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RESUMO

A hanseniase no Brasil € uma enfermidade ainda endémica e o pais ocupa o
segundo lugar no mundo em numero absoluto de doentes. Combaté-la é prioridade
na saude publica, entretanto, um dos maiores entraves € sem duvida o de auferir um
diagnostico precoce do enfermo e principalmente dos seus contatos
intradomiciliares. O Mycobacterium leprae (M. leprae) é o agente causador da
hanseniase e sua principal via de transmisséo se faz de forma direta, sendo a mais
provavel o trato respiratorio. O bacilo pode ser encontrado na mucosa bucal sem
apresentar qualquer alteracdo morfoldgica, sendo que somente métodos
laboratoriais mais sensiveis detectam sua presenca. O objetivo desta pesquisa foi o
de verificar se a mucosa do palato duro pode ser um sitio de importancia na
deteccdo precoce e fidedigna para a presenca do M. leprae e se ha correlacdo dos
resultados obtidos em swab nasal com os do raspado da mucosa do palato na busca
de contribuir para os estudos de prevencao e controle da doenca, principalmente em
contatos intradomiciliares de pacientes recém-diagnosticados. Para tal, o método
utilizado foi 0 uso da técnica da reacédo em cadeia da polimerase quantitativa (qQPCR)
e a sorologia de deteccdo de anticorpos anti glicolipideo fenodlico-1 (anti PGL-1)
especifico para o M. leprae, realizado por ELISA. Participaram deste estudo 78
pacientes com hanseniase que nao haviam iniciado tratamento (G1); seus 54
contatos intradomiciliares (G2) e 80 individuos livres da doenca, para o controle
negativo (G3). Nos resultados entre os exames de coleta de células através da swab
nasal e do raspado da mucosa do palato, foi constatado a presenca do bacilo em
ambos os sitios (tanto no G1 como no G2) e demonstrado que a sensibilidade entre
os exames de gPCR Rlep sé@o equivalentes, sem diferencas estatisticamente
significantes (positividade no G1 de 35% na mucosa do palato duro e 44% para a
nasal, p=0,3731 e para o G2 de 31% e 38%, respectivamente, p=0,6674). Conclui-se
gue os resultados podem ser considerados de relevancia para a area médica e
odontologica, possibilitando que novas estratégias de deteccédo precoce, prevencao
e tratamentos venham a surgir. Assim, a cavidade bucal pode ser uma via de
infeccdo e transmissdo da hanseniase e os contatos intradomiciliares podem estar
envolvidos ativamente na sua transmissao, em regides de alta endemicidade.

Unitermos: Hanseniase. Palato duro. Swab nasal. PCR tempo real.



ABSTRACT

Leprosy in Brazil is still endemic disease and the country ranks second in the
world in absolute number of patients. Fighting it is public health priority, however, one
of the biggest obstacles is undoubtedly of obtaining an early diagnosis of the patient
and especially their household contacts. Mycobacterium leprae (M. leprae) is the
causative agent of leprosy and its main route of transmission is done directly, most
likely the respiratory tract. The bacillus can be found in the oral mucosa without
showing any morphological change, and only the most sensitive laboratory methods
to detect its presence. The objective of this research was to determine if the mucosa
of the hard palate can be a place of importance in the early and reliable detection for
the presence of M. leprae and the correlation of results obtained in nasal swab with
shaved mucosa of the palate in seeking to contribute to the studies of prevention and
control of disease, especially in newly diagnosed household contacts of patients. To
this end, the method used was the technique of polymerase chain reaction
guantitative (qPCR) and serological detection of antibodies specific phenolic
glycolipid-1 (anti PGL-1) for M. leprae, performed by ELISA. The study included 78
patients with leprosy who had not started treatment (G1); its 54 household contacts
(G2) and 80 individuals free of the disease for the negative control (G3). In results
between the tests of collecting cells by nasal swabs and scraping the mucosa of the
palate, it was found the presence of the bacillus in both sites (both G1 and G2) and
demonstrated that the sensitivity of the exams qPCR RLEP are equivalent, with no
statistically significant differences (positive in 35% of G1 in the mucosa of the hard
palate and 44% for nasal, p = 0.3731 for G2 and 31% and 38%, respectively, p = 0,
6674). We conclude that the results can be considered relevant for the medical and
dental field, enabling new strategies for early detection, prevention and treatments
emerge. Thus, the oral cavity may be a route of infection and transmission of leprosy
and household contacts may be actively involved in its transmission in highly
endemic regions.

Key words: Leprosy. Hard palate. Nasal swab. Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

O agente etiolégico da hanseniase — Mycobacterium leprae (M. leprae) — foi
descoberto pelo médico noruegués Gerhard Armauer Hansen, em 1873*. E bacilo
alcool-acido resistente, imoével, ndo formador de esporos, parasita intracelular
obrigatério, com predilecdo por células de Schwann e macréfagos®. Dentre as
micobactérias patogénicas, € a que apresenta tempo de multiplicagdo mais lento (11
a 13 dias)®, o que resulta no longo periodo de incubacdo e na cronicidade da

3, 6-8

doenca* °, podendo apresentar sua manifestacéo clinica apés 2 a 7 anos a mais

de 10 anos’ da sua infeccéo inicial pelo bacilo.

O M. leprae ainda nao foi cultivado in vitro, o que constitui grande desafio
para os microbiologistas. No entanto, consegue-se sua multiplicacao pela inoculacao
no coxim plantar de camundongos imunocompetentes, naqueles irradiados e
timectomizados ou em camundongos atimicos. Os bacilos também se reproduzem

em tatus e macacos® °.

A principal via de transmissao se faz de forma direta, sendo a mais provavel o

trato respiratério*®*?

, hecessitando predisposicdo para adquirir a doenca e ter
contato intimo e prolongado com o doente sem tratamento® ’, embora possa ocorrer
pelo contato com a pele ndo integra®. Foram encontrados bacilos sobreviventes por
até nove dias fora do hospedeiro humano em condicdes tropicais’®, entretanto
apesar de ter a capacidade de infectar um grande namero de pessoas, somente
10% das que vivem em situacdes de alta prevaléncia adoecem® ** >, Assim, tem
alta infectividade e baixa patogenicidade, isto €, infecta muitas pessoas no entanto

s6 poucas adoecem®.

A deteccéo e o tratamento precoce de casos sédo fundamentais para controlar
os focos de infeccao, contribuindo para a eliminacdo da hanseniase como problema
de saude. Sua investigacdo tem como objetivo romper a cadeia epidemiologica da
doenca procurando identificar a fonte de contdgio do doente, descobrir novos casos

de hanseniase entre as pessoas que convivem com o doente no mesmo domicilio
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(contatos intradomiciliares), pois estas correm um maior risco de serem
contaminadas do que a populacdo em geral e prevenir a contaminagdo de outras

pessoas 6, 10, 14, 16

A confirmagdo diagnostica da hanseniase ainda continua sendo um desafio.
O agente etiolégico ndo pode ser cultivado em meios sintéticos ou em culturas de
células, e nem sempre € encontrado em exames bacterioscopicos, como a
baciloscopia do raspado dérmico e a histopatologia, principalmente em casos
paucibacilares (PB), onde o numero de bacilos é baixo’. Dentre os exames
laboratoriais, destaca-se o do glicolipideo fendlico-1(PGL-1) e o de Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR).

O M. leprae sintetiza um fendlico glicolipido (PGL-I), que tem uma porcao de
trissacarido Unico®, 3,6-di-o-metil-B-D-glucopiranosil-(I—4) - 2,3-di-o-metil-a-L-
ramnopiranosil-(I—2)-3-o0-metil-a-L-ramnopiranose (trissacarido natural)*® #. Este
componente estd em sua parede celular, que constitui cerca de 2% da massa total

bacteriana e caracteriza-se por ser um antigeno especifico do bacilo®® %

, que pode
ser encontrado em tecidos, no sangue circulante e na urina de doentes
multibacilares (MB)?!. Reflete a carga bacilar em pacientes com hanseniase® e
pode identificar individuos com maior risco de desenvolver a doenca®. Para tal, o
teste de enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) pode ser utilizado para

detectar a infeccdo subclinica em hanseniase®* %,

Para fins de terapéutica, o teste sorologico também pode reorientar uma
classificacdo auxiliando a reformular os tratamentos possivelmente insuficientes em
casos clinicamente PB que apresentam sorologia positiva, e possivelmente

excessivos em pacientes clinicamente MB com sorologia negativa® 2.

Dentre os exames de alta sensibilidade, a PCR, método da Biologia
Molecular, amplifica sequéncias do genoma bacilar, identificando o fragmento de
acido desoxirribonucleico ou ribonucleico amplificado. E especifica e sensivel,
podendo ser realizada em véarias amostras®’. Estudo utilizando biépsias de pele de
pacientes com hanseniase tém demonstrado que a técnica da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) apresenta maior sensibilidade na deteccédo do bacilo, sugerindo
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vantagem quando comparada aos exames histopatolégico e baciloscopico
convencionais®®. Outros trabalhos utilizaram PCR em material, além do colhido da

31,32 1334 e do escarro®® em pacientes com hansenfase.

pele , 0 da mucosa nasa

Em um estudo onde os sitios de coleta de material foram os palatos duro e
mole a sequéncia de nucleotideos do Mycobacterium leprae foi identificado pela
reacao em cadeia da polimerase em pequenas pecas da mucosa bucal de pacientes
com o diagnéstico de hanseniase biopsiados pela técnica de punch®. A PCR provou
ser método rapido, facil e confidvel para a investigacdo de rotina da infeccdo por
micobactéria, mesmo quando a doenca ainda é assintomética. O Mycobacterium
leprae pode estar presente na mucosa bucal sem apresentar qualquer alteracao
morfolégica, e somente métodos laboratoriais mais sensiveis detectam sua

presenca®.

Foi detectado DNA de M. leprae por PCR em amostras da mucosa bucal de
pacientes com hanseniase multibacilar*®, mas a literatura é escassa em relacdo a
deteccdo de DNA de bacilos em formas de hanseniase paucibacilar. Os resultados
do estudo de Silva Martinez®’ demonstraram a grande importancia de um sistema de
deteccdo de bacilos por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) em
amostras da mucosa bucal de pacientes PB como auxiliar no diagnostico e tambéem
para a classificagdo clinica de hanseniase. Recentemente, tem sido sugerido que a
mucosa bucal pode ser uma fonte secundaria na infeccdo e transmissdo de M.

leprae®.

