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human genome (VNTRs and STRs)
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Os objetivos deste estudo foram estabelecer um protocolo para a análise de
minissatélites ou VNTRs e microssatélites ou STRs em pacientes que se submeteram
ao TMO alogênico; verificar a validade da metodologia e dos loci estudados e
avaliar o tipo de recuperação do paciente. Foram analisados o DNA do paciente
anterior e posterior ao transplante de 14 indivíduos e dos respectivos doadores.
Amplificações por PCR de seis loci: D1S80, SE33, HumTH01, 33.6, HumARA e
HumTPO foram realizadas. Os produtos amplificados foram separados por eletro-
forese vertical em gel de poliacrilamida, e os fragmentos visualizados por colora-
ção pela prata. Esse procedimento mostrou ser válido na verificação da recupera-
ção alogênica, autóloga e provavelmente na quimérica. Da somatória dos loci
estudados, 63,1% apresentaram resultados possíveis de serem avaliados e, des-
ses, 19,0% mostraram resultado informativo, 13,1% parcialmente informativo e
31,0% não informativo. Os 36,9% restantes não foram possíveis de avaliação.
Dos loci avaliados, o que demostrou maior índice de resultado informativo foi o
SE33, parcialmente informativo o HumTPO e não informativo o HumTH01, sendo
o locus 33.6 o que mais apresentou resultados não possíveis de serem avaliados.
Por outro lado, determinou-se a recuperação do paciente posterior ao transplante
em 71,4% dos indivíduos, sendo que, desses, 90% apresentaram recuperação alogênica
e 10% recuperação autóloga.  Rev. bras. hematol. hemoter. 2004;26(2):109-113.
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Introdução

Os VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) ou
minissatélites e os STRs (Short Tandem Repeats) ou mi-
crossatélites são regiões de repetições seqüenciais no
genoma humano altamente polimórficas.1 Devido a esse
alto grau de variabilidade, a probabilidade de encontrar-
mos o mesmo padrão em dois indivíduos (com exceção de
gêmeos monozigóticos) é mínima, sendo, portanto, basi-
camente único para cada indivíduo.2

Deste modo, a análise de VNTRs e STRs tem sido
amplamente utilizada na identificação genotípica indivi-
dual, na medicina forense, no teste de identificação de
vínculo genético, na pesquisa antropológica e na caracte-
rização de animais extintos, fornecendo dados importan-
tes para estudos antropológicos e evolutivos3 e, mais re-
centemente, tem apresentado validade no monitoramento
do transplante de medula óssea alogênico.4

Após o transplante de medula óssea alogênico é
importante distinguir se as células presentes são de ori-
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gem do doador ou do paciente, para a necessária avalia-
ção do transplante, quer seja na enxertia do mesmo, quer
seja na recidiva.5

O padrão de recuperação do sistema hematológico
de pacientes submetidos ao transplante de medula óssea
alogênico pode ser avaliado por marcadores citogenéticos
e por fenotipagem de células vermelhas.6 Todavia, recen-
temente, o quimerismo de pacientes submetidos ao trans-
plante de medula óssea alogênico tem sido avaliado pela
detecção do polimorfismo de VNTRs e STRs pela reação
de amplificação auxiliada pela polimerase em locais sufici-
entemente informativos.7

Os objetivos deste estudo foram estabelecer um pro-
tocolo para a análise de VNTRs e STRs pela amplificação
gênica (PCR), seguida de separação dos produtos amplifi-
cados por eletroforese vertical em gel de poli-
acrilamida e coloração com sais de prata; veri-
ficar a validade da metodologia utilizada e dos
loci estudados e avaliar se a amostra do paci-
ente posterior ao transplante de medula óssea
alogênico apresenta recuperação autóloga,
alogênica ou quimérica.

