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RESUMO

Objetivo: verificar através da Baciloscopia e da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a
presenca do M. leprae no periodonto, saliva e raspados intradérmicos de pacientes com
hanseniase.

Metodologia: realizou-se um estudo transversal do tipo detec¢do de casos numa institui¢ao
referéncia de hanseniase no Amazonas.

Resultados: O trabalho foi composto por 48 pacientes sendo 15 multibacilares (MB) e 33
paucibacilares (PB). Os pacientes MB tiveram o diagndstico confirmado pela baciloscopia e
PCR de raspados intradérmicos, enquanto que, 16 (33,3%) dos PB foram positivos na PCR e
nenhum na baciloscopia. Quatro pacientes PB negativos na PCR de raspados intradérmicos
foram positivos no periodonto e na saliva, 1 positivo na saliva e 2 no periodonto. Nenhuma
amostra do periodonto e da saliva foi positiva na baciloscopia. Verificou-se uma prevaléncia
de doencga periodontal (DP) de 58,3%.

Conclusdes: nao houve relagdo entre a DP e a presenca do M. leprae; a baciloscopia nao
mostrou ser uma técnica eficiente para andlise da saliva e periodonto; a técnica de PCR de
raspado dérmico mostrou ser um método mais eficaz no diagnéstico dos PB do que a
baciloscopia; a positividade da PCR para detec¢do do M. leprae nos PB pode ser aumentada
coletando raspado intradérmico, periodonto e saliva.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, Baciloscopia, PCR, Periodonto, Saliva, Raspado
Intradérmico.



ABSTRACT

Objective: to verify through bacteriological examination and polymerase chain reaction
(PCR) the presence of M. leprae in periodontium, saliva and skin slit smears of the leprosy
patients.

Methodology: A case detection transversal study took place in a leprosy reference center in
the Amazon State.

Results: The study included 48 leprosy patients being 15 multibacilary (MB) cases and 33
paucibacilary (PB) cases. The diagnosis of MB patients was confirmed through
bacteriological examination and PCR of the skin slit smears, while, 16 (33%) of PB patients
were positive in PCR and none in bacteriology examination of the skin smears. Four PB
patients with negative PCR skin smears were PCR positive in the periodontium and saliva, 1
positive in saliva and 2 in the periodontium. No sample of periodontium and saliva had
positive bacteriological results. A prevalence of 58,3% of periodontal disease (DP) was
observed.

Conclusion: there was no correlation between DP and the presence of M. leprae;
bacteriological examination did not proved to be an efficient technique for analysis of saliva
and periodontium; the skin smears PCR technique proved to be most efficient method for to
diagnosis PB patients than bacteriological examination; PCR positivity for detection of M.
leprae in PB patients can be increase by collecting slit skin smears, periodontium and saliva.

Keywords: Mycobacterium leprae, Skin Smears, PCR, Periodontium, Saliva, Bacteriological
Examination.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

A hanseniase ou Mal de Hansen (MH) € uma doenca infecciosa que acomete
principalmente a pele, nervos periféricos € mucosa, causada por uma bactéria denominada
Mycobacterium leprae (M. leprae ou bacilo de Hansen) descrita em 1873 pelo médico

noruegués Amauer Hansen (NEVILLE et al., 1998).

1.1.1 Agente Etioldgico

O M. leprae taxonomicamente se encontra classificado no grupo das bactérias da seguinte
forma: Classe — Schizomycetae; Ordem — Actinomycetales; Familia — Mycobactericeare
(bastonetes ndo formadores de cilos); Género — Mycobacteryum (bastonetes alcool-acido-
resistentes). Possui a propriedade de reten¢do da fucsina bdsica mesmo na presenga de
solucdes dlcool-acidas, e por esse motivo designa-se de bacilos dlcool-dcido resistentes, que
na pratica clinica sdo transcritos como BAAR (DAVID, 1976).

E um parasita intracelular com predilecdo pela célula de Schwann dos nervos periféricos e
pele sendo transmitido, principalmente, através das mucosas das vias aéreas superiores
(HASTINGS, 1994). Representa um organismo gram-positivo, de metabolismo precdrio,
pouca antigenicidade e baixa viruléncia (REICHART et al.,1985; STYLE, 1995).

Nos esfregacos sdo vistos isolados, em agrupamentos variados € em arranjos especiais
denominados globias. Estas representam uma caracteristica peculiar destas bactérias, sendo

arredondadas, globdides e resultam de s6lida unido de numerosos bacilos por uma substancia



chamada gléia, que torna dificil a sua dissociac@o (Figura 1). Até hoje ainda nao se obteve um
meio de cultura apropriado para o cultivo do M. leprae em laboratério (TALHARI et al.,

2006).

Figura 1 — Mycobacterium leprae em esfregaco
Fonte: http://www.fcf.usp.br>Acesso em: 22 jan. 2009

A ultra-estrutura do M. leprae assemelha-se a de outras micobactérias, mas apresenta
constituintes especificos, destacando-se a espessa camada lipidica (20 micra) formada
principalmente pelos glicolipideos fendlicos (PGL I, II e III), sendo que o PGL I é um
antigeno espécie-especifica (MACHADO, 2006).

A probabilidade da infec¢do € influenciada pela duracdo do convivio com o infectado,
pela severidade da infec¢@o a que se ficou exposto e pelo grau de resisténcia do organismo,
sendo o periodo médio de incubacdo entre dois a cinco anos (LOMBARDI, 1990;

NOGUEIRA, 1990).

1.1.2 Epidemiologia

De acordo com relatérios oficiais, a nivel mundial a prevaléncia e o nimero de casos

novos detectados de hanseniase tém diminuido ao longo dos anos, porém, a doenca ainda

continua com um alto indice em paises como o Brasil, Angola, Republica Africana Central,



Repiiblica Democritica de Congo, India, Madagascar, Mocambique, Nepal e Republica Unida
da Tanzania (WHO, 2008).
A Figura 2 mostra os registros de prevaléncia da doenca na América Latina no ano de

2006.

Taxa de Prevaléncia’

:l sem dados
D menor que 0,5
Il entre 05 1
- entre1e2
- maior que 2

Figura 2 — Prevaléncia da Hanseniase em 2006 na América Latina
Fonte: WHO (2008)
*casos/10.000habitantes

Segundo o Banco de Dados do Sistema Unico de Saidde (DATASUS, 2008), no Brasil
apesar da acentuada reducao na taxa de prevaléncia observada no periodo compreendido entre
1985 e 2006 de 19,00 para 2,35 doentes em cada 10.000 habitantes, a hanseniase ainda
constitui um problema de saudde.

Embora o pais registre um importante decréscimo nas taxas de prevaléncia de hanseniase,
os niveis de magnitude da doenca, segundo as regides geograficas (Quadro 1), demonstram a
necessidade de se dar continuidade a execugao de atividades que impactem na transmissao da

doenca, de modo a atingir taxas inferiores a 1 caso/10.000 habitantes em cada municipio

(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).



Quadro 1

Prevaléncia da hanseniase no Brasil por regido no ano de 2006

REGIAO PREVALENCIA* PARAMETRO
Norte 5,88 Hiperendémico
Nordeste 3,09 Muito Alto
Sudeste 1,13 Médio
Sul 0,56 Médio
Centro-Oeste 6,69 Hiperendémico
BRASIL 2,35 Muito Alto

*casos/10.000habitantes
Fonte: DATASUS (2008).

No estado do Amazonas no ano de 2006, a partir das informagdes do DATASUS (2008),
registrou-se uma taxa de prevaléncia 4,52 casos/10.000 (1.495 habitantes), sendo de 3,59 (606

habitantes no Municipio de Manaus.

1.1.3 Classificacao da Hanseniase

Segundo Languillon, J.; Carayon, A.(1986) existem quatro grandes critérios que definem a

classificacdo da doenca:

- Critério Clinico: aspectos das lesdes cutdneas, variando em nimero, extensao, definicao de

margens e simetria de distribuicao;

- Bacteriolégico: presenga ou auséncia do M. leprae, e seus aspectos morfolégicos, variando
de numerosos, integros e agrupados, formando globias, a raros, fragmentados e ausentes;

- Imunoldgico: imunorreatividade a lepromina — reacdo de Mitsuda, que avalia a reacdo
imunoldgica retardada (estado imunitério) frente a doenca;

- Histolégico: aspectos histopatoldgicos das lesdes, variando de granulomas bem definidos a

infiltrado difuso linfo-histiocitario.




Na classificagdo de Madri, em 1953, as formas clinicas da hanseniase sdo feitas

considerando-se aspectos bacteriolégicos e resposta a intradermorreacdo de Mitsuda

(BRASIL, 2002). Assim, os pacientes sao classificados de acordo com o Quadro 2:

Quadro 2

Formas clinicas da hanseniase segundo a classificagao de Madri

Formas Clinicas Indeterminada | Tuberculdide | Dimorfa ou Borderline | Virchowiana
@ (T) (D ou B) V)
Reagdo de positiva ou fortemente negativa a positiva .
. e . o negativa
Mitsuda negativa positiva fraca
Baciloscopia Negativa Negativa positiva a raros bacilos positiva

*Considerando-se reacao positiva > 5 mm de didmetro.
Fonte: adaptacao de BRASIL (2002).

A classificacdo de Ridley e Jopling (1962) adota subgrupos dentro do espectro, que
obedece, critérios clinicos e bacteriologicos, e enfatiza os aspectos imunoldgicos e
histopatoldgicos. Segundo esta classifica¢do, a forma inicial da doenca é a Indeterminada (I),
a qual pode resolver espontaneamente ou evoluir para um espectro extremamente amplo de
manifestacoes. Estas sdo reflexos de diferentes respostas imunocelulares ao M. leprae, pré-
determinadas pela capacidade inata do hospedeiro em resistir ou nao a infec¢dao. Desse modo,
pode permanecer limitada, no PSlo Tuberculéide (T), evoluir para formas disseminadas, o
Pélo Virchowiano ou Lepromatosa (V ou L), ou tomar uma posicao intermedidria entre esses
dois pdlos, o Grupo Borderline ou Dimorfo (B ou D). Conforme a proximidade maior a um
dos dois tipos polares, o Grupo Dimorfo subdivide-se em Dimorfo-Tuberculéide (DT),

Dimorfo-Dimorfo (DD) ou Dimorfo-Virchowiano (DV) (Figura 3).




— Pélo Tuberculdide — Dimorfo-tuberculdide

Grupo Dimorfo Dimorfo-dimorfo

—  Pélo Virchowiano — Dimorfo-virchowiano

Figura 3 — Classificacao da Hanseniase, adaptado de Ridley e Jopling (1962)

Baseada na pesquisa de bacilos nos raspados intradérmicos, a Organizacio Mundial de
Saide (OMS) em 1982 prop6s uma classificacdo simplificada, considerando formas
Paucibacilares (PB) e Multibacilares (MB) com implicac¢des terap€uticas. Assim, os pacientes
nas formas PB correspondiam a pacientes que apresentavam baciloscopia negativa e as
formas MB a pacientes com baciloscopia positiva (BRASIL, 2002).

