UNIVERSIDADE FLUMINENSE CENTRO DE
CIENCIASMEDICAS

CURSO DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

Jo Yoshikuni Osugue

DIAGNOSTICO DA HANSENIASE PAUCIBACILAR PELA
TECNICA DE REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

Niteroi -RJ
2000



Jo Yoshikuni Osugue

DIAGNOSTICO DA HANSENIASE PAUCIBACILAR PELA
TECNICA DE REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

Tese apresentada ao Curso de Pos-Graduacgéo
em Patologia da Universidade Federal
Fluminense, como requisito parcial para
obtencdo do Grau de Doutor. Area de
concentracdo: Anatomia Patoldgica

Orientadora: Prof'. Dr.a Ana Maria Nunes Mendonca — UFF

Co-Orientador: Prof. Assoc. Dr. Mario Hiroyuki Hirata — USP

Niteroi -RJ
2000



CATALOGACAO NA FONTE
UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE

Biblioteca Centra
Divisio de Tratamento Técnico

Osugue, Jo Y oshikuni

Diagnostico de hanseniase paucibacilar pela técnica de reagcdo em
cadeia pela polimerase (PCR) / Jo Y oshikuni Osugue - Niteroi - 2000

( ),2000
Tese (Doutorado em Patologia) — Universidade Federal Fluminense

2000

Bibliografia: p.
1- Diagnostico de hanseniase pela reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) 2- Hanseniase. 3- Diagnostico histopatol6gico. 4- Myco-
bacterium leprae. 5- Extracéo de DNA. 6- Biopsia cutanea

CDD




Jo Yoshikuni Osugue

DIAGNOSTICO DA HANSENIASE PAUCIBACILAR PELA TECNICA DE REACAO EM

CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

Tese apresentada ao Curso de PoOs-Graduacdo em
Patologia da Universidade Federal Fluminense, como
requisito parcial para obtencdo do Grau de Doutor. Area de
concentragdo: Anatomia Patolégica

Aprovado em 17/11/2000.

BANCA EXAMINADORA

Tt A

Prof. Dr. (a) Mayra Carrijo Rochael

k)\? A VW \[..) . \j E L}-l«hru;\_
Prof°. Dr. (a) Rosario Domingues Crespo Hiraia

%Pmkdlsém o oS

Prof®. Dr. (a) Selma Margareth Bacellar de Souz,aLeD

] V’m(ﬁ // f’JLucc(/LL&(/

Prof®. Dr (a) IzabJCn ina Paixéo ﬁfugulhe’n‘.i

- /%—% .a_,;;:,
Mdo M‘c;teiro Aﬁ

Niter6i— RJ
2000



Esta dissertacao foi desenvolvida com o apoio de:

Consalho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico —

CNPq.
Universidade Federal Fluminense — UFF
Universidade de S30 Paulo — USP - SP

Fundacdo Educacional Dom André Arcoverde. FAA — Vadenca— RJ



A Deus

A memdria da minha mée Kuniko.
Ao meu pai Yoshio.

Aos meus irmdos e tios.

A familia Miyazato.

A minha esposa Saeko.
Aos meus filhos: André, Raphael e Gustavo.



AGRADECIMENTOS

A Professora Ana Maria Nunes Mendonga, pela orientacdo
segura e incansavel nas correcdes e sugestdes de modo critico.
Quero expressar a minha profunda gratidao pela amizade e pelas
horas dedicadas a mim e a este trabalho.

Ao Professor Mario Hiroyuki Hirata, co-orientador do trabalho,
portador de um grande espirito humanistico, gentilmente colocou
a disposicdo o Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada ao
Diagnéstico da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo, permitindo o aprendizado e a
execucao da técnica da PCR.

A Professora Rosario Domingues Crespo Hirata, pela
colaboracdo na execucdo das técnicas moleculares e que com
espirito cientifico despreendido esteve presente nos momentos
dificeis e de indeciséo.

A Professora Miriam Dumas Hahn e a Professora Maria Eugénia
Duarte, coordenadoras do Curso de PoOs-Graduacdo da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal Fluminense,
pela oportunidade de realizar este trabalho.

Ao Presidente da Fundagdo Educacional D. André Arcoverde,
Professor Dermeval Moura de Almeida Filho e ao
Superintendente, Professor José Rogério Moura de Almeida
Filho, pela confianca em mim depositada.

Ao Professor Paschoal Martins Simdes, diretor da Faculdade de
Medicina de Valenca e ao professor José Angel Mastache
Astorgano, diretor do Hospital Escola 'Luiz Gioseffi Jannuzzi',
pela oportunidade concedida em realizar este trabalho.

Ao Professor Cresus Vinicius Depes de Gouvéa, pela
compreensao durante a elaboracéo deste trabalho.



