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Resumo

Introducdo. A carie dentaria pediatrica continua sendo uma doenca significativa
em paises em desenvolvimento. A presen¢a de microrganismos cariogénicos
na saliva materna pode favorecer a contaminacdo de seu filho. O
desenvolvimento das lesGes é fortemente dependente do momento em que

ocorreu a infec¢do; quando precoce, a prevaléncia de céarie € maior.

Objetivos. Detectar a transmisséo vertical do S. mutans e S. sobrinus e relacao

com o micro ambiente bacteriano, indice de carie e cuidados maternos.

Material e Métodos. Amostra: 60 criancas, ambos os géneros, de um a trés
anos de idade e suas respectivas maes. Técnicas utilizadas: PCR e Nested-
PCR. Indices de carie: CPO-D e ceo. Instrumentos: exame clinico e
guestionario aplicado as maes. Registrou-se: ceo, CPO-D, higiene bucal,

cuidados e habitos de carinho.

Resultados. Houve concordancia de auséncia e de presenca de Streptococcus
mutans e sobrinus entre maes e filhos, com diferenca estatisticamente
significante (p<0,05), tanto na placa como na saliva; indices de carie igual a
zero somente em 38,33% das criancas e 10% das maes; maior frequéncia de
respostas das maes para a questdo sobre o ndo uso de fio dental, duas
escovacoes diarias, visita ao dentista com intervalo de seis meses e prova do

alimento do filho com a propria colher.



Concluséo. As técnicas PCR e Nested PCR se mostraram adequadas para a
deteccdo de Streptococcus. Houve concordancia dos resultados dos filhos e
suas respectivas maes quanto a presencga/auséncia de microrganismos S.
sobrinus e S. mutans na placa e saliva, sugerindo a transmissibilidade vertical.
Detectou-se um menor indice de cérie dos filhos em relacdo as suas maes. O
indice de cérie das criancas foi superior ao esperado pela OMS para 2010 e os
habitos de higiene/carinhos relatados pelas maes eram inadequados para com
seus filhos. H4 a necessidade de implementar programas de Promocéo de

Saude Bucal, principalmente nas popula¢des menos informadas.

Palavras-chave: carie dentaria, placa dentaria, saliva, Streptococcus mutans,

Streptococcus sobrinus, transmissibilidade.

Abstract:

Introduction: Dental caries in children is still an expressive disease .The
presence of cariogenic microorganisms on maternal saliva might favor
contamination of their children. The development of caries lesions is strongly
related to the time when infection takes place; the sooner, the higher the caries

prevalence.



Objectives: To detect S.mutans and S.sobrinus vertical transmissibility and its

relation with bacterial microenvironment, caries index and maternal care.

Material and Methods: Sample: composed of 60 children of both genders, aging
from one to three years, with their respective mothers. Employed techniques:
PCR and Nested-PCR. Caries indexes: DMFT and dmft. Instruments: clinical
exam and questionaires applied to mothers. Assessed: DMFT, dmft, oral

hygine, care and affection habits.

Results: There was a correlation between the presence or absence of
Streptococcus mutans and sobrinus of mothers and respective children, being
statistically different (P<0.05) both on dental plaque and saliva The caries index
was equal to zero in 38.33% of children and 10% of mothers. Not flossing, tooth
brushing twice a day, appointment with a dentist every 6 months and tasting
their children’s food with the same spoon were the answers more frequently

observed.

Conclusion: PCR and Nested PCR techniques were adequate to detect
Streptococcus mutans in saliva and dental plaque. The microorganisms’
detection was similar, both in saliva and dental plaque, and a correlation on the
results of children and their respective mothers regarding presence/absence of
S.sobrinus and S.mutans on either dental plaque or saliva was observed,
confirming vertical transmission. A lower caries index was observed in children
in relation to their respective mothers, although being higher than the WHO

2010 guidelines. The hygiene/affection habits related by mother were



inadequate to their children. There is a necessity to implement programs to
promote oral health, mainly in less oriented populations, like the one sampled in

the present study.

Key words: dental caries, dental plaque, saliva, Streptococcus mutans,

Streptococcus sobrinus, transmissibility

INTRODUCAO

A cérie dentéria € definida como doenca infectocontagiosa que surge da
interacdo de varios fatores, resultando na perda de estruturas mineralizadas do
elemento dentéario. Tais fatores sdo: dieta rica em carboidratos fermentaveis,
susceptibilidade do hospedeiro e presenca de microorganismos cariogénicos,
atuando por tempo suficiente sobre a superficie dentaria’. Além destes,
apresentam-se também como fatores secundarios: a saliva, presenca de fldor e

a prépria higiene do individuo?.

Apesar do seu declinio, a carie dentaria ainda é uma das doencas mais

prevalentes da atualidade, chegando a atingir 90% da populacao brasileira.