Nos tltimos anos, a OMS tem estimulado os paises endémicos a classificarem os
pacientes de acordo com o nimero de lesdes cutaneas. Sendo considerados PB pacientes que
apresentam de uma a cinco lesdes e, MB pacientes com mais de cinco lesdes. Este fato
ocorreu pela dificuldade de execugdo da baciloscopia nos servicos de saide e com base em
trabalhos operacionais (BRASIL, 2002).

A hanseniase pode apresentar episddios reacionais caracterizados como processos
inflamatérios que se intercalam no curso cronico da doenga, devendo ser prontamente
diagnosticados e tratados com a finalidade de evitar seqiielas. Podem surgir durante toda a
evolucdo da doenga, antes, durante e apds o tratamento (GOLDMAN; AUSIELLO, 2005). Os
tipos de reacdo mais importantes sdo a reacao reversa ou reac¢ao do tipo 1 e a reag¢ao do tipo 2
ou eritema nodoso da hanseniase (ENH). A reacdo do tipo 1 tende a surgir mais precocemente
no tratamento, entre o 2° e o 6° meses, caracteristicamente na hanseniase dimorfa. Surgem

lesdes novas a distancia freqiientemente acompanhadas de neurites, podendo ser a unica



manifestacdo clinica. A reacdo do tipo 2 ou ENH ocorre nas formas virchowianas e dimorfas,

em geral, apés seis meses de tratamento, podendo também ser acompanhada de neurites

(TALHARI et al., 2006).

1.1.4 Diagnéstico da Hanseniase

A técnica laboratorial de diagndstico da hanseniase € a baciloscopia, considerada padrao-
ouro no diagndstico da doenca, pois € de facil execugdo, pouco invasiva, de baixo custo e que
ndo necessita de tecnologia avancada (ARAUJO, 2003). E realizada com o auxilio de um
microscépico em objetiva de imersdo, com aumento total de 100 x na objetiva e 10x ocular,
onde se observa o M. leprae diretamente nos raspados intradérmicos das lesdes hansénicas ou
de outros locais de coleta selecionados (STRETCH, 1999; BRASIL, 2002). A coloragdo &
feita pelo método de Ziehl-Neelsen ou pelo método de Kinyoun e apresenta-se o resultado sob
a forma de indice baciloscopico (IB), numa escala que vai de 0 a 6+, dependendo do nimero

de bacilos observados por campo a microscopia (ARAUJO, 2003) (Quadro 3).

Quadro 3

Indice Bacteriolégico

IB Bacilo/Campo
Negativo (0) Nenhum bacilo em 100 campos examinados
Positivo (1+) 1 — 10 bacilos em 100 campos examinados
Positivo (2+) 11 — 100 bacilos em 100 campos examinados
Positivo (3+) 1 — 10 bacilos em média, por campo, em 50 campos examinados
Positivo (4+) 11 —99 bacilos em média, por campo, em 25 campos examinados
Positivo (5+) 100 — 1000 bacilos em média, por campo, em 25 campos examinados
Positivo (6+) Mais de 1000 bacilos em média, por campo, em 25 campos examinados

Fonte: adaptagdo TALHARI (2006)



A reacdo em cadeia da polimerase, conhecida pela sigla PCR (“Polimerase Chain
Reaction”), ¢ um método que vem revolucionando o diagndstico da hanseniase uma vez que
apresenta uma alta sensibilidade e especificidade para deteccdo de M. leprae (COLE et al.,
2000). Também tem sido empregada para deteccao de bactérias periodontopatogénicas por ser
uma técnica rapida, relativamente simples e ideal para ser utilizada em situacdes que ha um
nimero limitado de patégenos presentes como na placa subgengival (CONRADS et al., 1996;
MAYANAGI, 2004) e saliva (SANZ et al., 2004; UMEDA et al., 2004).

Segundo Santos et al.(1999), a PCR baseia-se na amplificacio enzimdtica de um
fragmento de DNA, que ladeado por dois iniciadores (primers), oligonucleotideos curtos que
se hibridizam com os filamentos opostos da seqiiéncia-alvo e desencadeiam a sintese da
seqiiencia de DNA-complementar pela enzima DNA-polimerase. Portanto, partes de um gene
(em geral os éxons) do DNA podem ser ampliadas rapidamente pelo uso de iniciadores

especificos conhecidos.

1.2 Hanseniase e fluidos corporais

Segundo Brasil (2002) a hanseniase € transmitida por meio da via respiratoria, por
goticulas de saliva ou de secrecao nasal. A transmissdo da doenga ocorre pelas vias aéreas
superiores e foi confirmada pela infec¢do bem sucedida de ratos expostos ao ar carregado de
bacilos. Ocorre também por contato direto com a pele através de feridas de doentes e através
de secregdes (semen, saliva, suor ou lagrima) dos doentes portadores de formas contagiantes
(PINHEIRO, 2006).

No estudo da flora bucal, a saliva parece ser a amostra mais adequada visto que ela
contém uma variedade de bactérias de diferentes sitios bucais (UMEDA et al., 2004). Além

disso, a utilizagdo da saliva possibilita uma padronizacdo quantitativa da amostra, ou seja,



permite coletar o mesmo volume de amostra em diferentes pacientes. Representa também
uma amostra de facil obtencdo, sem necessidade de técnicas invasivas durante sua coleta
(TANAKA et al., 2002).

Nenhuma referéncia foi encontrada visando a deteccdo do M. leprae na saliva. Os
trabalhos publicados sobre a saliva de pacientes com hanseniase foram de deteccao de titulos
de anticorpos e demonstraram existir anticorpos especificos contra o M. leprae (IgA) e
aumento de niveis de anticorpos (IgM e IgG) que variava de acordo com a forma clinica da

doenca (ABE et al.,1984; NAGAO-DIAS et al., 2007).

1.3 A Doenca periodontal

1.3.1 O Periodonto

O periodonto € o tecido de suporte dos dentes e compreende: a gengiva, o ligamento
periodontal, o cemento radicular e o osso alveolar (Figura 4). A gengiva, dividida em gengiva
livre e inserida, compde o periodonto de protecdo, e € constituida de tecido epitelial e
conjuntivo. O osso alveolar, o cemento radicular e o ligamento periodontal compdem o
periodonto de sustentacdo (LINDHE; KARRING, 1999).

A fungdo principal do periodonto € inserir o dente no tecido 6sseo da maxila e mandibula
(periodonto de sustentacdo), bem como manter a integridade da superficie da mucosa
mastigatéria da cavidade bucal (periodonto de prote¢do). Também € chamado de “aparelho de
inser¢ao” ou de “tecidos de suporte dos dentes e corresponde a uma unidade de
desenvolvimento, biolégica e funcional, que estd sujeito a alteracdes morfolégicas e

funcionais (LINDHE; KARRING, 1999).



gengiva
ligamento periodontal

0sso0 alveolar
cemento

Figura 4 — Periodonto

Fonte: http://odontologiaem3d.net/html/index2.htm> acesso 17/03/2009

1.3.2 A patogénese da doencga periodontal

Entende-se por doenca periodontal ou periodontite (DP) um conjunto de condicdes
inflamatdrias, de carater cronico e de origem bacteriana, que comega afetando o tecido

gengival e pode levar a perda dos tecidos de suporte do elemento dental formando as bolsas

periodontais (BELMONTE et al., 2007).

Clinicamente, a doencga periodontal pode ser classificada em dois grupos: as gengivites,
que sdo alteragdes nos tecidos moles sendo caracterizadas por mudanca na cor e textura da
gengiva com aumento na tendéncia ao sangramento a sondagem no sulco gengival/bolsa
periodontal; e a periodontite, que, além disso, também causa alteracio nos tecidos duros com
perda progressiva do ligamento periodontal e osso alveolar aumentando a profundidade

clinica da bolsa e/ou retragao tecidual (Figura 5) (LINDHE; KARRING, 1999).

GENGIVITE

Figura 5 — Doenca periodontal

Fonte: www.perioclean.com.br/periodontia/conseq.htm> acesso 17/03/2009
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Existem vdrios fatores que podem influenciar o inicio, a taxa de progressdo e as
caracteristicas clinicas da doenga, assim como sua resposta ao tratamento. Estes fatores sdo a
especificidade e a patogenicidade da flora microbiana envolvida, resposta imune-inflamatéria
do hospedeiro, fatores de risco ambientais e adquiridos, caracteristicas do metabolismo dos
tecidos conjuntivo e Osseo alveolar, bem como fatores de risco genéticos (LINDHE;
KARRING, 1999).

Em relacdo a flora bacteriana, a gengivite € predominantemente constituida por bactérias
gram-positivas, aerdbias, sacaroliticas e imdveis, € na periodontite predominam as gram-
negativas, anaerdbias ou microaeréfilas, proteoliticas e moveis (CHAZAN et al., 2004).

Estima-se que cerca de trezentas espécies bacterianas distintas podem ser isoladas do
sulco periodontal (ZAMBON; HARASZTHY, 1995), mas apesar desta grande variedade e
diversidade, somente algumas espécies tém sido encontradas repetidamente nos sitios
periodontais alvos e, dentre estas podemos citar Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivales, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Treponema
denticula,  Peptostreptococcus micros, Eikenella corrodens, Selenomonas  spp.,
Capnocytophaga spp. (GERSDOREF et al., 1993).

E indiscutivel a participacdo de microorganismos na etiologia da doenca periodontal
sendo que um dos mais importantes avancos no campo da microbiologia associada a
periodontite € o conceito de especificidade, o qual atribui a cada entidade clinica um grupo
especifico de patégenos (NEWMAN; NISENGAR, 1994). Assim, a determinacdo das
espécies presentes € fundamental dentro da periodontia permitindo um diagndstico € uma
conduta terapéutica mais adequados (NIEMINEN et al., 1996).

Baseado nas evidéncias que implicam certas espécies microbianas como patdgenos
periodontais, vdrios ensaios laboratoriais tém sido desenvolvidos para deteccdo destas

bactérias (ALBANDAR et al., 1997). Atualmente, alguns virus como Herpes simplex,



Citomegalovirus e Epstein-Bar também tém sido descritos como possiveis causadores de
doenca periodontal (IMANISHI, 2005), porém, nao foi encontrado nenhum relato sobre as

micobactérias e sua atuagdo como agente etioldgico da DP.

1.4 Relacao entre a doenca periodontal e a Hanseniase

As alteragdes que a Hanseniase pode apresentar na cavidade bucal foram descritas por
Brasil et al. em 1973 relacionando-as com a forma da doenga e seu tempo de evolugdo.
Estudo realizado por este autor detectou lesdes na mucosa bucal destes pacientes, relatando
que estas sé ocorrem em estados avancgados da doenca, inexistindo nas formas tuberculéide e
indeterminada. A maioria dos autores menciona a mucosa nasal como principal local de
contaminacdo e eliminacdo dos bacilos de Hansen. Com o advento da medicacdo especifica
iniciada na época sulfénica, tem sido admitido o desaparecimento precoce dessas
manifestagdes na vigéncia da terap€utica. Os autores afirmaram que poucos pesquisadores
davam énfase as lesdes de hanseniase na cavidade bucal, motivo pelo qual, no sentido
profilético, pouco se fez no campo da Odontologia (BRASIL, 1973).

