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RESUMO

A Tuberculose (TB) é um consideravel problema de saude publica mundial. Em 2021,
de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou-se que, no mundo,
cerca de 10,6 milhdes de pessoas desenvolveram TB e 1,4 milhdo morreu devido a
doenca. Com isso, tornou-se a principal causa de morte por infeccdo em todo o mundo
e uma das dez principais causas de morte em geral. A TB tem o pulmdo como o
principal sitio de acometimento, sendo denominada de TB Pulmonar (TBP). Porém
pode ser diagnosticada em muitos 6rgdos do corpo de maneira Extrapulmonar
(TBEP), sendo o linfonodo o local mais comum. Porém, o envolvimento pleural,
neurologico, sinovial, pericardico, abdominal, geniturinario e oral tem sido descrito, o
gue mostra a potencial capacidade de disseminacdo do Mycobacterium tuberculosis
(MTB). A deteccdo do Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR), geralmente ocorre
pela observacdo das caracteristicas microscopicas da morfologia dos tecidos,
presenca de granulomas com necrose caseosa, histiocitos epitelidides e células
gigantes do tipo Langhans, associada a coloracéo para BAAR, pela técnica de Ziehl
Neelsen (ZN). Ademais, investigagdo por imuno-histoquimica (IHQ), testes de
amplificacéo de acido nucleico pela Reacdo em Cadeia da Polimerase Hemianinhada
(nested-PCR) e pelo sistema de detec¢cdo automatizado GeneXpert® MTB/RIF sao
meétodos aplicados para o diagnostico da infeccdo. Com isso, este estudo teve como
objetivo investigar a presenca do bacilo Mycobacterium tuberculosis em amostras
orais em parafina que continham granulomas com necrose caseosa. Ao todo, como
critério de inclusdo, foram selecionadas bidpsias que apresentaram granulomas com
necrose caseosa, sugerindo o diagnostico de TB. Foram excluidas aquelas que apo6s
a revisdo das fichas e histologicas, ndo apresentavam o0s granulomas exibindo
necrose caseosa e aquelas que foram de bidpsias intradsseas. O M. tuberculosis foi
procurado por meio da coloracdo de ZN, IHC, nested-PCR e ensaios GeneXpert®
MTB/RIF. Foram entdo selecionadas nove amostras com granulomas com necrose
caseosa. Houve predominancia de individuos do sexo masculino (2,5:1), com idade
média de 50 anos (+23,08; 19-89), sendo a lingua o local anatdmico mais afetado
(n=4). O bacilo néo foi identificado pela técnica de ZN em nenhuma amostra, e a
coloracdo por IHC mostrou um padréo granular grosseiro, sugerindo M. tuberculosis,
em trés delas. Nested-PCR e os ensaios GeneXpert® MTB/RIF foram positivos em
duas e trés das amostras, respectivamente. Conclui-se que testes moleculares e IHC
podem ser métodos auxiliares Uteis para casos suspeitos de tuberculose.

Palavras-chave: tuberculose oral; Ziehl-Neelsen; imuno-histoquimica; nested-PCR;
GeneXpert® MTB/RIF.



ABSTRACT

Investigation of the presence of Mycobacterium tuberculosis bacillus in samples
suggestive of oral tuberculosis.

Tuberculosis (TB) is a significant global public health issue. In 2021, according to the
World Health Organization (WHO), it was estimated that approximately 10.6 million
people developed TB worldwide, and 1.4 million died from the disease. Consequently,
it became the leading cause of death due to infection worldwide and one of the top ten
overall causes of death. TB primarily affects the lungs and is referred to as Pulmonary
TB (PTB). However, it can be diagnosed in various organs of the body as
Extrapulmonary TB (EPTB), with lymph nodes being the most common site of
involvement. Moreover, pleural, neurological, synovial, pericardial, abdominal,
genitourinary, and oral involvement have been described, demonstrating the potential
for Mycobacterium tuberculosis (MTB) dissemination. The detection of Acid-Fast
Bacilli (AFB) typically involves the observation of microscopic tissue characteristics,
the presence of granulomas with caseous necrosis, epithelioid histiocytes, and
Langhans giant cells, along with AFB staining using the Ziehl-Neelsen (ZN) technique.
Furthermore, immunohistochemistry (IHC), nucleic acid amplification tests by Nested
Polymerase Chain Reaction (nested-PCR), and the automated detection system
GeneXpert® MTB/RIF are methods employed for diagnosing the infection. Therefore,
the aim of this study was to investigate the presence of Mycobacterium tuberculosis in
paraffin-embedded oral samples containing granulomas with caseous necrosis.
Inclusion criteria were based on the selection of biopsies displaying granulomas with
caseous necrosis, suggesting a diagnosis of TB. Biopsies without these features upon
review of records and histological findings, as well as intraosseous biopsies, were
excluded. M. tuberculosis was sought using ZN staining, IHC, nested-PCR, and
GeneXpert® MTB/RIF assays. Nine samples with granulomas and caseous necrosis
were selected. The majority of individuals were male (2.5:1 ratio), with an average age
of 50 years (£23.08; range 19-89), and the tongue was the most affected anatomical
site (n=4). AFB was not identified by the ZN technique in any of the samples, and IHC
staining exhibited a coarse granular pattern, suggestive of M. tuberculosis, in three of
them. Nested-PCR and GeneXpert® MTB/RIF assays yielded positive results in two
and three of the samples, respectively. In conclusion, molecular tests and IHC can be
valuable auxiliary methods for suspected cases of tuberculosis.

Keywords: oral tuberculosis; Ziehl-Neelsen; immunohistochemistry; nested-PCR;
GeneXpert® MTB/RIF.
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1 INTRODUCAO

Desde tempos remotos, observou-se que a Tuberculose (TB) afetou os seres
humanos de forma endémica. Foram notadas evidéncias de TB em mumias egipcias
ha mais de 5000 anos, tendo sido a doenca originalmente chamada de "peste branca"
(DANIEL, 2000). No entanto, a doenca permaneceu insignificante no ocidente até o
advento da Revolugdo Industrial no século XVIII, quando ocorreu um aumento
significativo nos casos (BATES, 1980).

Ja no inicio do século XX e ao longo deste século, a aflicio e o isolamento
decorrentes da enfermidade conferiam um tom poético as almas. Naquela época, a
TB era considerada uma "doenca romantica", retratada de maneira idealizada na
literatura e na arte, seguindo os moldes do romantismo (BATES, 1980). No Brasil, a
epidemia de TB se estabeleceu em grande parte das cidades, conhecida como a
"praga dos pobres", devido a sua associacdo com condi¢des de vida insalubres e dieta
deficiente, fatores caracteristicos das pessoas afetadas pela doenca (SHEPPARD,
2001).

Causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis (MTB), um Bacilo Alcool-
Acido Resistente (BAAR), descoberto e descrito pelo Dr. Robert Koch em 1882
(SAKULA, 1982), a TB é uma enfermidade contagiosa que tem um impacto
significativo na saude publica, sendo uma das principais causas de morte em todo o
mundo. Espalha-se quando as pessoas com TB expelem a bactéria no ar (por
exemplo, pela tosse). Estima-se que cerca de um quarto da populacdo global tenha
sido infectada com o M. tuberculosis (HOUBEN; DODD, 2016), mas a maioria das
pessoas ndo desenvolverdo a doenca e algumas eliminardo a infeccdo (BEHR;
EDELSTEIN; RAMAKRISHNAN, 2019; EMERY et al., 2021). Até surgir a pandemia
do coronavirus (COVID-19), a TB era a principal causa de morte por um Unico agente
infeccioso, ficando acima do Virus da Imunodeficiéncia Humana/Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida HIV/AIDS (BRASIL, 2022; GLOBAL TUBERCULOSIS
REPORT, 2022).

Estima-se que 10,6 milhdes de pessoas adoeceram com TB em todo o mundo
em 2021, sendo um aumento de 4,5% em relacéo a 2020 (10,1 milhdes). As restricbes
causadas pela pandemia de COVID-19 resultaram em um impacto imediato e evidente
no numero de pessoas recém-diagnosticadas e oficialmente notificadas em 2020 em

comparacao a 2019. Depois de grandes aumentos entre 2017 e 2019, houve uma
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queda de 18% entre 2019 e 2020, passando de 7,1 milhdes para 5,8 milhdes. Em
2021, houve uma recuperacdo parcial, com um total de 6,4 milhdes de casos
notificados (FIGURA 1). Além disso, estima-se que a taxa de incidéncia de TB (novos
casos por 100.000 habitantes por ano) tenha aumentado 3,6% entre 2020 e 2021,
apos declinios de cerca de 2% ao ano para a maioria das ultimas 2 décadas (GLOBAL
TUBERCULOSIS REPORT, 2022).

Figura 1 - Tendéncia global nas notificacfes de casos de pessoas recém-diagnosticadas com
tuberculose, 2015-2021
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Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022 (adaptado)

Em 2021, houve um aumento significativo no namero global de mortes por TB,
totalizando 1,4 milh&do de oObitos oficialmente registrados, o que representa mais que
o dobro do nimero de mortes causadas pelo HIV/AIDS, que foi de 0,65 milhdo
(“UNAIDS 2022”, 2022).

Neste contexto, no Brasil, foram registrados 68.271 casos novos de TB, em
2021, o que levou a um coeficiente de incidéncia de 32,0 casos por 100 mil habitantes.
Ja em relacdo a mortalidade, em 2019, foram notificados cerca de 4,5 mil obitos pela
doenca, com um coeficiente de mortalidade de 2,2 6bitos por 100 mil habitantes
(BRASIL, 2022).

O local mais comum de infeccéo por TB € o pulméao, porém podem ser afetados
outros sitios, resultando na Tuberculose Extrapulmonar (TBEP) (FURINI et al., 2013;
GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT, 2022; HILLEMANN et al., 2011). Além disso,
cerca de 90% das pessoas que desenvolvem TB a cada ano séo adultos, com mais
casos entre homens do que mulheres (GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT, 2022).

A taxa de acometimento da TBEP ainda é incerta, compreendendo cerca de 15 a 20%
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dos casos de TB e pode compreender até 50% dos casos de TB daqueles individuos
infectados pelo HIV (TB-HIV) (MEHTA et al., 2012).

Os sintomas da incluem tosse por trés semanas ou mais, febre vespertina,
sudorese noturna e perda de peso. A tosse € o principal sintoma, podendo ser seca
ou produtiva (com catarro) (BRASIL, 2022). As apresentacdes clinicas da TBEP com
acometimento oral apresentam-se como ulceracdes com centro granulomatoso e halo
esbranquicado (KUMAR et al., 2010; RAZEM et al., 2021).

Os métodos diagnosticos para deteccdo do bacilo M. tuberculosis melhoraram
substancialmente nos ultimos anos. Atualmente, existem varios Testes Rapidos
Moleculares (TRM-TB) recomendados pela OMS para diagnéstico inicial de TB,
incluindo testes que detectam resisténcia a medicamentos (GLOBAL
TUBERCULOSIS REPORT, 2022). O método mais antigo é a baciloscopia de escarro
(desenvolvido ha mais de 100 anos) e ainda € amplamente utilizado para o diagndstico
de TB em paises de baixa e média renda, mas esta sendo cada vez mais substituido
por testes rapidos. O teste de cultura continua sendo o padrao de referéncia para o
diagndstico de TB. Apos o diagndstico, esfregaco ou cultura (ao contrario de testes
moleculares rapidos) sdo necessarios para monitorar a resposta de um individuo ao
tratamento (GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT, 2022).

Os aspectos histologicos da TB, em qualquer sitio de infeccdo, pulmonar ou
extrapulmonar, exibem lesdes conhecidas como tubérculos, que sdo reacdes
inflamatdrias granulomatosas caracteristicas contra o bacilo M. tuberculosis mediadas
por células de imunidade do hospedeiro (NATARAJAN et al.,, 2020). Porém, é
desafiador para os patologistas diagnosticar a infeccdo com base apenas na
histologia, podendo ser Uteis os testes de Amplificacio De Acido Nucleico (NAAS).
Maiores taxas de sensibilidades podem ser alcancadas por métodos de Reacdo em
Cadeia da Polimerase Aninhada (nested-PCR), mas o risco de contaminagao cruzada
neste ultimo pode ser preocupante (FU et al., 2016).

Outro método de deteccdo do bacilo M. tuberculosis € a observacéo
microscopica do tecido utilizando-se a técnica de Ziehl-Neelsen (ZN), considerada
uma escolha por se tratar de um teste rapido e acessivel. Entretanto, a sensibilidade
€ baixa quando comparada as técnicas moleculares, além de nao permitir a
identificacdo das espécies de M. tuberculosis presentes no espécime (BARCELOS;
FRANCO; LEAO, 2008).
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Em comparacdo a coloracdo com ZN e cultura, a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é altamente especifica e sensivel. Além do fato de ser uma técnica
rapida, de baixo custo e possivel de ser realizada na maioria dos laboratérios clinicos
e de patologia (SCHOOLNIK, 1991). Porém, o diagnoéstico definitivo e rapido para
TBEP é visto como um desafio, uma vez que essa doenca tem uma natureza
paucibacilar (KHOSRAVI et al., 2017). Além disso, esse diagndstico também torna-se
dificultado devido a falta de volumes adequados de amostra clinica e distribuicdo ndo
uniforme de bactérias nessas amostras (MEHTA et al., 2012). A técnica de PCR pode
detectar quantidades <10 bacilos por mililitro de diferentes espécimes bioldgicos,
sendo uma ferramenta util para o diagnostico de TB (CRUZ et al., 2011). No entanto,
um problema sério de detec¢cdo do BAAR por técnicas de PCR é a presenca de
substéancias inibidoras de PCR que se encontram associadas com o TBEP em
comparacao com as amostras pulmonares. A presenca de tais inibidores é devida a
presenca de substancias que interferem na atividade da polimerase e séo utilizadas
na preparacdo da amostra. Com isso, a detec¢do do bacilo para diagnostico em
amostras de TB na cavidade oral torna-se dificultada, assim como em outras amostras
com localizac&o extrapulmonar (ALLI; OGBOLU; ALAKA, 2011).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da tuberculose

De natureza contagiosa, a TB € uma das principais causas de problemas de
saude, além de ser uma das 10 principais causas de morte em todo 0 mundo. Até a
pandemia da COVID-19 era a principal causa de morte por um Unico agente
infeccioso, ficando acima do HIV/AIDS (BRASIL, 2022; GLOBAL TUBERCULOSIS
REPORT, 2022).

De acordo com o relatorio da OMS de 2022 sobre TB global, houve um aumento
de 4,5% no numero de pessoas doentes por TB em 2021, em relacdo a 2020,
totalizando 10,6 milhdes de casos. Além disso, a TB foi responsavel por 1,6 milhdo de
mortes em 2021, incluindo 187 mil mortes entre pessoas que vivem com HIV. Houve
também um aumento de 3% na carga de TB multirresistente (TBMR - TB resistente a
pelo menos dois medicamentos antituberculosos essenciais ao tratamento, a
Isoniazida e a Rifampicina), com 450 mil novos casos de TB Resistentes a Rifampicina
(TBRR) em 2021 (GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT, 2022).

Em todo mundo, o nimero anual estimado de mortes por TB caiu entre 2005 e
2019, mas as estimativas para 2020 e 2021 sugeriram que essa tendéncia foi
revertida, sendo que houve uma estimativa de 1,4 milhdo de mortes entre pessoas
HIV negativas (= 1,3-1,5 milhdes) e 187.000 mortes (+ 158.000-218.000) entre
pessoas HIV positivas em 2021 para um total combinado de 1,6 milhdo. A maior parte
do aumento estimado de mortes por TB em todo o mundo foi contabilizada por quatro
paises: india, Indonésia, Mianmar e Filipinas (GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT,
2022).