Na hanseniase, a deteccdo molecular do Mycobacterium leprae por meio de
coletas com swab nasal € um método bem sucedido. O estudo da participacdo da
mucosa bucal na transmissdo dessa doenca infecciosa pode contribuir para o
controle epidemiolégico em individuos infectados sem qualquer alteracdo clinica
significativa, em pacientes com a doenca em fase precoce e em seus contatos

domiciliares. A citologia esfoliativa pode revelar-se (til para tal propésito®.

Nesse sentido, a avaliagdo da mucosa do palato duro como um sitio de
importancia na deteccao precoce e fidedigna para a presenca do M. leprae, podera

contribuir para os estudos de prevencgéo e controle da doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A hanseniase € uma doenca universal, endémica em determinadas regides
como as Américas e Asia. Destas, a India ocupa o primeiro lugar em nimero de
novos casos (127.295) em 2011 e o Brasil continua sendo o 2° pais com o0 maior
namero de casos novos (33.955). Dos 36.817 casos novos das Américas, 92% sao
casos notificados no Brasil*’, com casos distribuidos, em ordem de deteccéo, nas
regides Norte, Centro-Oeste, Nordeste e, com menor prevaléncia, no Sudeste e

Su|4l, 42

Através das acdes de controle o Brasil conseguiu reduzir importantes
indicadores que refletem a gravidade da endemia, como o coeficiente de deteccao
de casos novos de hanseniase em menores de 15 anos*® que em 2012 foi de 4,8
casos novos para 100 mil habitantes, representando 6,7% da deteccdo geral do
Brasil (33.303). Segundo parametros deste indicador, a endemia € considerada
“muito alta” neste grupo de idade. Apesar disto, este indicador também apresentou
reducdo continua na ultima década, passando de 7,9 a 4,8 casos novos por 100 mil
habitantes no periodo de 2003 a 2012*, entretanto, diminuindo muito lentamente**
4 Este indicador epidemiolégico é considerado o principal por expressar a forca de

transmiss&o recente e a tendéncia da endemia®.

A hanseniase pode atingir pessoas de todas as idades, de ambos 0s sexos,
no entanto, raramente ocorre em criancas®. H4 um alto grau de imunidade na
crianga confirmada pelo grande numero de casos de formas tuberculoides e, desde
que ndo sofram reinfeccdo, por casos de cura espontanea “°. Observa-se que
criancas, menores de quinze anos, adoecem mais quando ha uma maior
endemicidade da doenca. Ha uma incidéncia maior da doenca nos homens do que

nas mulheres, na maioria das regiées do mundo®.

Opromolla et al. realizaram estimativa da prevaléncia da hanseniase pela
investigacdo em demanda inespecifica de unidades de saude®’. A principal

discussdo foi voltada para a busca da base do iceberg epidemioldgico pelo qual se
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designa o fato de que o numero de casos conhecidos da doenca é sempre a

extremidade visivel de contingente muito mais numeroso®.

A educacdo em saude é um importante instrumento de controle da
hanseniase, que visa: eliminar falsos conceitos relativos a contagiosidade da
doenca, a incurabilidade e a necessidade de regime de isolamento para o seu
tratamento; bem como, orientar quanto a importancia do exame peridédico dos
contatos, a conveniéncia do tratamento precoce e a possibilidade de prevencédo de
incapacidades; estimular a assiduidade do doente, proporcionando atencao
individualizada; incentivar a apresentacdo voluntaria de doentes e contatos”.
Conforme parecer de estudiosos, membros do Ministério da Saude, o estigma social

associado & hanseniase contribuiu para o agravamento do problema no pais®.

Além das condic¢des individuais, outros fatores podem estar relacionados aos
niveis de endemia como as condicfes socioecondmicas desfavoraveis, onde as
moradias precarias, com falta de higiene, com familias numerosas dividindo
pequenos espacos, facilita a relacdo do contato intimo e prolongado entre seus
membros. Assim, as condi¢des precarias de vida e de saude, influenciam no risco de
adoecer® ** 1% %0 Essa situacéo de exclusdo também esta evidenciada na falta de
acesso a educacao que os doentes possuem, elemento que dificulta muitas vezes a
adesdo ao tratamento, e o proprio entendimento sobre a doenca e suas

complicaces™.

Uma das propostas de atingir as metas de eliminacdo € a de controlar os
contatos intradomiciliares, representados pelas pessoas que residem na mesma
casa ou por aquelas que tenham um convivio continuo e prolongado com o doente.
Noordeen® j& apontava o elevado risco de hanseniase para os contatos
intradomiciliares, ressaltando assim a importancia da pratica do exame dos

comunicantes para o controle da doenca.

Segundo o estudo de Vieira'®, apesar dos esforcos no sentido de resgatar a
populacdo do estudo, por meio da busca ativa, em um curto espaco de tempo,
encontrou-se dificuldades para atingir a meta de 100%. Isto demonstra o quanto &

complexo desenvolver as agbes de controle de contatos, principalmente quando as
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consultas dos mesmos devem ser mantidas por um periodo maior do que o

estabelecido para o controle dos doentes.

Nos casos diagnosticados, no inicio da década de 1980, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) passou a recomendar o uso do esquema da
poliquimioterapia (PQT) e tal medida teve como resultado o tratamento e a cura de

mais de onze milhdes de pacientes com hanseniase®.

O tratamento € indispensavel ao paciente para que possa se curar, fechando
a fonte de infeccdo e interrompendo a transmissdo da doenga, sendo entdo
estratégico no controle da endemia e para a eliminacdo da hanseniase®. O
acompanhamento € ambulatorial na rede de servico publico, onde o doente deve
comparecer para consulta médica e de enfermagem, receber a dose supervisionada

do tratamento poliquimioterapico, e avaliacdo de prevencéo de incapacidades®?.

A deteccao precoce de casos é fundamental para prevenir as incapacidades
causadas pela doenca e para controlar os focos de infec¢do, contribuindo para a
eliminacdo da hanseniase como problema de saude publica. Por isso mesmo
ratifica-se que a hanseniase € doenca curavel, e quanto mais precocemente

diagnosticada e tratada mais rapidamente se cura o paciente®.

A OMS criou, para fins de tratamento, uma classificacdo operacional baseada
no numero de lesbes cutaneas: paucibacilares (PB) - pacientes com até cinco lesées
cutaneas, e multibacilares (MB) - pacientes com seis ou mais lesées® > **. Tém-se
outra forma de classificacdo, baseada na clinica, onde pode-se identificar duas
formas polares estaveis, tuberculdide (TT) e virchowiana (VV), e duas formas
instaveis, indeterminada (I) e borderline (B), que, dependendo da imunidade do

individuo, evoluem para um dos p6los®.

Os paucibacilares sdo os doentes nas formas clinicas indeterminadas e
tuberculdides e tém baciloscopia negativa. JA os Multibacilares, tém baciloscopia
positiva e sao classificados como virchowianos e borderlines, sendo os que nao

estdo em tratamento considerados fontes de transmissao e infeccdo®.
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N&o existe padrdo ouro de diagnéstico em hanseniase, pois seu agente
etiolégico ndo pode ser cultivado em meios sintéticos ou em culturas de células, e
nem sempre é encontrado em exames bacterioscopicos, como a baciloscopia do
raspado dérmico e a histopatologia. Nas formas PB, os bacilos dificilmente sao
detectados’’. A confirmacdo diagnéstica da hanseniase, portanto, continua um
desafio, especialmente em casos paucibacilares.

A baciloscopia é o exame complementar de maior utilidade, de facil execucao
e de baixo custo na identificacdo do M. leprae diretamente de raspado dérmico das
lesdes ou de outros locais de coleta selecionados, como I6bulos auriculares,
cotovelos e joelhos®. Sua especificidade é proxima a 100%, entretanto, apresenta
baixa sensibilidade, uma vez que é negativo em até 70% dos pacientes com

hanseniase®’™°.

Em individuos borderlines, sobretudo nos borderlines-tuberculdides (BT), a
disseminacdo difusa do bacilo pelo tegumento e visceras ndo ocorre®. Os bacilos
estdo preferencialmente no interior dos ramos nervosos dérmicos e por isso estao
bem representados na baciloscopia da biépsia®, mas n&o o sdo na baciloscopia do

esfregaco®”.

Portanto, sdo necessarios testes laboratoriais de facil execucdo que auxiliem
na classificacdo correta dos pacientes com poucas lesdes, para se evitar tratamento
inadequado®. Os ensaios de qPCR, que sdo baseados em deteccdo em tempo real
(quantitativa) estdo substituindo a PCR convencional em muitos laboratérios. Eles
tém melhorado a sensibilidade e especificidade para a quantificacdo de DNA
bacteriano diretamente nas amostras clinicas, com tempo de resposta mais rapido,
gue supera a técnica de PCR convencional, usando o gel ou a sensibilidade de

deteccéo colorimétrica®®°.

O M. leprae € um parasita obrigatoriamente intracelular que cresce melhor a
27° - 30°C, o0 que é consistente com as caracteristicas principais dos érgaos-alvo da
doenca em seres humanos como a pele, os nervos periféricos, a mucosa nasal, do
trato respiratério superior e os olhos®. Em temperaturas baixas de — 4°C ha uma

conservacéo metabdlica e de 26°C a 33°C, atividade®®.
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Os troncos nervosos mais acometidos sao o ulnar, radial, o fibular, o nervo
mediano (no tunel do carpo), auricular (na parte lateral do pescoco) e do musculo

67. 88  Estes locais

tibial posterior, todos eles acessiveis para exame clinico
anatdbmicos séo superficiais e tém uma temperatura inferior do corpo entre 33 °C a

36 °C%°.

O bacilo da hanseniase parece ser altamente dependente da temperatura,
pois produz lesbes principalmente nas partes mais frias do corpo’® . Esta
declaracdo é atualmente reconhecida pela maioria dos hansendlogos como sendo
verdade. Na primeira metade do século XX, a teoria da temperatura, como citada, foi
baseada principalmente em observagdes clinicas. Em 1959, Brand* fez um
excelente resumo de observacao clinica que favoreceu a teoria de temperatura.

Em um estudo clinico em 1968, Hastings, et al.”?

reforcaram os argumentos a
favor da teoria da temperatura por meio de relatérios em que eles encontraram um
indice bacteriano significativamente maior em pele com uma temperatura média de
32,05 °C quando comparado a pele com uma temperatura de superficie média de

33,46 °C.

Shepard”® também mensurou a temperatura que seria a mais indicada para
poder multiplicar mais rapidamente o M. leprae em coxim plantar, onde concluiu ser

uma temperatura do tecido em torno de 27 °C a 30 °C.