Segundo Aarestrup et al. (1995) a regidao bucomaxilofacial merece destaque quanto a
prevaléncia e peculiaridades clinico bioldgicas durante a evolucdo das diferentes formas da
Hansenfase.

A seqiiéncia de alteracOes que ocorre na mucosa bucal € semelhante a encontrada na pele,
sendo definida por estagios de invasao, proliferacio e resolucdo. Alguns autores t€ém sugerido
que as lesdes bucais ocorrem em mais de 60% dos pacientes portadores da forma lepromatosa
em atividade nos cinco primeiros anos de desenvolvimento desta doenca (SCHEEPERS et al.,
1993). O envolvimento da mucosa bucal nas outras formas raramente é observado. Sendo

que, os pacientes com a forma intermedidria que avangam para o pélo virchowiano podem vir



a apresentar (SAWYER et al., 1987; SCHEEPERS et al., 1993; NEVILLE et al., 1998;
SCOLLARD et al., 1999).

De acordo com a literatura, as areas mais envolvidas sdo palatos duro e mole, tvula,
labios, lingua e gengiva (BECHELLI; BERTI, 1939; KUMAR et al.,1988; SHARMA, 1993).
Sendo que, na regido anterior da maxila pode ocorrer atrofia do processo alveolar,
comegando na regido dos incisivos centrais, resultando em significativa erosdo éssea, com
perda de dentes nessa drea (NEVILLE, 1998; SCOLLARD; SKINSNES, 1999).

Porto (1965) e Brasil et al. (1973) afirmaram que nenhuma lesdo na mucosa oral é
patognomonica da hanseniase sendo que, esta deve ser biopsiada e submetida ao exame
histopatologico. A lesdao somente pode ser considerada de etiologia hansénica se houver
associacdo de bacilos dlcooldcido-resistentes e reacdo inflamatdria. E isso pode ocorrer em
estagios menos avancados da doenca ndo sendo exclusivo dos casos de longa duracao.

M. leprae tem sido detectado em dreas da cavidade bucal sem lesdes evidentes, em
pacientes do pdlo tuberculdide e dimorfo-tuberculdide, através de exames baciloscépios da
mucosa clinicamente normal (HUBSCHER et al.,1979; SANTOS et al., 2000; FUCCI DA
COSTA et al., 2003; ABREU et al., 2006; ABREU et al., 2007). Segundo Santos et al. (2007)
o bacilo pode estar presente na mucosa bucal sem apresentar qualquer alteracdo morfolégica
clinicamente visivel, o que sugere uma resisténcia ao surgimento de lesdes neste local.
Considera-se, portanto, que a invasdo da mucosa oral € decorréncia da bacilemia pela
disseminagdo e multiplicacdo bacteriana (SONI, 1992; SHARMA, 1993).

Genvivite cronica e periodontite podem estar presentes nos pacientes portadores da
hanseniase, sendo a gengiva usualmente afetada na drea localizada na palatina dos incisivos
superiores, geralmente associada as lesdes do palato duro (REICHART, 1976; GIRDHAR,

1979).



Para o tipo virchowiano tem sido descrito predisposi¢do a gengivite e periodontite com
perda do osso alveolar e, conseqiientemente, perda dental, iniciada pela crista Ossea
interincisal da maxila. Nos estdgios mais avancados, pode haver um achatamento antero-
posterior da arcada superior, destruicdo da espinha nasal anterior, dos ossos proprios do nariz,
da regido do palato, com conseqiiente perda dos dentes da drea (MITAL, 1991).

A doenga periodontal na Hanseniase, principalmente na forma virchowiana, ¢
relativamente comum sendo o sangramento gengival ao menor toque, hipertrofia da papila
gengival, perda de dentes e dreas de hipoestesia na mucosa do rebordo alveolar os achados
mais freqiientes. Pode-se verificar uma relacdo direta entre o tempo de diagndstico da
hanseniase com o desenvolvimento de doenga periodontal cronica inflamatéria
(AARESTRUP et al., 1995).

Ao contrdario das manifestagdes cutaneas, que sdo descritas exaustivamente na
literatura médica, sdo poucos os estudos publicados que tratam das manifestagdes orais na
hanseniase, e faltam descri¢des detalhadas sobre esse assunto nos livros textos padrdes. A
maioria das referéncias € antiga, da época em que os pacientes evoluiam ao longo dos anos
pela falta de um tratamento eficaz para a doenca. Na literatura recente, em plena fase da
multidrogaterapia, faltam dados sobre o comprometimento da mucosa oral pela hanseniase.

Apesar de a literatura relatar o envolvimento periodontal pela doenga, os poucos
registros sdo relativos apenas aos de niveis de inserc¢do clinicos, indice gengival e indice de
placa, ndo se encontrando trabalhos desenvolvidos na pesquisa do M. leprae nesta regido.
Considerando que os pacientes diagnosticados com Hanseniase geralmente sdo de classes
sociais baixas e que essa populacdo também apresenta uma deficiéncia na higiene bucal, a
realizacdo da pesquisa do M. leprae nessa regido ¢ um primeiro passo para verificar se ha

realmente uma relagdo positiva entre a DP e a Hanseniase.



Mediante a caréncia de publicacdes nesta drea e visto que a hanseniase ainda hoje é
considerada um problema de saidde publica, o presente trabalho serd desenvolvido com o

intuito de buscar novas informag¢des sobre o assunto.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar por meio de parametros bacteriolégico (baciloscopia) e molecular (PCR) a
presenca do M. leprae no exsudato do sulco gengival/ bolsa periodontal, saliva e raspados

intradérmicos de pacientes virgens de tratamento nas diversas formas clinicas de hanseniase.

2.2 Especificos

2.2.1 Verificar a prevaléncia de doenga periodontal em pacientes com hanseniase;
2.2.2 Correlacionar os achados clinicos com os achados bacteriolégicos e moleculares;
2.2.3 Verificar a especificidade da baciloscopia tendo como padrdo a deteccao do M. leprae

na PCR.



3. METODOLOGIA

3.1 Modelo de Estudo

Visando a proposi¢ao do trabalho optou-se por um estudo transversal do tipo detec¢do de
casos para verificar a presenca do M. leprae no exsudato do sulco gengival/ bolsa periodontal,
saliva e raspados intradérmicos de pacientes virgens de tratamento nas diversas formas

clinicas de hanseniase.

3.2 Universo de Estudo

3.2.1 A Instituicdao

A pesquisa foi desenvolvida na Fundagcdao de Dermatologia Tropical e Venereologia

Alfredo da Matta (FUAM) sediada no Municipio de Manaus, no Bairro da Cachoeirinha, por

ser institui¢do referéncia no tratamento da hanseniase no Amazonas.

3.2.2 Amostragem

Adotamos a amostra por conveniéncia, ou seja, foram incluidos todos os pacientes

encaminhados como casos suspeitos de hanseniase pelo setor de triagem ambulatorial da

instituicao no periodo de 16/05 a 19/06 e preencheram o critério de inclusdo, gerando um total

de 48 pacientes.



3.2.3 Critérios de Inclusio e/ou exclusao

Foram incluidos na pesquisa individuos de ambos os sexos, entre 18 e 65 anos, de
demanda espontanea, com diagndstico clinico e/ou laboratorial de hanseniase e virgens de
tratamento.

Foram excluidos da pesquisa pacientes de etnia indigena, mulheres gravidas, edentados
totais e individuos que ndo tiveram o diagnostico de hanseniase confirmado apds o saliva e o

raspado intradérmico e/ou bidpsia.

3.2.4 Aspectos Eticos

Obedecendo ao exigido pela legislacao brasileira (1996), este estudo foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio de Dermatologia Tropical e Venereologia Alfredo
da Matta (CEP — FUAM) e aprovado em reunido de 04/04/2008, tendo como registro
001/2008, FR-176358, CAAE-0001.0.266.115-08 (Anexo 1).

Indispensavelmente foi obtido o consentimento livre e esclarecido individual de todos os

participantes antes da realizagdo do exame (Apéndice A).



3.3 Fluxograma de Procedimentos

[ Pacientes com suspeita de hanseniase ]

l Critérios de inclusio e exclusio

[ Anamnese e exame periodontal ]

|

Sulcos gengivais afetados ou nao pela
gengivite/periodontite, saliva e raspados
intradérmicos

l

[ Coleta das amostras ]

PCR [ Baciloscopia direta

Figura 6 — Fluxograma de Procedimentos.

3.4 Procedimentos

A coleta dos raspados intradérmicos foi realizada na sala de baciloscopia do préprio
ambulatério como ocorre na rotina na institui¢do. Posteriormente, os pacientes foram
dirigidos ao consultério odontolégico onde se realizou anamnese com énfase em informagdes
consideradas relevantes na avaliagdo da satdde periodontal. As coletas de saliva e do
periodonto foram realizadas sendo por dltimo realizado o exame periodontal. Essa ordem foi
criteriosamente seguida a fim de evitar presenca de sangue na coleta da saliva e do

periodonto.



3.4.1 Anamnese

De cada paciente foram coletados dados demograficos referentes a nome, endereco,
telefone, idade, data de nascimento, etnia, escolaridade, sexo e estado civil. Estes foram
anotados em uma ficha padronizada para facilitar a anélise de dados (Apéndice B). Um banco
de dados foi elaborado para o cadastro dos pacientes, das informagdes coletadas, dos dados
clinicos, periodontais e laboratoriais.

Os dados de relevancia periodontal como tabagismo, uso de bebidas destiladas, uso atual
de medicamentos, presenca de doencgas sist€micas, sangramento gengival, respira¢do bucal,
halitose, bruxismo e higiene dental foram colhidos através de um questiondrio de forma
objetiva.

As informagdes clinicas relevantes como classificacdo da hanseniase, nimeros de lesdes
dermatoldgicas e tempo de evolugdo da doenca foram colhidos a partir dos prontudrios

médicos.

3.4.2 Exame Periodontal

O exame periodontal foi realizado por um unico profissional em todos os dentes presentes
utilizando espelho bucal e sonda periodontal manual milimetrada modelo da Universidade
Carolina do Norte (Neumar®, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 7). Todos os pardmetros foram

obtidos em uma dnica sessao e anotados na ficha clinica.



Figura 7 — Sonda Periodontal Manual, modelo da Universidade Carolina do Norte
(Neumar®, Sao Paulo, SP, Brasil). Aumento de 2X.

Os parametros clinicos avaliados foram a profundidade de sondagem, o nivel de insercao
clinica e recessao gengival, o indice gengival, o indice de sangramento gengival e o indice de

placa.