Ao Professor Constanti Ramos Garcia, responsavel direto por
este trabalho desde quando me disse: 'esta revista € para vocé',
onde li um artigo sobre a PCR em micobacterioses.

Aos Professores e colegas do Curso de Pés-Graduagdo do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal Fluminense, pela convivéncia harmoniosa
e amizade.

Aos funcionarios do Laboratério de Anatomia Patolégica da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal Fluminense,
pela atencdo e colaboracdo na selecdo do material utilizado
neste trabalho.

Aos Professores e funciondrios do Laboratério de Biologia
Molecular Aplicada ao Diagnostico que gentilmente me
receberam, auxiliando e permitindo a utilizacdo de suas
dependéncias para realizar a PCR.

Aos colegas mestrandos e doutorandos do Laboratorio de
Biologia Molecular Aplicada ao Diagnoéstico: Andréia, Cecilia,
Claudia, Dora, Fernanda, Hemerson, Heruih, Katlin, Luis Salazar,
Marcia, Marcio, Marcos, Michelle, Neusa, Regina, Rosangela,
Selma, Silvio, Sung, Tatiana, Thais e Valéria, pela amizade e
colaboracéo.

Aos amigos e funcionarios do Laboratério de Anatomia
Patoldégica do Hospital Escola "Luiz Gioseffi Jannuzzi® da
Faculdade de Medicina de Valenca: Cassia Lima Klinger e Luiz
Fernando do Amaral, pelo incentivo. A Claudia Cristina Cardoso
e Marly Oliveira Cardoso da Fonseca, pela confeccdo das
laminas.

Ao Professor José Geraldo Rigotti de Faria, pela amizade,
paciéncia e pela versédo do resumo para o inglés.

A Professora Denise Augusto de Almeida, que apesar de
enfrentar varios problemas nunca negou apoio e a colaboracao
sempre que solicitada.

Ao Professor Fernando Monteiro Aarestrup, ainda jovem mas
com grande bagagem para a pesquisa, pela amizade e pelo
incentivo.

Ao Professor Ataliba Macieira Bellizzi, que gentil e prontamente
foi o responsavel pela revisédo ortografica.

A Professora Tizuko Miyagui, pela convivéncia amiga, apoio
constante e presenca nas horas de duvidas.



A Professora Vera Lucia Lopes dos Reis, pelo espirito critico, por
acrescentar experiéncias e enriquecer o trabalho.

Aos amigos Alberto Wagner Delmondes Cabral, Shirley da Silva
Oliveira e Regina di Sordi, do Laboratério de Biologia Molecular
(Biomol), pela colaboracéo inestimavel e incansavel na realizacdo
deste trabalho.

Ao amigo de luta Mauricio Oguske, que acompanhou 0S meus
primeiros passos no Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada
ao Diagndéstico.

A Professora Suzanne Dasnoy Marinho, grande amiga por quem
tenho grande admiracdo, foi uma das responsaveis pelo meu
interesse em Anatomia Patolégica e na minha formacao
profissional.

Ao Professor Braulio Carlos Bezerra Filho, pela amizade, pelo
convivio nos momentos inesqueciveis, com trocas continuas de
informacdes e criticas desde o inicio da minha vida profissional.

A Professora Rita Ifoue Kuribara da Silva, pela amizade e pelo
exemplo profissional.

A bibliotecéaria Cidalia Oliveira Carvalho de Mello e sua equipe,
sempre dispostas a me atender com atencéao.

A Adriana Ozaki e sua familia, pela receptividade durante a
minha permanéncia em S&o Paulo.

Ao amigo Silvério Teixeira dos Santos, pelo apoio técnico.

Ao amigo William Suzano, pelo companheirismo de longa data e
pela confianca em mim depositada.

Ao Professor Manoel Barreto Neto "in memorian", com saudades
e a quem considero "mestre dos mestres".

Agradeco a todos, porventura ndo mencionados, que direta ou
indiretamente, de alguma forma, contribuiram para a realizagédo
deste trabalho.



SUMARIO

LiSta de tabeIaS. .......eveiiiiiiiiiiieiee Xii

Y = W0 (0= 1ot o TP PPPPP Xiii

LiSta de fIQUIAS .. .coeeieiiiiiee et e e e e eeeeaee Xiv

Lista de abreviaturas € Siglas ...........ccooeeieeiiiiiiiiiiii e XV

RESUIMO ... et e e eeans XVii

Y 013 = Lo PSPPSR PPPPPPPPPPPPPP Xviii

I [ 011 0 T 1V o3> Lo TR 1

2 - REVISE0 da lHTEIatUIA. ... uuuiiiiiiiii s 2

2.1 - Consideracdes gerais sobre a hanseniase ..........ccccceeeevvveeiviviiieeeeeen, 2