A neuropatia periférica hansénica é causada pela invasdo dos nervos
periféricos superficiais por bacilos da hanseniase. Isto reduz o fluxo sanguineo,
resultando em temperaturas mais baixas na pele, especialmente nas
extremidades’. Estas temperaturas mais baixas estimulam a invaséo e proliferacdo
de M. leprae. Ao invadir a fria mucosa nasal, massas de M. leprae (105-107

organismos por dia) sdo excretadas por espirros nasais’”.

Assim, a distribuicdo de lesbes bucais tem sido atribuida a preferéncia do

oC37, 75

bacilo para temperaturas inferiores a 37 Isto corrobora com a maior

frequéncia de lesdes se localizarem ao longo da linha média do palato, uma vez que
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7

esta é uma estrutura atravessada por duas correntes de ar, nasal e bucal e,

portanto, continua a ser de 1-2 ° C abaixo da temperatura do corpo™* ",

A respiracao bucal € um achado muito comum em pacientes com hanseniase

virchowiana devido ao envolvimento nasal causando congestio e obstru¢do nasal’®

" O fluxo frio do ar da inspiracdo, bem como o efeito de resfriamento da
evaporacao, diminui as temperaturas médias da superficie, especialmente sobre o
dorso da lingua e sobre os palatos duro e mole’® "®. Nestes locais préximos a

entrada de ar, como a regido anterior da boca, facilitando o alojamento de bacilo™ "

80

Um estudo mostrou que, mesmo quando a boca esta fechada a regiao pre-
maxilar (regido de incisivos) permanece fria. Concluiu-se que a baixa temperatura
desta regido € alcancada principalmente pela corrente de ar nasal. Quando esta rota
é eliminada pelo uso de um clipe nasal, a baixa temperatura do processo alveolar
pré-maxilar € mantida pelo efeito direto da corrente de ar por via bucal, e a regido do
incisivo inferior desce para uma temperatura semelhante. Considerando que a baixa
temperatura do processo de pré-maxilar alveolar pode ser mantida diretamente pelo
calor latente de evaporacéo a partir do piso do nariz, € importante notar que a parte
de fornecimento de sangue da regido € derivada do ramo septal posterior da artéria
esfenopalatina em cada lado. Estas correm pelo septo nasal, um conhecido local
fresco, para chegar ao canal incisivo, podendo, assim, contribuir para o efeito de

resfriamento®.

Estas afirmacdes acima podem estar corretas uma vez que em pacientes que
sofreram tragueostomia, indiretamente, aumentou-se a temperatura da mucosa

nasal, contribuindo com uma reducéo na carga bacilar’® ",

Nos estudos de Scheepers® com excecdo da &rea lingual da mucosa
gengival dos incisivos inferiores, todos os locais com temperatura de superficie
menor que 33,8 °C apresentou alguma lesédo de hanseniase. A lingua, relativamente
quente, recobre a gengiva dos dentes anteriores inferiores 0 que pode explicar a
auséncia de lesbes nessa regido. O palato anterior foi envolvido, com frequéncia,

por lesdo de hanseniase (75,7%). Isto pode ser explicado pela sua temperatura fria
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de superficie de 27,4 °C. Os bacilos podem invadir o palato a partir da mucosa

nasal, fortemente infiltrada, através do canal nasopalatino.

Assim, lesdes bucais de hanseniase ocorrem mais frequentemente em areas
da boca com temperaturas de superficie mais baixas™® °. Os principais locais da
cavidade bucal para o desenvolvimento de lesGes sdo a mucosa gengival na por¢cao

anterior da maxila, palato duro e mole, Gvula e lingua® .

Em todos os pacientes com hanseniase que apresentaram lesdes bucais,
autores demonstraram que o palato duro estava envolvido em 100% dos casos’™ %.
Nesta regido, um sitio especialmente propicio ao desenvolvimento do bacilo € a
papila incisiva, situada logo atras dos incisivos centrais superiores, onde a
temperatura média se mantém em torno de 27,4 °C*3. A posicéo mais fria da maxila
€ 0 prostio, e ha um aumento gradual da temperatura a partir deste ponto, em
ambas direcOes laterais e ascendente. Com estes fatos, ha possibilidade do bacilo
migrar da cavidade nasal, via ducto nasopalatino, para a porcédo anterior do palato

duro®.

O canal nasopalatino, também conhecido como o canal incisivo ou canal
palatino anterior, € um longo trajeto fino presente na linha média da porcéo anterior
da maxila acima da papila retroincisiva palatina® que liga a boca ao soalho da
cavidade nasal. O canal continua na cavidade bucal como um unico forame incisivo,
posterior aos incisivos centrais e na cavidade nasal, como o forame de Stenson, que
geralmente sdo em numero de dois. Através de cada um deles passa 0 ramo
terminal da artéria palatina descendente e o0 nervo nasopalatino para se comunicar
com o ramo septal posterior da artéria esfenopalatina e nervo palatino maior,

respectivamente®.

A inervacdo da cavidade nasal é fornecida indiretamente através do ganglio
pterigopalatino pelos nervos nasal posterior superior, palatino maior, e nasopalatino.
Este Gltimo representa o maior dos nervos nasais posteriores superiores medial. Ele
passa antero-inferiormente numa ranhura no vémer para atingir o piso da cavidade
nasal. A partir disto, ele passa através da fossa incisiva do palato duro e comunica-

se com o nervo palatino maior para fornecer a mucosa do palato duro®. O canal
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nasopalatino possui uma grande variabilidade no que diz respeito as suas

dimens6es, bem como & sua aparéncia morfologica®.

O envolvimento de nervos periféricos € uma caracteristica da hanseniase e a
disseminagéo de bacilos ao longo do nervo nasopalatino a partir da cavidade nasal,
fortemente infectada, para o terco anterior do palato duro pode também ser de

importancia. Finalmente, a propagacdo pode ser ao longo das vias linfaticas®.

A regido anterior da cavidade bucal é particularmente afetada em hanseniase
com a destruicdo severa em alguns pacientes, muitas vezes envolvendo a maxila®’.
Em estudos de Taheri®® destacaram que a deformidade facial atingiu 44% dos
pacientes com hanseniase analisados. NGfiez-Marti®’ encontraram, em 76 pacientes
com hanseniase, grande numero de auséncia dos incisivos superiores e caninos
(média de 2,91 por paciente). O indice de placa médio, profundidade e perda média
de insercdo a sondagem foram todas estatisticamente maiores nos pacientes do que
nos controles. Nado houve diferencas detectadas nos indices de acordo com a

presenca ou auséncia de destruicéo facial ou do tipo de hanseniase®” ®°.

As gengivas normalmente sdo afetadas na palatina dos incisivos centrais
superiores, muitas vezes por contiguidade de lesdes do palato duro*'. Pode ocorrer

gengivite cronica, periodontite e periodontoclasia®.

Os contatos domiciliares com pacientes multibacilares apresentaram risco
quatro vezes maior de contrair a doenca quando comparados com os nao-contatos®*
e, os da forma virchowiana, de oito a 10 vezes®’. A condicéo de ser comunicante de
individuos com hanseniase representa risco de duas vezes de retratamento por

recidiva em relacdo ao grupo controle®

Assim, a vigilancia de contatos, facilitada pela descentralizacdo das acdes
para a rede basica, precisa ser intensificada com o objetivo de identificar e tratar

novos casos e interromper a cadeia de transmissao™.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar se a mucosa do palato pode ser um sitio de importancia na deteccéo

precoce e fidedigna para a presenca do M./eprae.

Objetivos especificos

- Avaliar o perfil socio-demografico dos pacientes com hanseniase e de seus

contatos intradomiciliares.

- Identificar o Mycobacterium Leprae em mucosa do palato.

- Comparar o nivel de detec¢cdo do Mycobacterium Leprae em mucosa do palato
com a mucosa nasal em:
e individuos com hanseniase.

¢ seus contatos intradomiciliares.

- Comparar o nivel de deteccdo do Mycobacterium Leprae entre 0s genes alvos
RLEP e 85B.

- Verificar o indice de positividade para o exame de anti PGL-1, correlacionando-o
também com os resultados da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real
(gPCR).
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 POPULACAO DE REFERENCIA

A escolha do local a serem realizados os exames foi de acordo com o0s
indices Estaduais de prevaléncia da hanseniase no Brasil, onde o Mato Grosso,
regiao hiperendémica, ocupa o primeiro lugar no ranking com 80 casos novos a cada

100 mil habitantes*.

Participaram deste estudo 212 pessoas residentes em Tangara da Serra - MT
e regido. Destas, foram formados trés grupos em que 78 pertenciam ao grupo dos
gue tiveram a hanseniase diagnosticada e nao tinham iniciado o tratamento (G1), 54
eram contatos intradomiciliares destes pacientes (G2) e 80 individuos livres da
doenca (controle negativo) (G3). Entretanto, efetivamente foram utilizadas nos
exames laboratoriais para o grupo G1 66 amostras para a qPCR, pois houve
prejuizo na coleta com dificuldades técnicas na analise dos mesmos e, nao se teria
a possibilidade de repeticdo dos exames uma vez que um dos critérios de exclusao
seria pacientes com o tratamento ja iniciado. Ja para o G2 48 amostras foram
utilizadas nos exames, visto que foram excluidos 6 pessoas por ja terem tido

hanseniase no passado.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para os grupos G1 e G2 foram realizados entrevistas com preenchimento de
formularios e os individuos foram submetidos a coleta de swab nasal e raspado da
mucosa do palato. Para o grupo G3 foi realizada somente a swab nasal, para o
controle negativo. Para todos os grupos foram realizados a coleta sanguinea para
deteccdo de anticorpos anti glicolipidio fendlico-1 especifico para o M. leprae e
foram analisadas através de enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para a

sorologia e da gPCR no gene do DNA especifico. O intuito da utilizacdo da gPCR foi
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detectar a presenca ou auséncia do M. leprae pela amplificacdo, ndo levando em

consideragao sua quantificagéo.

As entrevistas e as coletas (swab nasal, raspado da mucosa bucal e coleta de
sangue) foram de responsabilidade do pesquisador e realizadas no municipio de
Tangara da Serra — MT e regido. Os exames laboratoriais foram realizados no

Instituto Lauro de Souza Lima — Bauru - SP.

4.2.1 Deteccédo do M. leprae através da gPCR

Na coleta da secrecédo nasal foi utilizado um swab estéril que foi introduzido
cuidadosamente na porcao antero-superior de uma das narinas com movimento
giratorio delicado e com deslizamento lateral pela asa nasal interna. O procedimento
foi repetido na outra narina com 0 mesmo swab, apos 0 que o0 mesmo foi inserido
em um microtubo com o conservante TE 1X, a haste foi cortada com uma tesoura, o
suficiente para fechar o microtubo. Os microtubos foram mantidos a -20°C até serem

processados.