O Brasil esta entre os 30 paises de alta carga para a TB e para coinfec¢éo TB-
HIV, tornando-se prioritario para o controle da doen¢a no mundo pela OMS (BRASIL,
2022). Além disso, no ano de 2021, o Brasil registrou 68.271 casos novos de TB, com
um coeficiente de incidéncia de 32,0 casos por 100 mil habitantes. Em 2020, o pais
registrou 4.543 falecimentos, resultando em um coeficiente de mortalidade de 2,1
Obitos por 100 mil habitantes. Esse nimero segue a tendéncia dos anos anteriores na
analise histérica de Obitos causados pela TB (BRASIL, 2022). Também em 2020, o

Brasil e outros 15 paises, foram responsaveis por 93% da reducao das notificacdes
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da TB no mundo. Essa variacdo negativa pode ser justificada pelos impactos
causados pela pandemia de COVID-19 nos servigos e sistemas de saude (GLOBAL
TUBERCULOSIS REPORT, 2022).

O estado de Minas Gerais apresentou uma média anual de 3.539 casos novos
confirmados e uma média de 6bitos de 245 notificados no Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo (SINAN) entre os anos de 2012 e 2021. Apenas no ano de
2021 apresentou um coeficiente de incidéncia de 16,2 novos casos por 100 mil
habitantes e em 2020, um coeficiente de mortalidade de 1,1 6bitos por 100 mil
habitantes (BRASIL, 2022; NETO et al., 2023).

O municipio de Belo Horizonte apresentou no ano de 2021, 407 novos casos
de TB com uma taxa de incidéncia de 16,1 caso por 100 mil habitantes, sendo destes
314 casos de TB pulmonar. Foram notificados 28 Obitos em 2021 devido a doenca,
resultando em um coeficiente de mortalidade de 1,1 6bito a cada 100 mil habitantes
(BRASIL, 2022).

A TB é considerada uma doenca de pobreza, e as pessoas afetadas por ela
podem enfrentar frequentemente algum tipo de dificuldade econdmica,
vulnerabilidade, marginalizacéo, estigma e discrimina¢do (GLOBAL TUBERCULOSIS
REPORT, 2022). Observa-se o maior acometimento em individuos do sexo masculino
(70,1%), em quase todas as faixas etarias, com excec¢ao do grupo de dez a 14 anos.
Homens de 20 a 34 anos apresentam 2,8 vezes mais risco de adoecimento por TB
pulmonar do que mulheres na mesma faixa etaria, seguidos do grupo de 50 a 64 anos,
cujo risco de adoecimento por TB pulmonar € 2,6 vezes maior (BRASIL, 2022).

Destes, as populacdes mais vulneraveis ao adoecimento por TB, no Brasil, séo
as populacdes privada de liberdade, em situacdo de rua, imigrantes e profissionais de
saude, com um total de 6.773, 1.809, 1.023 e 427 casos, respectivamente, em 2021
no Brasil (BRASIL, 2022).

2.2 Etiologia da tuberculose

2.2.1 Mycobacterium tuberculosis

Causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, um BAAR identificado em
1882 por Robert Kock (SAKULA, 1982), se espalha quando pessoas doentes com TB
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expelem bactérias no ar, como por exemplo, pela tosse. Estima-se que cerca de um
quarto da populacdo mundial esta infectada com o bacilo (HOUBEN; DODD, 2016),
mas a maioria das pessoas ndo desenvolverdo a doenga TB e algumas eliminaréo o
microrganismo (BEHR; EDELSTEIN; RAMAKRISHNAN, 2019).

O M. tuberculosis, pertencente a ordem dos Actinomycetales, a familia
Mycobacteriaceae, € um dos componentes do complexo Mycobacterium tuberculosis.
Também pertencentes a esta familia o Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis
BCG, Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canetti
Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipedii. Destes, o principal agente causal
da TB pulmonar no Brasil, € o M. tuberculosis, sendo raros os casos de TB causados
por outras espécies do complexo. Os bacilos do complexo M. tuberculosis possuem
uma parede celular com alto teor de lipidios, representando até 40% do peso seco da
célula (KRITSKI; RUFFINO-NETTO, 2000; NATARAJAN et al., 2020; WANG et al.,
2019).

2.2.2 Genoma do Mycobacterium tuberculosis

No ano de 1998, a linhagem H37Rv de M. tuberculosis teve seu genoma
completamente sequenciado por Cole e Barrell. Esse micro-organismo apresenta um
genoma com cerca de 4.000 genes, sendo composto por 4.411.529 pares de bases
(pb). Adicionalmente, seu genoma apresenta sequéncias repetitivas de DNA,
especialmente as sequéncias de insercdo (IS), para as quais foram descritos 56
elementos de insercdo. O elemento IS6110, que pertence a familia 1S3, € o mais
abundante e mais bem caracterizado, com o niamero de coépias variando entre as
linhagens e cepas analisadas (COLE; BARRELL, 1998; COROS; DECONNO;
DERBYSHIRE, 2008).

2.3 Transmissao

O bacilo é transmitido de pessoa para pessoa por via aérea (LEWINSOHN et
al., 2017), e o contagio acontece de varias maneiras, sendo as mais frequentes pela
fala, espirro e, principalmente, a tosse. Descrito por Wells, Ratcliffe e Grumb em 1948,

as particulas contagiantes (denominadas ‘Nucleos de Wells’) apresentam um
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tamanho de 5 a 10 um e quando em suspensdo no ar podem infectar um préximo
individuo (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2005; WELLS; RATCLIFFE; GRUMB, 1948).

A Sociedade de Doencas Infecciosas da América (IDSA - Infectious Diseases
Society of America) elencou cinco fatores que determinam a probabilidade de
transmissdo do bacilo. Sendo eles (1) a infecciosidade do paciente-fonte - uma
baciloscopia positiva para os BAAR ou uma radiolucidez na radiografia de térax
fortemente associada ao processo de infeccdo; (2) suscetibilidade do hospedeiro ao
contato; (3) duracéo da exposicédo do contato ao paciente fonte; (4) o ambiente em
gue ocorre a exposicao, principalmente aqueles que apresentam um espaco pequeno
e mal ventilado (oferecendo maior risco); (5) e a infecciosidade da cepa M.
tuberculosis (LEWINSOHN et al., 2017).

2.4 Imunopatogenia

O M. tuberculosis é um microrganismo intracelular facultativo, de crescimento
lento e aerdbio obrigatério, podendo se multiplicar dentro de macroéfagos e de outras
células do organismo (NORTH; JUNG, 2004). De inicio, o bacilo ao penetrar no
pulmédo, é fagocitado por um macréfago alveolar presente (KRITSKI; CONDE;
SOUZA, 2005). Além disso, tem a capacidade de se manter vivo por anos no
granuloma formado pela reacéo tecidual, porém quando as defesas do hospedeiro
sao reduzidas, ele pode se multiplicar e manter sua viabilidade (KRITSKI; CONDE;
SOUZA, 2005).

Apesar dos macrofagos fagocitarem os bacilos e destruirem uma parte
consideravel deles, um numero significativo consegue sobreviver, se multiplicando
nos fagossomos, no citoplasma dos macrofagos ou na cavidade alveolar (BATES,
1980). Tal divisdo e consequente crescimento é de maneira lenta, ocorrendo
aproximadamente a cada 25 a 32 horas. Com uma taxa de crescimento em
aproximadamente 2 a 12 semanas, alcancando um crescimento na poténcia de 10° a
104, ja suficiente para provocar uma resposta imune celular especifica (LEWINSOHN
et al., 2017).

O granuloma tuberculoso é caracterizado pela presenca de neutrofilos e
macrofagos infiltrados, bem como um aumento gradual de linfocitos T (CD4+) e B que

cercam os macrofagos infectados, células dendriticas e fibroblastos. Essas células
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formam um agrupamento distintivo conhecido como granuloma tuberculoso (FERRAZ
et al., 2006; KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2005).

O granuloma € um mecanismo fundamental para limitar a disseminacdo do
bacilo. Ele fornece um local para a interagédo entre linfcitos T e macrofagos ativados
pelo IFN-y, que trabalham em conjunto para impedir a multiplicagcédo do bacilo. No
entanto, alguns bacilos permanecem viaveis por longos periodos, o0 que pode levar a
reativacao da doenca latente (LEWINSOHN et al., 2017).

Durante a infeccao primaria pelo bacilo, forma-se o complexo de Ghon primario,
no qual se disseminam por meio da corrente sanguinea e linfatica. Essa disseminacéo
pode levar ao desenvolvimento de TBEP durante a infeccdo primaria ou mais tarde na
vida, durante a reativa¢do da doenca (TB secundaria) (NATARAJAN et al., 2020).

Individuos com TB/HIV frequentemente sofrem disseminacado do bacilo, ja que
a incapacidade de formar o granuloma resulta em necrose pulmonar, tornando
impossivel conter o bacilo no sitio priméario da infeccdo e, muitas vezes, levando ao
acometimento de varios 6rgaos (LEWINSOHN et al., 2017; MOUTINHO, 2011).
Individuos com Infeccdo Latente pelo M. tuberculosis (ILTB - que néo foi tratada) e
gue adquirem HIV correm o risco de desenvolver TB em uma taxa anual de cerca de
5% a 10% (CONDE et al., 1999; LEWINSOHN et al., 2017). Esses dados indicam a
importancia de um diagnaostico rapido de TB pulmonar em ambientes como hospitais,
prisdes e domicilios onde individuos infectados pelo HIV vivem em conjunto.

Em suma, a disseminacdo e evolucdo para a doenca depende de multiplos
fatores relacionados a capacidade de viruléncia deste micro-organismo com o
hospedeiro (imunidade, fatores genéticos, existéncia de outras doencas). A
progressdo para a TB ativa varia de acordo com o tipo de infeccdo, seja a primeira
infeccdo ou uma reinfecgdo exdgena. A ocorréncia de TB ativa € mais comum em
criangas, idosos e individuos imunodeprimidos. Mesmo individuos que ja foram
infectados pelo bacilo da TB e apresentam um teste tuberculinico positivo, podem ficar
doentes se forem expostos continuamente a TB. Além disso, os bacilos latentes
podem se tornar ativos mesmo apos muitos anos (reativacédo endégena) (BLOOM,;
MURRAY, 1992).

2.5 Sinais e sintomas
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Quando a infeccéo ndo é controlada e o processo pneumonico inflamatorio tem
inicio, os sintomas clinicos de tosse, expectoracdo, hemoptise, febre, sudorese
noturna, anorexia e perda de peso aparecem. Esse processo inflamatorio resulta em
um infiltrado que pode sofrer cavitagdo e caseificacdo, tornando-se entdo um
granuloma caseoso, mais comumente no lobo superior pulmonar direito. A cronicidade
da inflamacéo pode levar a progresséao do infiltrado para fibrose, o que causa a perda

de elasticidade na area pulmonar afetada como sequela (FERRAZ et al., 2006).

2.6 Prevencéao e tratamento

Sem tratamento, a taxa de mortalidade por TB é alta. Estudos da histéria
natural da TB na auséncia de tratamento com drogas anti-TB (conduzidos antes do
tratamento medicamentoso se tornarem disponiveis) descobriram que cerca de 70%
dos individuos com baciloscopia positiva no escarro morreram em 10 anos apds o
diagndstico, assim como cerca de 20% das pessoas com TB pulmonar com cultura
positiva (mas baciloscopia negativa) (TIEMERSMA et al., 2011).

Uma vacina é considerada a melhor solucdo para controlar a tuberculose. A
Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), resultante de uma cepa virulenta de M. bovis
atenuada, é a Unica vacina atualmente disponivel para combater essa doenca e vem
sendo usada ha mais de 80 anos. Ela esté indicada para criancas de 0 a 5 anos, com
peso =2 kg e que devem ser vacinados 0 mais precocemente possivel, logo apés o
nascimento. A vacinagao é a principal maneira de prevencao para as formas graves
da doenca, como TB miliar e meningea. Embora possua esta eficiéncia, varios ensaios
clinicos sugeriram que a BCG néo previne a infecgdo com o bacilo da TB e é
relativamente ineficaz na protecdo de adultos contra a TBP (BRASIL, 2022; FERRAZ
et al., 2004).

Consequentemente, hd uma necessidade urgente de vacinas mais eficazes.
Novas estratégias experimentais tém se mostrado promissoras (FERRAZ et al., 2004),
mas o0 desenvolvimento de vacinas eficientes contra a TB depende claramente de uma
compreensao completa da resposta imune exibida pelo hospedeiro contra esse
patdogeno (FERRAZ et al., 2006).
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Ja para o tratamento, pode ser receitado terapias antibioticas com Isoniazida
(H), Rifampicina (R) ou a associacao dos dois rifampicina + isoniazida, sendo a

posologia de acordo com o tipo de infeccao e/ou manifestacdo (BRASIL, 2022).

2.7 Tuberculose extrapulmonar e oral

2.7.1 Aspectos clinicos

Tanto a TB pulmonar quanto a TBEP apresentam lesdes conhecidas como
tubérculos em qualquer sitio de infeccdo. Esta é uma reacdo inflamatoria
granulomatosa caracteristica contra os bacilos provocada pela resposta imune
mediada por células do hospedeiro. Estes tubérculos iniciam-se microscopicamente e
se coalescem para se tornarem granulomas macroscopicamente visiveis. Os
granulomas, caseosos ou ndo caseosos, contém bacilos dentro dos macroéfagos,
exsudato alveolar rico em fibrina, linfécitos e células gigantes multinucleadas que
estdo proximas da borda fibroblastica (NATARAJAN et al., 2020).

A TBEP se da através da disseminacédo linfatica e hematogénica, apés a
formacdo do complexo de Ghon primario, durante a infeccdo primaria. O BAAR
eventualmente pode entrar na corrente sanguinea e atingir diversos 6rgaos, o que
pode levar ao desenvolvimento da TBEP durante a infec¢cdo primaria ou mais tarde na
vida durante a reativacado da doenca (TB secundaria) (NATARAJAN et al., 2020).

Na TBEP, o diagndstico é frequentemente presuntivo por se tratar de uma
forma paucibacilar. Além disso, ela € menos comum quando comparada a TBP, além
de ser de dificil diagnéstico clinico. A taxa de acometimento da TBEP ainda € incerta
(15-20% dos casos de TB), podendo se apresentar em maior niamero naqueles
individuos infectados pelo HIV (até 50% dos casos de TB). Ja o desenvolvimento da
TB miliar é caracterizado por um extenso envolvimento dos 6rgdos por lesées
granulomatosas (MEHTA et al., 2012; NATARAJAN et al., 2020). A TBEP pode ser
diagnosticada em muitos 6rgdos do corpo, sendo o linfonodo o local mais comum.
Porém, o envolvimento pleural, neurolégico, sinovial, pericardico, abdominal,
geniturinario e oral tem sido descrito, 0 que mostra um expressivo potencial de
disseminacéo (KHOSRAVI et al., 2017; NATARAJAN et al., 2020).
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O acometimento oral € raro e é relatado em, aproximadamente, cerca de 1 a
1,5% dos casos de TBP. A manifestacdo primaria oral € muito incomum, sendo
geralmente secundéria a infeccdo pulmonar. Os locais orais mais frequentemente
afetados sao lingua, palato, amigdalas, faringe e mucosa bucal (KUMAR et al., 2010).

