
9-ANEXO

Anexo 9.1

Os cortes histológicos das amostras foram examinadas pela técnica

coloração em hematoxilina-losina (HE) para o estudo morfológico dos tecidos.

núcleos das células, as fibras colágenas, elásticas e neurofibrilas em vermelho.

Para a coloração da M. leprae empregou-se a coloração de Wade, que

método de coloração para bacilos álcool ácido resistentes. Os bacilos coram

em vermelho vivo. O núcleo e o citoplasma em azul celeste.

As tabelas a seguir mostram as amostras em estudo.
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Anexo 9.2 - Características dos iniciadores β-actina

Os iniciadores β-actina 1 e 2 têm as seguintes características β-

apresenta seqüência de 5' AGC — GGG — AAA — TCG — TGC — GTG

tamanho de 18pb; com descrição de A=4(22,2%); C=3 (16,7%); G=8 (44,4%);

(16,7%). A p-act 2 apresenta seqüência de 5' CAG — GGT — ACA — TOG

TGG — GTG 3'; tamanho de 18pb; com descrição de A=3 (16,7%); C=3 (16,7

G=8 (44,4%); T=4 (22,2%).

Anexo 9.3 - Protocolo de Plikaytis, 1990

Utilizou-se os iniciadores agrupados: dois iniciadores externos,

direcionam a amplificação de uma porção do genoma alvo; dois outros iniciado

infernos, que direcionam a amplificação da seqüência contida dentro do prod

definido e produzido pelos iniciadores externos. Este procedimento aumento

especificidade e a sensibilidade do DNA.

Características dos iniciadores para a primeira etapa da PCR.

O iniciador "L1" tem um tamanho de 18 pb; com descrição de A=3(16,34

C=6 (33,33%); G=5 (27,77%); T=4 (22,22%); e seqüência de 5' GTG GCT C

ATC CET ACC 3' em concentração de 1,0µM.

O iniciador "L2" tem um tamanho de 22 pb com descrição de A=2 (9,09

C=8136,36%); G=8 (36,36%); T=4 (18,18%) e seqüência de 5' ATG — CCA

CCG — GTC — GGG — TCG — CTCG 3' em concentração de 1,0µM.

Características dos iniciadores para a segunda etapa da PCR (PCR

Nested).

O iniciador "L3" tem um tamanho de 19 pb com descrição de A=2 (10,52

C=8 (42,10%); G=5 (26,31%); T=4 (21,05%) e seqüência de CAT — CAG — G

— GCT — CCG — GCTC em concentração de 1,0µ.M.

O iniciador "L4" tem um tamanho de 23 pb com descrição de A=1 (4,34

C=8 (34,78%); G=10 (43,47%); T=4 (17,39%) e seqüência de GTC — GGG

TCG — CTC — GCC — GGA — GTC GC' em concentração de 1,0µM.

As concentrações dos reagentes foram: 20µM de cada NTPs, 10µM

cada iniciador, 2.5U de Taq. DNA polimerase, 10 mM de TrisHidroclorídrico

8.3, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl2 e 0,01% de gelatina.
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Utilizou-se 10.0µL dos DNAs para a primeira etapa da. PCR e 5 µL

produto da primeira etapa para a segunda etapa da PCR.

Programou-se o termociclador em: 94°C durante 75 segundos; 68

durante 3 minutos em 35 ciclos.

Adicionou-se os reagentes e programou-se o termociclador para a prime

e a segunda PCR.

O resultado da primeira amplificação foi um fragmento com 578pb e

segunda amplificação um fragmento com 347pb.

Anexo 9.4 - Protocolo. de Richter, 1994 e 1995

Cortou-se de dois a três fragmentos de tecido parafinado com 20µm

espessura e depositou-se dentro de um tubo de 1.5 mL. Desparafinou-se com 1

mL de xilol, agitou-se suavemente durante 5 minutos. Centrifugou-se a 10.000 rp

durante 5 minutos. Repetiu-se a operação. Removeu-se o xilol residual com 1

mL de etanol absoluto duas vezes durante 5 minutos. Centrifugou-se a 10.000 rp

durante 5 minutos. Secou-se a vácuo e incubou-se a 37°C durante meia ho

Digeriu-se o material com tampão digestão (50 mM Tris HCI, pH 7.4), proteinase

(1 µg / mL) e 1% de dimetil sulfóxido (SDS) para elimiar quaisquer atividades

DNA's. Incubou-se com 300µL de solução de proteinase K durante 2 horas a 37°

Msturou-se num vortéx a cada 30 minutos. Aplicou-se o choque térmico (ban

maria a 100°C durante 1 minuto e congelamento repentino durante 1 minuto e

nitrogênio líquido), repetiu-se quatro vezes.