Ja para a citologia esfoliativa da mucosa bucal, a técnica utilizada é a mesma
da coleta de material para analise microscopica das células epiteliais da mucosa
bucal. Consiste em um procedimento pouco invasivo frequentemente empregado na
triagem diagndstica de neoplasias e processos infecciosos das mucosas. Entretanto,
nossa citologia esfoliativa foi um pouco mais profunda na coleta do material

(raspado), como descrito a seguir.

Primeiramente, houve a utilizacdo do anestésico benzocaina tépica na porgéo
média do palato duro na regido do forame nasopalatino (papila incisiva) com o
auxilio de uma haste de algodéao estéril e posterior limpeza com uma gaze estéril.
Aguardou-se alguns minutos até a difusdo do anestésico e com a lamina de bisturi
estéril n° 15c posicionada verticalmente ao tecido iniciou-se o raspado do palato no
sentido lateral, a fim de coletar células, até atingir um leve sangramento. Removeu-
se o produto raspado da lamina de bisturi ao agita-la de encontro ao microtubo com

o conservante TE 1X e apos, foi acondicionado a -20°C até o seu processamento.
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Para a extracdo de DNA do M. leprae os microtubos contendo os swabs
nasal/citologia esfoliativa do palato em tampé&o TE 1X foram agitados vigorosamente
em vortex apds o que o conteudo foi esgotado na parede do microtubo. Em seguida,
foi adicionado 50 ul de lisozima (10 mg/ ml) em cada tubo e incubado a 37 °C por 90
minutos. Retirado da incubacéo, adicionou-se 70 ul de SDS 10% + 50 ul PK (10 mg/
ml) seguido da incubacédo a 60 a 65 °C overnight. Antes do inicio da etapa seguinte,
foi inativado a PK durante 5 mim a 94°C. Esperou-se esfriar e entdo adicionou-se
600 ul de fenol + cloroformio + &lcool isoamilico (25:24:1). Procedeu-se uma
centrifugacdo por 15 minutos (T.A.) e colocacdo do volume recuperado
(sobrenadante) em outro tubo limpo. Foi adicionado 500 ul de isopropanol, misturado
por inverséo e colocado -20 °C overnight. Foi centrifugado por 10 minutos a 13.200
rom a — 4 °C, em seguida desprezado cuidadosamente o sobrenadante com a pipeta
em 450 ul. Ao ser adicionado 1000 ul de etanol absoluto gelado foi misturado por
inversdo e centrifugado por 5 minutos a 13.200 rpm a — 4 °C. Desprezado
novamente o sobrenadante e deixado o “pellet” secar, foi ressuspendido o “pellet”

em agua estéril em volumes de 60 a 100 ul.

Na Amplificacdo de DNA de M. leprae, os genes alvos e sequéncia de primers
utilizados foram os seguintes®® ®*: para o gene RLEP (sequéncia repetitiva) utilizou
um conjunto de primers (sense, 5°- GCA GCA GTA TCG TGT TAG TGAA -3, e
antisense, 5- CGC TAG AAG GTT GCC GTAT - 3’), sonda TagMan (5- CGC CGA
CGG CCG GAT CAT CGA - 3) (Applied Biosystems) e para amplificacdo do gene
85B os primers (sense, 5-GTG GTC GGC CTC TCG AT-3, e antisense, 5-CGA
GCC AGC ATA GAT GAA CTG ATC-3") e sonda TagMan (5- CTC GGC CCT AAT

ACT GG -3)).

Os niveis de RLEP e 85B em amostras de DNA de M. leprae extraidas de
swab nasal/citologia esfoliativa do palato foram determinados utilizando o sistema
TagMan ® por gPCR. Para garantir a confiabilidade e reprodutibilidade da gPCR, 0,5
ul do DNA purificado de M. leprae foi selecionado para esta proposta, como controle
positivo da reacdo e TagMan ® Mix Master 2X sem DNA para controle negativo. As
reacoes de gPCR, contendo TagMan ® Mix Master 2X, em um volume total de 12,5

ul foi adicionado 2 ul de DNA de swab nasal/citologia esfoliativa do palato (quando
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da amplificagdo da sequéncia repetitiva RLEP) e 5ul (para o gene 85B), 100 nM da
sonda para a sequéncia repetitiva RLEP e o gene 85B e 300 nM de cada primer
(todos os alvos). A mesma reacdao foi feita individualmente para o DNA purificado de

M. leprae.

As reagOes foram submetidas ao seguinte programa: a 50 °C por 2 min., 95
°C por 10 min. e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 min. usando o
Sistema Step One Plus (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). A curva de
titulacdo padréo para o sistema qPCR foi gerada utilizando diluicbes de 10 vezes de

DNA purificado do M. leprae a partir de um tatu infectado variando de 1 a 10 ng fg.

4.2.2 Quantificacdo dos niveis de anticorpos anti-P ~ GL-1 pelo teste de ELISA

em soro humano

ApOs a coleta sanguinea e obtido o soro por centrifugacéo padréo (10 minutos
a 1500rpm), este foi transferido para microtubos e congelado a -20°C até seu

processamento.

O antigeno foi cedido pelo Professor Dr. John Spencer, do Laboratério de
Pesquisas em Micobactérias da Universidade Estadual do Colorado, EUA. A técnica
utilizada foi a desenvolvida por Brett et al.>>, modificada levemente por Silva et al.*,

como descrita resumidamente a seguir:

O ensaio foi realizado em placas de microtitulagdo com 96 cavidades,
previamente revestidas com 50uL do antigeno semissintético glicolipidio fendlico 1
(PGL-1) natural dissacarideo-octil-bovine serum albumin (ND-O-BSA), previamente
diluido na concentracdo de 0,2mg/mL de tampao carbonato, e posteriormente

incubadas por 24 horas em temperatura ambiente.

No momento do experimento foram realizadas em sequéncia as etapas de
lavagem das placas em lavadora automatica por quatro vezes seguidas com PBST
(tampéo fosfato + Tween 20); adicdo de 100 ul por poco da solugdo bloqueadora

(PBS a 1% de BSA) em todos 0s pocos e incubacéo por 1 hora a 37°C; retirada da
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solucdo bloqueadora, invertendo a placa em papel de filtro; adicdo de 50 pl dos
soros teste diluidos a 1:500 em PBST a 10% de NGS (Normal Goat Serum -
Gibco®) e dos soros controles positivo e negativo; incubagdo por 1 hora a 37°C
seguida da lavagem por quatro vezes com PBST; adicdo de 50ul de conjugado anti-
IgM humana (a IgM-H) ligado a peroxidase diluido a 1:10.000 em PBST a 10% com
NGS em toda a placa; incubacgéo por 1 hora a 37° C e nova secdo de lavagem por

quatro vezes.

Os valores de corte para soropositividade determinada no grupo de controle
foram de 0-150. Assim, valores de absorvancia maiores que 150 de densidade
Optica (OD) foram considerados positivos.

4.3 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados coletados foram armazenados na planilha Excel e posteriormente
analisados utilizando programa estatistico adequado (Bioestat®), considerando os

seguintes processamentos:

ESTATISTICA DESCRITIVA - descricdo da distribuicdo de ocorréncia,
envolvendo frequéncia absoluta e relativa percentual e respectivos tabelas e

comparacao dos resultados obtidos entre os 3 grupos experimentais.

As diferencas entre as propor¢cdes de alguns exames foram analisadas

empregando-se tabelas de contingéncia e utilizando-se do teste de Qui-quadrado
(x?) de Pearson, considerando-se para rejeicdo da hipétese de nulidade um nivel de

significancia de 5%.

4.4 SALVAGUARDAS ETICAS

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade,
e 0s procedimentos sO tiveram inicio apds sua aprovacao (protocolo de numero
157/11) e assinatura do termo de consentimento Livre e Esclarecido, pelos sujeitos

da pesquisa.
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5 RESULTADOS

Na secdo dos anexos constam as tabelas com os dados referentes a
entrevista realizada para os grupos G1 e G2. Segue a descricdo com 0s resultados

de maior frequéncia absoluta e suas respectivas porcentagens:

Para G1 (anexo 1), o sexo masculino predominou com 56% e a idade na faixa
etaria de 46 a 60 anos (45%). O ensino fundamental incompleto atingiu os 63% dos
casos e a renda familiar com 47% para 1 a 2 salarios minimos. A maioria possuli
casa propria (76%) com trés cémodos (45%, considerando apenas quarto e sala). O
tipo de esgoto atingiu 85% como sendo fossa. No convivio fora da residéncia com
alguém com hanseniase nos ultimos 10 anos figurou o irméo com 22%. Dentro de
sua residéncia 65% disseram nunca ter tido alguém que tivesse a hanseniase. A
distribuicdo no que tange ao tempo dos primeiros sinais e sintomas, houve uma
distribuicdo igualitaria sobressaindo levemente a de 0 a 6 meses (38%) e depois de
1 a 5 anos (27%). A classificagdo operacional foi de 58% para multibacilares e para

a classificacao clinica, de 29% para BB.

Para G2 (anexo 2), o perfil dos comunicantes foi de 63% para 0 sexo
feminino, com 30% deles na faixa etaria de 0 a 15 anos (30%), de nivel de
escolaridade de fundamental incompleto e médio completo em igualdade (24%). O
grau de parentesco girou em torno do filho (a) com 37% e esposo (a) com 28%. Em
distribuicdo quase igual, sua moradia ha um convivio de 3 a 5 pessoas,
sobressaindo-se para a de 4 pessoas (28%). Mais de 10 anos (48%) € o tempo de

convivio com o paciente com hanseniase.