Como hipoteses de inoculacdo da TB oral primaria, o bacilo M. tuberculosis
podem ser transferidos diretamente do escarro infectado ou leite de vaca cru infectado
para as membranas mucosas orais. Além de outros focos de infec¢des, como a polpa
aberta de dente cariado, ferida de extracdo, margem gengival ou perfuracéo de dente
em erupcdo. Em conseguinte, a lingua € o local mais comum para TB primaria e 93%
das lesdes orais se apresentam como Ulceras. Ja a TB secundaria pode ser explicada
devido a via exdgena, pelo proprio escarro infectado (através da tosse, por exemplo)
ou enddogena, pela disseminacdo hematogénica (KUMAR et al., 2010; VAID et al.,
2010).

As lesdes orais causadas pela TBEP geralmente apresentam uma aparéncia
ulcerativa com um centro granulomatoso e um halo esbranquicado, frequentemente
localizadas no dorso da lingua. Os sintomas da TB podem se manifestar como
Ulceras, nédulos, fissuras, tuberculomas ou granulomas, e as Ulceras podem ser
dolorosas ou nao, apresentando uma superficie irregular e endurecida (KUMAR et al.,
2010).

2.7.2 Aspectos histoldgicos

A andlise histopatoldgica € um método que tem a capacidade de detectar tanto
a TBP quanto TBEP, usando tecidos afetados pelo M. tuberculosis. Em cerca de 80%
dos casos de TBP, o padrdo histopatologico tipico € o granuloma com necrose
caseosa, composto por histiécitos epitelioides, células gigantes multinucleadas e
linfécitos. Em alguns individuos com sistema imunolégico enfraquecido, granulomas
ndo necréticos podem ocorrer quando a reacdo inflamatéria ndo é completa. E
importante considerar que a presenca de granulomas sem necrose caseosa requer
uma analise cuidadosa em conjunto com informagdes clinicas e epidemiologicas, pois
outras doengas granulomatosas pulmonares e sistémicas, como silicose, micoses e
sarcoidose, podem apresentar caracteristicas semelhantes. Apesar disso, a cultura
seguida de testes bioquimicos ou moleculares € o Unico método de diagndstico

definitivo (BRASIL, 2011; ROSSATO SILVA et al., 2021).
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O diagnéstico das formas extrapulmonares € dificultado devido a natureza
paucibacilar das amostras, a falta de quantidades ou volumes adequados de amostra
e a sua distribuicdo para varios testes de diagnostico (histologia/citologia, anélise
bioguimica, microbiologia e métodos de biologia molecular) (SILVA et al., 2021).
Ademais, também sendo necessario técnicas de coloracdo especiais para

evidenciacdo do BAAR, por exemplo pela técnica de ZN (KIM et al., 2019).

2.7.3 Aspectos radioldgicos tuberculose pulmonar e extrapulmonar

A radiografia de térax € um importante meio de diagndstico, mas alguns
aspectos radiograficos da TB priméaria ndo sdo demonstrados em até 15% dos casos.
Além disso, a Tomografia Computadorizada de Alta Resolu¢do (TCAR) pode ser
indicada em casos em que o individuo se encontra sintomatico respiratério, mas com
BAAR negativo no escarro ou incapazes de fornecer material para exames
micobacterioldgicos quando a radiografia é insuficiente para o diagnostico (CONDE et
al., 1999).

Em lesBes orais podem apresentar como colecdes liquidas multiloculadas no
assoalho da boca/regides tonsilares e peritonsilares na Tomografia Computadorizada
(TC) ou na Ressonancia Magnética (RM) indicam formacéo de abscesso tuberculoso
(VAID et al., 2010).

2.8 Diagnosticos diferenciais da tuberculose oral

Com base no exame clinico, os diagndsticos diferenciais incluem ulcera aftosa
maior, Ulcera traumatica, doencas granulomatosas além de outras infeccdes, causada
por outros tipos de micobactérias ou ndo (KIM et al., 2019).

O granuloma é um resultado do processo de defesa do organismo e
cicatrizacdo de feridas e é caracteristico de doencas granulomatosas. Essas afecc¢des
podem ser classificadas em dois tipos: especificas, como hanseniase, leishmaniose,
e nao especificas, como granulomatose de Wegener e sarcoidose (FORNAZIERI et
al., 2008).

A forte pobreza, a desnutricdo, a aglomeracdo domiciliar e outras doencas

concomitantes em que as pessoas vivem em algumas regides do Brasil permitem uma
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maior disseminacao de doencas infecciosas, incluindo granulomas especificos como
hanseniase, leishmaniose cutaneomucosa, TB e Paracoccidioidomicose (PCM). Isso
esta relacionado ao ambiente social em que esses individuos vivem (FORNAZIERI et
al., 2008).

2.9 Métodos diagnosticos

Ao se diagnosticar um individuo com TB, independendo de qual tipo de teste
ou critério utilizado, faz-se necessario a obrigatoriedade de se se fazer um teste anti-
HIV, visto que a prevaléncia de ambas as infec¢des € significativamente maior quando
se relaciona a populagdo soronegativa (BRASIL, 2022).

O diagnostico definitivo da TB envolve a demonstracdo dos BAARS por
métodos microbioldgicos, cultura ou métodos moleculares. Além disso, o Teste
Tuberculinico (TST), também é utilizado principalmente para deteccédo de ILTB e TB
primaria da infancia (MEHTA et al., 2012; NATARAJAN et al., 2020). Além disso, para
a TBEP, este diagnostico deve também a partir de amostras de tecido geralmente por
exame histopatolégico que depende da presenca de inflamacdo granulomatosa e
necrose caseosa (MEHTA et al., 2012).

2.9.1 Coloracao de bacilos de alcool-acidos resistentes - técnica de Zieehl Neelsen

Devido a parede celular do BAAR conter um alto teor de lipidios, a ligacdo com
o corante fucsina é fortificada, tornando entdo incapaz de ser removido (descorado)
pelo alcool e acido. A presenca do BAAR no esfregaco, aliada aos sinais e sintomas
auxiliam no diagndstico precoce. Esfregacos acido-resistentes também sao uteis no
monitoramento da resposta ao tratamento (NATARAJAN et al., 2020). E um método
considerado simples e seguro, portanto, devendo ser realizado por todo laboratério
publico de saude, também pelos privados tecnicamente habilitados (BRASIL, 2011).
Este padréo de coloragéo € evidenciado na Figura 2.
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Figura 2 — Padrao de coloracao do bacilo Mycobacterium tuberculosis pela técnica de Ziehl Neelsen
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Legenda: Coloragéo de Ziehl Neelsen de uma amostra de tecido de tuberculose
Fonte: SHAMAEI et al., 2017, p. 239. (adaptado)

Considerando a TBP, quando realizada de forma adequada em todas as suas
etapas, a baciloscopia do escarro pode identificar entre 60% e 80% dos casos em
adultos, constituindo um aspecto epidemiolégico relevante, pois 0s casos com
resultado positivo da baciloscopia sédo os principais responsaveis pela propagacéo da
doenca. No entanto, em criancas, a eficacia da baciloscopia é consideravelmente
reduzida devido as dificuldades na obtencdo de uma amostra de qualidade (BRASIL,
2011).

Um dos principais esfregacos acido-resistentes é a coloracéo de ZN, sendo ela
confiavel, reprodutivel e econdmica. Porém, um dos principais problemas deste
meétodo, deve-se ao fato de que a microscopia de esfregaco tem valores de
sensibilidade baixos e variaveis (0 e 40%). Além disso, a baciloscopia apresenta
menor sensibilidade em individuos com a coinfecg&o por HIV (de 20-60%) (MENDEZ-
SAMPERIO, 2017).

E uma técnica relativamente menos sensivel, detectando BAARs apenas
guando ha 10* micobactérias por ml, e ndo consegue diferenciar entre M. tuberculosis
e micobactérias ndo tuberculosas, como por exemplo outras doengas granulomatosas
como sarcoidose, hanseniase e IUpus eritematoso sistémico (BENNEDSEN et al.,
1996; MEHTA et al., 2012; NATARAJAN et al., 2020). A técnica de baciloscopia para
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outros materiais bioldgicos, além do escarro, também esta indicada na suspeicao
clinica de TBEP. As analises dos resultados dos exames diretos sdo descritas no
Quadro 1.

Quadro 1 - Leitura e interpretacdo de resultados de baciloscopias de outros materiais biolégicos
Achados Resultado
Nado s&o encontrados bacilo alcool-acido Negativo
resistente no material examinado
Sao encontrados bacilo &lcool-acido resistente Positivo
em qualquer quantidade no material examinado
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2011, p. 55.

2.9.2 Cultura

A realizacdo de cultura em meios sélidos e/ou liquidos é considerada o padrao
ouro para o diagnostico definitivo de TB pela OMS. E indicada também na suspeita de
TBEP (SILVA et al., 2021). Para materiais respiratorio, apresentam sensibilidade em
torno de 80% e especificidade de 98%, através da cultura. Quando a TBP apresenta
uma baciloscopia negativa, a cultura pode aumentar a detec¢cdo da doenca em 20-
40% (LEWINSOHN et al., 2017). A identificacdo de cultura para M. tuberculosis sé&o
muito mais sensiveis porque menos bacilos (10 e 100 bacilos/ml de material
concentrado) podem ser detectados. Ja em diferentes amostras extrapulmonares a
sensibilidade varia entre 0 e 80% com tempo de resposta relativamente longo, de 4 a
8 semanas (MEHTA et al., 2012; NATARAJAN et al., 2020).

2.9.3 Imuno-histoquimica

Alguns anticorpos foram desenvolvidos para auxilio no diagndstico e presenca
do M. tuberculosis. O anticorpo policlonal anti-BCG (pAbBCG) foi criado a partir do
sonicado da cepa BCG de M. bovis (coloracdo de Copenhague), que contém
antigenos bacterianos soluveis e insoluveis. Esse anticorpo tem se mostrado
especialmente util na identificacdo de organismos envoltos por células inflamatorias
densas (KUTZNER et al., 1998). Embora esse anticorpo ndo seja capaz de detectar
virus, espiroquetas e protozoarios (como a Leishmania), ele tem sido efetivamente
utilizado na deteccdo de diversos micro-organismos bacterianos e fungicos. O

anticorpo anti-M. bovis (BCG) possui alta sensibilidade e minima coloracao de fundo,



32

e nao reage com detritos e estruturas normais da pele, tornando-se uma ferramenta
de triagem ideal para identificar uma ampla gama dos patégenos microbianos
cutaneos mais comuns (SHAMAEI et al., 2017).

Ja o anticorpo anti-Mycobacterium tuberculosis, Anticorpo Policlonal Derivado
de Proteina Purificada (pAbPPD) é reativo com M. tuberculosis, M. parafortuitum, M.
phlei e M. avium e ndo apresenta reatividade para outros microrganismos, como por
exemplo Salmonella typhimurium, E. coli K12, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Neisseria meningitides e Streptococcus (grupo B) (SHAMAEI et al., 2017).

Os padrdes de coloracédo do pAbPPD, podem ser divididos em granulomas com
padrao de coloracdo granular fino e grosso, que ird depender de suas caracteristicas
de coloracdo. O padrdo granular fino € caracterizado pela observacdo de células
consistentes e difusas de cor marrom, enquanto o padrao de granulos grossos é
causado pela presenca de bacilos fragmentados vistos dentro ou ao redor do
granuloma e em forma de granulos e solidos em ordem decrescente tanto no
citoplasma de células gigantes/epitelioides quanto na area caseosa (FIGURA 3)
(KOHLI et al., 2014; SHAMAEI et al., 2017). Outro padrao pode ser caracterizado pela
presenca/auséncia de poeira antigénica na area caseosa e no citoplasma de células
gigantes/epitelioides. Esta poeira pode ser observada como o padrdo predominante,
seguida pela poeira antigénica na area caseosa. Ademais, mais de um padréo
frequentemente pode estar presente em areas diferentes ou na mesma area em uma
secao especifica (KOHLI et al., 2014). Além disso, vale ressaltar que, como este
anticorpo ndo apresenta forte reatividade cruzada com antigenos de M. bovis, a
vacinacdo com BCG pode néo interferir nos resultados (SHAMAEI et al., 2017).

Estudos de Shamaei e seus colaboradores, em 2017, sugere que 0s antigenos
derivados de proteinas purificadas podem estar presentes nas células do tecido,
mesmo quando o DNA do bacilo ndo pode ser detectado pelo método genémico
micobacteriano mais comumente usados. A sensibilidade da técnica de IHQ é
influenciada por diversos fatores, tais como a distribuicdo do antigeno micobacteriano
no interior do granuloma, o estagio clinico da doenca, o tempo de tratamento anti-TB
recebido antes da realizacdo da biopsia e a especificidade do anticorpo utilizado como

reagente primario (KOHLI et al., 2014).
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Figura 3 — Padrdo de marca¢&o imuno-histoquimica p

ela reacao com anticorpo policlonal anti-PPD

Legenda: A: Positividade citoplasmatica em plasmdcitos e linfécitos, imunocoloragédo de reacdo nao
granulomatosa de caso de TB mostrando citoplasma manchado de marrom como coloracao fina e
homogénea sugere p6 de antigeno fino de produtos micobacterianos; B: positividade dentro ou em
proximidade de macrdéfagos epitelioides como coloracdo ndo homogénea sugerindo bacilos
fragmentados observados dentro ou ao redor de granuloma necrosado de caso TB
Fonte: adaptado de SHAMAEI et al., 2017, p. 239.

2.9.4 Teste rapido molecular de tuberculose

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é atualmente o preferido método
para identificacdo de TBEP, pois este método é rapido e mostrou-se sensivel a
deteccdo de bactérias em espécimes paucibacilares (CHAKRAVORTY; SEN; TYAGI,
2005) aléem de ser um método rapido e sensivel para detec¢do de M. tuberculosis
especifico em diferentes espécimes bioldgicos (CRUZ et al., 2011).

O método da PCR possui algumas vantagens em relacdo aos outros,
principalmente ao fato de ser sensivel e rapido, podendo detectar o nimero de bacilos
em espécimes em que este é menor que 10 (entre 1 e 10 bacilos/ml); determina de
maneira rapida se o BAAR foi identificado é M. tuberculosis ou micobactérias atipicas;
além de identificar a presenca de modificagbes genéticas conhecidas como
associados a resisténcia aos medicamentos. J& em contrapartida, o método apresenta
algumas desvantagens principalmente pelas reacdes falso-positivas - devido a
contaminacdao; reacdes falso-negativas - devido a presenca de inibidores que podem
interferir com o PCR; além de amplificacdo de DNA de bacilos vivos e mortos
(NATARAJAN et al., 2020).

Em um estudo de reviséo de literatura em 2012 de Mehta e seus colaboradores,
foi relatado que as técnicas moleculares sao capazes de detectar sequéncias de
nucleotideos exclusivas do M. tuberculosis em amostras extrapulmonares
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rapidamente. Além disso, o diagnostico pode ser feito utilizando diferentes alvos
genéticos descrito por varios autores. Destes, como por exemplo os genes 1S6110,
rpoB, gene 16S rRNA, gene de proteina de 65 kDa (Rv0440), devR (Rv3133c), gene
de proteina MPB-64/MPT-64 (Rv1980c), gene de proteina de 38 kDa (Rv0934), TRC4
(elemento repetitivo conservado) GCRS (sequéncia repetitiva rica em guanina-
citosina), hupB (Rv2986c¢), dnaJ (Rv0352), gene da proteina MTP-40 (Rv2351c) e
gene PPE (Rv0355) foram empregados em ensaios de PCR (BANDYOPADHYAY et
al., 2008; GARCIA-ELORRIAGA et al., 2009; HALDAR et al., 2011; MARTINS et al.,
2000).