A amplificação do DNA específico da espécie do "M. leprae" foi baseada

trabalho de Richter et al., 1994. Utilizou-se três iniciadores em cada PCR: d

sense (P1 e P5) amplificaram fragmentos com 479pb e o terceiro "antisense" (P

amplificou-se fragmento com 204pb no gene RNA 16S ribossômico e específ

para M. Ieprae.

Características do primeiro iniciador (P1): fragmento de 20pb, co

descrição A=4 (20%); C=4 (20%); G=6 (30%); T=6 (30%); e a seqüência de

AGA — GTT — TGA — TCC — TGG — CTC — AG 3' na concentração de 1

mM.

O segundo iniciador "P5" com fragmento de 20 pb; com descrição de A

(35%); C=7 (35%); G=4 (20%); T=2 (10%); com seqüência de 5' ACC — GTC

AAT — CCG — AGA — GAA — CC 3' na concentração de 1,0 mM.
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O terceiro iniciador "PL" com 20 pb; com descrição de A=7 (35%); C

(30%); G=4 (20%); T=3 (15% ); e seqüência de 5' CAC - AAG - ACA - TGC - G

- TTG - AA 3' na concentração de 0,1 mM.

A concentração dos reagentes utilizados foram: volume final 1004; tricine

mM com pH 8.4; MgCl2 2mM; beta-mercaptoetanol 5 mM; gelatina 0,01%; te

0,1%; 200 mM de cada dNTPs; 1 mM dos iniciadores 1 e 5; 0,1 mM do iniciador

leprae específico e 2,5 U Taq. DNA polimerase.

Quantidade do DNA utilizado no P1 foi de 1.0 mM e em P5 foi 0.1 mM

iniciador especifico para M. leprae.

Programou-se o termociclador: desnaturação a 94°C durante 2 minut

hibridização a 57°C durante 2 minutos e extensão a 72°C durante 3 minutos,

total de 35 ciclos, e uma extensão final a 72°C durante 15 minutos.

Utilizou-se também o protocolo de Richter et al., 1995, para extração

DNA de material fixado em formol e emblocado em parafina.

Anexo 9.5 - Protocolo de Cook, 1994

Desparafinou-se as secções de tecidos com 4 p.m de espessura em 100

de xilol. Adicionou-se 100 µL de etanol a 95%, e procedeu-se a evaporação

vácuo por 30 minutos. Ressuspendeu-se o material em 100 µL de 50 mM Tris

8.3 com (10 µI) 200 µg/mL de PK, e incubou-se a 37°C e agitou-se suaveme

durante toda a noite. Aplicou-se o choque térmico (gelo sêco durante 1 minuto

minutos em água fervente). Colocou-se em gelo por 5 minutos. Amplificou

01.1.L de cada amostra utilizando o protocolo de Perosio & Frank, 1993.

Utilizou-se os iniciadores para amplificar uma porção do gene antígeno

kDa da micobactéria que codifica uma proteína "heat stock" com epítop

específicos do gênero.

Procedeu-se a digestão pela enzima de restrição Alu1 do produto

segunda etapa da PCR para espécie específica de M. leprae.

Utilizou-se dois iniciadores sense (T1U1 e T1U2) e um iniciador antisen

(T1D), na primeira etapa da PCR.

Utilizou-se 5µL do produto da primeira etapa da PCR, usando-se

iniciadores (T2U e T2D) na segunda etapa da PCR.
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Características dos iniciadores da primeira etapa da PCR

O primeiro iniciador "T1U1" (sense), tem um tamanho de 20 pb; co

descrição de A=7 (35%); C=2 (10%); G=9 (45%); T=2 (10%); e seqüência = AA

GAG — ATC — GAG — CTG — GAG — GA na concentração de 2,5 ng/µL (apro

380nM).

O segundo iniciador “T1U2" (sense), tem um tamanho de 19 pb; co

descrição de A=2 (10,52%); C=3 (15,78%); G=10 (52,63%); e seqüência = AGG

CGT — TGG — TTC — GCG — AGGG; na concentração de 2,5 ng/µL (apro

380nM).