O indice de céarie CPO-D foi inicialmente descrito por KLEIN, PALMER,
em 1937 e modificado a partir do manual sobre “indice CPO” preparado pelo
Dental Health Center em 1965. A contagem CPO-D de um individuo é dada
pelo nimero total de dentes “D” com experiéncia de carie, incluindo-se: dentes
cariados “C” (ndo importando a extensao ou severidade da leséo), dentes
restaurados “O” (a restauracdo/obturacdo indica atividade de céarie no
passado), dentes perdidos “P” (extracdo motivada pela carie dentéaria). O indice
CPO-D de um grupo de pessoas é dado pela média aritmética da soma de
dentes permanentes cariados, perdidos e obturados dividido pelo numero das
pessoas examinadas (KLEIN, PALMER, 1937)3. O indice CEO é utilizado para
registrar a historia de carie na denticio decidua, onde o componente “c”

representa dentes cariados, “e” dentes extraidos e “0” dentes obturados®.

Segundo dados apresentados pelo Ministério da Saude no ano de 2003,
no ultimo levantamento epidemiolégico para doenca carie realizado no pais,
foram detectados 27% das criancas brasileiras de 18-36 meses de idade,
apresentando pelo menos um dente deciduo com experiéncia de carie dentaria,
sendo que essa proporcao aumenta para quase 60% das criangas com cinco
anos de idade. Quanto a céarie dentaria na denticdo permanente, quase 70%
das criancas brasileiras de 12 anos de idade e cerca de 90% dos adolescentes

de 15 a 19 anos apresentam pelo menos um dente permanente com lesdo>.

Streptococcus do grupo mutans sdo geralmente apontados como o0s

principais agentes etiologicos de caries dentarias. Neste grupo de



microrganismos estao incluidos sete espécies e oito sorotipos: Streptococcus
cricetus (a), S. rattus (b), S. mutans (c, e, f), S. ferus (c), S. macacae (c), S.
sobrinus (d, g) e S. downeii (h), entre 0os quais 0 S. mutans e 0 S. sobrinus sdo
predominantes entre as popula¢cdes humanas. Como jA demonstrado, pode
existir associacdo entre S. mutans e S. sobrinus na ocorréncia da doenca
carie® ” 8. Estes microorganismos sdo capazes de aderir as superficies dos
dentes, formar a placa bacteriana, produzir grande quantidade de &cido,
sobreviver e continuar processos metabdlicos nestas condicdes (pH baixo),

causar desmineralizacdo da estrutura dentéria.

Como a carie dentaria € causada por bactérias, por definicdo ela € uma
doenca infecciosa e também deve ser transmissivel. Contudo, a carie dentéaria
ndo é resultado de infeccdo por patégeno exdgeno, mas sim por microbiota
nativa, diferindo de outras doencas infecciosas, principalmente porque as
microbiotas nativas sdo transmitidas de mae para filho. Ha& evidéncias que
mostram que a bactéria cariogénica Streptococcus mutans € transmitida
verticalmente (de méae para filho) assim, a carie dentaria ndo € nem contagiosa
e nem epidémica como as doencas transmitidas horizontalmente (de infectado

para o suscetivel)®.

Thorild et al., 2002, procuraram estabelecer a prevaléncia e a possivel
relacdo da colonizacdo bucal por Streptococcus do grupo mutans em pares

mae-filho (criancas com 18 meses a trés anos de idade), sustentando o



conceito de transmissao vertical, justificando medidas preventivas primarias de

acdo direta nas maes com altos niveis de colonizacdo por essas bactérias.

A experiéncia de céaries de criangcas € bem mais correlacionada com o
historico de suas méaes do que de seus pais. Isto pode ser explicado, em parte,
pelo fato de que geralmente as maes sao responsaveis por alimentar seus
filhos nos primeiros anos de vida. A mae é a fonte mais provavel de bactérias
bucais (concordancia em mais de 70% das vezes) a medida que lactente
adquire seu préprio complemento de microbiota nativa ao longo de seu
desenvolvimento. Embora os Streptococcus mutans nao sejam detectados até
0 aparecimento dos dentes, outras bactérias bucais colonizam a superficies da
lingua e mucosa bucal. E provavel que a mée transmita 0S microorganismos
cariogénicos pelo contato com a saliva ou goticulas, que se alojariam em um
reservatorio até a irrupcdo dos dentes deciduos, onde se estabeleceriam na

placa dentéaria®.

Para detectar a transmissibilidade vertical, faz-se necessario verificar a
presenca ou auséncia de Streptococcus (concordancia dos eventos) entre as
maes e seus respectivos filhos, bem como o microambiente em que eles se

encontram (saliva e/ou placa).

O objetivo deste trabalho foi detectar a transmissibilidade vertical do
Streptococcus mutans (S. mutans e S. sobrinus), bem como a relacdo desta
transmissibilidade com o microambiente bacteriano (saliva e placa dentaria),

namero de dentes cariados na méae e filho e cuidados da mée para com o filho.



MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 60 criancas, com idade de dois a cinco anos, de
ambos 0s géneros e suas respectivas maes, que utilizam os servigos da Clinica
de Odontologia da Universidade do Sagrado Coracdo, Bauru, Sao Paulo,

Brasil.

O exame clinico foi realizado em todos os participantes pela mesma
operadora, para determinacdo do indice de carie dentéria, utilizando-se os

critérios para diagndstico de carie propostos pela OMS*.

Definiu-se pela aplicacdo de questionario as maes, a fim de conhecer os
habitos intrafamilial como o relacionamento mae/filho no que se refere a
manifestacdo de carinhos (beijo), atitudes durante a alimentacdo de seu filho
(modo de experimentar e esfriar os alimentos), higiene bucal (nUmero de

escovacoes por dia e uso de fio dental), frequéncia da visita ao dentista.

A coleta das amostras foi feita friccionando hastes flexiveis com pontas
de algodéo estéril nas superficies dos dentes molares e uma segunda haste foi
embebida na saliva. Cada material biolégico foi armazenado em tubo estéril
distinto: um para placa dentaria e outro para saliva e colocado em recipiente
térmico resfriado para ser transportado ao Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista (UNESP).



Todos os participantes foram devidamente informados com relacdo a
pesquisa e esclarecidos que esta ndo implicaria em riscos adicionais do seu
tratamento. Nao foram incluidos neste estudo pacientes que utilizaram

antibioticoterapia nos trés meses que antecederam a coleta.

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica

em Pesquisa (Parecer n® 0062/2004).

A extracdo e analise da qualidade do DNA foram realizadas a partir da
saliva ou do raspado da placa dentaria. O material estocado a -80°
devidamente etiquetado até o momento de sua utilizacdo. A extracdo do DNA
foi realizada utilizando o kit Wizard® Genomic (Promega), conform instrucdes
do fabricante. A deteccdo da presenca e qualidade do DNA gendmico foi
monitorada através da amplificacdo por PCR para o gene GAPDH.

Realizou-se a deteccdo de S. mutans e S. sobrinus , por Nested PCR¥*,
pela amplificacdo dos genes 16S Rrna por PCR™, utilizando primers universais
8UA e 1492R™ e Taq DNA polimerase (Hot Star Taq Master Mix; Germany) de
acordo com instrucdes do fabricante.

A segunda amplificacdo, Nested PCR, utilizou primers especificos. Esta
PCR foi de 35 ciclos para ambos 0s genes bacterianos. Para S. mutans

utilizou-se os primers sm1 e sm2 e para S. sobrinus 0 SobF e SobR™. O
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produto amplificado nessa reacgéo foi visualizado em gel de poliacrilamida n&o
desnaturante 6% e corado pelo nitrato de prata® 2.

O perfil dos participantes segundo as respostas do questionario foi
estabelecido pela distribuicdo de frequéncia dos dados, e estes apresentados
em tabelas e graficos. A relacdo entre S. mutans e S. sobrinus com o CPO-D e
ceo foi avaliado pelo teste de Goodman para contrastes entre e dentro de
populaces multinomiais®’. Foi aplicado o teste n&o-paramétrico de Mann-
Whitney para a analise do nimero de microorganismo em relacao a higiene da
lingua, uso de fio dental, nimero de escovacao didria, data da ultima visita ao
dentista, teste de temperatura do alimento, modo de esfriar o alimento e modo
de beijar o filho®™. Todas as discussdes foram realizadas no nivel de 5% de
significancia.

RESULTADOS

Micro-ambiente bacteriano

Uma primeira observacdo refere-se a presenca do S. mutans e S.
sobrinus na saliva e sua relagdo com a placa dentaria da crianca e dos adultos
com o ceo e CPO-D, respectivamente. Foi observado que 31,67% das criancas
e 46,67% do grupo formado pelas méaes tinham indice de carie igual ou maior

que trés, enquanto 38,33% das criancas e 10% dessas mulheres néao

1 O detalhamento metodoldgico encontra-se em anexo, na forma de Procedimento

Operacional Padrédo-POP.
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apresentavam carie. Em todas as situagfes detectou-se que um namero maior
de méaes apresentou microorganismos em relagao aos filhos. Todas as criancas
e as maes que apresentaram maior indice de carie possuiam S. mutans na
saliva e apenas duas dessas mulheres adultas ndo o apresentavam na placa
dentaria. Esta situacdo mostrou diferenca estatisticamente significante
(P<0,05). As criancas positivas para S. mutans e S. sobrinus (com ou sem
céarie) eram filhos de maes com componente cariado maior que 0 componente

obturado; 38,33% das criancas nao tinham carie (Tab. 1).