Dentre todos, o gene mais amplamente utilizado em testes de PCR € 0 1S6110,
devido a presenca de suas multiplas cépias no genoma do complexo MTB, que se
acredita conferir maior sensibilidade (MEHTA et al., 2012). Para evitar a contaminacao
durante a amplificacdo e aumentar a sensibilidade destes testes, pode ser utilizado o
meétodo nested-PCR, que é levado em consideracdo, sendo este, a amplificacdo em
dois passos principalmente para o diagnostico de TBEP (MEHTA et al., 2012;
NATARAJAN et al., 2020).

2.9.4.1 Nested-PCR

Mesmo que a PCR convencional seja util para a detec¢cdo do bacilo M.
tuberculosis, alguns autores descrevem um procedimento que associa duas PCRs,
chamado de nested-PCR, consistindo na reamplificac@o ap6s diluir os inibidores para
melhorar o rendimento, resultando em uma maior combinacdo de sensibilidade e
especificidade (CRUZ et al., 2011; MIYAZAKI et al., 1993).

Por ser um desafio para os patologistas diagnosticar a infec¢ao pelo bacilo M.
tuberculosis com base apenas na histologia, os testes de NAA podem ser Uteis. As
sensibilidades dos testes moleculares comerciais na deteccdo destes bacilos em
tecidos fixados em parafina variam muito e foram relatadas em até 95% (FU et al.,
2016; MEHTA et al., 2012).

2.9.4.2 GeneXpert® MTB/RIF System
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Devido todas as limitacbes, o ensaio GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid,
Sunnyvale, Califérnia, Estados Unidos), um sistema de PCR semi-nested totalmente
automatizado em tempo real, foi endossado pela OMS como o teste mais rapido para
o diagndstico de TBP. Lancado em 2004, este sistema tem como objetivo simplificar
os testes moleculares ao integrar e automatizar completamente os trés processos
necessarios para testes baseados em PCR em tempo real, incluindo a preparacao,
amplificacdo e deteccdo de espécimes. O sistema € composto por um instrumento,
um computador pessoal, um leitor de codigo de barras e um software pré-instalado,
além de cartuchos descartaveis que contém reagentes liofilizados, tampdes e
lavagens. A deteccao e caracterizacdo do alvo séo realizadas em tempo real com o
auxilio de um dispositivo de deteccdo a laser de seis cores (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014).

Este teste molecular é simples e robusto o suficiente para ser introduzido e
usado fora das configuracdes laboratoriais convencionais. O Xpert® MTB/RIF detecta
o bacilo M. tuberculosis, além de muta¢gBes que conferem resisténcia a rifampicina.
Para isto, utilizam trés primers especificos e cinco sondas moleculares exclusivas para
garantir especificidade. O ensaio fornece resultados em menos de 2 horas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014). Além disso, o sistema GeneXpert® MTB/RIF tem
sensibilidade comparavel a cultura e pode ser usado para determinar o diagnéstico de
TBEP a partir de amostras frescas (ALLAHYARTORKAMAN et al., 2019).

Para analises dos resultados para o Xpert® MTB/RIF pode indicar que o M.
tuberculosis nédo foi detectado, o M. tuberculosis foi detectado e néo era resistente a
rifampicina (ou seja, € suscetivel a rifampicina) ou que o M. tuberculosis foi detectado
e era resistente a rifampicina. Uma pequena proporcao de testes pode resultar em
erro ou resultado invalido (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a presenca do bacilo de M. tuberculosis em lesfes sugestivas de TB

oral utilizando métodos histolégicos e moleculares.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar a presenca do bacilo M. tuberculosis em biopsias bucais que
apresentam reacdo inflamatoria granulomatosa, contendo necrose caseosa,
através da coloracao de ZN;

e Averiguar a presenca do bacilo M. tuberculosis em biopsias bucais que
apresentam reacado inflamatoria granulomatosa, contendo necrose caseosa
através da reacado de IHQ utilizando o anticorpo policlonal pAbPPD;

e Pesquisar a amplificacdo do gene 1S6110 através da reacdo de nested-PCR
para avaliar a presenca do M. tuberculosis em amostras de bidpsias bucais que
apresentam reacao inflamatdria granulomatosa, contendo necrose caseosa,;

e Pesquisar a amplificacdo do gene rpoB e mutacdo para analise de resisténcia
da rifampicina utilizando o sistema GeneXpert® MTB/RIF para avaliar a
presenca do M. tuberculosis em amostras de bidpsias bucais que apresentam

reacdo inflamatoria granulomatosa, contendo necrose caseosa.
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4 METODOLOGIA

4.1 Submissdo ao comité de ética

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e aceito sob o namero CAAE:
56476622.6.0000.5149 e com o Numero do Parecer: 5.429.194.

4.2 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (FAO-UFMG), Laboratério de
Biologia Integrativa no Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG (ICB-UFMG) e no
Laboratorio de Micobactérias da Faculdade de Medicina da UFMG, todos situados no

municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

4.3 Delineamento do estudo

Trata-se de uma pesquisa transversal e retrospectiva de uma série de casos,
com aspecto populacional. As amostras elegidas foram de individuos que fizeram
biopsias de tecido mole, utilizando amostras fixadas em parafina.

4.4 Obtencdo de amostra dos individuos

Para selecdo das amostras, inicialmente foram coletados os dados dos
individuos no Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial, FAO-UFMG, sendo
consideradas aquelas com hipotese clinica de Tuberculose oral (TB oral) e/ou
laudadas histologicamente como TB oral ou sugestivo de TB oral. Ademais, foram
considerados aqueles que possuiam a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE).

Através de informagbBes armazenadas no sistema digital, no Laboratorio de
Patologia Bucomaxilofacial da FAO-UFMG, foram coletadas as seguintes informacdes

dos individuos selecionados: idade, sexo, tipo da leséo, cor da leséo, sintomatologia,
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tipo de bidpsia, status de HIV, localizacéo, tempo de evolugcédo (meses), tamanho (em
mm), outras observacgdes, diagndéstico clinico, quadro macroscopico, microscopia,
diagnostico, data, ano e origem.

Somente amostras armazenas em blocos de parafina contendo quantidades
suficientes de tecido para 0s experimentos e que apresentavam reacao inflamatoria
granulomatosa, contendo necrose caseosa, foram selecionadas. Coloracdes
especiais pelo PAS e coloracao pelo Grocott foram realizadas para excluséo de outras
doencas infecciosas.

Os casos em que ndo havia material disponivel ou com dados clinicos

incompletos foram excluidos.

4.5 Diagnosticos histol6gicos — Hematoxilina e Eosina; coloracdo de bacilo élcool-

acido resistente — Ziehl Neelsen

Laminas histologicas dos casos selecionados foram submetidas a coloracéo
pelo ZN. Na técnica de ZN, todos os elementos celulares sdo inicialmente corados de
vermelho com a fucsina. Em seguida elas sdo submetidas a descoloracdo com o
alcool e acido, ficando somente os BAAR com a coloragéo preservada em vermelho.
Apos isso, os demais elementos celulares na amostra séo corados utilizando azul de
metileno para que haja um contraste necessario. Assim, os elementos celulares ficam
a coloracdo em azul e os BAAR continuarao em vermelho.

Todas as laminas coradas em H&E e ZN foram revisadas por 3 observadores

(R.S.0.S., V.F.B. e R.S.G.) para a confirmagé&o ou exclusao da presenca do BAAR.

4.6 Imuno-histoquimica

Para avaliacdo da presenca de M. tuberculosis em amostras orais fixadas em
parafina foram realizadas reacdes de IHQ em todas as amostras selecionadas deste
estudo seguindo protocolo padréao. Foi utilizado o Anticorpo Policlonal Derivado de
Proteina Purificada (pAbPPD — BIO SB, Santa Barbara, CA, EUA — RUO, for Research
Use Only), sob nimero de catadlogo BSB 2995.

Foram utilizadas laminas contendo trés cortes de 3um da amostra uma lamina

de vidro silanizada (StarFrost, Knittel Glass, Germany) a depender do tamanho do
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fragmento de tecido. Toda sequéncia do protocolo realizado esta listada em resumo

abaixo.

Desparafinizacao e recuperagéo antigénica:

1.

Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo em 03 banhos de xilol (Xilol I, Il e
[lI) por 30 minutos cada. Seguidos entdo por quatro banhos em alcool, 10
minutos cada, iniciando por dois banhos em &lcool absoluto, um banho em
alcool 95% e posteriormente em alcool 80%;

Posteriormente, a recuperacao antigénica foi realizada em steamer a 90°C com
as amostras encubadas em Acido Citrico, pH 6,0, por 20 minutos, sendo
posteriormente transferido para uma nova solucdo de tampao de citrato a
temperatura ambiente, por 20 minutos. Apdés 5 lavagens consecutivas em agua
destilada, realizamos o bloqueio da peroxidase enddégena das amostras por
meio de incubacdo dos cortes em uma solucdo de peroxido de hidrogénio
(H202) 20v por 10 minutos 2 vezes. Em seguida, realizamos novamente 5
lavagens consecutivas com agua destilada e, logo depois, 3 banhos de 5

minutos cada com solugéo de TRIS-HCI 20 mM pH 7,4.

Marcacédo do anticorpo:

3.

Em seguida foi realizada a marcagdo da area de interesse com a caneta
hidrofébica dakopen (Dako Denmark A/S, Denmark), seguida da incubacgéo
com o anticorpo primério (pAbPPD — BIO SB, Santa Barbara, CA, EUA), em
diluicdo 1:500 em solucéo diluente Envision+ Antibody Diluent (Dako Denmark
A/S, Denmark) em uma camara escura em ambiente umido sob agitagédo em
baixa velocidade por 1h. Apds este periodo foram realizadas 3 lavagens com
tampéo TRIS-HCI 20 mM pH 7,4 por 5 minutos cada;

Adiante, a marcacdo com anticorpo secundario foi realizada com o sistema a
base de polimero Dako EnVision®+Dual Link System-HRP (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA), sendo incubado em camara escura em
ambiente Umido sob agitagdo em baixa velocidade por 30 mins.
Posteriormente, realizamos mais 3 novas lavagens com tampao TRIS-HCI 20

mM pH 7,4 por 5 minutos cada.

Evidenciagdo da reagdo e montagem das laminas
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5. Apos isto, foi realizada a incubacdo com o cromoégeno diaminobenzidina (DAB
- Sigma Chemical Co. St. Louis, USA) por aproximadamente 5 minutos,
ajustado de acordo com a inspecédo visual. Apdés lavagem em &gua corrente,
por 5 minutos, realizamos a contra coloracdo com hematoxilina de Mayer por 1
minuto, seguidos por uma nova lavagem em agua destilada. Em seguida,
fizemos uma rapida passagem em solucéo aquosa de hidroxido de amoénio e,
em seguida, 5 banhos de agua destilada;

6. ApOs a desidratacdo em cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e 3 vezes a
100% - Merck), diafanizacdo em dois banhos de xilol, as laminas foram

montadas com laminulas de vidro e meio de montagem Entellan (Merck).

Os controles negativos consistiram na omissdo do anticorpo primario.

Os resultados das reacdoes de IHQ também foram avaliados por trés
observadores (R.S.0.S., V.F.B. e R.S.G.) em microscépio Optico de luz (Zeiss). Toda
a extensao das laminas foi avaliada e a marcacgao foi considerada positiva quando em
toda regido proxima, ao redor ou por dentro do granuloma fosse observado o padréo
granular grosso, onde seriam observados os bacilos M. tuberculosis fagocitados e/ou
fragmentados. O padréo de granulacéo fino foi também avaliado.

As laminas entdo foram escaneadas em um aumento de 40x, utilizando
Pannoramic MIDI Digital Slide Scanner (3DHistech, Hungary) e as imagens foram
visualizadas e capturadas utilizando o aplicativo Case Viewer v.2.3. (3DHistech).

4.7 Diagndstico por método molecular

4.7.1 nested-PCR

4.7.1.1 Revisao de literatura para desenho dos primers

Para determinagcédo e desenho dos primers internos e externos, foi feita uma
breve revisdo de dados publicados na literatura, onde foram realizadas reacdes de
PCR para determinacéo e avaliacdo dos diagnosticos de TBEP em vérias regides do
organismo. Foram levadas em consideracdo para selecado dos artigos aqueles que

apresentavam as seguintes informacoes:
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e Referéncia utilizada,;

e Tipo de TBEP - regido do organismo;

e Tipo de teste de Amplificacdo de Acidos Nucleicos (NAAs test) — PCR,
nested-PCR, qPCR, Droplet Digital PCR (ddPCR) ou GeneXpert®
MTB/RIF;

e Gene Alvo;

e Primers utilizados;

e Tamanho do Amplicon;

e Temperatura de anelamento (°C);

e Sensibilidade;

e Especificidade.

Os resultados da busca foram apresentados em forma de quadro sendo

encontrado nos Apéndices (APENDICE D — QUADRO 4).

4.7.1.2 Extracdo do DNA

Inicialmente foram realizados 10 a 15 cortes de 5um das amostras de tecido,
em seguida colocados em tubos eppendorf de 1,5ml. O DNA gendmico (gDNA) foi
extraido das amostras de tecidos fixados em parafina utilizando o QlAamp DNA FFPE
Tissue kit (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com as instrucdes do fabricante. A
desparafinizacao foi feita usando um método de xilol modificado. Este método
envolveu duas lavagens em 1 mL de xilol e uma lavagem em 1 mL de etanol absoluto.
Entdo seguido de um tempo de 5 minutos com a tampa do tubo aberta para secar o
pellet de tecidos. Posteriormente foram digeridas com proteinase K (QIAGEN, Hilden,
Germany) a 56°C, overnight. O gDNA foi isolado conforme recomendacdes do
fabricante do kit.

A andlise da concentracdo e da qualidade do gDNA obtido foi realizada por
meio do espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
USA).

4.7.1.3 Reacao em cadeia da polimerase em dois passos (nested-PCR)
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Foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo da
regido de interesse correspondente ao gene 1S6110, (GenBank: NC_000962.3). Os
iniciadores Forward (F) e Reverse (R) para a regiao de interesse foram desenhados
(primers externos e interno) de acordo com estudos prévios e apresentados no
Quadro 4.

Para ambas as reacdes da PCR foram utilizados um volume final de 25ul, 10uM
de cada iniciador e 12,5 pyl de MyTaq HS Red Mix, 2x (Bioline Reagents Ltd, UK).
Todas as reacdes foram realizadas na Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems™,
Waltham, Massachusetts, USA) e as condicdes para os ciclos de PCR para o alvo
IS6110 foram ajustadas para permitir uma melhor amplificacdo do gDNA. As reacdes
de PCR foram conduzidas utilizando as amostras extraidas e controle negativo
(reacdo sem gDNA) em cada etapa realizada.

Para segunda amplificacdo, o primeiro amplicon do PCR serviu como modelo
para a amplificacdo aninhada (nPCR) de um fragmento de determinado pb dentro da
sequéncia inicial do gene alvo usando um par interno de primers. Os iniciadores de

ambas as reacgOes foram evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados e par&metros da reacéo.