As tabelas de 1 a 6 apresentam os resultados dos exames laboratoriais com a
frequéncia absoluta e suas respectivas porcentagens:
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Tabela 1 — indices gerais dos exames laboratoriais para os grupos, incluindo a
classificagao operacional

Anti PGL-1 RLEP m.p. RLEP m.n. 85B m.p. 85B m.n. IB
G1 (n = 66) Positivo 10 (13%) 23 (35%) 29 (44%) 6(9%)  14(21%) 10 (38%)
P/AntiPGL-1 (n=78) Negativo 68 (87%) 43(65%) 37(56%) 60(91%) 52 (79%) 16 (62%)
P/1B (n =26) X2 p=0,3731 p =0,0893
Positivo 1 (3% 11(33%) 12(36%) 2(6%) 6 (18%)
(3%)
(Gnl:' 3P33) Negativo 32 (97%) 22 (67%) 21(64%) 31(94%) 27 (82%)
x> p=1 p=0,25
1 MB (= 33 Positivo 9 (20%) 12 (36%) 17 (52%) 4 (12%) 8 (24%)
o/ Ant'i b GLS ('n : )45) Negativo 36(80%) 21(64%) 16(48%) 29(88%) 25 (76%)
X2 p=0,3212 p =0,3384 NR
Positivo 6 (13%) 15(31%) 18(38%) 6(13%) 9 (19%)
G2 Negativo 42 (88%) 33(69%) 30 (63%) 42(88%) 39 (81%)
(n = 48) (88%)
X p=0,6674 p =0,5740
G3 Positivo 0 (0%) NR 5 (6%) 0 (0%)
(n=80) Negativo 80 (100%) 75 (94%) 80 (100%)

IB: indice baciloscdpico

RLEP m.p.: gPCR RLEP em mucosa do palato
RLEP m.n.: gPCR RLEP em mucosa nasal
85B m.p.: gPCR 85B em mucosa do palato
85B m.n.: qPCR 85B em mucosa nasal

NR: néo realizado

De acordo com a tabela 1, no grupo G1 o anti PGL-1 foi positivo para 13%
dos casos, o indice baciloscépico foi positivo para 38% deles. Para a gPCR em
todos os grupos a RLEP mostrou melhores e, em G1, obtivemos 35% de positivos
para a mucosa do palato e 44% para mucosa nasal. Os resultados dos exames
entre os dois sitios ndo mostraram diferencas significativas. Para os paucibacilares,
a positividade para o anti PGL-1 foi de 3%, a gPCR RLEP na mucosa do palato foi
de 33% e 36% na mucosa nasal. Nos multibacilares, o indice foi de 20%, 36% e
52%, respectivamente.

No grupo G2, obtivemos casos positivos para o anti PGL-1, g°PCR RLEP em
mucosa do palato e nasal, respectivamente, 13%, 31% e 38%. Para G3, nenhum
caso foi positivo para o anti PGL-1 e 5 casos (6%) positivos para a qPCR em

mucosa nasal.
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Tabela 2 — Casos positivos registrados em exame de anti PGL-1, de acordo com a
classificagcao clinica

e e T BT 88 Ay w
(n=6) (n=16) (n=12) (n=9) (n=23) (n=3) (n=9)

Anti PGL-1 + 1 0 0 3 2 0 4
17% 0% 0% 33% 9% 0% 44%

A positividade do anti PGL-1 em relacdo a classificacdo clinica (tabela 2)

foram maiores para os casos de hanseniase virchoviana (44%) e borderline-
tuberculdide (33%).

Tabela 3 — Associacédo dos exames de anti PGL-1 e de gPCR RLEP

G1 G2 Total
Anti PGL-1 - gPCR m.n. - 34 (52%) 27 (56%) 61 (54%)
Anti PGL-1 + qPCRm.n. - 3 (5%) 3 (6%) 6 (5%)
Anti PGL-1- qPCR m.n. + 25(38%) 14 (29%) 39 (34%)
Anti PGL-1+ gPCR m.n. + 4 (6%) 4 (8%) 8 (7%)

48 114

Total 66 (100%) (100%) (100%)
Anti PGL-1- gqPCR m.p. - 39 (59%) 28 (58%) 67 (59%)
Anti PGL-1+ gPCR m.p. - 4 (6%) 5 (10%) 9 (8%)
Anti PGL-1- gPCR m.p. + 20(30%) 13(27%) 33(29%)
Anti PGL-1+ gPCR m.p. + 3 (5%) 2 (4%) 5 (4%)

48 114

Total 66 (100%) (100%) (100%)

m.n.: mucosa nasal
m.p.: mucosa do palato

Vimos na tabela 3 que houve uma maioria de negatividade entre o anti PGL-1
e mucosa nasal e também para a do palato. Notamos que houve mais positivos para

a mucosa nasal e do palato conjuntamente com o0s negativos para o anti PGL-1.
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Tabela 4 — Associacdo dos dois sitios de exames em gPCR RLEP para 0os grupos
GleG2

m.n. - m.n. + m.n. - m.n. +
Total X2
m.p. - m.p. - m.p. + m.p. +
G1 29 (44%) 12 (18%) 6(9%) 19(29%) 66(100%) p =0,0006
G2 27 (56%) 6 (13%) 3 (6%) 12 (25%) 48 (100%) p =0,0002
Total 56(49%)  18(16%) 9(8%) 31(27%) 114 (100%)

m.n.: mucosa nasal
m.p.: mucosa do palato

Uma associacao significativa observamos na tabela 4, em que os resultados
de positividade e negatividade em ambos os sitios foram equivalentes. Houveram
casos positivos para a mucosa do palato e negativos para a nasal e vice-versa, em

ambos os grupos analisados.

Tabela 5 — Andlise dos casos positivos em gPCR

Rlep m.p. Rlepm.n. 85B m.p. 85B m.n.

G1 (n=37) 23 (62%) 29 (78%) 6(16%) 14 (38%)

G2 (n=21) 15(71,4%) 18 (85,7%) 6(28,6%) 9 (42,9%)
X2 p =0,9099 p =0,7972

m.n.: mucosa nasal
m.p.: mucosa do palato
Obs: houveram pacientes com positividade tanto em mucosa nasal quanto na do palato.

Ao se analisar somente os casos positivos em gPCR RLEP, notamos a
semelhanca dos sitios entre a mucosa do palato e a nasal visto que a diferenca

entre os resultados nao foi significante, para ambos os genes alvos (p>0,05).
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Tabela 6 - Casos positivos registrados em exame de gPCR, de acordo com a

classificacdo clinica

Indeter-  Neural
minada primaria

(n=6) (n=16)
Rlep - mucosa bucal + 4 (67%) 2(13%) 4(36%) 3 (50%)
85A - mucosa bucal + 0 (0%) 1 (6%) 0 (0%) 1(17%)
Rlep - mucosa nasal + 3 (50%) 5(31%) 4(36%) 1(17%)
85A - mucosa nasal + 1(17%) 1 (6%) 2(18%) 2(33%)

TT BT
(n=11) (n=6)

BB
(n=15)

7 (47%)
2 (13%)
9 (60%)
4 (27%)

BV
(n=3)

1 (33%)
1 (33%)
2 (67%)
2 (67%)

WV
(n=9)

2 (22%)
1(11%)
5 (56%)
2 (22%)

Obs: houve no mesmo paciente positividade para testes diferentes.

Notamos na tabela 6 a tendéncia de positividade na RLEP de acordo com os

pblos da hanseniase, onde a positividade da mucosa nasal tende a ser para o pélo

virchoviano e da mucosa do palato tende para o tuberculdide e indeterminada. Ja

para a 85B, a tendéncia de ambos foi para o pdlo virchoviano.
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6 DISCUSSAO

Através das entrevistas realizadas com 0s grupos, verificou-se que para G1
(anexo 1), 76% tem casa propria, com dois quartos e uma sala (45%) e com
saneamento basico precario, sendo o esgoto realizado por meio de fossa (85%). O
convivio maior com pessoas fora da sua residéncia se da através do irmao (22%).

Alguns autores ja demonstraram esta problematica® # ¢ =0

em que 0s niveis de
endemia e as condi¢bes socioecondmicas desfavoraveis, facilitam a relacdo do
contato intimo e prolongado entre os familiares, assim como condi¢cOes precarias de

vida e de saude, influenciam no risco de adoecer.

Em relacdo a escolaridade a média foi de 63% para o ensino fundamental
incompleto, a renda foi de 1 a 2 salarios minimos (47%) e de mais de 2 a 4 salarios
(24%). Essa situacdo de exclusdo também esta evidenciada na falta de acesso a
educacdo que os doentes possuem, elemento que dificulta muitas vezes a adeséo
ao tratamento, e o proprio entendimento sobre a doenca e suas complicacdes™.
Consequentemente, nos dias de hoje, a falta de educacdo se reflete numa baixa

remuneracao salarial.

Ja para G2 (anexo 2) o grau de parentesco foi de filhos (37%) e esposa (0)
(28%), sendo que em 48% dos casos 0 convivio foi de mais de 10 anos com o
paciente recém-diagnosticado com hanseniase. Uma das propostas de atingir as
metas de eliminacdo da hanseniase € o controle dos contatos intradomiciliares, que
sao representados pelas pessoas que residem na mesma casa ou que tenham um
convivio continuo e prolongado com o doente**. H& um elevado risco de contrair a
hanseniase pelos contatos intradomiciliares, ressaltando assim a importancia da

pratica do exame dos comunicantes para o controle da doenca®.

Com relacdo ao género para o G2, a maior prevaléncia de feminino (em
nosso caso, 63%) e a média de faixa etaria poderiam ser explicadas pelo maior
namero de mulheres adultas que procuram os servicos de saude quando sao
convocadas para fazerem a vigilancia de contatos de hanseniase®, além da maior

exposicdo ao doente no ambiente domiciliar e de apresentarem um carater materno
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do autocuidado. Esta ultima caracteristica se reflete na idade dos contatos que mais
realizaram os exames, em que se sobressaem 0s mais jovens de 0 a 15 anos (30%)

e de 16 a 30 anos (28%), sendo assim, os filhos a grande preocupacao familiar.

Os achados clinicos e histopatolégicos de Costa®™ confirmaram relatos
anteriores de que h&d uma reducdo da incidéncia de altera¢des bucais, que €
provavelmente devido ao tratamento precoce. O melhor controle da hanseniase,
obtido com a introducdo da multidrogaterapia, reduziu dramaticamente a frequéncia
de lesdes bucais nessa doenca®.

Corroborando a ideia de outros autores®' °" %8

, acredita-se que as lesbes da
mucosa bucal sédo fontes de infeccdo em pacientes virchovianos que pode expulsar
um grande numero de bacilos, quando eles cospem, espirram, tossem ou falam,
sendo que os bacilos viaveis'" %® foram encontrados em algumas dessas lesdes’® 8%
99,100 'Uma vez libertados no ambiente, em condicdes favoraveis, o bacilo pode ser
viavel fora do hospedeiro humano por até nove dias'®*, aumentando a possibilidade

de contato e propagacédo atraves da pele sem integridade.

Pacientes com hanseniase em estagio subclinico ou aqueles que evoluem
para cura espontanea podem ser fontes de disseminacao bacilifera, apresentando
um periodo transitério de excrecdo do patégeno via nasal e/ou bucal*®® 1%, Tais
caracteristicas sdo epidemiologicamente relevantes, ja que praticamente todos os
individuos de areas endémicas apresentam evidéncias imunolégicas e moleculares

de exposicéo ao M. leprae’®.