12
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Habitos de higiene

A relacdo da presenca do S. mutans e S. sobrinus no que se refere aos
habitos de higiene oral e tempo da Ultima visita ao dentista, estdo apresentados
na Tabela 2. No questionario aplicado, 45% das maes responderam que
escovavam a lingua e 38,33% usavam o fio dental durante a higiene bucal de
seus filhos, porém, mesmo nestas criancas predominou presenca de S. mutans
na saliva e placa (P<0,05). O niumero de escovacdes mais apontado foi duas
vezes ao dia, com 43,33% das respostas das maes. A respeito do tempo da
altima visita ao cirurgido dentista, 51,67% das maes responderam que a

fizeram ha mais de seis meses.
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Cuidados maternos

A Tabela 3 apresenta a presenca de S. mutans e S. sobrinus de acordo
com os cuidados intrafamilial, modo da mae e alimentar e beijar seu filho. Foi
observado que a maioria das maes prova o alimento na colher do proprio filho,
gquando querem testar a temperatura (de 35% a 48,33%). Quanto a esfriar o
alimento, a maioria das maes aguardam que esfrie (38,33% a 60%) sem
assoprar. Cinco das 60 maes responderam que beijavam seus filhos na boca e

todas elas tinham presenca de S. mutans e S. sobrinus na saliva e/ou placa.
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Transmissibilidade vertical

A andlise de transmissibilidade registrou grande concordancia nas
respostas dos pares (filho e respectiva mae) com diferenca estatisticamente
significante em relacdo a ndo concordancia em todas as situacbes. O S.
mutans estava presente na saliva em 42 pares e ausente em 8 pares (83,33%,
P<0,05); na placa, presente em 38 pares e ausente em 7 pares (75%, P<0,05).
Quanto ao S. sobrinus detectou-se presenca na saliva em 29 pares, auséncia
em 19 pares (80%, P<0,05); presenca na placa em 23 pares, auséncia na

placa em 22 pares (75%, P<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo dos filhos e respectivas mées de acordo com a auséncia
ou presenca de S. mutans e S. sobrinus na saliva e placa dentéaria
para a avaliagcdo da concordancia e discordancia dos eventos

S. mutans na saliva S. mutans na placa

Filho presente ausente total presente ausente total
Mée

presente 42+ 8 50 38+ 13 51
ausente 2 g+ 10 2 7+ 9
total 44 16 60 40 20 60

S. sobrinus na saliva S. sobrinus na placa
presente 29+ 10 39 23+ 12 35
ausente 2 19+ 21 3 22+ 25
total 31 29 60 26 34 60

Teste de Goodman

* comparacdo dos dados da coluna (vertical)

* comparacao dos dados da linha (horizontal)



indices de carie

A Tabela 5 relaciona os componentes do CPO-D: dentes cariados (C) e dentes
obturados (O) das méaes, com o indice ceo dos seus respectivos filhos. Todas

as maes com CPO-D igual a zero tinham filhos com ceo também zero.

Tabela 5. Relacdo CPO-D quanto aos componentes C e O das maes, com o
indice ceo dos seus respectivos filhos

Maes CPO-D Total
Filhos 0 <3 >3
ceo C>0 C<O C>0 C<O
0 6 3* 12 - 2 23
<3 - 11* - 2% 5 18
>3 - - - 19* - 19
Total 6 14 12 21 7 60

Teste Qui-quadrado

# comparacao dos dados da linha (horizontal)



DISCUSSAO

No presente estudo, objetivou-se identificar a presenca do S. mutans e
do S. sobrinus na saliva e placa dentaria de criancas e suas maes, para avaliar
a transmissibilidade vertical e a relacdo com o micro ambiente bacteriano,
indice de céarie e cuidados maternos. Para isso, foram utilizadas técnicas de
biologia molecular como PCR e Nested PCR, buscando elucidar aspectos dos
fendmenos relacionados a transmissibilidade da doenca, visto estas técnicas
oferecerem a sensibilidade e especificidade necessarias o que ja foi descrito

por Loyola, Rodrigues™®.

A proporcdo de criangas que possuem o S. mutans aumenta com a
idade. Os primeiros estudos sugeriram que a presenca dos dentes era
necessaria para que acontecesse a colonizacdo do S. mutans, por volta dos 16
meses de idade. Outros trabalhos relatam que esta colonizacdo ocorre em 25%

das criancas antes da irrupcdo dos dentes, ja aos trés meses de idade?.

A idade das criancas examinadas na presente pesquisa foi de dois a
cinco anos, sendo que 40 delas apresentavam S. mutans e 26 S. sobrinus, em
média; apenas 38,33% das criancas eram livres de carie. A Organizacao
Mundial de Saude estipulou como meta para 2010 que 90% das criangas entre

cinco e seis anos estejam livre de caries®.