3.4.2.1 Profundidade de Sondagem (PS)

A profundidade de bolsa correspondeu a distdncia da margem gengival ao ponto mais
apical do fundo do sulco/bolsa, medida com a sonda periodontal. A sondagem foi realizada
com leve pressdo, o mais paralelo possivel ao eixo longitudinal do dente e em seis sitios de
cada elemento, sendo trés na face vestibular (distovestibular, médio-vestibular,

mesiovestibular) e trés na face lingual (distolingual, médio-lingual e mesiolingual).

3.4.2.2 Nivel de Insercao Clinica (NI) e Recessdao Gengival (R)

O nivel de insercao foi avaliado através da sondagem e considerado como a distancia do
ponto mais apical do fundo do sulco/bolsa a jun¢do cemento-esmalte.
A recessdo gengival correspondeu a distancia da margem gengival até a juncdo cemento-

esmalte.



3.4.2.3 Indice Gengival (IG)

O IG foi determinado utilizando os critérios de Loe (1967) que estabelece escores de 0 a 3
baseado no sangramento apds a sondagem e sinais clinicos visiveis de inflamacdo como

mudanca de cor, edema, brilho, etc. (Quadro 4)

Quadro 4

Indice Gengival

1G Critérios
Grau 0 Gengiva clinicamente sauddvel
Grau 1 Inflamacao leve: ligeira alteracio de cor, pouco edema, sem
sangramento a sondagem
Grau 2 Inflama¢ao moderada: edemaciada, brilhante, avermelhada ou azulada,
€ com sangramento a sondagem
Grau 3 Inflamacdo severa: rubro intenso, edema marcante, ulceracdes da

margem e tendéncia ao sangramento espontaneo

3.4.2.4 Indice de Placa (IP)

O indice utilizado foi o proposto por Silness e Loe (1964), no qual se efetua o isolamento
relativo utilizando uma pinga clinica e rolos de algoddo e seca-se a drea com jatos suaves de
ar. Com o auxilio de cotonetes, uma solug¢do evidenciadora de placa (verde malaquita a 0,6%
e dlcool 70%) foi aplicada nas coroas dentais de todos os elementos. A seguir, o paciente
enxaguou a boca duas vezes seguida e as faces dos dentes coradas foram anotadas na ficha
clinica. Foram avaliadas as superficies proximais (mesiais e distais) e as livres (vestibulares e
linguais). Os escores foram somados e divididos por quatro, obtendo-se o indice de placa por
dente. Ao somar os indices dos dentes e dividir pelo nimero de dentes examinados, o indice

de placa para o paciente foi obtido de acordo com os seguintes critérios (Quadro 5):




Quadro 5

Indice de Placa

1P Critérios
Grau 0 Auséncia de placa na regido gengival
Grau 1 Auséncia de placa clinicamente visivel, porém detectada com a sonda
exploradora
Grau 2 Presenca de placa, sendo o acimulo moderado
Grau 3 Presenca de placa abundante

A doenga periodontal (DP) foi classificada em niveis segundo o indice WS (Sallum et
al., 2001), de acordo com o grau de acometimento, sendo o mesmo adaptado para este estudo,
da seguinte forma (Figura 8):

- Saude Gengival (PO) — presenca de sangramento gengival em apenas 25% dos sitios
sondados;

- Periodontite leve (P1) - presenca de pelo menos quatro dentes com um ou mais sitios
com profundidade de sondagem e perda de insercdo clinica de até 3mm;

- Periodontite moderada (P2) - presenca de pelo menos quatro dentes com um ou mais
sitios com profundidade de sondagem e perda de insercdo clinica de 4 a 6mm;

- Periodontite avancada (P3) - presenca de pelo menos trés dentes com um ou mais sitios
com profundidade de sondagem e perda de inser¢do clinica de 7 a 9mm;

- Periodontite grave (P4) - presenca de pelo menos trés dentes com um ou mais sitios com

profundidade de sondagem e perda de insercao clinica maior que 10mm.




Saude Gengival (P0)

Periodontite leve (P1)

Periodontite moderada (P2)

Periodontite avancada (P3)

Periodontite grave (P4)

Figura 8 — Doenga periodontal classificada segundo o indice WS

Para a avaliacdo da associacdo entre as condi¢des periodontais e as outras varidveis
deste estudo, e utilizando o critério de Lépez (2002) que instituiu 3mm de perda de inser¢ao
como medida minima para considerar doenca, definiu-se “grupo A” composto pelos pacientes
com diagndsticos P2, P3 e P4, e “grupo B”, aquele composto pelos pacientes com diagndstico

PO e PI.




3.4.3 Coleta das amostras

3.4.3.1 Coleta dos raspados intradérmicos

Os raspados intradérmicos foram coletados segundo rotina do servigo da instituicdo. O
técnico responsdvel pela coleta realizou a anti-sepsia do local com dlcool 70% e utilizou os
dedos, indicador e polegar para fazer a isquemia da regido a ser coletada. Posteriormente, foi
realizado corte superficial com lamina de bisturi descartdvel para extragdo do material. A
coleta foi realizada em quatro regides diferentes, conforme padronizacio da OMS, sendo
distendida em uma mesma lamina de microscopia em quatro esfregacos. A obtencdo de
material utilizado para a PCR foi realizada com uma pipeta (ponteiras com filtros

descartdveis) diretamente da amostra contida na ldmina de bisturi (aproximadamente 10ul no

total) sendo introduzida em um microtubo contendo 400 ul de soro fisioldgico (Figura 9).
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Figura 9 — Coleta do esfregaco cutaneo



3.4.3.2 Coleta da saliva

Para coleta da saliva os voluntdrios mastigaram um pedaco de aproximadamente 1 cm
de um tubo de latex, nimero 203 (Auriflex, Sdo Roque, SP), previamente esterilizado, para
estimular a producdo da mesma. A saliva produzida durante os primeiros 30 segundos foi
deglutida, sendo subseqiientemente coletada por 5 minutos em recipientes plasticos
descartaveis de 50ml. Com o auxilio de uma pipeta, 400 pl da saliva era coletada do copo e
assepticamente transferida para um microtubo de 1,5 ml vazio. Uma gota da saliva era
dispersa, com a prépria pipeta, sobre a lamina de microscopia para a realizacdo da

baciloscopia direta (Figura 10).
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Figura 10 — Fluxograma da coleta das amostras da saliva

3.4.3.3 Coleta do periodonto

A obtencdo das amostras foi realizada nos sulcos gengivais de todos os dentes presentes

independente do comprometimento clinico de gengivite ou periodontite. Coletou-se exsudatos

dos sulcos gengivais/ bolsas periodontais localizados na vestibular e lingual dos elementos



presentes utilizando curetas periodontais do tipo Gracey Mine-Five 5/6 (HU-FRIEDY).
Foram realizadas duas coletas seqiienciadas para cada amostra sendo que a primeira era
depositada em uma lamina de microscopia para a realizacdo da baciloscopia direta e, a
segunda era inserida em um microtubo de 1,5 ml contendo 400 ul de soro fisiolégico para

PCR (Figura 11).
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Figura 11 — Fluxograma da coleta de amostras do periodonto

3.4.3.4 Conservagdo do material coletado

Apoés a realizacdo das coletas os microtubos que continham as amostras foram

acondicionados a -20°C até o momento da extragdo do DNA.

3.4.3.5 Descontaminagdo e esterilizacao do material de coleta

A fim de evitar presenca de DNA nas curetas periodontais utilizadas durante a coleta

para a PCR, as mesmas eram primeiramente lavadas, esterilizadas em autoclave, deixadas no

hipoclorito de s6dio a 5% por 1 minuto e posteriormente deixadas na luz ultravioleta por 15



minutos. Foram realizados quatro PCRs de controle ao longo do periodo de coleta. A cada 15
pacientes, a ponta ativa das curetas, apds passar por todas as etapas anteriormente citadas,
eram mergulhadas em tubo de 1 ml contendo PCR mix e iniciadores para Beta-actina. O
microtubo era levado ao termociclador e posteriormente a leitura realizada em gel de agarose
al1,5%.

Os copos descartaveis utilizados na coleta da saliva também tiveram o controle realizado
pela PCR para o lote de copo utilizado. Trés copos selecionados aleatoriamente foram lavados
com soro fisioldgico, realizadas as extracdes do DNA e feita as PCRs.

O tubo de latex utilizado na coleta da saliva foi esterelizado, cortado, deixado no
hipoclorito de sédio a 5% por 1 minuto, lavados em dgua mill-Q e deixados na luz ultravioleta

por 15 minutos. O controle foi realizado juntamente com os copos descartaveis.

3.4.4 Procedimento molecular — PCR

3.4.4.1 Identificagcdo dos microtubos de coleta

Os microtubos com 400ul de soro contendo as amostras foram identificados através de

um ndmero para cada paciente. Para um tnico paciente eram utilizados trés microtubos com o

mesmo ndmero seguido da letra correspondente ao local da coleta. Para a coleta dos raspados

intradérmicos o nimero era seguido de R, da saliva S e do periodonto P (Figura 12).



l? o l? o l?
v v v

001 R 001 S 001 P

Figura 12 — Identificacdo dos microtubos de coleta

3.4.4.2 Extracdo do DNA

Metade da amostra coletada, ou seja, 200l era transferido para outro tubo de 1,5ml e
congelado para eventuais necessidades. Os 200ul restante eram digeridos com proteinase K
como descrito por Stefani et al. (2003) com modificagdes. Eram incubadas por 48 horas a
60°C com 7,5ul de proteinase K (300ug/ml) em 42,51l de tampao de amostra contendo 100
mmol/l de Tris-HCI (pH 7.4), 150 de mmol/l NaCl e 10 mmol/l de EDTA (pH 8.0)

A extragdo do DNA seguiu o método de fenol-cloroférmio com o seguinte protocolo
(Figura 13):

a) Trés microtubos de 1,5 ml eram identificados com as mesmas especificacdes que o
microtubo contendo a coleta em 400 ul de soro fisiolégico e denominados A, B e C
respectivamente;

b) No microtubo A era inserido 200 pl da amostra e o restante retornava para o freezer;

c) A amostra do microtubo A era entdo digerida com 7,5 ul de proteinase K (300 pg/ml)
em 42,5 ul de tampao de reagdao (100 mu/l de Tris-HCI (pH 7,4); 150 mw/1 de NaCl e

10 mmol/l EDTA (pH8,0) ) por 48 horas a 60° C;



d)

e)

g)

h)

7

k)

)

Posteriormente, 200 ul de fenol-cloroférmio (Invitrogem - 800205) foram
adicionados, agitado manualmente por 10 segundos e centrifugado por 15 minutos a
13.000g a 4°C;

O sobrenadante foi transferido para o microtubo B sendo o microtubo A contendo a
fase fendlica (inferior) descartado em descartex;

No tubo B contendo o sobrenadante era adicionado 200 pl de cloroférmio PA (Nuclear
- 07101555), agitado por 30 segundos e centrifugado por 5 minutos a 13.000g a 4°C;

O sobrenadante era transferido para o microtubo C sendo o microtubo B a descartado
com a fase inferior (cloroférmio), sendo um volume de aproximadamente 200 pl
recuperado;

500 ul de isopropanol P.A. (Vetec - 014047) foi adicionado ao sobrenadante e
incubado por 1 hora na temperatura de -20°C para precipitagao do DNA;

Ap6s a incubagdo, o microtubo era centrifugado por 15 minutos a 13.000g a 4°C e o
sobrenadante era cuidadosamente removido;

500 ul de etanol 70% (Nuclear - 311620) gelado era inserido e centrifugado por 5
minutos a 13.000g a 4°C e retirando o sobrenadante. Essa etapa era repetida mais uma
vez para efetivar a remog¢do das impurezas restantes;

Os microtubos eram deixados abertos na cabine de seguranca bioldgica sob po fluxo
de ar durante 5 minutos;

200 pl de destilada livre de nucleases (lote 486/2002) era utilizado para ressuspender o

precipitado que era estocado em ar refrigerado a -20° C.