Ha poucos estudos publicados que tratam das manifestagcbes bucais na
hanseniase. A maioria das referéncias é antiga, da época em que 0s 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 bucal pela hanseniase®.

A mucosa nasal é comprometida nas fases iniciais da doenca,
frequentemente precedendo o aparecimento das manifestacdes cutaneas'®. Em

dois tercos dos pacientes com lepra BV e VV j4 foi demonstrado envolvimento
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histopatolégico da mucosa bucal e palato na auséncia de lesées clinicas'®. A
mucosa bucal pode ser contaminada por bacilos presentes na secre¢do que desce
pelo nariz indo até a faringe, mas, apesar dessa contaminacao, verifica-se uma
resisténcia da mucosa bucal ao surgimento de lesdes®, o que sugere que a invaséo

7

desta mucosa é decorrente da bacilemia pela disseminagdo e multiplicacéo

bacteriana®® 1%’

Ja foi estabelecido que as lesGes bucais geralmente aparecem no estagio
avancado da hanseniase®® ° 1% Constatou-se que a mucosa bucal pode estar

98, 99, 105, 106

comprometida, mesmo na auséncia de lesdes aparentes , sendo que o

seu comprometimento permanece oculto sob o ponto de vista clinico, e somente

uma busca histopatolégica pode revela-lo® 106199,

Assim, como resultado da utilizagdo da poliquimioterapia em larga escala e
deteccdo precoce dos casos de hanseniase, as lesbes causadas pela proliferacéo
do Mycobacterium leprae tiveram significativa reducdo® 0% 110 11
Consequentemente, lesbes avancadas da face, nasofaringe e orofaringe séo agora
raramente visto, mas os sinais de apresentacdo e sintomas da hanseniase ainda
surgem ocasionalmente na mucosa nasal e bucal®®, mesmo com curto tempo de

evolucdo da doenca®.

Morfologicamente as lesGes bucais variam de enantemas para Ulceras,
perfuracdes e cicatrizes, passando por papulas, nodulos (lepromas) e erosfes

superficiais®.

A despeito de ser menos evidente, a infeccdo da cavidade bucal pelo M.
leprae pode revelar detalhes importantes a respeito da transmissibilidade e
imunopatogenia da hanseniase. A participacdo da resposta imune local na protecao
contra a doenca, ainda sdo tépicos de pesquisa ndo explorados totalmente®.
Fatores como a temperatura local, renovacao epitelial acelerada em relacdo a pele e
caracteristicas imunologicas locais estdo entre as provaveis justificativas para

manutenc&o do bacilo da mucosa bucal®.



34

7

Entretanto, a saliva, como barreira fisica, € um componente importante da
defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos'?. A acdo antimicrobiana
inespecifica e da saliva € um aspecto muito importante, pois permite estabelecer um
equilibrio no ecossistema bucal, controlando a acdo e metabolismo de muitas das
bactérias deste ambiente. Os constituintes responsaveis por esta a¢do sao proteinas

como a lisozima, lactoferrina e glicoproteinas ricas em prolina™?® 4,

O mediador humoral mais importante na imunidade bucal € a imunoglobina
IgA secretora por estar presente em varios mecanismos de defesa imunolégica na
cavidade bucal e por ter grande resisténcia a degradacdo proteolitica de outras

proteinas™®.

A maior parte dos processos patolégicos que afetam a cavidade bucal
apresenta algum agente infeccioso. Entretanto, a microbiota residente bucal
desempenha importante papel na resisténcia inespecifica do hospedeiro frente aos

patégenos exdgenos, além de estimular o sistema imunolégico™®.

Assim, ao ultrapassar todas estas barreiras 0 agente invasor tem a
possibilidade de provocar um desequilibrio fisioldgico direto, ou permitindo a entrada
de outros agentes agressores, dando origem a um desequilibrio fisioldgico

indireto*?,

No que tange a identificacdo da invasdo destes patdgenos, varias abordagens
tém sido utilizadas para identificar os primeiros casos de hanseniase, mas nas
ferramentas de diagnostico disponiveis faltam a sensibilidade e especificidade
necessarias para atingir este objetivo. Estudos epidemioldgicos tém sido realizados
nas regides endémicas, a fim de identificar os contatos infectados e o uso de testes
de ELISA e PCR demonstraram a possibilidade de melhoria da preciséo diagnostica
e reducdo de transmissdo®* 11?1 A histopatologia ainda ndo é suficiente como um

método alternativo para detectar paciente cujo indice bacilar é zero'?.

Uma destas abordagens € o teste sorolégico do anti PGL-1. Sua
especificidade, segundo estudos de Chanteau®®, foi de 93,1% para o antigeno NDO

sem quaisquer reacdes falso-positivos. Em nossos casos, 0 grupo G3 (tabela 1) para
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anti PGL-1 teve 100% de negatividade para o antigeno NDO. Entretanto, na qPCR
RLEP, apesar de no ato da realizacdo dos exames ter perguntado e excluido os que
ja tiveram contato familiar com hansenianos, obtivemos para este grupo 6% de
positividade (5 casos) e que em entrevista posterior constatamos que este pacientes
tiveram este contato e que queriam apenas realizar 0s exames para comprovacgao,
omitindo a informacdo. Este mesmo autor relatou que a sensibilidade do teste para
detectar os pacientes que nédo tinham sido tratados, tinha sido de 100% para os
doentes com lepra multibacilar, e de 21%, para pacientes com hanseniase
paucibacilar, quando usados o NDO no ELISA'. N&o foi 0 que presenciamos em
nossa pesquisa, com positividade de 20% para a classificacdo operacional MB e 3%
para PB, com diferencas néo significantes entre eles.

Para Frota'?®

, a soropositividade do anti-PGL-lI entre as diferentes formas
clinicas de casos de hanseniase foi de 61% para virchowiana, de 25% para
tuberculdide e 27% para indeterminada. Em nossos estudos (tabela 2), a
positividade foi de 44%, 33% e de 17%, respectivamente, para virchoviano,

borderline-tuberculéide e indeterminada.

A positividade de anti-PGL-1 sérico em contatos domiciliares representa um
risco 7,5 vezes maior de desenvolvimento da doenca®. De acordo com Cruz'®, a
prevaléncia do anticorpo anti-PGL-1 entre os contatos domiciliares foi de 15,0%, e

para Frota'®®

sendo semelhante (15,8%). Em concordéancia com estes autores
verificamos 13% de positivos para o grupo G2 (tabela 1). Um fato interessante
ocorreu em um dos nossos contatos, em que o teste de anti PGL-1 foi positivo mas o
de gPCR foi negativo para todas as amostras. Apds reavaliado pelo médico, foi
constatado uma hanseniase do tipo BB com nervos comprometidos. Assim, nestes
casos, verifica-se que para o0s genes estudados os esfregacos podem ser
insuficientes e que uma abordagem de exames em seus nervos poderia resultar
num maior sucesso. Com isso, neste quesito, obtivemos 5% para G1 e 6% para G2
em que a sorologia foi positiva e a mucosa nasal negativa e de 6% e 10% para a

mucosa do palato, respectivamente (tabela 3).

Apesar dos riscos relativos de adoecimento entre os contatos intradomiciliares

soropositivos para anti PGL-1 apresentarem uma taxa de 27 vezes maior que a dos
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“ndo-expostos”, na situacdo de elevada endemicidade de hanseniase, 50% dos

casos novos, para Brasil*®®

, surgiram entre os nao-contatos soronegativos, ou seja,
sem fonte de infeccdo conhecida. Portanto, segundo este autor, o teste anti-PGL-1

usado revela-se, na pratica, de pouca aplicabilidade.

Outro aspecto que podemos analisar é referente aos idosos, em gque menos
calor do nucleo celular esta disponivel para transporte pela corrente sanguinea para
partes periféricas do corpo devido ao baixo metabolismo, e o fluxo de sangue pode
ser dificultada por alteragbes vasculares estendticas. Por conseguinte, como um
sinal geral de envelhecimento, uma temperatura reduzida pode ser esperada na
cavidade bucal”®. Assim, podemos verificar que o nosso resultado de diagndstico
meédico para G1lfoi majoritariamente de 45% na faixa etaria de 46 a 60 anos (anexo
1).

Verificamos também para o G1 (anexo 1) na faixa etaria de 0 a 15 anos 8%
de deteccdo, o que consideramos relativamente alta, uma vez que a regiao
analisada gira em torno dos 100 mil habitantes. Sabe-se que a hanseniase
raramente ocorre em criangas e quando observadas em maiores quantidades em

menores de quinze anos, maior é a endemicidade da doenca local®.

Ha uma incidéncia maior da doenca nos homens do que nas mulheres, na
maioria das regiées do mundo®. Foi verificada em um estudo que as temperaturas
em homens idosos foram menores do que nos jovens do sexo masculino, enquanto
que as temperaturas em jovens e idosas fémeas néo diferiram. Este achado é
interpretado principalmente como um sinal de deterioracédo das funcbes corporais e
vascular, que é acreditado para ocorrer mais cedo nos homens do que nas
mulheres. A prevaléncia de lesbes bucais foi maior em homens que em mulheres
(73%: 27%)"°. Ligeiramente com maior indice (56%) também verificamos esta

caracteristica em relacdo ao sexo masculino para o grupo G1 (anexo 1).

Com a observacdo no histérico das lesdes da hanseniase observam-se
relatos de envolvimento do palato duro, com destruicdo das suturas palatinas
transversas e perfuracdo palatina juntamente com atrofia da espinha nasal anterior e

o processo alveolar da maxila® '¥’. Assim, este fato é considerado de muita
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importancia epidemioldgica, juntamente com o envolvimento da mucosa nasal, pois

pode constituir uma importante fonte de transmissao do bacilo™ 32

Dos pacientes estudados por Costa®™, 69% apresentaram alteracdes clinicas
bucais. Nos dois casos em que foram encontradas lesGes especificas, o palato duro
foi o local de envolvimento e tiveram mais numerosos bacilos nas lesdes palatais do

gue em suas biopsias cutaneas, o que € incomum.

E seguindo esta linha de raciocinio por estas citacBes anteriores que
propusemos este estudo, concentrando na regido do palato duro, especificamente
onde se aloja o nervo nasopalatino. Para tal identificacdo dos bacilos da hanseniase,
lancamos mé&o da técnica de PCR em tempo real. Diferentemente de Martinez®’,
realizamos uma citologia esfoliativa mais profunda nesta regido com o intuito de
coletar maior quantidade de células e obtermos maior indice de detec¢cdo da

micobactéria.