Um dos melhores indicadores do desenvolvimento e do risco de céarie

dentaria € a presenca de S. mutans. Em criancas pequenas, um fator chave é



o tempo de colonizagdo por bactérias cariogénicas para avaliar o momento
ideal para implantacdo de medidas preventivas?’. Este conceito é confirmado
por Alves® quando afirma que conhecer a aquisicdo e transmissdo da
microbiota cariogénica permite uma medida mais racional no controle da carie
dental, ja que se pode estabelecer o periodo critico de infec¢do primaria e uma

abordagem terapéutica seria eficaz em tempo precoce para inibi-la.

Para Zickert*, Fujiwara et al.”>, Gomes®®, e Schaeken?’ a doenca cérie
pode ser atribuida a diversos fatores como o soécio-econémico, ambiental e
educacional, principalmente considerando o acesso as informacbGes e
aprendizagem sobre a correta higiene e fisioterapia oral. No presente estudo,
em relacdo ao habito de higiene da lingua e uso do fio dental detectou-se que a

distribuicdo dos microorganismos foi casual.

A maioria das maes informou que escovavam os dentes de seus filhos
duas vezes ao dia, que coincidiu com 0 numero maior de criancas sem
microorganismos (S. mutans e S. sobrinus) nos locais considerados: saliva e

placa dentéaria.

Este dado corrobora as orientacdes feitas pelos Cirurgiées Dentistas que
sugerem que as maes facam quatro escovacdes por dia em seus filhos, apos
as principais refeicdes. Porém, consideram que pelo menos duas escovacoes
diarias sejam necessarias e indispensaveis para manter o ambiente bucal
higienizado, pois este ato mecanico € capaz de desorganizar a placa dentaria

interrompendo a instalacdo e organizacéo da placa bacteriana cariogénica®. A
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motivacdo e a educagdo em higiene bucal constituem a base para a Saude
Bucal. O trabalho de Promocdo de Saude deve ser priorizado principalmente
em grupos populacionais com menor acesso a assisténcia odontoldgica,
condicdo apresentada em paises subdesenvolvidos, sendo que a baixa
condicdo soécio-econdmica e deficiéncia de educacdo e informacdo da
populacdo podem ser um agravante direto para o aumento da prevaléncia da

doenca céarie®.

A colonizacdo da cavidade bucal geralmente resulta da transmisséo de
microorganismos pela pessoa que cuida da crianca, geralmente a mae. O
modo exato de transmissdo é desconhecido, mas compartilhar alimentos e
utensilios pode ser o mecanismo primario®. Kohler e Andréen® concluem que
contatos salivares freqlentes de maes com altos niveis salivares de S. mutans
favorece sua transmissdo. Neste estudo detectou-se que, em média, 56,66%
das maes experimentavam o alimento na propria colher do filho, e destas,
42,06% apresentavam microorganismos; 65% das maes informaram que
esperavam a comida do filho esfriar, em vez de assopra-la e somente 8,33%

beijavam o filho na boca

Em média, 47 dos 60 pares (mée-filho) apresentaram concordancia para
a presenca ou auséncia de Streptococcus mutans (S. mutans e S. sobrinus) na
placa e na saliva, resultado estatisticamente significante quando comparados

aos 13 pares sem concordancia.
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Chama a atencédo o indice de céarie ceo e CPO-D maior que trés,
verificado em 28,33% das criancas e 39,58% das maes (média de S. mutans e

S. sobrinus, na saliva e placa dentaria).

Os componentes do indice CPO-D das méaes, cariados (C) e obturados
(0), foi identificado para analisar o efeito das lesdes expostas nas condi¢des
bucais de seus respectivos filhos. Neste trabalho, a relacdo mae/filho mostrou
gue quanto mais lesdes expostas nas maes, maior o indice ceo dos filhos. Isto
sugere que investindo na saude bucal das méaes, promove-se a saude bucal

dos respectivos filhos.

Observou-se que a presenca de dentes cariados aumenta, o ceo
também aumenta. As maes com maior numero de dentes obturados
(restaurados) protegeram seus filhos da lesdo. Entretanto, quando o numero de
dentes cariados (lesGes de carie expostas) era maior do que 0s obturados,
seus filhos tinham ceo maior. Todos os resultados apresentados mostraram

diferenca estatisticamente significante (P<0,05).

Nesta analise, torna-se visivel a necessidade de democratizar 0 acesso
a tecnologia para alcancar a atencao integral a saude, em todos os niveis de
complexidade, intensificando medidas de promocdo da saude, por meio de

acOes basicas.