Proteinase K
200 ul + Tampao sobrenadante
o CIoroformlo PA
/ Fenol-cloroférmio m
Eiy £y ] - By & By /
- l |- - l |- f - ' '] e .
i i *.‘[ -'f Centrifuga 'f "
y —» ;i — — | —
U l'f A V™V v
Amostra congelada  microtubo A
(400 ul) Banho-maria Microtubo B
(48h/60°C) ’
Descarta 5 Centrifuga
escarta )
- sobrenadante sobrenadante sobrenadante 5 min.
Agua de injegdo Isopropanol PA
Etanol 70% ﬂ
2 o LLL] § i
f ] E Ll i i
! Secagem ’ Centrlfuga I’ Centrifuga ’ I! I!
’f 5 min. ,rf : 5 min. ,'f : 15 min. % ,f ’ ’ff <
-20°C
| retorno ao freezer A Microtubo C

Figura 13 — Fluxograma de Extracdo do DNA

3.4.4.3 Reacgao de PCR

Os microtubos de 0,2 ml eram numerados de acordo com cada amostra a ser

amplificada sendo inserido (Quadro 6):

- 2 ul de primer mix de Beta-actina [5 uM] (Invitrogem — 5055452/851G09) que
amplificam a regido entre as posi¢oes 342-361 (senso, 5°-TCT ACA ATG AGC TGC GTG
TG-3%) e 736-754 (antisenso, 5°-CAT CTC TTG CTC GAA GTC C-3") do gene constitutivo
humano, produzindo um amplicon de 413 pb (LIN et al., 1999);

- 2 ul de primer mix do 85 A-C [5 uM] (Invitrogem — 5037916) que amplificam a
regido intergénica do M. leprae entre as posicoes entre os genes fbpA e fbpC (senso, 5°-ATA
CTG TTC ACG CAG CAT CG-3" e antisenso, 5°- GTT GAA GGC ATC AAG CAG GT-3"),
gerando uma banda de 250 pb (RINKE et al., 1993);

- 23 ul de Platinum PCR Supermix (Invitrogem - 11306-161) que contém Anti-Taq

DNA Polymerase, magnésio, ANTPs e Taq DNA polymerase;



- 3 wl de amostra extraida (microtubo C).

Quadro 6
Reacdo PCR
ITEM QUANTIDADE (ul)
Primes Beta-actina [5 uM] 2
Primers de 85 A-C [5 uM] 2
Platinum PCR Supermix 23
Amostra 3
Volume reagdo final 30

Os primers e o PCR mix eram adicionados em uma cabine de seguranga bioldgica
enquanto que as amostras eram posteriormente inseridas em outra cabine para ndo haver

contaminacao.

3.4.4.4 Controles positivo e negativo

Para cada grupo de reacdes de PCR realizadas um controle branco (non-template) e
um positivo eram feitos. O controle branco continha apenas os primers ¢ PCR mix e o
controle positivo foi feito com uma amostra de linfa extraida de um paciente multibacilar que

teve seu resultado positivo para M. leprae em PCR.

3.4.4.5 Amplifica¢do por PCR

O programa de amplificacao para o 85 A-C utilizado foi baseado no trabalho de

Martinez et al. (2006) com algumas modificagdes e associado ao programa da beta-actina

(Quadro 7):



Quadro 7

Programa de amplificagdo do PCR

Incubacao Inicial 1X 94°C 3
: 94°C 30
Cielo £ 10X 60°C 457
72°C 30
) 94°C 30
Ciclo 2 35X 56°C 45
72°C 30

Extensao final 1X 72°C 7

Incubagao Final 0 4°C o0

3.4.4.6 Eletroforese em gel de agarose

A leitura dos resultados foi realizada de acordo com a presenga ou auséncia de
amplicons visualizadas em forma de bandas em gel de agarose a 1,5% no tamanho referente
as bandas de Beta-actina e do M. leprae comparadas a um padrdo de peso molecular de
100pb.

O gel de agarose era preparado para uma cuba de eletroforese da marca Loccus (LCH
7 X 8) onde 0,76g de agarose (Invitrogem - 15510-019) era pesado em uma balanca (Mettler
Toledo AB 204) e colocada em um erlenmeyer contendo 50 ml de TAE 1X (GIBCO - 24710-
030). A mistura era aquecida em microondas por 32 segundos, resfriado em dgua corrente e 5
ul de Syber Safe (Invitrogen - 503089) era acrescido com uma pipeta. Posteriormente, vertia-
se no suporte do gel onde os pentes com espessura de 1 mm encontravam-se posicionados,

esperava-se a geleificacdo em temperatura ambiente e os pentes eram removidos. O suporte




era posicionado na cuba de eletroforese e adicionado 230 ml do tampao TAE 1X até cobrir o
gel.

A aplicagdo no gel de agarose foi feita em uma cuba de eletroforese e a quantidade de
pocos variava conforme a quantidade de amplicons a serem aplicados. Foi feita da seguinte
forma:

a) Cortava-se um pedaco de parafilm e colocavam-se, com o auxilio de pipeta, aliquotas
de 3 ul de tampao de amostra contendo xileno 2,5% (Usb — 23513), glicerol
(Invitrogen - 15514-011) e TAE 1X, correspondentes ao nimero de amplicons a serem
aplicados mais dois padrdes de peso molecular para cada pente;

b) 8 ul de amplicon era adicionado para cada aliquota do tampao e 1 pl do padrdo de
peso molecular era utilizado em uma das aliquotas;

c) A mistura era transferida com a pipeta para cada um dos pogos do gel de agarose
assim como o padrdo de 100 pb (Invitrogem - 15628-019).

A visualizacdo das bandas era feita em transluminador de luz azul da Invitrogen (Safe
Imager ™). Quando as bandas ficavam muito claras, o gel era corado em solucdo de 50 ml de

TAE 1X e 5 ul de syber safe por 10 minutos em agitador orbital em 100rpm.

3.4.5 Procedimentos bacterioldgicos

3.4.5.1 Baciloscopia

A baciloscopia foi realizada conforme estipulado pelo Ministério da Saide (BRASIL,

2002), onde:

a) As laminas de coleta foram limpas e desengorduradas com dlcool 70% e identificadas com

o numero de registro do paciente na extremidade esmerilhada.



b) O exsudato coletado do periodonto foi depositado na superficie de uma lamina de
microscopia previamente identificada com o auxilio da prépria cureta em movimentos
circulares, até a obten¢do de uma pelicula fina e uniforme. A saliva foi depositada com a

prépria ponteira utilizada na coleta (Figura 14).
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Figura 14 — Esquema de distribui¢do dos esfregacos na lamina de microscopia

¢) A lamina contendo os esfregacos foi deixada em temperatura ambiente durante 5 a 10
minutos para secagem e posteriormente passada em chama de lamparina por trés vezes
para a fixacdo da amostra coletada.

d) Um porta-laminas foi utilizado para o transporte ao laboratdrio de baciloscopia da FUAM

onde foi realizada a coloracdo e a leitura baciloscopica.

3.4.5.2 Coloragdo e leitura baciloscopica

O método de coloragdo Kinyoun foi realizado conforme recomendado por David et al.
(1989), por seu corante ser mais concentrado e nao necessitar de aquecimento, aumentando a
seguranca da técnica e diminuindo o tempo laboratorial.

A técnica abrange trés etapas:

a) Coloragdo: as laminas foram colocadas em suporte adequado e em suas superficies foi

adicionada fucsina fenicada, previamente filtrada, e deixadas em repouso por 5 minutos. Apés



esse periodo, o excesso de fucsina foi eliminado e as laminas foram cuidadosamente lavadas
com jato de dgua de baixa pressdo. Assim, os bacilos ficam corados em vermelho.

c) Descoramento: recolocadas no suporte adequado, em suas superficies foi adicionado
solucdo dlcool-dcida com tempo de permanéncia de 3 minutos. A solucdo édlcool-acida foi
vertida sob um jato de dgua de baixa pressdo e lavagens rapidas com nova solugdo alcool-
acida, caso permanecesse residuos de fucsina sobre o esfregaco;

d) Coloragdo de fundo: para os bacilos tornarem-se mais visiveis no microscopio éptico, €

necessario realizar uma coloracdo de todos os outros componentes que fazem parte do
esfregaco. Assim, foi adicionada solu¢do de azul de metileno por 3 minutos. Apds esse
periodo, o excesso de azul de metileno foi eliminado e as laminas lavadas, cuidadosamente,
com jato d’dgua de baixa pressdo. As laminas foram deixadas a temperatura ambiente até

secagens completa e posteriormente submetidas a leitura microscopica (Figura 15).
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Figura 15 — Técnica de coloragdao Kinyoun

A leitura foi realizada em microscépio 6ptico, em objetiva de imersdo, com aumento de
1.000 x. Na interpretagdo dos resultados das amostras foi utilizada o indice bacteriol6gico
(IB), que varia de 0 a 6+ dependendo do nimero de bacilos visualizados em cada campo

microscépico examinado (Quadro 3).



3.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados empregando andlise bidimensional das varidveis qualitativas.
Adotou-se tabelas de contingéncia de duas e trés entradas, testes de hipdteses para a verificar
as proporcodes estimadas, mais precisamente, o Teste Exato de Fisher, para a analisar as
associagOes entre pares das varidveis de interesse.

As varidveis foram categorizadas e posteriormente submetidas a uma andlise
computacional (MINITAB versao 14, R versdo 2.7.2), “Cross Tabulation” e comandos
especificos do software R.

A interpretacdo das comparagdes de categorias com a varidvel de interesse foi
empregado as de chances de ocorréncia, levando em consideragdo a categoria com o sucesso e
fracasso da varidvel de interesse. Para a interpretagdo da positividade de uma varidvel em
relacdo a outra, foi utilizada a probabilidade global de acerto, baseado nas probabilidades

condicionais.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de desenvolvimento deste trabalho, 57 casos suspeitos de
hanseniase foram encaminhados para a coleta do raspado intradérmico. Sendo que dois foram
prontamente excluidos por possuirem idade inferior a 18 anos e um por ser edentado total,
restando 54 pacientes.