Primers Produto Temp. Anelamento Ciclos
12 PCR

5CCT GCG AGC GTAGGC GTC GG3’ 123 pb 55°C 45
5CTC GTC CAG CGC TTC GG

22 PCR

5TTC GGA CCA GCA CCT AAZ 92 pb 55°C 45

5TCG GTG ACA AAG GCC ACG TAZ
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Os padrdes de temperatura de acordo com o recomendado pela MyTaq HS
Red Mix, 2x (Bioline Reagents Ltd, UK) foi realizado por uma etapa de ativacéo inicial
de aquecimento a 95°C por 3 min, seguido entdo pelos 45 ciclos variando de 15s a
95°C (desnaturacdo), 15s a 55°C (anelamento), 30s a 72°C (extensdo) e uma
extensdo final a 72°C por 10 min e uma temperatura de 4°C como Hold. Esse
protocolo foi utilizado para todas as amplificacdes de PCR.

A amplificacao dos produtos da nested-PCR foi confirmada por eletroforese em
gel de agarose 3% com utilizacdo de um marcador para fluorescéncia das bandas
(SYBR® Safe DNA gel stain; invitrogen by Thermo Fisher Scientific) por 90 minutos e
visualizados no iBright Imaging Systems 750 (Thermo Fisher Scientific, EUA).
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Foram considerados positivos aqueles que apresentaram bandas positivas de
peso molecular de 92 pb, analisadas em comparacdo ao padrdo Ladder 100 PB

(Ludwig Biotecnologia LTDA, Alvorada, Brasil).

4.7.2 GeneXpert® MTB/RIF system

4.7.2.1 Desparafinizacédo dos tecidos

Para desparafinizacao, inicialmente foram realizados 10 a 15 cortes de 5um
das amostras de tecido fixados em parafina, em seguida colocados em tubos
eppendorf de 1,5ml. Os tubos foram centrifugados brevemente, com intuito de
decantar todo material. As amostras foram desparafinizadas utilizando 160ul ou 320yl
de solucdo desparafinizadora (QIAGEN, Hilden, Germany) e entdo agitadas
vigorosamente com vortex por 10s, e posteriormente uma breve centrifugacdo. Em
seguida levados ao banho seco a 56°C durante 15 min, ap0s este periodo, deixados
5 min para atingir a temperatura ambiente (15-25°C). Uma nova centrifugacéo por 1
min a 11.000 x g (10.000 rpm) foi realizada para formacao do pellet de tecido. Entéo
foi retirada a solugcdo desparafinizadora e lavado o pellet com 320ul solucdo salina
estéril (Soro Fisiologico - NaCl 0,9%), repetindo a breve agitacao, centrifugacéo de 1
min a 11.000 x g (10.000 rpm) e remocdo da solucdo salina. Foi entdo colocado
novamente 320ul de solucéo salina estéril e transferido o material do tubo para o gral
de ceramica e entdo macerado todo tecido com pistilo até uma consisténcia liquida.
Foi retirado todo contetdo de tecido macerado do gral e colocado em um novo tubo
eppendorf de 1,5ml e entdo foi lavado o gral novamente com mais 320ul de solucao
salina estéril, com intuito de aspirar todo fragmento presente no gral e colocado no

mesmo tubo eppendorf, sendo o volume final de no minimo 500pl.

4.7.2.2 Extracdo do DNA, amplificacdo do DNA e resultado

Toda etapa foi realizada no Laboratorio de Micobactérias da Faculdade de
Medicina da UFMG.
O Sistema GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, CA), N° de catalogo:

GXMTB/RIF-10, é um dispositivo de diagnostico integrado controlado por software e
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um termociclador quantitativo integrado baseado em fluorescéncia, que permite o
processamento de amostras e a analise de PCR em tempo real em um Unico passo,
sem a necessidade de intervencdo manual. O ensaio GeneXpert® MTB/RIF é
composto por dois componentes principais:
l. O cartucho plastico Xpert MTB/RIF, que contém tampdes de
processamento de amostras liquidas e de PCR, bem como reagentes de
PCR em tempo real liofilizados;
Il. O instrumento GeneXpert®, que controla a fluidodinamica intracartucho e
realiza a analise de PCR em tempo real.

O intuito do ensaio Xpert MTB/RIF € amplificar uma sequéncia do gene rpoB
especifica para membros do complexo MTB e sondar muta¢es dentro do gene rpoB
para Tuberculose Resistente a Rifampicina (TBRR). As sequéncias dos iniciadores
rpoB do M. tuberculosis e dos beacons moleculares especificos para rpoB foram
descritas para permitir o uso de PCR hemianinhada (EL-HAJJ et al., 2001; HELB et
al., 2010; RAJA et al., 2005).

Ele se conecta com os cartuchos descartaveis de uso Unico para realizar o
isolamento de &cido nucleico e QRT-PCR. O cartucho Xpert baseado em microfluidica
€ composto por varias camaras projetadas para conter a amostra biolégica em tampao
de lise, tamp0des de purificacdo e eluicdo, além de todos os reagentes de RT-PCR,
enzimas e tampdes necessarios. Ele também é capaz de reter todos os residuos de
processamento de amostras. Além disso, o cartucho tem um tubo de PCR anexado
com conexdes fluidas aos reagentes presentes nas camaras do cartucho. Quando
inserido no GeneXpert® o tubo de PCR é cercado por placas de
aguecimento/resfriamento e blocos Opticos que permitem a amplificacéo e a detecgao
em tempo real dos produtos de PCR baseada em fluorescéncia (RAJA et al., 2005).

Os resultados do sistema GeneXpert® MTB/RIF, ap0s seu processamento
podem ser exibidos como negativo para a presenca do M. tuberculosis e negativo para
a resisténcia a rifampicina; positivo para a presenca do M. tuberculosis e negativo
para a resisténcia a rifampicina e positivo para a presenca do M. tuberculosis e positivo

para a resisténcia a rifampicina

4.8 Analise estatistica
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Os dados das variaveis qualitativos e quantitativos coletados dos individuos e
os resultados obtidos através da confirmacdo diagndstica pelos testes foram
tabulados em planilha no software Excel® (Microsoft 365). A analise estatistica
descritiva (incluindo distribuicdo de frequéncia e porcentagens) foi realizada para os
dados dos resultados obtidos no programa Statistical Package for the Social
Sciences® (SPSS), version 20.0 (IBM Inc., Armonk, EUA).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo apresentados abaixo e também foram escritos sob

forma de artigo cientifico submetido ao periédico Oral Diseases (APENDICE E).

5.1 Selec¢éo das amostras

A Figura 4 representa o fluxo de selecdo das amostras, levando em

consideracao os critérios de selecéo e excluséo relatado na metodologia.

Figura 4 — Fluxograma metodolégico de selecdo de amostras do estudo

88 Casos
10 excluidos
(Material insuficiente para analise)
78 Casos
6 excluidos
(Biopsias intradsseas)
72 Casos

63 excluidos
(Caracteristicas histolégicas nao
4 compativeis)

9 Casos

Imagem esquematica da sequéncia para selecao das amostras deste estudo
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O material que foi insuficiente para andlise deveu-se ao fato de que algumas
amostras em fixadas em parafina ndo foram encontradas no arquivo da FAO-UFMG
e algumas ndo possuiam material suficiente para todas as analises necessarias. As
caracteristicas histologicas compativeis ou néo, foram levadas em consideragéo
principalmente a presenga ou auséncia do granuloma com necrose caseosa, uma vez
gue pode ser um indicativo da presenca do M. tuberculosis. Ademais, foram levadas
em consideracao as caracteristicas clinicas descritas nas fichas aliadas a morfologia
tecidual, onde muitos casos ndo colaboravam com a hipétese de TB oral e algumas
foram de regides intradsseas.

Apos todos os critérios de inclusdo e exclusdo aplicados, as amostras

selecionadas foram apresentadas na Tabela 2, onde os diagndésticos clinicos e
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histol6gicos estavam relatados nas fichas arquivadas pelo Laboratério de Patologia

Bucomaxilofacial.

Tabela 2 — Diagnéstico clinico e histologico das amostras selecionadas

Amostra Diagnéstico Clinico Diagnostico Histolégico
1* - Tuberculose
2*1 - Tuberculose
3*1 - Tuberculose
4 Granulomatose Inflamacé&o granulomatosa.

72

82

orofacial.

Cisto epidermoide.

CCE

CCE ou
infecciosa
CCE ou
infecciosa
CCE

Lesao

Lesao

Nota: Considerar a hip6tese de
granulomatose orofacial, doenca de Crohn,
Sarcoidose, Tuberculose e doenca
granulomatosa croénica.

Sugestivo de tuberculose.

Les&o granulomatosa.

Nota: sugere-se investigacdo clinica para
descartar possibilidade de tuberculose.
Reacéao inflamatéria crénica granulomatosa.

Nota: apesar da coloracao Ziehl Neelsen néao
ter demonstrado bacilos, ndo esta descartada
a possibilidade de tuberculose.

Reacéo inflamatdria cronica granulomatosa.

Nota: apesar da coloragdo Ziehl Neelsen nao
ter demonstrado bacilos, ndo esta descartada
a possibilidade de tuberculose.

Processo inflamatério crénico granulomatoso.

Nota: avaliacdo clinica e laboratorial é
necessaria para confirmacéao de diagnostico.

(-): ndo informado;
*Amostras onde que ndo foram relatados outro tipo de coloragdo especial ou caracteristicas clinicas
gue colaboravam para o diagnostico;
L2 Amostras de um mesmo individuo;
Abreviacdes: CCE: Carcinoma de Células Escamosas;

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Na Tabela 3 observa-se a descricdo dos dados clinicos detalhados de todas amostras obtidas entre os anos de 1953 e 2022

e que foram incluidas nos experimentos.

Tabela 3 — Caracteristicas clinico-patoldgicas de cada individuo da amostra

Casos Idade Sexo Leséo CorNda Sintomatologia Biopsia HIV Localizagéo Evolugdo Tamanho (mm) Obse;ryagoes
(anos) les8o Status (meses) clinicas
1 19 Masc. Tumor - - - - Mandibula 6 - -
2t Ulcera - I Sublingual -
---------------------- 43 Masc. — - T— - : : 3 -
3t Ulcera - I Comissura labial -
Semelhante
4 49 Fem. Tumor a Mucosa - I - Mucosa jugal 2 - -
Bucal
5 38 Masc. Cistica - - E Hiv+ Assoalho bucal - Ind 60 -
bilateral
6 89 Fem. Ulcera Eritematosa S I - Borda de lingua 0,26 25 -
72 Ulcera Eritematosa I Borda de lingua 10 Paciente . em
_______________________________________________ (terco posterior) situagdo de
Borda lateral de rua;
41 Masc. S - lingua (apice de Ind Achados
82 Ulcera  Eritematosa I lingua) 10 pulmonares
sugestivos de
TBP
9 71 Masc. Ulcera - AS - - REDOED EYREE] - 5 -

mandibular

(-): ndo informado;

12 Amostras de um mesmo individuo;

Abreviacdes: AS: assintomatico; E: excisional; Fem.: Feminino; HIV+: Individuo convivendo com o Virus da Imunodeficiéncia Humana; I: Incisional; Ind:
Indeterminada; Masc.: Masculino; S: Sintomético; TBP: Tuberculose Pulmonar;
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Na Tabela 5 (APENDICE C) observa-se todos dados de frequéncia. Em relacio
aos dados do total dos individuos diagnosticados ou sugestivos de TB oral, a idade
variou de 19 a 89 anos, com média de 50 anos (x 23,08) tendo a maior taxa de
acometimento entre a 32 a 62 décadas de vida (n=4). Também, maior acometimento
em individuos do sexo masculino (n=5), com uma taxa de 2,5:1. A média de tempo de
evolucao da doenca foi de 2,81 meses, variando de 0,26 més (8 dias) a 6 meses. Ja
em relagdo ao tamanho, a média foi de 22 mm, variando de 5 a 60mm, com a maior
taxa de acometimento com aqueles individuos que possuiam lesdes de até 10mm
(3/9). Ademais, o tipo de lesdo mais comum foi de leses ulceradas (6/9), de coloracao
eritematosa (3/9), sintomatica (2/7) e sendo a lingua a regido de maior acometimento
(4/9).

Quanto as médias e desvio padrdo de idade, tempo de evolugcdo (meses) e

tamanho (mm) esta relatado na Tabela 4:

Tabela 4 — Médias e desvio padrdo das idades, tempo de evolugdo e tamanho das lesdes

Variavel Média (DP)  Min-Max ~ neluidos
n %
Idade (anos) 50 (23,08) 19 - 89 717 (100%)
Tempo de Evolucdo (Meses)? 2,81 (2,40) 0,26 - 6 417 (57,14%)
Tamanho (mm)® 22 (22,528) 5-60 5/9 (55,5%)

Abreviacdes: Max: Maximo; Min: Minimo; mm: milimetro; DP: Desvio Padréo;
adados faltantes de 3 casos desta variavel;

bdados faltantes de 2 amostras desta variavel; 2 amostras indeterminadas
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

5.2.1 Caracteristicas histolégicas, coloracao de Ziehl Neelsen e imuno-histoquimica

As caracteristicas histopatoldgicas foram analisadas através da coloracdo de
H&E onde foram confirmadas a presenca de granuloma com necrose caseosa em
todas as amostras. Também foi observado a presenca de células gigantes
multinucleadas em 8 amostras (n=9), sendo do tipo Langhans (8/9). As células
histiociticas epitelioides, numerosos linfécitos e macrofagos foram observados em
todas as amostras, todas em maiores quantidades em proximidade dos granulomas.
Ja a observacéo da presenca do bacilo M. tuberculosis através da coloracédo de BAAR
pela técnica de ZN nédo foi conclusiva em nenhuma amostra. Por fim a analise da

marcacao pela técnica de imuno-histoquimica foi observado o padrdo granular fino em
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todas amostras (9/9), porém o padrao granular grosso em 3 amostras (n=9) (FIGURA
5; QUADRO 2)

Figura 5 — Morfologia tecidual das amostras através da coloragdo especiais e imuno-histoquimica

o)

Legenda: (a, b) Coloracdo de H&E; a — Presenca do granuloma com necrose caseosa (40x); b —
presenca de célula gigante multinucleada do tipo Langhans e células histiociticas epitelioides (setas)
(100x). (c, d) Marcagdo Imuno-histoquimica; ¢ — A presenca de positividade citoplasmatica em células
plasmaticas e linfécitos e dentro da célula gigante multinucleada evidenciada pela imunocoloracéo, que
revela um citoplasma manchado de marrom com coloracéo fina e homogénea, sugerindo a presenca
de p6 de antigeno fino proveniente de produtos micobacterianos sugestiva do padrédo granular fino
(400x); d — Positividade em proximidade de macréfagos epitelioides, com coloragdo ndo homogénea,
sugere a presenca de bacilos fragmentados observados dentro ou ao redor do granuloma necrosante,
sugestivo do padrdo granular grosseiro.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Quadro 2 — Caracteristicas histolégicas, presenca e auséncia do bacilo alcool-acido resistente pela coloracéo de Ziehl Neelsen e padrédo de coloragdo imuno-

histoquimica
i Caracterl'stlcas~ Histoldgicas 7N IHQ
Amostra Células que compdem o granuloma e
Epitelioides Células gigantes - Langhans Bacilo Fino |g Grosso
1 + + - + -
2 + + - + -
3 + + - + -
4 + + - + -
5 + - - + +
6 + + - + -
7 + + - + +
8 + + - + +
9 + + - + -
Total 9/9 (100%) 8/9 (88,8%) 0/9 (0%) 9/9 (100%) 3/9 (33,3%)

Legenda: Andlise de presenca e auséncia de células especificas encontradas em granulomas com necrose caseosa de biopsias de TB oral ou sugestivas de
TB oral através da coloracdo de H&E, técnica de Ziehl Neelsen e Imuno-histoquimica;

(+): presenca; (-): auséncia;

Abreviac¢des: CE: Células gigantes do tipo corpo estranho; IHQ: Imuno-histoquimica; Lg: Células gigantes do tipo Langhans; TB: Diagndstico de tuberculose
ou sugestivos de tuberculose oral (TB oral); ZN: coloracdo para Bacilo Alcool-Acido Resistente pela técnica de Ziehl Neelsen;

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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5.3 Métodos moleculares

Em relagdo aos métodos moleculares, os resultados estdo apresentados no

Quadro 3:

Quadro 3 — Resultados dos métodos moleculares para deteccdo do bacilo M. tuberculosis
GeneXpert® MTB/RIF

Amostra nested-PCR

Complexo MTB Resisténcia a Rifampicina
1 - - -
2 - - -
3 - - -
4 - - -
5 + + (tracos) Ind.
6 = - -
7 + + (tracos) Ind.
8 - + (tracos) Ind.
9 - - -
Total 2/9 (22,2%) 3/9 (33,3%) 0/9 (0,0%)

Legenda: (+): amostras que apresentaram positividades para nested-PCR apresentando banda positiva
de 92 pb em gel de agarose a 3%; (-): amostras que ndo apresentaram bandas especificas de 92 pb
em gel de agarose a 3% para a nested-PCR, ou nao foi detectado o complexo MTB para 0 GeneXpert®
MTB/RIF e/ou néo foi determinado a resisténcia a rifampicina;

Abreviacdes: Ind.: Indeterminada; MTB: Mycobacterium tuberculosis; TB: Diagnostico de tuberculose
oral ou sugestivos de tuberculose oral (TB oral).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O padréo de amplificagéo para a nested-PCR pode ser observado na Figura 6,

onde é observada a banda de amplificacdes de 92 pb.