Casuística e Método

Nesse estudo foram analisados 14 paci-
entes de ambos os sexos e com idades que
variavam dos 21 aos 48 anos de idade, prove-
nientes de várias localidades do Brasil e que
se submeteram ao transplante de medula ós-
sea alogênico realizado na Unidade de Trans-
plante de Medula Óssea do Hospital de Base
da Fundação Faculdade de Medicina de São
José do Rio Preto, Estado de São Paulo, Bra-
sil. Foi verificado o padrão genotípico no pa-
ciente anterior ao transplante e no doador, bem
como o padrão de recuperação do paciente
posterior ao transplante.

O material genético foi extraído de leu-
cócitos obtidos de sangue periférico e sepa-
rados por gradientes de concentração, atra-
vés de método salino,8 modificado conforme
metodologia de nosso laboratório.

A verificação do padrão de recuperação
após o transplante de medula óssea alogêni-
co foi realizada por meio da análise de seis
loci localizados em cinco cromossomos diferentes, cujas
informações estão apresentadas na Tabela 1.9,10,11 Por um
procedimento estratégico, esse modelo de análise foi re-
presentado pela amplificação simultânea de três desses
marcadores, o multiplex I constituído pelos loci D1S80,
SE33, HumTH01 e o multiplex II pelos 33.6,  HumARA,
HumTPO. As seqüências dos primers utilizadas para cada
locus foram descritas anteriormente.7,9,12-15

A amplificação gênica foi realizada com o auxílio de
uma mistura composta por 0,25 µg de DNA genômico;
0,25 mM de cada dNTP; 2,5 unidades de Taq DNA
polimerase; 50 mM de KCl; 10 mM de Tris-HCl pH 8,0 e 2,5
mM de MgCl2 para um volume final de reação total de
50 µL. Nessa, era adicionada, na dependência do multiplex
analisado, uma mistura de primers a 10 pmol/µL, sendo
0,25 mM de cada oligonucleotídeo iniciador.

1alebaT
ohnamateacimôssomorcoãçazilacoL
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33ES 6 053-002
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OPTmuH 2 031-601

2alebaT
rodaododeetneicapodotnemicsanedatadeoxeS

sodasilanasoudívidnison

odoremúN
etneicap

odoxeS
etneicap

edataD
otnemicsan
etneicapod

odoxeS
rodaod

edataD
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20 F 7591/70/12 M 2691/50/72

30 M 2791/70/13 M 9791/20/41

50 M 8791/80/62 F 0791/90/80

60 M 1891/20/50 M 9891/20/50

70 F 3791/20/62 F 1891/20/11

80 M 7791/90/41 F 0891/50/81

90 M 2691/20/62 M 4591/11/72

01 M 8691/10/01 M 7791/70/91

11 M 5591/80/81 M 9691/50/30

21 M 5691/21/52 F 8591/20/40

31 F 3791/21/41 F 2591/40/72

41 F 7791/60/91 M 5791/90/01

51 M 5791/70/81 M 2791/01/62

61 M 1791/90/60 F 0891/20/81

onilucsam=M;oninimef=F
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O material foi submetido a 94° C
por cinco minutos, seguidos de 28 ci-
clos a 95° C durante trinta segundos e
62° C durante trinta segundos, acres-
cidos de um “hold” a 62° C durante
vinte minutos.

Os produtos da amplificação
foram separados por sistema eletro-
forético vertical utilizando como su-
porte gel de poliacrilamida a 7,8%,
sendo os fragmentos visualizados por
coloração com sais de prata e arqui-
vados em fotos Polaroid.

Resultados

O procedimento aplicado permi-
tiu constatar resultados possíveis de avaliação represen-
tados por aqueles em que a visualização das bandas nas
amostras do paciente anterior e posterior ao transplante e
do doador fossem nítidas e resolutivas.

Desse modo, quando possível poderíamos obser-
var resultado informativo de recuperação autóloga, resul-
tado informativo de recuperação alogênica, resultado in-
formativo de recuperação quimérica, resultado parcialmen-
te informativo de recuperação alogênica, resultado parci-
almente informativo de recuperação autóloga e resultado
não informativo.