Realizou-se um estudo duplo-cego, ou seja, as andlises laboratoriais de PCR e
baciloscopia foram realizadas sem o conhecimento prévio dos resultados dos exames
laboratoriais de rotina da instituicdo. Apds os resultados laboratoriais dos raspados
intradérmicos e/ou bidpsia, mais seis pacientes foram excluidos da pesquisa por possuirem
outros diagnésticos restando, portanto, 48 casos para a andlise estatistica. Destes pacientes
excluidos, trés foram encaminhados para o neurologista, um para o reumatologista, um teve
diagnéstico de Policondrite Recidivante e outro de Farmacodermia.

Dos 48 pacientes examinados que tiveram o diagndstico conclusivo para hanseniase,
32 eram do sexo masculino (66,7%) enquanto que 16 (33,3%) pertenciam ao sexo feminino.
Os resultados indicaram predominancia de manifestacio no sexo masculino em relacdo ao
feminino, numa propor¢do semelhante aos resultados obtidos por Fonseca et al. (1983) que
constataram, no estado do Maranhdo, uma propor¢ao de 70% dos casos. Ja Carvalho et al.
(1995) encontraram um discreto predominio do sexo masculino de 50,5% no estado de Minas
Gerais, semelhante ao encontrado no estado de Sao Paulo que foi de 52% (SAO PAULO,
1992).

A idade dos individuos variou entre 18 e 65 anos, sendo que a idade média foi de
39,12 anos. Houve predominio de pacientes na faixa etaria entre 18-30 anos, sendo de 15

casos, seguido dos pacientes maiores que 50 anos com 12 casos, de 41-50 com 11 casos e de



31-40 com 10 casos. No Rio de Janeiro Serruya (1981) realizou um estudo epidemioldgico
onde predominou a faixa etdria de 20-29 anos, semelhante aos resultados aqui encontrados.
Carvalho et al. (1995) observou que a média da idade dos pacientes estava em torno dos 40
anos, portanto a pacientes mais velhos que os verificados neste trabalho.

Quanto a procedéncia, Quanto a procedéncia, houveram pacientes de dois estados
brasileiros, 42 (87,5%) oriundos do Amazonas, sendo 23 (47,93%) de Manaus e 19 (39,57%)
do interior do Estado. Seis oriundos do Para, sendo 1 (2,08%) de Belém e 5 (10,42%) do
interior do Estado.

Quanto ao estado civil, 29 (60,42%) eram casados, 17 (35,42%) solteiros e 2 (4,17%)
vitvos. Com relacdo a raga, 13 (27,08%) eram branca, 1 (2,08%) mulata, 1 (2,08%) negra e
33 (68,75%) parda. Quando questionado o grau de escolaridade, 2 (4,17%) disseram ser
analfabetos, 29 (60,42%) possuiam até o ensino fundamental, 16 (33,33%) ensino médio e 1
(2,08%) ensino superior.

Em relacdo ao etilismo, dos 48 pacientes entrevistados, apenas 5 (10,4%) individuos
relataram consumir ou ter consumido dlcool. Em relacdo ao tabaco, 28 (58,33%) nao
fumavam, 7 (14,58%) fumavam e 13 (27,08%) pararam de fumar.

Quando questionados quanto a escovacao dental, 11 (22,92%) declararam escovar uma
vez ao dia, 15 (31,25%) duas vezes ao dia, 17 (35,42%) trés vezes e 5 (10,42%) paciente
quatro vezes ao dia. Apenas um paciente ji havia feito tratamento periodontal, porém fazia
quatro anos que o mesmo tinha sido realizado ndo interferindo nos nossos resultados.

Para a avaliag@o periodontal, optou-se pelo registro de todos os dentes porque segundo
Ronderos et al. (2001), o uso de registros de apenas alguns dentes (sistema de marcagdo
parcial) para avaliar o estado periodontal pode ser uma limitacdo dos estudos epidemioldgicos
e deve ser avaliado com cautela. Os exames de boca toda fornecem melhores meios para

avaliar de forma precisa a prevaléncia e a severidade da doenga periodontal em uma



populacdo (LINDHE; KARRING, 1999). Baseando neste principio optou-se por examinar a
boca toda, uma vez que os exames parciais podem subestimar a extensdo dos danos causados
pela doenga periodontal ao periodonto. Os Unicos inconvenientes do estudo mais detalhado
sao o grau de dificuldade para sua realizagao e a dificuldade de comparacdo com estudos de
metodologia menos meticulosa, ou seja, que analisam apenas alguns dentes ou sitios da
cavidade bucal.

Dos 48 pacientes atendidos 20 (41,67%) foram classificadas como PO e P1 (Grupo B)
e as demais 28 tiveram a classificacdo de P2 a P4 (Grupo A), o que corresponde a uma

prevaléncia global de DP de moderada a grave de 58,33% nessa populagao (Tabela 1).

Tabela 1

Distribui¢ao dos pacientes pelas categorias de doenga periodontal baseada na classificagao

WS
Categoria Quantidade %0 Classificacao
0 18 37,5 B (41,67%)
1 2 4,17
2 11 22,92 A (58,33%)
3 9 18,75
4 8 16,67
Total 48 100

Estudos tém relatado a presenca de doenca periodontal em 60% dos pacientes com
hansenfase (REICHART, 1976; MOLLER-CHRISTENSEN et al., 1952). Estes resultados se
aproximam muito dos encontrados no presente trabalho.

Quando as varidveis idade, sexo, raca e escolaridade foram relacionadas a doencga
periodontal (DP), apenas a idade e a escolaridade foram estatisticamente significantes
(p<0,05).

Embora a literatura descreva uma relac@o direta entre o consumo de tabaco/alcool e a

presenca da DP, esta relacdo nao foi estatisticamente significante neste trabalho.



As varidveis pesquisadas referentes a higiene bucal (quantidade de escovagdes didrias,
halitose, presenca de sangramento durante a escovagdo, uso de fio dental e uso de
enxaguatérios bucais) quando relacionadas a presenga de DP, apenas o sangramento, o halito,
o uso de fio dental e o nimero de escovagdes didrias mostraram-se estatisticamente
significantes (p<0,05). O fato de o paciente ranger os dentes a noite ou ser respirador bucal
nao mostrou qualquer relevancia estatistica. Podemos visualizar na tabela 2 todas as varidveis

periodontais relacionadas com a classifica¢do periodontal.

Tabela 2

Relacdo das varidveis periodontais e a classifica¢do periodontal

Classificaciao Periodontal
Variavel Categoria Total p*
GrupoA % | GrupoB %
Idade do Individuo Até 24 anos 3 6 12 23 15
De 25 a 38 anos 8 17 2 4 10 0,002
De 39 a 47 anos 7 15 4 8 11
De 50 a 78 anos 10 21 2 4 12
Sexo Feminino 8 17 8 17 16 0.537
Masculino 20 42 12 25 32
Raca Branca 6 13 7 15 13
Parda 20 42 13 27 33 0,431
Negra 2 4 0 0 2
Escolaridade Fundamental 18 38 11 23 29
Médio 8 17 8 17 16 0.0314
Analfabeto 2 4 0 0 2
Superior 0 0 1 2
Consumo de Tabaco Nio 16 33 12 25 28
Sim 8 17 5 10 13 0,999
Parou 4 8 3 6 7
Consumo de Bebida Alcodlica Nio 25 52 18 38| 43
Sim 3 6 1 2 4 0,440
Parou 0 0 1 2 1
Uso de Drogas Nio 27 56 20 42| 47
. 0,999
Sim 1 2 0 0 1
Uso de medicamentos atual Nio 22 46 17 35 39 0716
Sim 6 13 3 6 9 ’
Possui alguma doenca sist€émica Nio 21 44 15 31 36 0,999
Sim 7 15 5 10 12 ’
Presenca de Sangramento Gengival Nao 0 0 11 23 11 ol
Sim 19 39 2 4 21 ’




As vezes 9 21 7 15 16
Presencga de mau halito Nao 10 21 18 38| 28 -
Sim 18 38 2 41 20 ’
Respirador bucal Nao 18 38 13 27| 31 0.673
Sim 10 21 7 15 17 ’
Quantidade Escovagdo Didria Uma vez 8 17 3 6 11
Duas vezes 12 25 3 6 15 0,008
Trés vezes 8 17 9 19 17
Quatro vezes 0 0 5 10 5
Uso do fio dental Nio 19 40 12 25 31
Sim 2 4 8 17 10 0,021
As vezes 5 10 2 4 7
Faz uso de colutérios Nao 26 54 15 31 41
Sim 0 0 0 0 0 0,112
As vezes 2 4 5 10 7
Range os dentes a noite Nio 16 33 15 31 31
Sim 9 19 4 8 13 0,474
As vezes 3 6 1 2 4

(*) probabilidade de significancia para o teste exato de Fisher

Do ponto de vista da estatistica e utilizando um valor de probabilidade de significancia
de 5%, verificou-se uma relacdo direta entre o sangramento gengival a sondagem e presenca
de placa dental com a classificacdo da doenca do periodonto (p<0,001).

Com relagao ao PCR, todos os 15 pacientes multibacilares apresentaram PCR positivo
nos raspados intradérmicos, porém, destes, apenas dois apresentaram positividade também no
periodonto e outros dois também na saliva. Dos 33 pacientes paucibacilares, 16 (48,5%)
apresentaram positividade nos raspados intradérmicos, sendo que destes, 10 apresentaram
positividade apenas nos raspados, 2 apresentaram também na saliva, 2 apresentaram também

no periodonto e 2 apresentaram na saliva e no periodonto (Tabela 3).



Tabela 3

Resultados da PCR em relacdo a Classificacdo Operacional da hanseniase

Variavel Categoria Clasl\s/;t]';ca(;ao Han;ell; 125¢ 1 Total p (¥)
PCR dos raspados intradérmicos | Negativa 0 17 17 <0.001
Positiva 15 16 31 ’
PCR da Saliva Negativa 13 25 38 0.472
Positiva 2 8 10 ’
PCR do Periodonto Negativa 13 23 36 0.292
Positiva 2 10 12 ’

(*) probabilidade de significancia para o teste exato de Fisher

Um dado interessante encontrado € que a positividade da PCR para M. leprae nas
amostras do periodonto e da saliva foi bem maior nos pacientes paucibacilares do que nos
multibacilares fato este ndo esclarecido.

O resultado de positividade dos pacientes paucibacilares para M. leprae nos raspados
intradérmicos pela técnica da PCR parece baixo, porém, é muito alta quando relacionados
com a baciloscopia que € sempre negativa para estes pacientes. Na literatura, pode-se verificar
dados muitos parecidos com os aqui encontrados sendo justificados pela pequena quantidade
de DNA do M. leprae nos pacientes paucibacilares que acaba sendo inibido pela presenca de
grande quantidade de DNA humano nas amostras (MARTINEZ et al., 2006). Outra
justificativa seria a dificuldade de extracdo de DNA do M. leprae, principalmente em fungao
da dificuldade em romper a parede bacteriana. Por essa razdo obtivemos melhores resultados
quando aumentamos o tempo de digestdo com a proteinase K para 48 horas, ao invés das 16
horas (overnight) inicialmente testadas (dados ndo mostrados). A confiabilidade da PCR com
finalidade diagndstica estd diretamente relacionada com amostras contendo DNA quantitativa
e qualitativamente preservadas e de bacilos potencialmente vidveis conforme sugere De Wit

et al. (1993).



z.