2.2 - Diagnostico clinico e histopatolOgiCo ..........ceevvvvviiiiiieeeeiieeeiciee e, 8

2.3 - Métodos complementares de diagnOSstiCo ........ccceveveeeevieeiiiiiiiieeeeee, 13

2.4 - Reacéo em cadeia pela polimerase (PCR)........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiineeeeee, 17

3= ODBJEEIVOS ..o 24

Bl -Geral ... 24

3.2 - ESPECIfICOS .......cuuuiiiiiii 24

4 - Material @ MEtOdOS ............cooovviiiiiiiiii 25

4.1 = MALEITAL ... eaaaea 25

A V1= 1o To [0 1 PP PPPPPPPP 26

4.2.1 - Preparo dos controles para emblocamento em parafina.................. 26

4.2.2 - Preparo dos materiais e dos controles (CP e CN) paraa PCR......... 27

4.2.3 -Quantificacdo dos AcidoS NUCIEICOS............uvieeieeeeeiieiiiicee e eeeeeeaiens 29

4.2.4-Teste de inibidores doOS CONIOIES .........uiiiiiiiiiiiiiii e 29

4.2.5 - PCR para amplificacdo do género Mycobacterium........................ 30

4.2.6 - Teste de sensibilidade .............cooiiiiiiiiiiiiii s 31

4.2.7 - Teste de INDIAOIES .......coooeeiiiiiiiee e 34

4.2.8 - ANAliSe EStatiStiCaA .......vvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35

5-ReSUItAdOS ...........oiiiiiii e 36
5.1 - Resultado do exame histopatologico em HE e Wade: perfil da

210 010111 = PP 37

5.2 - Resultado Global da PCR.........oooiiiiii e 41

5.3 - Resultado comparativo entre 0 método da PCR e Wade..................... 42



5.4 - Documentacao fotografica dos produtos amplificados....................... 51

5.5 - Resultado da sensibilidade da PCR............ooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 55
5.6 - Resultado do teste de inibidOres .............eevvviviiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 56
B - DISCUSSEO i 58
7 = CONCIUSDES . .ttt e e e e e e et e ettt e e e e e e aeanean 68
8 - Referéncias bibliograficas .......cccccooeiii 69
S B Y 1<) 0 1 PP PP PP 78
9. 1 - Materiais do SAP-UFF/Diagnéstico histopatologico em HE e Wade.. 79
9. 2 - Caracteristica dos iniciadores " B-actina .........cccccevvvvieeeeiiiiiieeeeennnnnn. 84
9. 3 - Protocolo de Plikaytis, 1990 ......ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiie e eeeeeeees 84
9. 4 - Protocolo de Richter, 1994 € 1995.........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 85
9. 5 - Protocolo de CookK, 1994 .........ouuuiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 86
9. 6 - Modificactes dOS ProtOCOIOS .......cceeeeeeiiieiiiiiie e e 87
9. 7 - Analise comparativa entre os resultados de Wade e PCR................. 89
9. 8 - MateriaiS de CONSUIMO .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 92
9. 9 - EQUIPAMENTOS ....evviiiee ettt e e e e et e e e e e e aeeenennes 93

9.10 - SOIUGOES UE USOD .....eeeeeeeirieiiiieiiieeeeeeeeeteeeeees et eeeseeseeesseeneeeeneeeees 93



Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

xii

LISTA DE TABELAS

1 - Teste de inibidores dos CONIOIES ............eeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee
2 - Primeira etapa da PCR para Mycobacterium............ccccccoevviiiiniiiiiiiiinnnn.
3 - Segunda etapa da PCR para Mycobacterium..............ccccoeveeeeriviiiinnnnnnnn.
4 - Digestao pela endonuclease de restrico Alu-1 .......ccccoeeevvviiiiiiiiieeeeeenn,
5 - Primeira etapa da PCR no teste de sensibilidade nas amostras com

O 0101 | 1)Y= USRS
6 - Segunda etapa da PCR no teste de sensibilidade nas amostras

COM PCR POSITIVA.....ceiieeiiiiiiee ettt e e
7 - Digestéo pela endonuclease de restricdo no teste de sensibilidade

nas amostras COmM PCR POSItIVA ...........uuuuiiiiiiieeeeiieiiicee e
8 - Primeira etapa da PCR no teste de sensibilidade nas amostras MB

COM PCR NEQALIVAS ....ceeviiiiiiiiie ettt
9 Segunda etapa da PCR no teste de sensibilidade nas amostras MB

COM PCR NEQALIVA ....coeeiiiiiiiiee e
10 - Digestéo pela endonuclease de restricdo no teste de sensibilidade

nas amostras com PCR NEQAtiVa............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e
11 - Teste de inibidores nas amostras com PCR positiva...............cceeveeeennne

12 - Teste de inibidores das amostras MB com PCR negativa....................
13 — Distribuic@o por sexo, faixa etaria € COr........ccoeeeeeeeiveeeiiiiiiieeeeeeeeeennnnns

14 - Resultado da sensibilidade das amostras com PCR positiva. ..............