No entanto, quando não ocorriam as amplificações
das três amostras relacionadas a um procedimento de trans-
plante (paciente no período anterior e posterior ao trans-
plante, e doador), analisadas para cada locus testado ou
quando apareciam bandas espúrias que dificultavam a lo-
calização dos alelos e conseqüentemente a sua interpreta-
ção, esse resultado era denominado falho ou não possível
de avaliação.

Através dos resultados obtidos pode-se verificar
que, do total de loci estudados, 63,1% apresentaram re-
sultados possíveis de serem avaliados, sendo 19,0% com
resultados informativos, 13,1% parcialmente informativos
e 31,0% não informativos. Os 36,9% restantes não foram
possíveis de avaliação considerando a não visualização
das bandas correspondentes.

Por outro lado, nesse estudo foi possível verificar,
em porcentagem, o locus que fornecia um número maior
de informações. Assim, o locus que apresentou maior por-
centagem de resultado informativo foi o SE33 (31,3%), se-
guido dos D1S80 e HumTH01 (18,7%), 33.6 e HumARA
(12,5%) e do HumTPO (6,3%).

Dos que se mostraram com resultados parcialmente
informativo o HumTPO representou 36,3%, seguidos dos
D1S80 e HumTH01 (18,2%) e SE33, 33.6 e HumARA (9,1%).

Já para aqueles que se mostraram não informativo o
HumTH01 representou 30,8%, os SE33 e HumTPO (23,1%),

o HumARA (19,2%) e o 33.6 (3,8%). Aqueles com informa-
ções consideradas falhas, o locus 33.6 representou 32,3%,
seguidos dos D1S80 (29,0%), HumARA (19,4%), HumTPO
(9,6%), SE33 (6,5%) e HumTH01 (3,2%).

Através desse estudo pode-se verificar que, em
71,4% dos indivíduos analisados foi possível determinar
o padrão de recuperação com base na informação de pelo
menos um locus com resultado informativo. Desses, 90%
apresentaram padrão de recuperação alogênica, visualiza-
da na Figura 1, e 10% apresentaram padrão de recupera-
ção autóloga, expressa na Figura 2. Nos 28,6% restantes
não foi possível determinar o padrão de recuperação, pois
os loci estudados apresentaram apenas resultado parcial-
mente informativo. Desses, 75% apresentaram resultado
parcialmente informativo de recuperação alogênica e 25%
apresentaram resultado parcialmente informativo de recu-
peração autóloga. Nesses casos, os resultados obtidos
servem apenas para orientação e não para a confirmação
do padrão de recuperação. Nesses casos, outros loci po-

Fig.1 – Detecção do padrão de recuperação alogênico pela técnica da PCR utilizando
multiplex I e multiplex II

          1         2        3                                     1        2        3

1 = paciente anterior ao transplante
2 = doador
3 = paciente posterior ao transplante
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HumTPO

          1       2      3             1      2      3

1 = paciente anterior ao transplante
2 = doador
3 = paciente posterior ao transplante
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Fig.2 – Detecção do padrão de recuperação autólogo pela técnica
da PCR utilizando multiplex I e multiplex II
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deriam ser analisados para a verificação do
padrão de recuperação desses pacientes.

Nas tabelas 2 e 3 apresentamos as carac-
terísticas dos pacientes analisados e de seus
respectivos doadores, bem como suas doen-
ças, data do procedimento e da coleta após o
transplante e o tipo de recuperação observada.

Discussão

Até o momento, existem poucos traba-
lhos que avaliam o transplante de medula ós-
sea alogênico através da amplificação de
VNTRs e STRs. Nesses, a recuperação do tipo
alogênica tem sido a mais observada, sendo
que essa foi relatada por Casado et al (1996),
onde 70,6% dos doze pacientes estudados
apresentavam esse modelo. Martinelli et al
(1997) observaram esse tipo de recuperação
em 66,7% dos seis pacientes analisados. Por
sua vez, Vieira-Mion (2000) relata essa recu-
peração em 48,7% dos trinta e sete pacientes
analisados. Os resultados apresentados até o
momento por esses autores mostram-se con-
dizentes aos obtidos no presente estudo.