O terceiro iniciador "T1D" (anti sense) tem um tamanho de 19 pb; co

descrição de A=2 (10,52%); C=7 (36,84%); G=5 (26,37%); T=5 (26,37%

seqüência = TGA — TGA — CGC — CCT — CGT — TGC C; na concentração

2,5 ng/µL (aprox. 380nM). Programou-se o termociclador em: desnaturação inic

de um ciclo de 94°C durante 4 minutos; desnaturação a 94°C durante 1 minu

hibridização a 57°C durante 2 minutos e extensão de 72°C durante 2 minutos,

total de 40 ciclos; e uma extensão final de 72° durante 7 minutos.

Características dos iniciadores da segunda etapa da PCR

O iniciador "T2U" tem tamanho de 18 pb; com descrição de A=4 (22,22%

C=6 (33,33%); G=5 (27,77%); e seqüência de GTC — TCA — AAC — GCG

GCA — TCG; na concentração de 2,5 ng/µL (aprox. 380nM). Amplificou-se u

fragmento de 310pb.

O iniciador "T2D", tem tamanho de 18 pb; com descrição de A=3 (16,66%

C=6 (33,33%); G=5 (27,77%); T=4 (22,22%)e seqüência de CTC — ACC — GA

— ''GGA — CTG — GTC; na concentração de 2,5 ng/µL (aprox.380nM

Amplificou-se um fragmento de 133pb na segunda PCR.

Digestão pela endonuclease de restrição

Area de restrição: 5' — AG CT-3' e 3' — TC GA-5'.

Resultou um fragmento de 110pb.

Anexo 9.6 - Modificações dos protocolos

Após várias tentativas para amplificar o DNA do M. leprae, a partir d

protocolos utilizados não obtivemos os resultados esperados. Na tentativa de

obter a amplificação desejada, foram realizadas as seguintes modificações:
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1 - desparafinou-se a quente a 95°C e a 57°C; 2 - retirou-se o solvente

três vezes; 3 - aplicou-se o choque térmico, antes da digestão; 4 - utilizou-s

"BD9"; 5 - aumentou-se o volume do tampão digestão de 80µL para 480µL;

aumentou-se a concentração da PK de 10µL para 20µL; 7 - aumentou-se

processo de extração e purificação do DNA; 3 - utilizou-se 0,4mg de glicogê

como carrreador para DNA; 9 - substituiu-se o etanol por isopropanol; 1

substituiu-se o acetato de sódio pelo acetato de amônia; 11 - redissolveu-s

DNA em TE; 12 - incubou-se o DNA em banho-maria; 13 - amplificou-se o D

logo após a extração evitando o seu armazenamento; 14 - aumentou-se

concetração do Taq. DNA polimerase de 2.04 para 2.5µL; 15 - alterou-se o c

do termociclador conforme PTC2; 16 - alterou-se a temperatura do termocicla

conforme PTC2; 17 - utilizou-se reagentes de fabricação idônea; 18 - utilizou

um conjunto de pipetas automáticas para cada reagente e em cada setor; 1

extraiu-se o DNA por sonicação com derruptor de células; 20 - auxiliou-se

extração de DNA com microtriturador; 21 - extraiu-se o DNA utilizando Che

100; 22 - desparafinou, fragmentou e iniciou-se a digestão sob lâmina histológ

23 - trocou-se a centrífuga de TA para centrífuga refrigerada a 4°C; 24 - diluiu

o DNA em 1/10, 1/100 e 1/1000; 25 - ressintetizou-se os iniciadores pelo mes

fabricante; 26 - trocou-se de Taq (Thermus aquaticus) para Ampli Taq Gold; 2

empregou-se o "hot-star"; 28 - alterou-se a concentração dos diversos reagen

(Anexo 9.15 - página 94); 29 - alterou-se a programação do termociclador PT

30 - os tampões de corridas para eletroforese TBE foram substituídos para T

X31 - alterou-se o número de ciclo do termociclador de 35 para 40 ciclos; 3

alterou-se as composições dos tampões de digestão.
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Anexo 9.10 - Soluções de uso:

- "BD9" (100 mM Tris HCI pH 8,0; 5 mM EDTA; 1% Twen 20; 1% Triton X-

100).

 brometo de etidio (50 ng; 100mL de H20) solução de uso 0,5 µg/mL). -

CR - para todas as reações processadas utilizou-se um tubo de reagen-

tes contendo todos os componentes e água Milli Q. exceto o DNA a ser

amplificado.