Atualmente, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR — polymerase chain
reaction) € uma técnica de amplificacdo in vitro de DNA utilizada principalmente
onde as lesbes de pele sdo de dificil avaliacdo ou quando a baciloscopia €

negativa®” %%,

Sdo de abordagens rapidas e potencialmente altas a sua
sensibilidade e especificidade’?* 2%, e detecta DNA do M. leprae em 95,6% nos MB
e 44,2% nos PB nas biopsias, ja para os esfregacos € de 52,9% nos MB e de 22%

nos PB*%.

O meétodo de PCR em tempo real é pelo menos 20 vezes mais sensivel do
que a técnica de coloragdo bacilos &lcool-acido resistentes com amostras clinicas.
No estudo de Martinez, o numero de cOpias do genoma apresentadas por alguns
pacientes PB de acordo com o sistema TagMan foi tanto como 40 vezes maior do
gque 0 numero de micobactérias necessaria para a coloracdo AFB. A analise
molecular € muito mais sensivel e rigorosa do que esta coloragdo e também indica
gue o exame microscopico da linfa é incapaz de identificar corretamente os
pacientes MB. Esta descoberta tem implicacdes clinicas, pois parece que uma série

de pacientes foram diagnosticadas e n&o tratadas adequadamente®.
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Além disso, a PCR em tempo real é cada vez mais utilizado para fins
diagnosticos, devido ao seu formato semi-automatizado, flexibilidade e velocidade,
proporcionando uma vantagem Obvia experimental em trabalho de laboratério de
rotina e uma sensibilidade analitica consistentemente superior do que a de PCR
convencional®® ®. Entretanto, a amplificacdo do DNA por PCR também apresenta
limitacdes porque s6 podem detectar material genético, detectando assim bactérias

vidveis e também as n&o viaveis conjuntamente’®°.

J& para a questdo dos genes alvos para a PCR, a enumeracao molecular de
M. leprae usando o RLEP TagMan PCR é um meétodo rapido e mais preciso para
quantificar a micobactéria em tecidos que podem ter uma ampla aplicabilidade na
investigacdo. O RLEP TagMan PCR permite a andlise rapida de amostras com
elevada reprodutibilidade e é especialmente valioso para a deteccdo de baixos
ntmeros de bacilos. E altamente reprodutivel e a aplicacdo da técnica pode facilitar
o trabalho com este agente, em muitos laboratérios, sendo um substituto adequado

para microscopica direta de contagem de bacilos®.

O ensaio de gPCR RLEP tem provado ser mais sensiveis do que outros
ensaios e tem também uma area de maior aproximagdo a curva ROC (receiver
operator characteristic), o que demonstra um melhor compromisso entre a

sensibilidade e especificidade para este ensaio**.

Num estudo com um total de 62 pacientes nao tratados, foram realizados
ensaios de qPCR em amostras de bidpsias de pele. Como resultado, verificou-se
uma diminuicdo da sensibilidade para Ag 85B (66,1%), mas com especificidade
méxima semelhante para o diagnéstico da hanseniase. Inversamente, 0 ensaio
RLEP mostrou ser a mais sensivel (87,1%) e, além disso, foi positivo para 3
amostras de pacientes originalmente ndo diagnosticados como tendo hanseniase,
mas esses pacientes desenvolveram hanseniase 5-10 anos apO0s a coleta da
biépsia’®*®. Em relagéo ao gene alvo (tabela 1), ha uma corroboracéo a estes dados,
visto que a sensibilidade de deteccdo do M. leprae foi menor para os dois sitios
estudados por 85B, com 9% de positivos para a mucosa do palato e 21% para a

mucosa hasal, frente a 35% e 44% para RLEP, respectivamente, para o G1. Para o
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grupo G2, a relacdo 85B / RLEP respondeu da mesma forma com deteccdes
menores (13 / 31% para a mucosa do palato e de 19/ 38%).

Entre todos os marcadores de acido nucléico para o diagnéstico da
hanseniase na literatura, trés apresentaram maior sensibilidade e especificidade
(RLEP, Ag 85B e 16S rRNA)* *°. De fato, os resultados demonstraram que a
analise de qPCR RLEP poderia ser usado para melhorar deteccdo do paciente
devido a sua alta sensibilidade / confianca (100/88.9% para pacientes MB e
84.6/80.5% para pacientes PB), embora a especificidade de 73,3% deve ser levada
em consideracao, segundo Goulart. No entanto, os pacientes foram acompanhados
por até 10 anos e nao desenvolveram a doenca. Assim, a positividade por PCR pode
de fato representar transporte de bacilos ou infec¢do subclinica, o que néo indica,

por si s6 para a evolucdo da doenca®.

Envolvimento das mucosas € particularmente pendente no nariz,
provavelmente devido & preferéncia do M. leprae para locais mais frios'* % %,
Entretanto, h4 uma possibilidade das lesdes nasais serem precursoras para o

desenvolvimento de lesdes bucais!! &'

Em nossos resultados (tabela 4), com
diferencas estatisticamente significantes, a relagdo de concomitancia nos mostra
que foram positivos na mucosa nasal e no raspado da mucosa do palato em qPCR
RLEP para o G1 e G2, 29% e 25%, respectivamente, e que, positivos para a mucosa
do palato e negativos para a mucosa nasal em 9% e 6%, respectivamente. Assim,

verifica-se que ha casos onde a via de infeccdo precursora pode ser a bucal.

Além disso, o estudo de Martinez® confirma esta informacdo ao analisar
doentes que apresentaram 3,45% de positividade em PCR de swab bucal e
negatividade para a deteccédo do bacilo em swab nasal, demonstrando que existem
pacientes com carga bacilar na cavidade bucal e que a boca pode atuar como o
local primario de infeccdo, além de contribuirem para a disseminacao do bacilo por

esta via.

Dentre os casos de hanseniase que tiveram os resultados positivos em gPCR
por RLEP (tabela 5), 78% o tiveram positivos para swab nasal e 62% por raspado da

mucosa do palato. E, para o0s contatos domiciliares, 85, 7% e 71,4%,
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respectivamente. N&o houve diferengas estatisticamente significantes entre os
exames de swab nasal e do raspado da mucosa do palato, demonstrando que a

sensibilidade entre os dois exames séo equivalentes.

Nos ensaios em swabs bucais (em mucosa de revestimento das bochechas e
labios) de Martinez®®, a positividade global da PCR para os pacientes foi de 18,26%
e para os contatos de 6,83%. Esse estudo forneceu evidéncias de que a mucosa
bucal pode ser um sitio secundario de transmissdo e infecgcdo por M. leprae, e
contatos com DNA bacilar podem estar ativamente envolvidos na transmisséo.
Também mostraram que o DNA de bacilos é mais frequentemente encontrado na
mucosa bucal de pacientes PB. Corroboramos e reafirmamos que a cavidade bucal
pode ser uma fonte primaria de infeccao, visto que encontramos no resultado global
(tabela 1) para a deteccdo nos grupos G1 de 35% de positivos para a mucosa do
palato por qPCR RLEP e de 31% para o grupo G2.

Segundo Martinez®®, pacientes PB demonstraram 12,37% de positivos para
deteccdo de DNA M. leprae em esfregacos bucais, o que néo foi significativamente
diferente dos pacientes MB, que demonstraram 20,2% de positividade. A nossa
situacéo foi de nao haver diferengas significativas entre os exames de swab nasal e
raspado da mucosa do palato, em que obtivemos positividade nos casos de
paucibacilares de 33% para raspado da mucosa do palato e de 36% para a swab

nasal e, nos multibacilares, 36% e 52%, respectivamente (tabela 1).

Foram demonstradas na literatura que as taxas de positividade dos
esfregacos nasais de pacientes eram superiores em todos os esfregacos bucais nas
formas clinicas do espectro, com a excecdo da forma de TT, corroborando os
resultados que demonstraram a mucosa nasal, como o local preferencial para
entrada e saida de M. leprae **'. As positividades de swabs bucais, manchas de
pele, bidpsia de pele e testes de ELISA anti-PGL-lI aumentaram para as formas MB,
chegando a 42,86% em swabs bucais na forma LL. Também observou-se
positividade para DNA do M. leprae na cavidade bucal em todas as formas clinicas
da doencga, inclusive nos pacientes PB, da forma TT. O DNA de M. leprae foi mais
prevalente em swabs bucais de pacientes PB, enquanto que o DNA de bacilos foi

mais frequentemente encontrado no swab nasal de pacientes MB*. No que se
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refere a classificacdo clinica (tabela 6), estes achados sdo consonantes com nossos
resultados encontrados na gPCR por RLEP, com diminuigdo de detec¢cdo nos casos
BV (33%) e VV (22%) para o raspado da mucosa do palato e maiores para
indeterminada (67%) e BT (50%). E, inversamente para a swab nasal, com melhores
indices para BB (60%), BV (67%) e VV (56%) e menores para indeterminada (17%),
BT (33%).

Nos casos de neural priméaria (tabela 6) os bacilos estdo presentes mais
profundamente nos nervos, entretanto a deteccao foi maior para a mucosa nasal
(31%) que no palato (13%), sendo que, provavelmente com uma biopsia no nervo
nasopalatino a deteccédo por qPCR poderia ter melhores resultados. A seccao do
nasopalatino ndo causa maiores transtornos, sendo que em raras vezes apenas

10% das pessoas sentem uma parestesia no local**?.

Entretanto, para da Silva Martinez®’, num paciente dimorfo tuberculéide, de
classificacdo operacional PB, a gPCR foi negativa em amostras de todos os swabs
dérmicos, nervo e biépsias dos cornetos nasais inferiores, swab bucal, swab nasal e
sangue periférico. A biopsia da lesdo bucal do palato duro exibiu baciloscopia
negativa, sem alteracdes patologicas evidentes, no entanto, a gPCR apresentou
uma curva de amplificacdo do DNA do bacilo e detectou 1.126 copias do DNA do M.
leprae por miligramas de tecido biopsiado.

Por outro lado, recentemente Brito e Cabral**®

concluiram que a deteccao de
DNA de M. leprae nasal ndo é essencial para acompanhar contatos de hanseniase,
devido a alta porcentagem de resultados negativos nos contatos, mesmo aqueles

com sorologia positiva.