Os autores acima citados relatam que a
recuperação quimérica é a segunda forma mais
observada, seguida da recuperação autóloga.
Todavia, em nossos resultados não foi obser-
vada a recuperação quimérica. Esse fato, pro-
vavelmente, deve-se ao tipo de nossa amos-
tra, pois entre elas, a grande maioria apresentava tempo
de transplante superior a sessenta dias, tempo esse talvez
suficiente para o estabelecimento do genótipo após o trans-
plante.

Do total de pacientes analisados, em 28,6% não foi
possível determinar o padrão de recuperação, pois os loci
estudados apresentaram apenas resultados parcialmente
informativos. Isso evidencia que, para esses pacientes,
haveria a necessidade da análise de outros loci para a real
verificação do padrão de recuperação, tais como: ApoB,
33.1, D21S11, FPS, HumVWA e H-ras, entre outros.

Esses resultados ficam na dependência do tipo de
população analisada e de sua variabilidade genética, pois
Vieira-Mion, em 2000, conseguiu determinar o padrão de
recuperação em todos os trinta e sete pacientes estuda-
dos por meio da análise dos mesmos loci utilizados neste
estudo, e observou o locus D1S80 como sendo o mais
informativo.

Os resultados obtidos permitem concluir que essa
metodologia é válida para verificação do padrão de recu-
peração alogênica, autóloga e provavelmente na quiméri-
ca. Além disso, com a análise dos loci propostos foi pos-
sível determinar o padrão de recuperação do paciente pos-

Abstract

The purposes of this study were to establish a protocol for the
analysis of minisatellites or VNTRs and microsatellites or STRs
in patients who undergo allogeneic bone marrow transplantation;
to verify the validity of the methodology and of the studied loci
and to verify the type of recovery of the patient. The pre-transplant
and post-transplant DNA of 14 recipients and their respective
donors were analyzed. Six loci were amplified by PCR (D1S80,
SE33, HumTH01, 33.6, HumARA and HumTPO). The amplified
products were separated using a vertical polyacrylamide gel
electrophoretic system and the resulting fragments were analyzed
using silver staining. This procedure proved to be efficient in
verifying autologous and allogeneic regeneration and probably
chimerism regeneration too. Of the loci studied, 63.1% presented
results which could be analyzed, 19% were informative results,
13.1% partially informative and 31.0% non-informative. The
locus that most demonstrated the informative results was the
SE33 locus, the one that showed the partially informative results
was the HumTPO and the non-informative results was the
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20 A.M.L 1002/01/21 2002/11 acinêgolA

30 C.M.L 1002/70/13 2002/11 acinêgolA

50 H.D 2002/70/13 2002/21 acinêgolA

60 C.M.L 2002/80/91 2002/11 agolótuA

70 C.M.L 2002/70/42 2002/21 ola.P

80 A.A 1002/50/12 2002/21 acinêgolA

90 C.M.L 1002/60/82 3002/20 ola.P

01 C.M.L 2002/21/91 3002/20 acinêgolA

11 C.M.L 2002/90/81 3002/40 acinêgolA

21 C.M.L 3002/20/91 3002/40 acinêgolA

31 C.M.L 3002/10/02 3002/40 otua.P

41 H.D 2002/40/40 3002/40 acinêgolA

51 C.M.L 2002/01/61 3002/40 acinêgolA

61 C.M.L 0002/50/31 3002/40 ola.P
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terior ao transplante em 71,4% dos indivíduos analisados,
sendo que, desses, 90% apresentaram padrão de recupe-
ração alogênica e 10% padrão de recuperação autóloga.
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