Figura 6 - Amplificacéo por PCR de um fragmento de 92 pb de 1S6110.

CONTROLE

Ao NEGATIVO

———
——
——
-
v.
- -
—
——
——
-

Legenda: Padréo de escada de 100 pb;
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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DISCUSSAO

A tuberculose é transmitida de pessoa para pessoa pelo ar, e esse contagio
pode ocorrer de diversas formas, sendo a mais comum pela fala, espirro e
principalmente pela tosse o que a torna uma das doencas mais transmissiveis do
mundo (GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT, 2022; LEWINSOHN et al., 2017). Este
presente estudo teve o intuito de investigar a presenca do bacilo Mycobacterium
tuberculosis, responsavel pela etiologia desta doenca, em amostras de TBEP com
manifestacao oral.

A TBEP tem raro acometimento e tratando-se da cavidade oral, pode
apresentar de maneira ainda mais rara. Tem-se relatado que a taxa de acometimento
de TB oral é de 1 a 1,5% daqueles individuos que apresentam TBP (KUMAR et al.,
2010). E discutido que a autoinoculacio através do escarro infectado seja um dos
principais fatores para o acometimento da TB oral secundaria a infec¢do pulmonar, o
que também resulta na caracteristica paucibacilar nesta regido (KUMAR et al., 2010;
VAID et al., 2010).

Quando a TB se manifesta primariamente na cavidade oral, é consequente da
inoculacdo diretamente na mucosa oral de uma pessoa que nédo foi previamente
infectada. Sendo devido ao contato do bacilo na mucosa oral ou a inoculacédo pelo
consumo de leite cru que possa estar contaminado (KUMAR et al., 2010; VAID et al.,
2010). Nesta manifestacéo tem-se relatado que 93% dos casos se apresentam como
lesbes ulceradas, com as bordas da lingua sendo o local mais comum de
acometimento (KUMAR et al., 2010). Além disso, também pode ser encontrada na
ponta e terco posterior da lingua, enquanto na superficie ventral e anterior é
relativamente rara (KUMAR et al., 2010; RAZEM et al., 2021). Tal escassez nessas
regidbes pode ser explicada devido ao pH da cavidade oral, ao intenso suprimento
sanguineo, a escassez de linfonodos e ao efeito fisico da saliva permitindo a limpeza
continua da mucosa oral (RAZEM et al., 2021). Por fim, a TB oral primaria tem maior
taxa de acometimento em individuos criancas e jovens e pode estar associada a
linfadenopatias (RAZEM et al., 2021; ROUT et al., 2019).

Em relacéo a TB oral secundéria ao acometimento pulmonar, a autoinocula¢do
pode ocorrer a partir de escarro infectado ou disseminacdo hematogénica. Um dos
principais desencadeadores é o escarro infectado com o trauma na cavidade oral,

uma vez que o epitélio escamoso estratificado oral normalmente resiste a penetragédo
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direta do bacilo M. tuberculosis. As areas mais vulneraveis sdo gengiva, alvéolos de
extracdo e lingua. Clinicamente, as lesbes podem apresentar de maneira irregular,
palida, com margens submersas, tecido de granulacéo e, as vezes, com esfacelo fino
(KUMAR et al., 2010).

No estudo Gabriel et al.,, 2022, foi relatado que a lesédo oral foi a primeira
manifestacdo clinica da TBEP em 249 casos de um total de 301 (82,7%). Desses
casos, 104 (41,7%) estavam associados a manifestagdes pulmonares, uma vez que
o diagndstico da lesdo oral conduziu ao diagnéstico pulmonar. No entanto, houve
também 127 casos (51%) que ndo estavam associados a manifestacdes pulmonares.
Ja no estudo realizado por Kakisi et al., em 2010, foi descrito que 42,0% dos casos
como TBEP com lesBes orais primérias (KAKISI et al., 2010). Contudo, é essencial
notar o viés relacionado a preferéncia da divulgacdo de casos mais incomuns, como
agueles envolvendo a manifestacdo oral de TB primaria. Portanto, torna-se desafiador
fazer uma estimativa precisa da porcentagem de pacientes que desenvolvem essa
condicdo. Ndo obstante, é importante que o cirurgido-dentista esteja ciente dessa
manifestacdo potencial (GABRIEL et al., 2022; KAKISI et al., 2010). Com isso, &
evidenciado que a leséo oral pode se manifestar como uma forma isolada de TBEP
ou estar associada tanto a manifestagcdes pulmonares quanto a TBEP em outras
regides do corpo (GABRIEL et al., 2022).

Neste contexto, o sexo masculino é o mais afetado pela TB tanto relatado na
literatura, numa taxa de 1,7:1 (GABRIEL et al., 2022), como foi observado neste
estudo. As taxas de acometimento das lesbes orais foram maiores em individuos na
52 década de vida no momento da biopsia em (3/7). Esses dados corroboram para o
possivel diagnostico de TB oral secundaria a infeccdo pulmonar neste estudo
(BRASIL, 2022). Ademais, neste estudo, o local mais acometido foi a lingua, na forma
Ulcera, eritematosa, sintoméatica, o que pode estar relacionado tanto com a TB oral
primaria, quanto a TB oral secundaria (KUMAR et al., 2010; ROUT et al., 2019; VAID
et al., 2010).

A TB oral pode mimetizar clinicamente uma apresentacdo maligna muitas
vezes sendo nodular e com Ulceras nao tipicas da TB. As Ulceras tuberculosas séo
geralmente mais irregulares do que as lesbes perfuradas do carcinoma. Em alguns
casos, a Ulcera pode exibir margens enroladas com endurecimento mimetizando CCE
da mucosa bucal. Porém, para um diagnéstico mais assertivo, leva-se em

consideracdo principalmente a caracteristica histologica. Isto porque tais lesdes
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histologicamente se diferem principalmente pela presenca do granuloma,
caracteristica mais correlacionada a TB (RAM et al., 2012).

A identificacdo limitada dos microrganismos por coloragéo de tecido ou cultura
de amostras de tecido patolégico ainda € um dos principais problemas para concluséo
do diagnostico (SHAMAEI et al., 2017). Este fato desafiador pode ser observado por
varios motivos, dentre eles, a falta de amostras ou volumes adequados; a natureza
paucibacilar dos espécimes e a falta de uma técnica eficiente de processamento de
amostras universalmente aplicAvel em todos os tipos de amostras extrapulmonares.
Além disso, existem também a necessidade de dividir a amostra para varios testes
diagnésticos (histologia/citologia, andlise bioquimica, microbiologia e molecular), o
que resulta em uma distribuicdo ndo uniforme de microrganismos. Até mesmo 0s
testes moleculares podem ser afetados devido a presenca de inibidores que
prejudicam o desempenho das técnicas. Entretanto, mesmo com o baixo desempenho
das técnicas microbioldgicas convencionais em espécimes extrapulmonares, o uso de
testes moleculares pode ser justificavel (CHAKRAVORTY; SEN; TYAGI, 2005).

O padrao histolégico mais comum a ser encontrado sdo granulomas com
necrose caseosa composto por histiocitos epitelioides em torno de um centro
necrotico, geralmente acompanhado de um numero variavel de células gigantes
multinucleadas e linfocitos (NETO et al., 2023; SILVA et al., 2021). Além disso, 0s
bacilos M. tuberculosis podem estar dentro de macréfagos e pode apresentar
exsudato alveolar rico em fibrina (NATARAJAN et al., 2020; SILVA et al., 2021).
Também podem ser encontrados granulomas ndo necréticos, especialmente em
individuos imunodeprimidos quando a reacdo inflamatéria ndo é completa. Para
avaliacdo completa desses casos, deve ser levado em consideracéo principalmente o
conjunto das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de cada individuo isolado
(SILVA et al., 2021).

No estudo de Kohli et al., em 2014, foi observado presenca de células
epitelioides, linfécitos e células gigantes multinucleadas, tanto de Langhans, quanto
de corpo estranho em todos os casos analisados. Ja neste estudo em todas as
amostras foram encontradas células histiécitos epiteliodes, além de numerosos
macrofagos e linfocitos ao redor do granuloma e células gigantes multinucleadas do
tipo Langhans em 8 amostras (8/9).

Apesar de ser uma técnica simples, barata e rapida, a coloracédo de ZN torna-

se desafiadora principalmente devido a pequena quantidade de bacilos tipicamente
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encontrada neste tipo de amostra (PUROHIT, 2015). Nesta investigacdo, néo foi
possivel detectar a presenca do BAAR em nenhuma das amostras utilizando esta
técnica. No entanto, a auséncia de deteccdo através da coloracdo ZN ndo deve ser
considerada um fator de excluséo para o diagnéstico de TB oral em qualquer amostra,
dada a sensibilidade geralmente baixa que pode ser atribuida a este tipo de teste
(PUROHIT, 2015). Nesses casos, a combinacdo de informacdes adicionais,
caracteristicas e testes torna-se necessaria para chegar a um diagnéstico conclusivo
(KOHLI et al., 2014; MUSTAFA et al., 2008).

Estudos mostram que a marcacdo IHQ apresenta maiores taxas de
sensibilidade e especificidade, em relagédo a coloracdo de ZN. Visto que esta tem uma
sensibilidade de 10-45% e requer uma parede celular intacta, enquanto a técnica IHQ
pode identificar os bacilos fragmentados e a poeira antigénica. Com isso, oferecendo
uma grande melhoria no potencial diagnéstico e deve ser adequada para TBEP
paucibacilar (PUROHIT, 2015; PUROHIT et al., 2007; SHAMAEI et al., 2017). Em
contrapartida, € necessario utilizar a coloracdo pela técnica de ZN sempre que
possivel. Isto porque mesmo que apresente uma baixa sensibilidade, € um método
considerado simples e seguro, podendo ser realizado por todo laboratério publico de
saude, também pelos privados tecnicamente habilitados (BRASIL, 2011).

Em relacdo aos anticorpos policlonais, a diluicdo e a técnica de IHQ séo os
principais desafios para obter uma coloracdo adequada. A coloragao granular fina no
fundo pode causar reacgdes falso-positivas, especialmente se o patologista néo estiver
familiarizado com essa técnica, sendo uma das principais limitacdes dela. No entanto,
guando ha positividade na coloracdo, como o padrdo citoplasméatico granular
grosseiro, bacilos fragmentados corados ou forma de bacilos corados, a porcentagem
de especificidade para essa técnica de coloracdo é consideravelmente aumentada
(GOEL; BUDHWAR, 2007; KARIMI et al., 2014). Outrossim com a técnica adequada,
h& a maior eliminagdo da marcagcdo de fundo e entdo possivel atingir taxas de
especificidade de até 100%. Sendo levado em consideragéo a coloragéo granular
grosseira do citoplasma e do bacilo (KARIMI et al., 2014).

Estudos prévios mostram que os anticorpos anti-MPT64 deram sinais nitidos e
fortes com fundo claro em comparagdao com os anticorpos pAbBCG, tornando a
interpretacdo mais facil e permitindo um diagndstico mais confiavel do organismo
complexo MTB (PUROHIT et al., 2007). A especificidade mais baixa com o pAbBCG

pode ser devida a reatividade cruzada com outros organismos infecciosos, conforme
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descrito anteriormente (ARRESE; PIERARD, 1998; KUTZNER et al., 1998; PUROHIT
et al., 2007). Logani et al. demonstraram que a coloracdo IHQ com pAbBCG produz
resultados positivos mesmo em tecidos com 10 bacilos por lamina. Portanto, é
possivel aplicar essa técnica mesmo em situacdes em que o numero de bacilos é
pequeno, independentemente da causa (como na TBEP paucibacilar). Essa
abordagem pode ser utilizada como um teste patoldgico de rotina nos estagios iniciais
das infeccdes por TB e HIV (KARIMI et al., 2014).

Karimi et al. e Kohli et al., ambos em 2014, utilizaram pAbBCG em amostras
de tecido. No estudo de Karimi et al., foram relatados positividade em 100% (23/23)
dos casos para IHQ e 39,1% (9/23) para coloracdo de ZN. Ja no estudo de Kohli et
al., registraram 72% (72/100) e 23% (23/100) de positividade para IHQ e ZN,
respectivamente. Nos estudos de Mustafa et al., 2006 e Purohit et al., 2007, utilizaram
o anticorpo policlonal anti-MPT64. Mustafa et al. dividiram as analises em dois grupos,
onde no primeiro obtiveram positividade em 95% (19/20) para IHQ e 10% (2/20) para
ZN, ja o segundo grupo, obtiveram positividade em 46% (16/35) para IHQ e 0% (0/35)
para ZN. J& Purohit et al., obtiveram taxas de positividade de 100% (51/51) e 10%
(5/51) para IHC e ZN, respectivamente. Por fim, estudos de Addo et al., 2022 e
Shamaei et al., 2017, utilizaram anticorpo policlonal anti-MTB, pAbPPD, o mesmo
utilizado neste presente estudo. Addo et al. relataram positividade para IHQ em 52,5%
(21/40) dos cortes de tecido histologicamente sugestivos e nenhum 0% (0/40) para
ZN. No estudo conduzido por Shamaei et al, foi observado em 100% (12/12) dos casos
analisados de TB. Ja no presente estudo, onde foi utilizado o anticorpo pAbPPD,
observamos ampla marcacao, principalmente do padrdo granular fino, em todas as
amostras selecionada. Ja o padréo granular grosseiro foi observado em 3 amostras
(3/9).