A relacéo de positividade para G1 e G2, em concomitancia entre a sorologia e
a JPCR RLEP na mucosa do palato foi de 5% e 4% e para PGL-1 e g°PCR RLEP em
mucosa nasal foi de 6% e 8%, respectivamente (tabela 3). Uma positividade
concomitante tanto para PCR em esfregagos bucais e ELISA anti PGL-1 foi
observada na literatura em 13,2% dos pacientes. Entre 0s contatos positivos para

DNA M. leprae em esfregacos bucais, 21,67% exibiu anti PGL-1 ELISA positivo®.
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Em um estudo prospectivo transversal em 31 contatos de pacientes de
hanseniase com sorologia positiva (PGL-1), a PCR tempo real foi positiva para a
presenca de DNA de M. leprae em 06 (19,35%) destes e 0 maior nimero de copias
do genoma do bacilo foi encontrado no contato que adoeceu. Concluiram que
isoladamente os exames da mucosa nasal por PCR ndo permitiram o diagnéstico
precoce da hanseniase. Entretanto, com a combinagéo de varios métodos o exame
dos contatos pode ajudar na identificacdo da infeccdo subclinica e monitoramento
daqueles que poderiam ter papel importante na transmisséo da doenca™*. Partindo
da premissa que nenhum exame laboratorial € suficiente para diagnosticar ou
classificar a hanseniase remete-se assim gue estes exames sao uma ferramenta
auxiliar para possibilitar a resolucdo de um caso'®.

Com isso, Noordeen'® ja& lembrava em sua pesquisa que é importante
ressaltar a diferenca quase trés vezes maior encontrada entre a positividade geral
para deteccdo de DNA em swabs bucais de doentes com relacdo aos contatos,
demonstrando que a maior fonte de infeccdo e transmissdo do M. leprae sao os

doentes nao tratados.

Assim, nossos resultados podem ser considerados de relevancia para a area
meédica e odontoldgica, possibilitando que novas estratégias de tratamentos e de
prevencdo venham a surgir. Através da detec¢cdo do DNA do M. leprae no raspado
do palato, acreditamos que a cavidade bucal possa ser uma via de infecgcéo e
transmissao da hanseniase e que também os contatos intradomiciliares podem estar

envolvidos ativamente, em regides de alta endemicidade, na sua transmisséao.
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7 CONCLUSAO

- No perfil sécio-demografico, foi evidenciada uma falta de acesso a educacao
dos pacientes com hanseniase, com moradia e condi¢cdes salariais desfavoraveis,

além de situacao precéria de saneamento basico.

- Constatou-se que h& equivaléncia na presenca do M. leprae na mucosa do
palato duro e mucosa nasal em casos de hanseniase e contatos intradomiciliares.
Nota-se que h& evidéncias para que a mucosa bucal possa ser um sitio de infecgéo

priméria a hanseniase.

- Apesar de baixa positividade para o anti PGL-1, pode-se recomendar
também sua utilizagdo conjuntamente a qPCR pois houveram casos de

complementagao entre os resultados.

- E necessario o aprofundamento das pesquisas do palato na regido do nervo
nasopalatino/forame incisivo para investigacdo da presenca do M. leprae para que
aprimorem o diagnéstico precoce da infec¢ao subclinica e ampliem as possibilidades

de influir no controle endémico.
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Anexo 1
- Grupo G1 Total
Sexo Feminino 34 (44%) 78
Masculino 44 (56%) (100%)
0 a 15 (incl.) 6 (8%)
16 a 30 (incl.) 7 (9%) 78
Idade 31 a 45 (incl.) 20 (26%) (100%)
46 a 60 (incl.) 35 (45%)
> ou igual a 61 10 (13%)
Alfabetizacdo 3 (4%)
Fundamental incompleto 49 (63%)
Fundamental completo 2 (3%)
Ensino Médio incompleto 8 (10%)
Qual o curso mais elevado que o(a) Ensino Médio completo 5 (6%) 78
senhor(a) concluiu? Universidade concluida 0 (0%) (100%)
Pdés-graduacao concluida 0 (0%)
Analfabeto 4 (5%)
N&o se aplica 7 (9%)
N&o sabe informar 0 (0%)
Menos que um salario minimo 5 (6%)
De 1 a 2 salarios (inclusive) 37 (47%)
S De 2 a 4 salérios (inclusive) 19 (24%)
A renda familiar é L. . . 78
aproximadamente: De 4 a 6 salérios (inclusive) 12 (15%) (100%)
Mais que 6 salarios 5 (6%)
N&o tem renda 0 (0%)
N&o sabe informar 0 (0%)
Alugado 11 (14%)
Casa propria 59 (76%)
Qual a situacgdo do local onde vocé Abrigo 0 (0%) 78
mora? Sem teto 0 (0%) (100%)
Cedida 8 (10%)
N&o sabe informar 0 (0%)
Fossa 66 (85%)
O esgoto da sua casa é tipo: Céu aberto 2 (3%) /8
Rede publica 9 (12%) (100%)
N&o sabe informar 1 (1%)
Um 5 (6%)
A casa do(a) senhor(a) tem Dois 7 (9%) 28
guantos cédmodos (considerar Trés 35 (45%) (100%)
apenas quarto e sala): Quatro 24 (31%)
Cinco 7 (9%)
Filho(a) 0 (0%)
Esposo (a) 1 (3%)
Irmao (a) 7 (22%)
Convivio fora da residéncia com Avo (0) 1 (3%) -
rfllguém com Hanseniase nos Tio(a) 0 (0%) (100%)
ultimos 10 anos: Pai 3 (9%)
Mae 2 (6%)
Cunhado(a) 3 (9%)
Outro 14 (44%)




N&o se aplica 0 (0%)
N&o sabe informar 1 (3%)
Sim Néo NA NSI Total
Nos ultimos 10 anos conviveu com
alguém fora da sua casa com a mesma 32 (41%) 44 (56%) 2 (3%) 78 (100%)
doenca?
Nos ultimos 10 anos ja morou em outro 46 (59%) 31 (40%) 1(1%) 0(0%) 78 (100%)
endereco que ndo o atual?
Em Tangara da Serra - MT? 54 (69%) 21 (27%) 3(4%) 0(0%) 78 (100%)
Em outra cidade? 29 (37%) 44 (56%) 5(6%) 0 (0%) 78 (100%)
Sua residéncia tem agua encanada: 67 (86%) 11 (14%) 0 (0%) 78 (100%)
Na sua residéncia alguém teve ou tem a o o o o
mesma doenca que o (a) senhor(a)? 23 (29%) 51 (65%) 4 (5%) 78 (100%)
NA = N&o se aplica
NSI = N&o sabe informar
Total
0 a 6 meses (incl.) 30 (38%)
Ha quanto tempo notouo 6 a 12 meses (incl.) 18 (23%)
aparecimento dos primeiros sinais ou las 21 (279%) 78
sintomas (manchas, carogos, a9 anos 0 (100%)
dorméncia, obstrugdo nasal)? maior que 5 anos 8 (10%)
N&o sabe informar 1 (1%)
Um 12 (15%)
Dois 7 (9%)
Trés 4 (5%)
NUmero de les6es de pele: Quatro 0 78
: 3 (4%) (100%)
Cinco 5 (6%)
Mais que cinco 23 (29%)
InfiltracBes e sem lesdo 24 (31%)
Classificagdo Operacional: PB 33 (42%) -8
MB 45 (58%) (100%)
Nao realizado 0 (0%)
Classificagao Clinica: Indeterminada 6 (8%)
Neural primaria 16 (21%)
TT 12 (15%)
78
BT 9 (12%) (100%)
BB 23 (29%)
BV 3 (4%)
A% 9 (12%)
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Anexo 2
- Grupo G2
Total
Sexo Feminino 34 (63%) 54
Masculino 20 (37%)  (100%)
0 a 15 (incl.) 16 (30%)
16 a 30 (incl.) 15 (28%) 54
Idade 31 a45 (incl.) 13 (24%)
46 a 60 (incl.) 6 (11%) (100%)
>ouigual a6l 4 (7%)
Alfabetizacdo 2 (4%)
Fundamental incompleto 13 (24%)
Fundamental completo 1(2%)
Ensino Médio incompleto 4 (7%)
Qual o curso mais elevado que Ensino Médio completo 13 (24%) 54
o(a) senhor(a) concluiu? Universidade concluida 2 (4%) (100%)
Pds-graduacdo concluida 0 (0%)
Analfabeto 2 (4%)
N3o se aplica 17 (31%)
Nao sabe informar 0 (0%)
Menos que um saldrio minimo 2 (4%)
De 1 a 2 saldrios (inclusive) 14 (26%)
o De 2 a 4 salarios (inclusive) 15 (28%)
A ren(.ja familiar € De 4 a 6 saldrios (inclusive) 16 (30%) >4
aproximadamente: (100%)
Mais que 6 salarios 7 (13%)
N&o tem renda 0 (0%)
N3o sabe informar 0 (0%)
Alugado 4 (7%)
Casa propria 45 (83%)
Quial a situagdo do local onde vocé Abrigo 0 (0%) 54
mora? Sem teto 0 (0%) (100%)
Cedida 5 (9%)
N3o sabe informar 0 (0%)
e ] Sim 52 (96%)
Sua residéncia tem agua N30 2 (4%) 54
encanada: (100%)
Nao sabe informar 0 (0%)
Fossa 46 (85%)
s Céu aberto 1(2%) 54
O esgoto da sua casa é tipo: )
Rede publica 7 (13%) (100%)

N&o sabe informar

0 (0%)




Total
Um 2 (4%)
Dois 3 (6%)
Trés 23 (43%)
A casa do(ja) senhor(a) tfem Quatro 11 (20%) 54
guantos coémodos (considerar )
apenas quarto e sala): Cinco 12 (22%)  (100%)
Seis 1(2%)
Sete 0 (0%)
Oito 2 (4%)
Filho(a) 20 (37%)
Esposo (a) 15 (28%)
Irmao (3) 4 (7%)
Avo (6) 2 (4%)
,Gra.u de parentesco com o caso Tio(a) 3 (6%) 54
indice: (100%)
Pai 0 (0%)
Mae 2 (4%)
Cunhado(a) 1(2%)
Outro 7 (13%)
Um 1(2%)
Dois 6 (11%)
Trés 13 (24%)
Quantas pessoas moram no seu 54
endereco atual? Quatro 15 (28%) (100%)
Cinco 12 (22%)
Seis 6 (11%)
Sete 1(2%)
Sim 18 (33%)
J4 morou com outras pessoas com Na&o 36 (67%) 54
esta doenca? N3o se aplica 0 (0%) (100%)
N3o sabe informar 0 (0%)
Até 1 ano (incl.) 7 (13%)
2 a 5 anos (incl.) 5 (9%)
Ha quanto tempo mora ou morou 6 a 10 anos (incl.) 13 (24%) 54
com paciente com hanseniase ? mais de 10 anos 26 (48%)  (100%)
Ndo se aplica 3 (6%)
N3o sabe informar 0 (0%)
. ) Sim 6 (11%) 54
Ja teve hanseniase no passado? Niio 48 (89%) (100%)
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