Em resumo, o presente trabalho evidenciou que as técnicas PCR e

Nested PCR se mostraram adequadas para a deteccdo de Streptococcus
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mutans na saliva e placa dentéria, a presenca de microorganismo se mostrou
similar na saliva e placa dentaria e houve concordancia dos resultados dos
filhos e suas respectivas maes quanto a presenca/auséncia de microrganismos
S.sobrinus e S.mutans na placa e saliva, confirmando a transmissibilidade
vertical. Detectou-se um menor indice de carie dos filhos em relacdo as suas
maes, o indice de carie das criancas foi superior ao esperado pela OMS para
2010 e os habitos de higiene/carinhos relatados pelas maes eram inadequados
para com seus filhos. H4A a necessidade de implementar programas de
Promocao de Saude Bucal, principalmente nas populacdes menos informadas,

como a gque amostrou esta pesquisa.
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FICHATECNICAnN® 1

Saliva e Placa Dentaria (ficha técnica n® 2).
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FICHA TECNICAnN® 2

escolha do método de extracao de DNA

» Coletar 3 mL de saliva de cada paciente em tubo estéril
» Coletar placa dentéaria friccionando pontas de algoddo estéril nas superficies dos
dentes molares e inserir 0 material em um tubo estéril.

» Manter o tubo a 4°C até a manipula¢do da amostra.

Escolha do método para obtengdo de DNA:

» A extracdo do DNA das amostras devera realizada utilizando o kit Wizard®

Genomic Promega de acordo com o protocolo e instrugbes do fabricante. (ficha

técnica n°3)
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1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

FICHATECNICAN® 3

xtracao do -Kit Wizar enomic(Promega

Adicione 600 ul de solugéo de Lise (solugdol) em um tubo de centrifuga de 15
ml

Incube o lisado a 65° C por 10 minutos (aplique um vortex a cada 5 minutos)
Adicione 3pul da solugdo RNASE, misture 2-5 vezes ( por inverséo do tubo) e
deixe 15 minutos a 37° C

Resfrie a amostra a temperatura ambiente por 5 minutos

Com a amostra a temperatura ambiente, adicione 200ul de Solucdo de
precipitacdo de Proteinas (solucdo 3) e aplique o vértex vigorosamente a uma
alta velocidade por 20 segundos. Resfrie a amostra em gelo por 5 minutos
Centrifugue por 10 minutos a 11.500 RPM. A proteina precipitada ird formar um
“pellet” branco

Cuidadosamente remova o sobrenadante (que contétm O DNA) deixando o
“pellet” de proteina.

Transfira 0 sobrenadante para um tubo (1,5ml) limpo contendo 600ul de
Isopropanol a temperatura ambiente

Misture gentilmente por inversdo até que a longa fita de DNA torne-se uma
massa visivel

Agite no vortex rapidamente e Centrifugue por 10 minutos a 11.500 RPM a
temperatura ambiente. O DNA sera visto como um pequeno “pellet”.
CUIDADOSAMENTE decante o sobrenadante

Inverta o tubo em um papel absorvente limpo e seque o “pellet” por 30 minutos
a temperatura ambiente

Adicione 50ul de solucédo de reidratacdo de DNA (Solucéo 4) ,agite no vortex 3
vezes, centrifugue por 5 minutos e incube por 1 hora a 65° C OU estoque 0
DNA A 4°C e NO DIA SEGUINTE: agite no vortex e centrifugue por 2

minutos. Depois volte para 65°C por 1 H.
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13) Centrifugue por 1 minuto
14)  PCR (ficha técnica n°4)

15)  Guardar as “AMOSTRAS/DNA” a —-80°C
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FICHA TECNICA n°4

© BCR paraDeteccio dogene GAPDH

Primeira etapa : A presenca e qualidade do DNA gendmico sera monitorada através da

amplificacéo por PCR (Reac¢édo de Polimerizacdo em Cadeia)para o gene GAPDH

Reacéo Quantidades Mix X [Final]
) 18,05ul 234,65ul
Agua
2,5ul 32,50ul
Tampao (10x) 1x
0,5ul 6,50ul
dNTP (10 mM) 0,2mM
0,75ul 9,75ul
Mg (50 mM) 1,5mM
0,5ul 6,5ul
Primer F (20uM) 0,4uM
0,5ul 6,5ul
Primer R (20uM) 0,4uM
0,4ul 2,6ul
Enzima: 1,0U
2,0ul ul
DNA ng
25,0 pl ul
Volume Final

Apos o preparo colocar as amostra em termociclador com a seguinte ciclagem:

Ciclagem
Temperaturas hh| min| seg
94 oC
04
94 oC
30
59 oC
45
72 °C
45
72 °C
06

35 ciclos

Manter as amostras amplificadas a -20°C até que seja feita a visualizacdo das bandas em gel de
poliacrilamida descrito na ficha técnica n° 5.
Oligonucleotideos iniciadores na ficha técnica nimero 13.
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VISUALIZACAO DA PCR
GENE: GAPDH

(X)) Gel poliacrilamida 6,0 % (ficha
técnica n°9)

Tampéao de Corrida:
(X) TEB 1,0X (ficha técnica n°10)

VISUALIZACAO DA PCR
GENE: 8UA

(X) Gel poliacrilamida 6,0 % (ficha
técnica n°9)