Relacionado aos testes moleculares, a distribuicdo ndo uniforme e o nimero
de microrganismos no espécime também podem ser um fator prejudicial para o
diagndstico. Outro agravante para este tipo de teste, deve-se ao fato de que amostras
de TBEP frequentemente associados a resultados falso-positivos e falso-negativos.
Também, a PCR detecta tanto M. tuberculosis viavel quanto ndo viavel e ndo pode
diferenciar entre TB ativa e latente. Em contrapartida estes testes oferecem uma
abordagem alternativa e robusta para detectar o bacilo em espécimes paucibacilares

de TBEP, apresentando resultados rapidos com boa preciséao diagnéstica. Com isso,
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contribuindo significativamente para um diagndstico precoce de TBEP e exercem um
impacto aceitavel no manejo clinico da doenca (MEHTA et al., 2012).

A nested-PCR tem um potencial de aumentar a sensibilidade, devido a
reamplificacdo do material, quando comparado ao PCR em uma Unica etapa em
amostras extrapulmonares (GARCIA-ELORRIAGA et al., 2009; KHOSRAVI et al.,
2017). Ja o GeneXpert® MTB/RIF também possui a capacidade de detectar o M.
tuberculosis em tecidos FFPE, mesmo que sua sensibilidade pode n&o ser
considerada satisfatéria devido a natureza paucibacilar da TBEP. Consequentemente,
a obtencéo de amostras de acido nucleico em quantidade suficiente de espécimes de
tecido FFPE é um desafio (QING JUN et al., 2023). Por outro lado, o tempo de
execucao da técnica é curto devido a automacdao da lise bacteriana, extracao de DNA,
amplificacdo por PCR em tempo real e detec¢do de amplicon em um Unico sistema
(HILLEMANN et al., 2011).

Em seu estudo Allahyartorkaman et al.,, em 2019, por exemplo, avaliou o
desempenho do GeneXpert® MTB/RIF e mostrou que a sensibilidade para espécimes
pulmonares foi maior do que para amostras extrapulmonares (95,5% vs. 76,5%). Isto
pode ser justificado devido a possibilidade de que a etapa de descontaminacéo tenha
determinado a diminuicdo da carga bacilar e consequentemente a reducdo da
sensibilidade do teste. Ja no estudo de Qing Jun et al., de 2023, foi observado uma
taxa de positividade com o teste utilizando o GeneXpert® MTB/RIF de 57.81% (37/64)
em amostras extrapulmonares, utilizando tecido em FFPE.

Este foi o primeiro estudo a utilizar o sistema do GeneXpert® MTB/RIF para
investigacdo de amostras com suspeita de TBEP na cavidade oral. E nesta
investigagdo, foi possivel detectar a presenca do M. tuberculosis através da
amplificagdo do gene 1S6110, utilizando a nested-PCR para 2 amostras (2/9). Em
relacdo a deteccao utilizando o sistema GeneXpert® MTB/RIF, foi observado a
positividade em 3 amostras (3/9) do total.

Os resultados deste estudo, principalmente os que apresentaram positividade
para os testes moleculares e de imuno-histoquimica, podem ser explicado pelo perfil
do individuo testado. Isto porque, as amostras que apresentaram positividade tanto
para a nested-PCR, quanto para o GeneXpert® MTB/RIF, foram de individuos que
sao da populagcéo mais vulneraveis ao adoecimento pela TB, sendo um deles vivendo

em situacao de rua e o outro um individuo convivendo com o HIV.
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Tais informacgdes corroboram tanto para positividade dos casos, quanto para o
fato de serem amostras de TBEP, tendo manifestado na cavidade oral. Em
contrapartida, a diferenca de positividade entre a nested-PCR e o ensaio GeneXpert®
MTB/RIF pode ser explicada devido a quantidade de etapas para a primeira reacao.
Visto que a primeira possui um maior numero de passos realizados de forma manual,
podendo aumentar assim a chance de degradacdo de DNA e possivel contaminagao
(MEHTA et al., 2012). J& a segunda técnica, possui uma maior etapa automatizada
sem a necessidade de intervencdo manual (HELB et al., 2010). Outro fator que possa
corroborar para tal diferenca, a distribuicdo ndo homogénea de quantidades de M.
tuberculosis em toda amostra de tecido (MEHTA et al.,, 2012; NATARAJAN et al.,
2020), uma vez que foi utilizado, de cada individuo, a mesma amostra de parafina
para ambos os testes, porém cortes de tecidos diferentes.

O diagnostico de TB pode ser confirmado por exame histopatolégico, presenca
de BAAR em corte de tecido ou por cultura de bacilos tuberculosos e testes
moleculares. Na maioria dos casos, uma Unica bidépsia pode ndo ser suficiente porque
as alteracfes granulomatosas podem nao ser evidentes nas lesdes iniciais. A leséo é
eventualmente revelada por uma nova bidpsia (DE AGUIAR et al., 1997; RAM et al.,
2012). No entanto, a biépsia realizada em um local superficial ou inapropriado pode
ser negativa para alteracées granulomatosas (RAM et al., 2012).

A cultura de micobactérias é frequentemente utilizada como padrao-ouro na
confirmagdo de testes diagndsticos. Entretanto, € comum as culturas de M.
tuberculosis ndo revelarem positividade no material estudado. Isto porque nem todos
os tecidos submetidos a estudos histolégicos séo cultivados simultaneamente para
detectar a presenca de TB (MUSTAFA et al., 2006).

Ademais, a baixa positividade da cultura na TBEP & bem conhecida e também
representa um problema geral. Além disso, a cultura de micobactérias também néo
diferencia micobactérias tuberculosas de ndo tuberculosas, a menos que testes
especificos sejam realizados (MUSTAFA et al., 2006).

Este estudo exemplifica a principal dificuldade enfrentada por patologistas
orais, visto que a falta de informacao clinica aliada a caracteristica paucibacilar da
manifestacdo da doenca na cavidade oral, torna o diagnostico conclusivo bastante
desafiador. Consequentemente, tem-se a real necessidade de aliar as informacdes

clinicas com mais de um teste, além das caracteristicas histoldgicas.
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Apesar dos pontos fortes, o nosso estudo apresenta algumas limitacées. Em
primeiro lugar, a amostra do estudo teve tamanho relativamente pequeno para
determinar sensibilidade e especificidade, além do fato de que néo foi possivel
confirmar os casos verdadeiramente positivos e verdadeiramente negativos. Portanto,
novos estudos com amostras maiores é necessario. Além disso, por ser retrospectivo
e baseado em laboratério, a quantidade de dados demograficos e clinicos disponiveis
foi limitada. Também, foi utilizado um anticorpo policlonal que possui um potencial de
reacdo cruzada com trés micobactérias atipicas. No entanto, essas micobactérias
atipicas raramente causam doencas em humanos. Também, dado que o anticorpo
nao apresenta forte reatividade cruzada com antigenos de M. bovis, a vacinacdo com
BCG nao interferiria nos resultados (ADDO et al., 2022; SHAMAEI et al., 2017).

Ademais, um dos principais empecilhos relacionado ao GeneXpert® MTB/RIF
infelizmente € o alto custo e acesso a este equipamento, o que tem dificultado sua
ampla aplicacdo. Visto que, mesmo as amostras de tecido em parafina tenham uma
natureza paucibacilar, a extracédo eficiente e os métodos de avaliacdo cientifica sao
benéficos para superar esse defeito (QING JUN et al., 2023).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, esta investigagcdo mostrou que a tuberculose oral apresentou uma
predilecdo por homens por volta da quinta década de vida, sendo a lingua o local
preferido. A apresentacdo clinica mais comum foi Ulcera oral, sintomatica e
eritematosa. De acordo com esses aspectos, é crucial estabelecer um diagndstico
correto, considerando que as algumas hipoteses diagndsticas eram lesdes malignas.
Porém, devido a caracteristica paucibacilar, o diagndstico de lesdes orais deve levar
em consideracdo mais de um método aliado as caracteristicas clinico-demografica de
cada individuo. Neste estudo foi possivel concluir que os testes moleculares e a
técnica de imuno-histoquimica possuem uma maior capacidade de identificacdo ao
investigar a presenca do bacilo M. tuberculosis em amostras de tecido fixadas em
parafina com suspeita de tuberculose oral apresentando granulomas com necrose
caseosa. Este estudo forneceu dados clinico-demogréficos e informacfes sobre os
métodos diagndsticos necessarios para auxiliar o clinico no diagnostico precoce das
lesbes de TB oral.

Como o cirurgido-dentista tem maior acesso ao exame da cavidade oral, a
Odontologia tem um grande papel no diagnostico precoce da doencga. Com isso, tem-
se necessidade de o profissional saber identificar as manifestacfes da doenca para o
correto encaminhamento do paciente para tratamento. Por isso, o diagndstico precoce
e uma abordagem multidisciplinar séo indispensaveis para o manejo do paciente com
a TB. A ampla divulgacdo e conscientizacdo nesse campo tém facilitado a
identificacdo de fatores de risco e vias de causacao. A pratica clinica odontoldgica tem
potencial para a transmissao de varias infeccbes do paciente para o dentista, do
paciente para o0 paciente, assim como do dentista para o0 paciente, devido a
proximidade com as cavidades nasal e oral do paciente. Com isso, um historico
detalhado de TB deve levar o profissional odontolégico a discernir se a pessoa € um
caso ativo em tratamento, um caso ativo sem tratamento ou anteriormente infectado,
mas atualmente livre da doenca. Os casos ativos nao tratados podem representar um
risco para os profissionais de salde bucal. O tratamento odontologico para aqueles

com tuberculose ativa deve ser limitado a procedimentos urgentes e essenciais.
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Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma pesquisa retrospectiva de uma série de casos, em que serdo analisados materiais de
biépsia de tecido mole incluidas em parafina, bem como os dados clinicos.

INTRODUGAO: A tuberculose (TB) é uma doenga infectocontagiosa que afeta diretamente a satde publica
mundial, sendo este um agravante para populagdo em geral. De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) foi estimado que em 2019, no mundo, cerca de 10 milhdes de pessoas desenvolveram TB e
1,2 milhdo morreram devido a doenga, o que a torna a principal causa de morte, até 2020, por infecgdo em
todo o mundo e uma das dez principais causas de morte em geral. Além disso, estima-se que um quarto da
populagdo mundial esta infectada com Mycobacterium tuberculosis (MTB). Em relagdo ao tratamento, o
percentual que foi obtido sucesso, em 2018, foi de 85% entre os casos novos (WHO, 2021). No Brasil, foi
registrado 66.819 casos novos de TB, em 2020, o que levou a um coeficiente de incidéncia de 31,6 casos
por 100 mil habitantes. Ja em relagédo a mortalidade, em 2019, foram notificados cerca de 4,5 mil 6bitos pela
doenga, com um coeficiente de mortalidade de 2,2 ébitos por 100 mil habitantes (Brasil, 2021a). O local mais
comum de infecgdo por TB é o pulmdo, porém ha cada vez mais relatos de tuberculose extrapulmonar
(TBEP) em todo o mundo, mostrando a capacidade potencial de disseminagao de M. tuberculosis (MTB) em
muitos érgédos do corpo (Hillemann et al., 2011; Furini et al., 2013). A taxa de acometimento da TBEP ainda
& incerta, compreendendo cerca de 15 a 20% dos casos de TB e pode compreender até 50% dos casos de

TB daqueles individuos infectados pelo virus da
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Serédo selecionadas amostras de parafina com hipéteses diagndsticas clinicas e diagnosticos histoldgicos de
tuberculose oral além de outras lesGes com caracteristicas semelhantes, que fazem parte dos diagnésticos
diferenciais. Também serdo selecionadas amostras com diagnéstico histopatolégico de lesées semelhantes
a tuberculose, principalmente aquelas que nao tiveram um diagnéstico final histolégico especifico, ao fim de
se investigar através de coloragao de BAAR (Ziehl-Neelsen) e PCR convencional. O DNA genémico (gDNA)
sera extraido das amostras de tecidos FFPE utilizando o QlAamp DNA FFPE Tissue kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras serdo desparafinizadas utilizando a
solugdo desparafinizadora (QIAGEN, Hilden, Germany), e digeridas com proteinase K (QIAGEN, Hilden,
Germany) a 56°C. O gDNA sera isolado conforme recomendacdes do fabricante do kit. Sera realizada a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificagdo da regido de interesse correspondente ao gene
1S6110.

Informa CRITERIOS DE EXCLUSAO no Projeto/Brochura de Investigacdo: Serdo excluidos aqueles
pacientes em que nado forem encontrados no Biorrepositério da Faculdade de Odontologia-UFMG os blocos
de parafina.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO: Avaliar a contribui¢io da biologia molecular para o diagndstico de tuberculose na
estomatologia OBJETIVO SECUNDARIO: Avaliar a possibilidade de aplicagdo da técnica de PCR para fins
de diagnédstico de tuberculose oral em individuos que tiveram lesdes com hipéteses diagnédsticas de
Tuberculose; Comparar a identificacdo do bacilo da tuberculose pela coloragdo de Ziehl-Neelsen com a
técnica de PCR.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios: RISCOS, conforme descrito pela proponente: A pesquisa ndo apresenta
riscos para os individuos. BENEFICIOS: Com a possibilidade de identificagdo, pela técnica de PCR
convencional, do bacilo da tuberculose nas amostras de lesdes orais com suspeita da doencga, podera haver
uma reducédo do tempo entre o atendimento inicial do individuo e o encaminhamento para o centro de
referéncia para tratamento. A PCR é uma técnica de Biologia Molecular que apresenta precisdo dos
resultados e possibilitara o diagnéstico da doenga em menor tempo em relagéo as técnicas rotineiramente
utilizadas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
RISCOS, conforme descrito pela proponente: A pesquisa ndo apresenta riscos para os individuos.
BENEFICIOS: Com a possibilidade de identificacdo, pela técnica de PCR convencional, do bacilo da
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imunodeficiéncia humana (HIV) (TB-HIV) (Mehta et al., 2012). Os sintomas da TB sao: tosse por 3 semanas
ou mais, febre vespertina, sudorese noturna e o emagrecimento, sendo que desses, a tosse é o principal
sintoma, podendo ela ser seca ou produtiva (com catarro) (Brasil, 2020). Ja no acometimento oral (TBEP),
as lesdes apresentam como lesdes ulcerativas com centro granulomatoso e halo esbranquigado (de Souza
et al, 2016). O bacilo MTB, é detectado geralmente através da observagdo microscoépica apds a coloragdo
de Ziehl-Neelsen (ZN), em laboratérios clinicos e de patologia. E tido como escolha por ser considerado um
método de teste rapido e acessivel, porém a sensibilidade é baixa quando comparada as técnicas
moleculares, ademais ndo permite a identificacéo das espécies de MTB presentes no espécime (Barcelos et
al., 2008). Ja a cultura, é tratada como “padréo ouro” no diagndstico laboratorial da TB, porém geralmente
leva de 3 a 8 semanas (Alli et al., 2011). Os aspectos histolégicos da TB, em qualquer sitio de infecgéo,
pulmonar ou TBEP, apresentam lesées patognoménicas conhecidas como tubérculos, que sdo reagdes
inflamatéria granulomatosa caracteristica contra bacilos de MTB mediada por células de imunidade do
hospedeiro. (Natarajan et al., 2020) Em comparagdo a coloragdo com ZN e cultura, a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é altamente especifica e sensivel (Barcelos et al., 2017; Fukunaga et al., 2002). Além do
fato de que é rapido, barato e pode ser realizado na maioria dos laboratérios clinicos e de patologia
(Schoolnik, 1991). Porém, o diagndstico definitivo e rapido para TBEP é visto como um desafio, uma vez
que essa doenga tem uma natureza paucibacilar (Khosravi et al., 2017). Além disso, a falta de volumes
adequado de amostra clinica e distribuicdo ndo uniforme de bactérias nessas amostras, assim como a
localizacdo da doenca em sitios de dificil acesso (Mehta et al., 2012). A técnica de PCR pode detectar
quantidades <10 bacilos/mL de diferentes espécimes bioldgicos, sendo uma ferramenta util para o
diagnéstico de TB (da Cruz et al., 2011). No entanto, um problema sério de detecgcdo de MTB por técnicas
de PCR ¢é a presenca de substancias inibidoras de PCR que se encontram associadas com o TBEP em
comparagao com as amostras pulmonares. A presenca de inibidores € amplamente devido a realizagao de
substancias na preparagdo de amostra que interferem com a atividade da polimerase. Devido a isso, alguns
investigadores recomendaram o re-amplificagdo apés diluir os inibidores para melhorar o rendimento (Alli et
al., 2011)

HIPOTESE: A investigacio do bacilo da tuberculose em amostras de bidpsia de lesdo oral com suspeita da
doenca pode ser feita utilizando-se a técnica de PCR, com maior precisdo diagnéstica, possibilitando a
reducdo do tempo entre o atendimento inicial do individuo e o encaminhamento ao centro de tratamento.
METODOLOGIA
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tuberculose nas amostras de lesdes orais com suspeita da doenga, podera haver uma redugdo do tempo
entre o atendimento inicial do individuo e o encaminhamento para o centro de referéncia para tratamento. A
PCR é uma técnica de Biologia Molecular que apresenta precisdo dos resultados e possibilitara o
diagnéstico da doenga em menor tempo em relagdo as técnicas rotineiramente utilizadas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As amostras serdo obtidas na Faculdade de Odontologia, com acesso aos blocos e a dados clinicos.
Previsdo de inicio em maio de 2022.