E interessante observar que embora a hanseniase tenha uma existéncia milenar,
permanece um verdadeiro desafio a obtencdo de um diagnéstico clinico e laboratorial. Ao
mesmo tempo em que a tecnologia avanga, buscam-se métodos diagndsticos mais sensiveis,
precoces e especificos para a institui¢do da terapéutica adequada. Neste aspecto, as técnicas
da Biologia Molecular tém contribuido significativamente permitindo aos pesquisada
identificacdo da etiologia das doengas com grande sensibilidade e em menor espaco de tempo.
No entanto, os custos laboratoriais e 0s equipamentos necessdrios para a realizacdo das
reacOes ainda sao visto como um grande empecilho para consolidar este método como padrao
de diagnéstico. No presente trabalho, o preco de cada reacio de PCR foi de R$ 5,30
monstrando que é um método de custo acessivel quando relacionado com a exatiddo e o
tempo do resultado, principalmente em se tratando dos pacientes paucibacilares.

Outro fato importante é também tivemos 4 pacientes paucibacilares que foram
negativos nos raspados intradérmicos porém positivos no periodonto e na saliva, 1 paciente
positivo apenas na saliva e 2 positivos apenas no periodonto. Este fato € interessante porque a
positividade da PCR para o diagndstico do M. leprae nos pacientes paucibacilares pode ser
aumentada coletando os raspados, periodonto e saliva e inserindo numa mesma reagdo. Neste
caso o numero de positividade de diagndstico pela técnica da PCR aumentaria de 16 (48,5%)
pacientes para 23 (69,7%).

Também foi verificada uma relacdo direta entre a positividade da saliva e do
periodonto para as reacdoes de PCR. Seis pacientes apresentaram ambos os PCRs de
periodonto e saliva positivos. Todas as amostras negativas para o PCR de M. leprae,
apresentaram resultados positivos para beta-actina confirmando a efetividade na extracdo do

DNA (Tabela 4).



Tabela 4

Relacdo entre as PCRs do periodonto e saliva

Total Geral PCR saliva
PCR periodonto Negativa Positiva p*
n /) n %0 n %0
NEGATIVA 36 75 32 66,7 4 8,3
POSITIVA 12 25 6 12,5 6 12,5 0,009235
Total 48 100 38 79,2 10 20,8

(*) probabilidade de significincia para o teste exato de Fisher

Quando correlacionados os dados clinicos da hanseniase com a doenga periodontal,

nao foi observada nenhuma associagao estatisticamente significante (Tabela 5).

Tabela 5

Relacdo da Hanseniase com a classifica¢do periodontal

Classificacao
Hanseniase Categoria Periodontal Total p*
Grupo A | Grupo B
Classificacdo Ridley e Jopling | Indeterminada 4 4 8
Tuberculéide 7 3 10
Dimorfo 10 11 21 0,391
Virchowiana 7 2 9
Classificacdo Operacional PB 20 13 33 0.755
MB 8 7 15 ’
Tempo de evolucao 2 - 6 meses 9 5 14
7 - 24 meses 12 9 21
25 - 36 meses 2 4 6 0,581
> 36 meses 5 2 7

(*) probabilidade de significancia para o teste exato de Fisher

Na literatura, desde 1970, existem relatos mostrando uma relacdo direta entre a doenga
periodontal e a hanseniase (MIRANDA, 1970). Brasil et al. em 1973 afirmou que as
alteracdoes que a Hanseniase pode apresentar na cavidade bucal tem relacdo direta com a

forma da doencga e seu tempo de evolugdo, sendo que este fato ndo foi comprovado no



presente estudo. Também ndo foi verificada nenhuma relagdo estatisticamente significante
entre o nimero de lesdes dermatoldgicas clinicamente visiveis e a doenga periodontal

Scollard e Skinsnes (1999) diagnosticaram perda éssea periodontal e gengivite nestes
pacientes, porém nao encontraram uma explicagao clara para este fato. Segundo Brand (1959)
essas modificacoes podem ser decorrentes de mudancas reativas do osso, efeitos da
inflamacgdo cronica, infiltrado inflamatério de neutréfilos e a redu¢do da temperatura local.
Poder-se-ia depreender que as dificuldades decorrentes da deformidade de mao em garra
teriam algum reflexo na higiene bucal adequada e, dai, influenciar uma possivel maior
prevaléncia de doenca periodontal, mas esta correlacdo ndo pode ser verificada ja que ndo
houve nenhum caso deste no presente trabalho.

Um fato interessante € que ambas as doengas t€m suas apresentacdes clinicas
relacionadas com padrdes imunoldgicos distintos, variando a resposta imune mediada por
células a presenca dos agentes etioldgicos. Porém, ndo ha descrito na literatura que o M.
leprae pode atuar na etiologia da doenga periodontal, embora, sua presenca no sulco gengival
tenha sido detectada neste trabalho mostrando que essa relacdo pode ser verdadeira. Neste
caso, talvez o inicio da poliquimioterapia para hanseniase seja suficiente para regressdao da
doenca periodontal.

Estatisticamente nao foi verificada uma relagcdo direta entre a doencga periodontal e a
presenca do M. leprae no exsudato do sulco gengival ou na saliva. Dos 12 pacientes que
obtiveram PCR positivos para o M. leprae no periodonto, 5 estavam incluidos no grupo B de
doenca periodontal enquanto que o restante foi incluido no grupo A. Entre os 10 pacientes que
apresentaram PCR positivo para a saliva, 4 pertenciam ao grupo B e os outros 6 ao grupo A

(Tabela 6).



Tabela 6

Relacdo da presenga do M. leprae e a classificac@o periodontal

. Classificacao Periodontal
M. leprae Categoria Grupo A Grupo B Total | p*
PCRdos raspados intradérmicos| Negativa 9 8 17 0.760
Positiva 19 12 31 ’
PCR da Saliva Negativa 22 16 38 0.999
Positiva 6 4 10 ’
PCR do Periodonto Negativa 21 15 36 0.999
Positiva 7 5 12 ’

(*) probabilidade de significancia para o teste exato de Fisher

Embora ndo tenhamos conseguido relacionar a DP com a presenca do M. leprae,
novos estudos devem ser realizados para verificar essa associagao.

Em relacdo a técnica da PCR utilizada, no laboratério de Biologia Molecular da
FUAM havia dois tipos de iniciadores de controle humano: beta-actina (amplicon com 413pb)
e GAPDH (amplicon com 226pb). Optou-se pela utilizacdo do beta-actina como controle das
reacdes por este apresentar amplicons de 413pb que é bem distinto do amplicon de 250pb
formado pelo 85 A-C.

Durante o preparo das reacdes de PCR, também testou-se acrescentar glicerol e DMSO
para verificar se ocorria melhora na visualizacdo dos amplicons porém, essa melhora ndo foi
observada, optando-se, portanto, a ndo utilizacdo dos mesmos nas reagoes.

Antes de iniciar a coleta das amostras clinicas, foram desenvolvidos vérios protocolos
para que em uma Unica reacdo de PCR obtivesse a amplificacdo da regido intergénica 85 A-C
e do gene da beta-actina humano. Esse fato diminuiria as quantidades de reagdes que seriam
realizadas, o tempo laboratorial e os custos. Para isso, foi utilizada uma amostra de esfregaco
cutaneo de um paciente com diagndstico clinico e laboratorial de 6+ da forma multibacilar da

doenca. Adaptou-se o tempo e nimero de ciclos da termociclagem do beta-actina com o do 85



A-C de modo que pudesse visualizar os dois amplicons num mesmo poco formando duas

bandas bem distintas e separadas em seus respectivos tamanhos (Figura 16).

Lt 12 3 4 5 6 7 8 9 10 L2

L1, L2- ladder 100pb; 1,2,4,5,6,7,8 - Beta-actina; 3- Beta-actina e M. leprae; 10- controle positivo

Figura 16 — Amostras de linfa de pacientes paucibacilares em gel de agarose.

Com modificagdes no protocolo originalmente descrito por Martinez et al. (2006),
incluindo 10 ciclos de PCR com temperatura de hibridizacdo mais estringente (60°C) seguido
de 35 ciclos a 55°C, conseguimos incluir na mesma PCR a detec¢do de um controle end6geno
(beta-actina). Isto aumentou a confiabilidade do teste por minimizar a possibilidade de
resultados falso-negativos devidos a inibi¢do da PCR.

Testaram-se trés protocolos de extracio de DNA: com fenol-cloroférmio, com
Isotiocianato de guanidina + fenol-cloroférmio (GTC) e com proteinase K. A proteinase K
mostrou um melhor resultado e foi testada para os tempos 12 horas, 24 horas e 48 horas.
Assim, verificou-se que o maior tempo foi mais eficiente na obtencdo de uma maior
positividade nos resultados da PCR.

Com relacdo a baciloscopia e 0 PCR dos raspados intradérmicos, pode-se verificar que
o PCR ¢ um método muito mais eficaz no diagnéstico das formas paucibacilares, porém, nao
€ necessdrio para o diagnéstico das formas multibacilares ja que todas tiveram o seu resultado

conclusivo na baciloscopia (Tabela 7).



Tabela 7

Relacdo entre a classificacdo da hanseniase, a baciloscopia, a PCR e a bidopsia

Classificacao
Variavel Categoria Hanseniase Total p (*)
MB PB
PCR dos raspados intradérmicos [ Negativa 0 17 17 <0.001
Positiva 15 16 31 ’
Baciloscopia Negativa 0 33 33
Positiva 15 0 15 | <00
Bidpsia Nao 15 20 35
Sim 0 13 13 | <00

(*) probabilidade de significincia para o teste exato de Fisher

O encaminhamento para a realizacdo da bidpsia é feita para o fechamento do
diagndstico, porém, este também pode ser conclusivo apenas clinicamente. Por isso, apenas
13 dos 33 pacientes paucibacilares que tiveram a baciloscopia negativa foram encaminhados
para realizacdo da mesma. O interessante € verificar que a conclusdo do diagndstico de quatro
dos 13 encaminhados para a bidpsia poderia ter sido realizada pela PCR sem ter que esperar
de 30 a 40 dias para a obtencao do resultado.

Todas as amostras colhidas do periodonto e da saliva para realizacdo do esfregaco
tiveram o resultado negativo, ndo sendo visualizado nenhum bacilo por campo examinado.
Moreira et al. (2006) realizaram um trabalho de pesquisa do M. leprae em raspados da
conjuntiva ocular pelo método da baciloscopia e verificaram uma sensibilidade de 65,4% e
especificidade de 96,2% por através desse método. Essa técnica, porém, ndo se mostrou

efetiva para pesquisa de bacilos de hansen em periodonto e saliva.