Tampéao de Corrida:
(X) TEB 1,0X (ficha técnica n°10)

VISUALIZAGAO DA PCR
GENE: SM1/SM2

(X)) Gel poliacrilamida 6,0 % (ficha
técnica n°9)

Tampéao de Corrida:
(X) TEB 1,0X (ficha técnica n°10)

VISUALIZACAO DA PCR
GENE: sobrinus

(X) Gel poliacrilamida 6,0 % (ficha
técnica n°9)

Tampéo de Corrida:
(X) TEB 1,0X (ficha técnica n°10)

FICHA TECNICA n°5

DATA:
PCR:

Tamanho do Produto: 220 pb

DATA:
PCR:

Tamanho do Produto:1505 pb

DATA:
PCR:

Tamanho do Produto: 282 pb

DATA:
PCR:

Tamanho do Produto:546 pb

RESPONSAVEL:

Marcador: 5,0ul

Azul: 2,0ul
Amostra: 5,0ul
Voltagem: 100V

Tempo: 40 min

RESPONSAVEL:

Marcador: 5,0ul

Azul: 2,0u
Amostra: 5,0ul
Voltagem: 100V

Tempo: 60 min

RESPONSAVEL:

Marcador: 5,0

Azul: 2,0u
Amostra: 5,0ul
Voltagem: 100V

Tempo: 55 min

RESPONSAVEL:

Marcador: 5,0ul

Azul: 2,0ul
Amostra: 5,0ul
Voltagem: 100V

Tempo: 60 min
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FICHA TECNICA n°6

T bCR paraDetecgio dogene 8UIA

Gene (Primers): 8UA Comprimento:1505 pb Eletrof.: [/ |/
Reacéo Quantidades Mix x 70 [Final]
) 16,7ul 167,0ul
Agua -
1,5ul 15,0ul
Tampéao A 1x
1,5 pl 35,0ul
Tampéao B 0,2mM
0,5 ul 5,0ul
dNTP (10 mM) 1,5mM
0,4 wl 4,0ul
Primer F (20uM) 0,4uM
0,4 ul 4,0ul
Primer R (20uM) 0,4uM
1,0ul 10,0
Enzima: Elongase 1,0U
1,0 ul -—ul
DNA ng
25,0 pl 240,0ul
Volume Final
Temperaturas mm SS
94 oC
03
94 oC
01 35 cicl
649C CICIOS
01
720C
02
72 °C
07

e Correr 45 minutos na acrilamida (ficha técnica n°® 9).

¢ Oligonucleotideos iniciadores (ficha técnica n® 13).
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FICHA TECNICA n°7

T BCR para Detecgio dogene smusmz

Gene (Primers):Sm1/Sm2 Comprimento:282 pb Eletrof.: [/ |/
Reacéo Quantidades Mix x 70 [Final]
) 19,05 pl 167,0ul
Agua -
2,5l 15,0ul
Tampao (10x) 1x
0,5 ul 35,0ul
dNTP (10 mM) 0,2mM
1,5 pl 5,0ul
Mg (25 mM)(Gold) 1,5mM
0,5ul 4,00l
Primer F (20uM) 0,4uM
0,5 ul 4,0ul
Primer R (20uM) 0,4uM
0,2ul 10,0
Enzima: GOLD 1,0U
1,0 ul -—ul
DNA ng
25,0 pl 240,0ul
Volume Final
Temperaturas mm SS
94 oC
03
94 oC
01 30 cicl
649C CICIOS
01
720C
02
72 °C
07

e Correr 60 minutos na acrilamida (ficha técnica n°® 9)

e Oligonucleotideos iniciadores (ficha técnica n°® 13)
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T BCR para Detecgao do gene SobESobR

Gene (Primers): SobF/SobR Comprimento:546pb Eletrof.. [/ /
Reacéo Quantidades Mix x 70 [Final]
] 16,7ul 167,0ul
Agua -
1,5ul 15,0ul
Tampéao A 1x
1,5 pl 35,0ul
Tampéao B 0,2mM
0,5 ul 5,0ul
dNTP (10 mM) 1,5mM
0,4 wl 4,0ul
Primer F (20uM) 0,4uM
0,4 wl 4,0ul
Primer R (20uM) 0,4uM
1,0ul 10,0
Enzima: Elongase 1,0U
1,0 ul -—ul
DNA ng
25,0 pl 240,0ul
Volume Final
Temperaturas min | seg
940C
30
94 oC
30
58 °oC
30 35 ciclos
68°C
02
68 °C
07

e Correr 60 minutos na acrilamida (ficha técnica n°® 9)

e Oligonucleotideos iniciadores (ficha tecnica n°® 13)
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W