- cloreto de magnésio (1 M de MgCl2, 1.000 mL de H20 q.s.p., concentração

50 mM).

 formol tamponado (fosfato monossódico 4,0 g; fosfato bisódico 4,5 g,

formol 100 mL H20 - 900mL) - usar 10 vezes o volume do material. - MgCl2 -

50 mM.

- MIX1 (tampão PCR lx; 1,5 mM de MgCl2; 200 mM de cada dNTPs; 2,0

U de Taq. DNA polimerase; 10 pM de p-actina 1; 10 pM de p-actina 2).

- MIX2 (tampão PCR 1X; 1,5 mM de MgCl2; 200 mM de cada dNTPs; 2,5

U de Taq. DNA polimerase; 380 nM de cada iniciador T1 U; T2U2; T1D).
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- MIX3 (tampão PCR 1X; 1,5 mM de MgCl2; 200 mM de cada dNTPs; 2

U de Taq. DNA polimerase; 380 nM de cada iniciador T2U; T2D).

- MIX4 (enzima de restrição Alu1, 0,5 µL de tampão digestão).

- MIX5 (acetato de amônia a 8M; isopropanol PA; glicogênio 20 mg/mL,

proporção de 24:75:1).

- padrão marcador (50µL de padrão marcador DNA, 95,0 µL de H20 M

Q. estéril, 20 µL Looding Buffer 6x). Usar 5,0 µL.

- PGA1.5 (dissolveu-se 1,5% de gel de agarose em TBE 1X, adicionou-

brometo de etídio a 0,3% mg/mL; solidificou-se em cuba de eletrofore

em TA, submergiu-se em TBE 1X; utilizou-se 0,54 de marcador d

peso molecular de 100 pb; 2,0 µL de tampão de corrida; 8,0 µL do DN

Ligou-se a fonte de eletroforese a 110V e 60mA, durante 40,0 minuto

Visualizou-se em UV e documentou-se em câmera Polaroid mode

DS34, com filme 667 de 3000 ASA).

- PGA2 (2% de gel de agarose dissolvido em TBE 1X, adicionou-se e

brometo de etidio a 0,3% mg/mL; solidificou-se em cuba de eletrofore

em TA, submergiu-se em TBE 1X; adicionou-se 0,54 de marcador d

peso molecular de 100 pb; 2,0 pL de tampão de corrida; 8,0 µL do DNA

Ligou-se a fonte de eletroforese a 110V e 60mA, durante 40,0 minuto

Visualizou-se em UV e documentou-se em câmera Polaroid mode

DS34, com filme 667 de 3000 ASA).

- PK - 204 de PK (solução padrão 400µg/mL).

- PTC1 (1 ciclo de 4 minutos a 94°C; seguido de 40 ciclos: cada ciclo d

94°C, 1 minuto; 57°C, 1 minuto e 72°C, 1 minuto e um ciclo de 72°

durante 10 minutos e finalizar com esfriamento de 4°C).

- PTC2 (40 ciclos a 94°C durante 1 minuto; 57°C durante 2 minutos; 72

durante 2 minutos). Extensão final de 72°C durante 10 minutos

esfriamento a 4°C.

- TAE 50x (Tris 242g, ácido acético glacial 57,1mL, EDTA a 0,5M pH 8,

1000 mL de H20 q.s.p).

- tampão amostra 6x (azul de bromofenol 0,25% - 25mg; xyleno cyanol F

0,25% - 25 mg; glicerol 30% - 3mL; 10mL de H20 q.s.p.
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- tampão de corrida (10mM Tris HCI pH 7.4; 0,1 mM EDTA; 1mM

mercapto etanol; 500 µg/mL BSA; 50mM KCI e 50% U/U glicerol).

- tampão POR 10x (100mM de Tris HCI pH 9,0; 15mM - MgCI2; 500 m

KCI). Usar 1X.

- TBE 10x (108 g Tris base, 55g ácido bórico, 40 mL; 0,5 M EDTA pH 8

1000mL de H20 q.s.p.).

- TE (1,0 mM de Tris HCI pH 8,0; 00.1 mM EDTA, 1000mL de H20 q.s.p.)
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