5. CONCLUSOES

5.1 A doenca periodontal nos pacientes com hanseniase teve uma prevaléncia de moderada
a grave, porém, niao foi estabelecida uma relagdo direta entre o grau de envolvimento
periodontal e a forma da hanseniase ou seu tempo de evolugao;

5.2 Nao foi verificada uma relagdo direta entre a doenga periodontal e a presenca do M.
leprae no exsudato do sulco gengival ou na saliva;

5.3 A PCR dos raspados intradérmicos € um método muito mais eficaz no diagnéstico das
formas paucibacilares, porém, nao € necessario para o diagnéstico das formas multibacilares
ja que todas tiveram o seu resultado conclusivo na baciloscopia;

5.4 A positividade da PCR para M. leprae nas amostras do periodonto e da saliva foi bem
maior nos paciente paucibacilares do que nos multibacilares;

5.5 Verificou-se pacientes paucibacilares que tiveram PCR negativos nos raspados
intradérmicos, porém, positivos no periodonto e na saliva, assim, pode-se aumentar o indice
de positividade da PCR coletando linfa, periodonto e saliva;

5.6 A baciloscopia ndo mostrou ser uma técnica eficiente para andlise da saliva e do
periodonto.

5.7 As modificagdes propostas na extracdo de DNA com o aumento do tempo de incubagao
com proteinase K e na PCR com a introdu¢do de um controle endégeno, em um formato

multiplex, minimizou a possibilidade de resultados falso negativos.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: PESQUISA DE Mycobacterium Leprae NO PERIODONTO E
SALIVA DE PACIENTES COM HANSENIASE

L A justificativa e objetivos da pesquisa

Este € um estudo que estamos fazendo na Fundacdo Alfredo da Mata, com o objetivo
de saber se as pessoas com hanseniase, que vém consultar aqui na Fundacio, tém também
problemas na gengiva. Os problemas na pele serdo vistos pelos médicos, e os problemas na
gengiva serdo visto pelo dentista.

Participando deste estudo vocé ndo receberd nenhum beneficio em dinheiro, mas
estard contribuindo para que seja feito um estudo sobre a satde da gengiva das pessoas que
procuram tratamento aqui na Fundacdo. Além disso, vocé recebera orientagdes da dentista que
poderdo ajudar a vocé ter um sorriso € uma boca com mais sauide.

IL. Os procedimentos a serem utilizados:

No consultério examinaremos a sua gengiva e, se voc€ permitir, faremos a coleta de
material. Tudo seré feito com material descartavel e esterilizado, ndo gastando muito o do seu
tempo ou oferecendo nenhum risco.

III.  Os desconfortos ou riscos esperados:
O exame € répido e muito fécil de ser feito, e ndo causam dor ou incomodam. Os
exames nao atrapalham em nada sua boca e sua vida.

Os beneficios que se pode obter:

Se eu encontrar alguma coisa que precise ser tratada, eu vou falar com voce, e vou
tratar imediatamente. Se ndo for possivel, vou encaminhé-lo para algum servico de saide para
tratar.

V. Os procedimentos alternativos que possam ser vantajosos:
Caso vocé nao deseje participar da pesquisa, continuard recebendo os tratamentos
necessarios nesta instituicdo sem nenhum problema.

VI. Garantia de resposta a qualquer pergunta:
Todas as duvidas que vocé tiver e perguntas que vocé quiser fazer serdao respondidas
da melhor forma possivel, basta perguntar.

VII. Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si:

Vocé s6 participara do estudo se quiser, podendo desistir da participacdo do estudo a
qualquer momento. Mesmo assim, terd todas as orientagdes iguais aos permanecerdo na
pesquisa, sem nenhum tipo de prejuizo.

VIII. Garantia de privacidade:

Todos os exames e informagdes sdo guardados sob sigilo neste estudo, s6 podendo ser
divulgados dados que nao identifiquem vocé ou exponha sua privacidade, seguranga e
conforto.

IX. Compromisso com informacao atualizada do estudo:



Vocé ficard sabendo dos resultados do seu exame e informagdes atualizadas sobre a
pesquisa a qualquer momento que vocé quiser.

X. Garantia que custos adicionais serao absorvidos pelo orcamento da pesquisa:

Os exames sao totalmente gratis, e ndo terdo nenhum custo para vocé€. Todo custo que
vier a aparecer serd pago pela pesquisa.

Tendo recebido as informacdes anteriores e, esclarecido dos meus direitos, concordo
em participar deste estudo.

Nome do participante:

RG: Assinatura:

Nome do responsavel pelo estudo: Ligia Fernandes Abdalla

Assinatura:




APENDICE B - Formulirio de Anamnese e Exame Clinico.

1. IDENTIFICACAO

Prontuario: Data:
Nome:
Endereco:
Telefone:
Idade: ( ) anos completos Data de Nascimento: Sexo: () 1-F; 2-M

Estado civil: ( ) 1- Solteiro; 2- Casado; 3- Divorciado; 4- Vitivo; 5- Outros

Raca/Etnia: ( ) 1- Branca; 2- Negra; 3- Mulata; 4- Oriental; 5- Parda; 6-Outras

Escolaridade Completa: ( ) 1- Analfabeta; 2- Fundamental; 3- Médio; 4- Superior; 5- Pds-
graduada

2. DADOS PESSOAIS E MEDICOS

a) Fuma? ( ) 1- Sim; 2- Nao; 3- Parei
Que tipo?
b) Quantos cigarros fuma por dia? ( ) H4 quanto tempo? ( ) anos

¢) Tem habito de ingerir bebida alcodlica? () 1- Sim; 2- Nio; 3- Parei
Qual?
d) Quantas doses por semana? ( )

e) Faz uso de qualquer outra droga? ( ) 1- Sim; 2- Nao; 3- Parei
Que tipo?
f) Faz uso de medicamentos? ( ) 1- Sim; 2- Nao
Qual?
g) Tem alguma doenca sist€émica? ( ) 1- Sim; 2- Nao
Qual?

3. DADOS PERIODONTAIS

a) Sua gengiva sangra? ( ) 1- Sim; 2- Nao; 3- as vezes

b) Tem mau halito? ( ) 1- Sim; 2- Ndo; 3- as vezes

c¢) Respira pela boca? () 1- Sim; 2- Nao; 3- s vezes

d) Quantas vezes escova os dentes por dia? ( )

e) Usa fio dental? ( ) 1- Sim; 2- Nao; 3- as vezes

f) Faz uso de bochechos? ( ) 1- Sim; 2- Néo; 3- as vezes

g) Aperta ou range os dentes? ( ) 1- Sim; 2- N3o; 3- 4s vezes
h) Ja fez tratamento gengival? ( ) 1- Sim; 2- Nao

4. DADOS COLETADOS NOS PRONTUARIOS

Tipo de Hanseniase: ( ) 1- T; 2- D; 3- DT; 4- DD; 5- DV; 6- V
Classifica¢do Operacional: ( ) 1- PB; 2- MB

Numero de lesoes: ( )

Tempo de evolucao da doenca: ( ) anos



4. EXAME CLINICO

VESTIBULAR LINGUAL P
PS R 1G PS R 1G
M| C M|C|D C C M|C|D C \
18
17
16
15
14
13
12
11
VESTIBULAR LINGUAL P
PS R IG PS R IG
M| C M|C|D C C M|C|D C \
21
22
23
24
25
26
27
28
VESTIBULAR LINGUAL P
PS R 1G PS R 1G
M| C M|C|D C C M|C|D C \
38
37
36
35
34
33
32
31
VESTIBULAR LINGUAL P
PS R IG PS R IG
M| C M|C|D C C M|C|D C \
41
42
43
44
45
46
47
48




ANEXO A - Parecer Comité de Etica

PARECER CONSUBSTANCIADO  N.° 06/2008
Registro no CEP; 001/2008 FR 176358 CAAE - 0001.0.266.115-08

L. IDENTIFICACAO

Titulo de Projeto: “Pesquisa de Micobactérias no periodonto de pacientes com
Hanseniase”

Pesquisador responsavel: Ligia Braga Fernandes de Oliveira.

Instituicfio a ser realizar a pesquisa: Fundacio “Alfredo da Matta”.

GRUPO: 111
Data de apresentacio ao CEP: 25.02.2008 Data da Reunifio: 04 /04/2008

1. OBJETIVOS
Geral:

e Verificar através de pardmetros bactericlogicos (baciloscopia e isolamento) e
moleculares (PCR) a presenga do M. leprae ¢ de outras micobactérias no
exsudato do sulco gengival, bolsa periodontal de pacientes virgens de tratamento
nas diversas formas clinicas da hanseniase.

Especificos:

e (Observar se o diagnodstico da doenga pode ser obtido através da coleta de
material do exsudato do sulco gengival / bolsa periodontal;

e Conhecer a freqiéncia do envolvimento periodontal em pacientes com
hanseniase;

e Verificar a especificidade da baciloscopia sendo como padréo a analise da PCR;

e Identificar as espécies do micobactéria isoladas no cultivo.

I11. SUMARIO
A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa que acomete pele, nervos
periféricos, mucosas e cujo agente etiologico é o Mycobacterium leprae. Em
diversos trabalhos na literatura relatam o envolvimento periodontal pela doenga,
principalmente com desenvolvimento da gengivite periodontal com perda do
osso alveolar.

e Pesquisa: Trata-se de um estudo transversal descritivo do tipo de deteccdo do
caso para verificar a presenca de AL leprae e de outras micobactérias no
periodonto.

e Participantes: populacio de 75 pacientes com hanseniase que concordarem em
participar do estudo e assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

e Inclusio e/ou Exclusio: * Inclusdo — ambos os sexos, na faixa etaria de 18 a
65 anos, demanda espontanea, com diagndstico clinico laboratorial de
hanseniase e virgem de tratamento.

*Exclusiio — mulheres gravidas, endentados totais e
individuos que por algum motivo desistirem de participar do estudo.

III. COMENTARIOS DO RELATOR REFERENTE A RESOLUCAQ CNS
196/96 E COMPLEMENTARES.

e Projeto de relevincia e objeto de dissertagdo de Mestrado, que proporcionara
maiores informagOes sobre o envolvimento periodontal em pacientes com ™)
hanseniase. p‘&_



Estrutura do protocolo: Adequado.
Retorno de beneficios para o sujeito e / ou comunidade: Adequado

Informacio adequada quanto ao financiamento: Adequado. O projeto integra o
Programa RH da Amazonia da FAPEAM (Fundac¢do de Amparo a Pesquisa do Estado
do Amazonas.

Lista de centros (para estudos multicéntricos): ndo se aplica
Cronograma de execucdio: Adequado

Recursos humanos envolvidos e or¢amento: Adequado

Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido: Adequado.

O presente projeto atende as Normas que regula a Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos.

V. PARECER DO CEP:
Aprovado.

O pesquisador devera enviar o relatério semestral e final para o
Departamento de Ensino e Pesquisa da Fundagio Alfredo da Matta ¢ ao CEP.

Manaus, 10 de abril de 2008
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ROSSILENE CONCEICAO DA SILVA CRUZ
Coordenadora do CEP - FUAM