EM TEB 1X*

e Preparar 30 mL de solucéo, suficiente para 6 géis de poliacrilamida 5,0%:
» 23,2 mL de dgua Milli-Q;
» 3,0mL de TEB 10X (em estoque - ficha técnica n°13);

» 3,8 mL de bis-acrilamida 40% (em estoque - ficha técnica n°13);

e Preparar 30 mL de solucéo, suficiente para 6 géis de poliacrilamida 7,0%:
» 21,8 mL de agua Milli-Q;
» 3,0mL de TEB 10X (em estoque - ficha técnica n°13);

» 5,2 mL de bis-acrilamida 40% (em estoque - ficha técnica n°13);

Obs: guardar a 4°C as misturas que ndo forem usadas

e N&o demorar para aplicar os geis nas placas previamente limpas e montadas,
colocar os pentes e aguardar a polimerizacdo total (cerca de 2 horas em
temperatura ambiente ou 30 minutos em estufas 37°C);

e Aplicar as amostras nos pocos (2uL de “bluejuice” Gibco/BRL® 5X com 10
uL do produto amplificado. No primeiro e ultimo poco colocar 2 uL de
“bluejuice” Gibco/BRL® 5X com 1uL de peso molecular);

e Correr a 70V e 400mA por 60 minutos com tampao TEB 1X (ficha técnica
n°13);

Ao fim da corrida, corar 0 gel em solucdo de prata

* Modificada da 2° edigdo do POP/BPL - Biologia Molecular
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TEB 10X (Tampéo para corrida da eletroforese e preparo do gel)

= TS 27¢

- EDTA. e, 25mL de solugéo 0,2M
- Acido BOriCO........ccoevveveennee. 13,759

- Agua Mili-Q...cccooovvvveene. qsp250mL

Acertar o pHem 8,0

AUTOCLAVAR

Estocar a 4°C

TEB 1X (Tampdao para corrida da eletroforese e preparo do gel)
Para prepara 500mL.:

- 50mL de TEB 10X

- Agua Milli-Q gsp 500mL

BIS ACRILAMIDA 40%

- 38g de acrilamida (utilizar mascara na pesagem)
- 2g de N,N'metilenobisacrilamida

Agua Milli-Q gsp 100mL

Estocar a 4°C

e  Modificada da 2° edicdo do POP/BPL - Biologia Molecular
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REVELADORA PARA VISUALIZACAO DO GEL

Solugdo de PRATA, CORANTE:
» Pesar: 0,3 g DE NITRATO DE PRATA
» Colocar agua Mili-Q +/- 50 ml para diluir
» Tira o gel do fixador e voltar a solucdo de prata +/- 10 minutos no agitadorApos
0 preparo da reacao
Preparo de 300ml:
- 0,69 nitrato de prata
- 300ml &gua mili-Q

REVELADORA
- NaOH 3%

- Agua mili-Q

- Formaldeido*

* Acrescentar somente na hora de uso.

Preparo de 300ml:
- 9,0g NaOH
- 300ml agua mili-Q

- 1,0ml de formaldeido para cada 300ml de solucdo*

FIXADORA:
» - Etanol 10%
> - Acido Acético 0,5%
> Agua mili-Q (895 ml - destilada e deionizada)
Preparo de 300ml:
- 30ml etanol 100%
- 1,5ml &cido acético
- 268,5ml agua mili-Q
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prata

Execucéo:

» Fixar o gel por 5 minutos, sob agitacdo suave, em 150 ml de solucéo fixadora;

» Remover a solucdo fixadora e reserva-la;

» Colocar o gel o gel em 150 ml de solucdo corante e deixar em agitacdo suave
por 10 minutos. Desprezar a solugdo corante e enxaguar o gel 2 vezes em agua
mili-Q;

» Acrescentar sobre o gel 150 ml de solucdo reveladora e deixar por
aproximadamente 10 minutos;

» ApOls o aparecimento das bandas, o gel é retornado a solucdo fixadora, onde
pode permanecer até a secagem, que podera ser realizada entre duas folhas de

papel celofane incolor,
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PCR para Oligonucleotideos iniciadores (5°-3") Tamanho (pb) | Referéncias

GAPDH CTT-AAG-GAA-ATG-CCC-CAT-TAC- 196 Bertina et al,1994
CCA-TGC-TTA-ACA-AGA-CCA

8UA AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG 1505 Sato et al, 1997

149R TAC-GGG-TAC-CTT-GTT-ACG-ACT-T Sato et al, 1997

Sml GGT-CAG-GAA-AGT-CTG-GAG-TAA- 282 Rupf et al,2001
AAG-GCT-A

Sm2 GCG-TTA-GCT-CCG-GCA-CTA-AGC-C 282 Ruft et al,2001

Soba CGG-ACT-TGC-TCC-AGT-GTT-ACT-AA 546 Ruft et al,2001

SobR GCC-TTT-AAC-TTC-AGA-CTT-AC 546 Ruft et al,2001
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