De acordo com o MANUAL DE ORIENTAGCAO: PENDENCIAS FREQUENTES EM PROTOCOLOS DE
PESQUISA CLINICA da /CONEP versao 2015, pg 43 item 7: “Algumas pesquisas utilizam material biolégico
oriundo de acervo que ndo corresponde nem a um biobanco nem a um biorrepositério, tendo sido coletado
para fins assistenciais. Este é o caso, por exemplo, das biépsias armazenadas em blocos de parafina de um
servico de Anatomia Patolégica. O material biolégico obtido com fins assistenciais pode ser utilizado em
pesquisa, desde que devidamente autorizado pelo participante, por meio de um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido especifico da pesquisa (ou, quando devidamente justificado, a obtengéo de aprovagéo
da dispensa do Termo pelo Comité de Etica em Pesquisa)”. Informa abordagem pessoal aos participantes
ou contato por telefone para que sejam enviados os TCLEs por e-mail a fim de se obterem as respectivas
autorizagdes. Informa que caso ocorram novos casos diagnosticados como as lesdes supracitadas em
pacientes da clinica de Patologia e Estomatologia da FOUFMG no decorrer do estudo, serdo coletadas e
incluidas, mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
Foram apresentados:
-Folha de rosto assinada pelo diretor do ICB-UFMG

-Formulario de informagdes basicas

-Parecer consubstanciado e aprovagdo pela Camara Departamental do Departamento de Patologia Geral do
ICB-UFMG

-Autorizacao para uso dos blocos pela Coordenadora do Laboratério de Patologia
Bucomaxilofacial Faculdade de Odontologia-UFMG
-Projeto Completo
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-Termo de Constituicdo de Biorrespositério com assinaturas

-TCLE: Apesar de os riscos no Formulario de Informacdes Basicas estarem submestimados (“A pesquisa
ndo apresenta riscos para os individuos.”), o TCLE os descreve adequadamente (constrangimento, quebra
de sigilo e identificagdo pessoal), bem como as formas de minimizagdo. O TCLE esta adequado com todas
os esclarecimentos ao participante. Apresenta texto referente a formacéo de biorrepositério.

- Carta resposta a diligéncia, informando a inclusdo de descricdo de como sera realizada a triagem dos
pacientes e obtencdo e consentimento, e a inser¢do de campo para rubrica no TCLE

Recomendagoées:

Né&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
SMJ, o projeto esta aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagdo relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/05/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1908727 .pdf 11:22:10
Outros Carta_resposta_ CEP_UFMG.pdf 11/05/2022 |Vanessa de Fatima Aceito

11:16:16__|Bernardes
TCLE / Termos de | TCLE_ajuste_CEP.pdf 11/05/2022 |Vanessa de Fatima Aceito
Assentimento / 11:15:55 |Bernardes
Justificativa de
Auséncia
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Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS

SRBrad

Continuacgdo do Parecer: 5.429.194

mo

Projeto Detalhado / |Projeto_tuberculose_oral_ajuste_ CEP.p| 11/05/2022 |Vanessa de Fatima Aceito

Brochura df 11:15:44 |Bernardes

Investigador

Declaragdo de Autorizacao_de_uso_de_blocos_lab_FO| 07/03/2022 |Vanessa de Fatima Aceito

concordancia UFMG_assinada.pdf 15:30:37 | Bernardes

Orgcamento Orcamento_projeto_tuberculose_oral C| 07/03/2022 |Vanessa de Fatima Aceito
EP.pdf 15:24:59 |Bernardes

Declaragdo de Declaracao_de_pesquisador_plataforma| 07/03/2022 |Vanessa de Fatima Aceito

Pesquisadores Brasil.pdf 15:22:18 |Bernardes

Outros Parecer_projeto_pesquisa_tuberculose_| 07/03/2022 |Vanessa de Fatima Aceito
oral.pdf 14:50:09 |Bernardes

Outros SEI_UFMG_1137206_Oficio_aprovacao| 07/03/2022 |Vanessa de Fatima Aceito

projeto tuberculose oral.pdf 14:48:08 |Bernardes

Declaracédo de Termo_de_Constituicao_de_Biorreposito] 07/03/2022 |Vanessa de Fatima Aceito

Manuseio Material |orio_assinado.pdf 14:46:28 |Bernardes

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Folha de Rosto SEI_UFMG_1292013_Folha_de_rosto_p| 07/03/2022 |Vanessa de Fatima Aceito
rojeto tuberculose oral.pdf 14:44:18 | Bernardes

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Endereco:

Bairro: Unidade Administrativa Il
Municipio:

UF: MG

Telefone: (31)3409-4592

BELO HORIZONTE, 25 de Maio de 2022

Assinado por:
Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))

Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 ¢, 2°. Andar ¢, Sala 2005 ¢, Campus Pampulha

CEP: 31.270-901
BELO HORIZONTE

E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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APENDICE B - Termo De Consentimento Livre E Esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Contribuicao da
biologia molecular para o diagnostico de tuberculose na estomatologia”. Pedimos a sua
autorizacdo para a utilizacdo do material biolégico humano incluidos em blocos de parafina do
Biorrepositorio do Servigo de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG.
Também solicitamos sua autorizacdo para utilizar dados da sua ficha clinica. A utilizacdo do seu
material bioldgico e de seus dados estd vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a)
concordar em outros futuros. Nesta pesquisa pretendemos avaliar a utilizacao de métodos
moleculares para contribuigdo diagndstica de Tuberculose através do método de PCR.

A sua participacdo na pesquisa consiste em permitir que utilizemos uma parte da lesdo que foi
retirada de sua boca, transportada e processada no Biorrepositério do Laboratdrio de Patologia Oral e
Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG onde ficard armazenada sob a guarda do
pesquisador responséavel. Iremos examinar mais detalhadamente como a lesdo se desenvolveu. Assim,
pedimos sua autorizagdo para utilizar essa amostra e também os dados de sua ficha clinica. Nao serd
realizado nenhum procedimento direto com vocé voluntario(a), mas o uso do material e de seus dados
apresenta o risco de constrangimento em caso de quebra de sigilo ou de identificagdo pessoal. Esse
risco, porém, sera minimizado por controle dos dados e anonimato dos participantes, ou seja, usaremos
codigos que ndo identificardo seu nome. A pesquisa confribuird para melhorar o entendimento das
neoplasias de cavidade oral.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o
Sr.(a) tem assegurado o direito & indenizacdo. O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo
e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de utilizacdo do material bioldgico, valendo a
desisténcia a partir da data de formalizacdo desta. A sua participacdo € voluntdria, e a recusa em
participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a) é atendido (a)

pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padroes profissionais de sigilo.

Rubrica do pesquisador

Rubrica do participante
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Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biologico, estardo a sua disposigao
quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participagdo nio serd liberado sem a sua
permissdo. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsével, no Servigo de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG, e a outra sera fornecida ao Sr. (a).

Os dados utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos na sala 3201 da Faculdade de Odontologia da UFMG e apds esse tempo
serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislagao brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho
Nacional de Satde e suas complementares), utilizando as informagoes somente para fins académicos e
cientificos.

Eu, , portador do documento de Identidade

fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa

“Contribuicao da biologia molecular para o diagndstico de tuberculose na estomatologia”, de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar

novas informacdes e modificar minha decisao de participar se assim o desejar.

Rubrica do pesquisador

Rubrica do participante




() Concordo que o meu material biologico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material bioldgico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido
que explique para que sera utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de
ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Vanessa de Fatima Bernardes

Endereco: Avenida Presidente Antonio Carlos, 6627 Pampulha
Instituto de Ciéncias Biologicas/ Departamento de Patologia Geral
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte, MG

Telefones: (31) 3409-3046

E-mail: bernardesvi@icb.ufmg.br

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Rubens Signoretti Oliveira Silva

Endereco: Avenida Presidente Antonio Carlos, 6627 Pampulha
Instituto de Ciéncias Biologicas/ Departamento de Patologia Geral
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte, MG

Telefones: (31) 9 9606-9271

E-mail: rubensign@hotmail.com

Assinatura do pesquisador Data

Em caso de dividas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
COEP-UFMG - Comissao de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Anténio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005

Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901

E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: 3409-4592




APENDICE C — Tabela de frequéncias dos dados clinicos das amostras
selecionadas

Tabela 5 — Dados de frequéncia das amostras selecionadas

Variavel n (%)
ldade 07 (100)
Menor que 20 anos 01 (14,2)
de 21 a 60 anos 04 (57,1)
Maior que 60 anos 02 (28,5)
Sexo 07 (100)
Fem. 02 (28,5)
Masc. 05 (71,4)
Tipo da Lesao 09 (100)
Ulcera 06 (66,7)
Cistica 01 (11,1)
Tumor 02 (22,2)
Cor daleséao 09 (100)
Eritematosa 03 (33,3)
Semelhante a Mucosa Bucal 01 (11,1)
Dados faltantes 05 (55,6)
Sintomatologia 07 (100)
Sintomatica 02 (28,5)
Assintomatica 01 (14,2
Dados faltantes 04 (57,1)
Tipo de Bidpsia 09 (100)
Bidpsia incisional 06 (66,7)
Bidpsia excisional 01 (11,1)
Dados faltantes 02 (22,2)
Status de HIV 07 (100)
Positivo 01 (14,2
N&o Informado 06 (85,7)
Localizacéo 09 (100)
Lingua 04 (44,4)
Rebordo Alveolar inferior 02 (22,2)
Labio 01 (11,1)
Mucosa jugal 01 (11,1)
Soalho bucal 01 (11,1)
Tempo de Evolucéao (em meses) 07 (100)
até 1 més 01 (14,2)
de 1 a2 meses 01 (14,2)
de 2 a 3 meses 01 (14,2)
mais que 3 meses 01 (14,2)
Indeterminado 02 (28,5)
Dados faltantes 01 (14,2)
Tamanho (mm) 09 (100)
até 10mm 03 (33,3)

de 10 a 59mm 01 (11,1)



maior ou igual a 60mm
Dados faltantes

01 (11,1)
04 (44,4)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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APENDICE D - Revis&o de literatura para utilizacdo dos primers

Quadro 4 — Use of different gene targets for the diagnosis of extrapulmonary tuberculosis, sensitivity and specificity of PCR tests

79

Reference TB/Tissue NAAs test Gene Primers Amsg?lzg:on A(Tg;amalil:)g gﬁé (OS/;) (f/g)
Barcelos etal., Spleen (miliary PCR IS6110 F: CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 123 65 1 40 N.D. N.D.
2008 TB)/FFPE R: CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG
Allietal., 2011 Escarro PCR IS6110 F: CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 123 68 1 30 755 948
R: CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG
Khosravi etal., EPTB nestedPCR 1S6110 F: 220 63 05 30 N.D. N.D.
2017 outter ATCGTGGAAGCGACCCGCCAGCCCA
GGAT
R:
CGGGACCACCCGCGGCAAAGCCCG
CAGGAC
inner F: CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 123 68 05 35 N.D. N.D.
R: CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG
De Almeida et al., Culture PCR 1S6110 F: CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 123 64 2 40 925 100
2013 R: CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG
De Almeida et al., Smear PCR IS6110 F: CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 123 68 2 40 375 100
2015 R: CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG
Antonello et al., EPTB/FFPE ddPCR IS6110  F: ATCTGGACCCGCCAA N.D. 56 1 39 985 100
2021 R: CCTATCCGTATGGTGGATAA
rpoB F: GGAGCGCCAAACCG N.D. 56 1 39 665 100
R: AGTCCCGGAACCTCAA
GeneXpert® MTB/RIF 79,4 100
Bandyopadhyay EPTB/FFPE Multiplex 65kDa F: 541 55 2 40 789 871
et al., 2008 PCR CTAGGTCGGGACGGTGAGGCCAGG
R: CATTGCGAAGTGATTCCTCCGGAT
dnaJ F: AAGAGGAAGGAGAGAGGC 365
R: GTCGTTGAGGTTGAACTC
IS6110  F: GTGGGCATGGTCGCAGAGAT 165
R: CTCGATGCCCTCACGGTTCA
PCR 1S6110 N.D. N.D. 52 1 45 60 75



Chakravorty et
al., 2005

Da Cruz et al.,
2010

Qing Jun, et al.,
2023
Allahyartorkaman
etal., 2019

Mustafa et al.,
2006

EPTB/ Smear
and Culture

Blood and
urine

EPTB/FFPE

PTB/FFPE
EPTB/FFPE
EPTB

nestedPCR

devR F: ATCTGTTGTCCCGCATGCC
R: GTCCAGCGCCCACATCTTT
Combined (devR + 1S6110)
1S6110 F: CCGCAAAGTGTGGCTAAC
Externo  R: ATCCCCTATCCGTATGGTG
Interno F: AACGGCTGATGACCAAAC
R: GTCGAGTACGCCTTCTTGTT

GeneXpert® MTB/RIF

GeneXpert® MTB/RIF

nestedPCR

1S6110 F: CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG
R: CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG
F: TTCGGACCACCAGCACCTAA
R: TCGGTGACAAAGGCCACGTA

N.D.

409

316

123

92

68

57

68

58

0,5

30

30

45

35

a7

67
53.4

57,8
95,5

76,5
N.D.

N.D.

80

67

75
89.8

100
96,7

95,9
N.D.

N.D.

Abbreviations: ddPCR: Droplet Digital PCR; EPTB: Extrapulmonary Tuberculosis; PTB: Pulmonary Tuberculosis; N.D.: Not Done; St: Sensitivity; Sp: Specificity
Elaborado pelo préprio autor
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