55

15 - Resultado do teste de sensibilidade das amostras com PCR negativa 56

16 - Resultado do teste de inibidores da PCR pela B-actina nas
amostras com PCR POSILIVA..........cceuuieiiiiieeceececie e

17-Resultado do teste de inibidores da PCR pela (3 -actin nos casos

MB cOM PCR NEQALIVA ........uiiiei e e e e e e 57



Xiii

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Frequéncia das formas clinico-histopatologicas da hanseniase .......... 37
Grafico 2 - Frequéncia dos casos de hanseniase PB e MB pela

COlorago de Wade........ooooiiiiiii 38
Gréfico 3 - Frequéncia das formas clinico-histopatolégicas da hanseniase PB.....39

Grafico 4 - Frequéncia das formas clinico-histopatologicas da hanseniase MB... 40

Grafico 5 - Resultado global da PCR nos casos de hanseniase...............c........... 41
Grafico 6 - Resultado da positividade entre o método da PCR e Wade ............... 42
Gréfico 7 - Resultado da PCR na forma da hanseniase PB ...........cccccoeiiiiiiiiinnnns 43
Gréfico 8 - Resultado da PCR nas diversas formas da hanseniase PB ............... 44
Grafico 9 - Resultado comparativo entre a PCR e Wade na hanseniase PB ....... 45
Gréfico 10 -Resultado da PCR na forma da hanseniase MB.............cccoceeiiiiinnnns 46

Grafico 11 -Resultado comparativo entre o método da PCR a Wade na forma

da hanNSENTASE MBi.......conoeee e 47
Gréafico 12 -Resultado da PCR nas diversas formasde MB ........c.ovveeveieeiieiinnn.. 48
Gréafico 13 - Resultado da PCR nas formas da hanseniase PBe MB .................. 49

Grafico 14 - Resultado comparativo da PCR positiva e negativa nas diversas
formas clinicas da hanseniase ..........ccccccceviiiiiiiiiiiiii e 50



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Xiv

LISTA DE FIGURAS

Resultado em gel de agarose a 1,5 % apds separacao eletroforética
do produto da PCR pela "-actina amplificando fragmento de

Resultado em gel de agarose a 2 % ap0s separacao eletroforética
obtendo fragmento de 310pb da primeira etapa da PCR.................... 52
Resultados em gel de agarose a 2 % ap0s separacgao eletroforética

do produto da segunda etapa da PCR amplificando fragmento de
133pb e apods acdo enzimatica da Alul, fragmento de 110pb ............. 53

Resultado em gel de agarose a 2 % ap0s separacao eletroforética

do produto da digestdo enzimatica com Alul no gene groEL
especifico para espécie leprae amplificando fragmento de 110pb...... 54



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

baar = bacilo alcool acido resistente
"BD9" = tampao digestao "9"

BNF = formol tamponado 10%

CN = controle negativo

CP = controle positivo

CR = controle de reagentes

DNA = &cido desoxirribonucléico
DNA-H = DNA gendmico humano (extraido do sangue periférico)
dNTPs = deoxinucleotideos trifosfatos
EN = eritema nodoso

EDTA =é&cido etileno-diamino-tetra-acético
HCI = acido cloridrico

HDD = hanseniase dimorfa dimorfa
HDT = hanseniase dimorfa tuberculoide
HE = hematoxilina-eosina

HI = hanseniase indeterminada

HT = hanseniase tuberculéide

HV = hanseniase virchowiana

IB = indice bacterioscopico kDa

= kilo dalton antigeno

MB = multibacilar

MH = hanseniase

MIX1 = mistura de reagentes 1

MIX2 = mistura de reagentes 2

MIX3 = mistura de reagentes 3
MIX4 = mistura de reagentes 4

MIX5 = mistura de reagentes 5

XV



OMS = Organizacao Mundial da Saude

PB = paucibacilar pb =

pares de base

PCR =reacdo em cadeia pela polimerase
PGA 1.5 = preparacéo de gel de agarose 1.5%
PGA 2 = preparacao de gel de agarose 2%

PK = proteinase K

PTC1 = programacao do termociclador 1

PTC2 = programacao do termociclador 2

RNA = &cido ribonucleico

TA = temperatura ambiente

Taq = Thermophilus aquaticus

TBE = tris base, acido borico, EDTA
TC =tampéo de corrida

TE = tris HCI, EDTA

UV = ultra-violeta

WHO= World Health Organization

XVi



