalentes (p=0,71). Também
ndo houveram diferengas significativas quando comparadas as amostras pré-

transfusdo X sangue rotina (p=0,48) e pos-transfusdo X sangue rotina (p=0,34).

Entretanto, a comparagdo feita entre as diversas bolsas e sangue rotina
(CHL X CHIL X CP X sangue rotina) mostrou diferenga signiticativa (p<0,001),
portanto as médias ndo foram equivalentes entre si. Para descobrirmos quais
foram as diferengas significativas encontradas foi realizado o teste pos? hoc de
Tukey que indicou: sangue rotina>(CHL=CHIL=CP). Logo, a média da amostra
sangue rotina € significativamente superior as médias das bolsas, que se

equivalem entre si.

A comparagao entre pacientes politranstundidos X pacientes cirurgia para
as amostras swab bucal, pré-transfusdo e pos-transfusao (Tabela 12), notou-se o

seguinte:

e swab bucal - politransfundido X swab bucal - cirurgia: p=0,69. Nao houve

diferenga significativa, as médias podem ser consideradas equivalentes.

e pré-transfusdo - politransfundido X pré-transfusdo - cirurgia: p=0,93. Nao

houve diferenga significativa, as médias podem ser consideradas equivalentes.

e pos-transfusdo - politransfundido X pos-transfusdo - cirurgia: p=0,14. Nao

houve diferenga significativa, as médias podem ser consideradas equivalentes.

Apenas um dos trinta pacientes estudados, ou seja aquele que recebeu
uma unica bolsa de concentrado de leucocitos, foi observado alterag@o na tipagem

de DNA na corrente sangiiinea, mesmo o volume da bolsa sendo menor do que
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10% da volemia do paciente, logo apos trinta minutos do término da transfusdo.
Em uma outra coleta feita apés 24h o sinal de contaminagdo persistia. Essa
contaminagdo se deve ao fato da alta concentragdo de DNA encontrada na bolsa

de leucécitos.
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Conclusoes

A metodologia descrita neste trabalho, utilizando STRs autossdmicos e a
mistura feita entre os sangues e entre as solucdes de DNA para saber a quantidade
minima necessaria para se detectar o DNA contaminante através da PCR, ndo foi

encontrada na literatura.

E possivel fazer a identificagdo genética em uma mistura de DNA desde
que comparadas as amostras do swab bucal com as amostras de sangue pré e pos
transfusdo. O swab bucal mostrou-se de grande valia tendo a fun¢io de um
parametro para as comparagoes de tipagens de DNA feitas entre as amostras pré e

pos-transfus@o dos pacientes politransfundidos.

A quantidade minima de sangue ou DNA, em uma mistura, necessaria
para se detectar o DNA contaminante pela PCR e interferir no resultado do teste
de paternidade, corresponde a 10% da volemia do paciente quando utilizamos os
marcadores moleculares autossdmicos vWF1, vWF2. vWA, THO e TPOX.
Quando utilizamos os marcadores moleculares ligados ao cromossomo Y
(DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393) os testes mostraram que seria

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

Extraindo o DNA das amostras de sangue dos pacientes transfundidos néo
detectamos o DNA contaminante (do doador), quando utilizamos os marcadores
autossomicos, sendo que em nosso estudo ndo houve nenhum paciente que
recebesse tal volume. Para a detec¢cdo de DN A masculino em mulheres receptoras
de transfusio sangiiinea de doadores homens, utilizando os marcadores ligados ao
cromossomo Y, mesmo as pacientes recebendo um volume maior ou igual a 5%

da sua volemia, ndo detectamos a contaminagao.

Observamos que a alta concentragdo de DNA encontrada na bolsa de
leucocitos € capaz de interferir nos testes de paternidade e identificagdo genética
logo apos a transfusdo, independente do volume. Entretanto, ¢ baixa a freqiiéncia
deste tipo de transtusdo, necessitando o paciente de cuidados especiais para o

procedimenteo.



Conclusoes

Quando comparadas as concentragdes de DNA nas unidades de
concentrado de hemaceas lavadas (CHL), lavadas e irradiadas (CHIL) e plaquetas
(CP) ndo houve diferengas significativas nas médias das concentragdes. Embora
exista o cuidado de separar os leucocitos dos demais hemocomponentes, no
momento do fracionamento do sangue, nossos testes mostram que este

fracionamento ainda ndo € totalmente eficaz.

Os resultados demostraram que a contaminagdo por transfusdo de
concentrados de hemaceas e plaquetas ndo ¢ capaz de mascarar os resultados nos
possiveis testes para a ivenstigagdo de paternidade, resultando desnecessarias as
preocupagdes tdo comuns quanto a possibilidade de falseamento de resultados no
suposto pai pela transfusdo sangiiinea. Pelas proprias condi¢des das transfusdes
realizadas, muito raramente alguém € submetido a troca total de seu sangue e,

consequentemente, € impossivel esperar que o DNA do receptor desapare¢ga das

analises.

Este trabalho mostrou que a transfusio de concentrado de hemaceas,
plaquetas e plasma fresco ndo interfere nos testes de paternidade e na
identiticagdo genética, quando utilizadas as técnicas de rotina de PCR para a
detec¢@o de um unico VNTR do tipo STR com a metodologia descrita usada no

laboratdrio.

[ 7]
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