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RESUMO

Introducao e objetivos: A hanseniase € uma doenga cronica, negligenciada,
causada pelo Mycobacterium leprae. Essa evolugao crénica, pode ser interrompida
por episodios de inflamagéo aguda, conhecidos por rea¢des hansénicas tipos 1 e 2.
O padrao de imunidade desenvolvido pelo hospedeiro, permite resistir a doenga ou
desenvolver manifestagdes clinicas espectrais da hanseniase. Esse padréo espectral,
tem relacdo direta com a imunidade montada pelo hospedeiro, a partir do
reconhecimento do M. leprae pela imunidade inata. A reagao tipo 1 € a principal causa
de incapacidade e deformidade na doenga, e existe uma escassez de biomarcadores
que possam predizé-la. Diante desse problema, este estudo objetivou avaliar a
associagao de biomarcadores do inflamassoma com reacbes tipo 1. Pacientes e
métodos: Estudo observacional, transversal e comparativo da expressao de
biomarcadores do inflamassoma em pacientes com hanseniase, diagnosticados entre
2012 e 2015, em centro de referéncia de Minas Gerais, Brasil. Foram considerados
casos, 0s pacientes com hanseniase que desenvolveram reagdes tipo 1 ao longo do
primeiro ano de tratamento e, controles, aqueles que ndo as apresentaram. A
expressao dos biomarcadores foi analisada através de imuno-histoquimica da pele,
biopsiada no diagndstico da hanseniase. Resultados: Em relagdo a resposta celular
inflamatodria, foi observada forte expressao do biomarcador NLRP3, em 57,1% dos
casos em comparagao a 7,7% dos controles. Diferenga estatisticamente significativa
(p <0,05%), além de medida de risco (OR=16,00 [IC 95%: 1,61; 159,31])
significativamente maior nesses casos de forte expressao de NLRP3 nas células do
infiltrado inflamatdrio dérmico. Nao foram observadas diferencas nos biomarcadores
caspases 1 e 4/5, IL-1B e IL-6. Conclusao: Os resultados deste estudo indicam que
NLRP3 pode ser um potencial biomarcador preditivo de reagdes hansénicas tipo 1 no
momento do diagndstico de hanseniase.

Palavras chaves: hanseniase; imunidade inata; inflamassoma; biomarcador; imuno-
histoquimica.



ABSTRACT

Introduction and objectives: Leprosy is a chronic disease, neglected, caused by the
Mycobacterium leprae. This chronic evolution can be interrupted by episodes of acute
inflammation known as leprosy type 1 and 2 reaction. The immunity pattern developed
by the host permits resisting to the disease or developing spectral clinic manifestation
of leprosy. This spectral pattern has direct relation to the immunity assembled by the
host, from the undertanding of the M. leprae by the innate immunity. The leprosy type
1 reaction is the main cause of the incapacity and deformity in the disease, and there
is a lack of biomarkers that can predict them. Up on this problem, this study intended
to assess the association of inflammasome’s biomarkers with leprosy type 1 reaction.
Patients and Methods: Observational study, transversal and comparative of the
expression of inflammasome’s biomarkers in patients with leprosy diagnosed between
2012 and 2015, in a center of reference in Minas Gerais, Brazil. The cases considered
were patients with leprosy that developed leprosy type 1 reaction throughout the first
year of treatment and, controls, those that did not presented them. The expression of
biomarkers was analysed through immunohistochemistry of the skin, biopsied in
diagnoses of leprosy. Results: In relation to the inflammatory cellular response, it was
observed strong expression of the biomarker NLRP3, in 57,1% of the cases in
comparison to 7,7% of the controls. Difference statistically significant, along with the
measure of risk significantly higher in this cases of strong expression of NLRP3in cells
of the infiltrated dermic inflammatory. Differences in the caspase-1 and 4/5, IL-13 and
IL-6 biomarkers were not observed. Conclusion: The NLRP3 can be a potential
predictive biomarker of leprosy type 1 reaction at the moment of leprosy diagnoses.

Key-words: leprosy; innate immunity; inflammasome; biomarker;
immunohistochemistry.
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

O projeto intitulado “Associacdo de biomarcadores do inflamassoma com
reagao hansénica tipo 1” foi desenvolvido dentro da linha de pesquisa “Epidemiologia
e Controle das Doengas Infecciosas e Parasitarias” e esta inserido no grupo de
pesquisa “Hanseniase”, que desenvolve trabalhos na grande area do conhecimento
das ciéncias bioldgicas e da saude, como imunologia da hanseniase.

Os pacientes incluidos no estudo foram atendidos no Hospital Eduardo de
Menezes entre os anos de 2012 e 2015, onde foram diagnosticados com hanseniase
e classificados de acordo com os critérios de Ridley e Jopling. A classificacéo
histopatoldgica foi posteriormente confirmada pelo Prof. Dr. Marcelo Pascoal, do
Laboratério de Patologia Molecular do Departamento de Anatomia Patologica da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais.

Durante o desenvolvimento do estudo, a discente Maria Julia Lara Lamac
Vieira Cunha participou de todas as etapas: revisdo de prontuarios, solicitacao e
devolugdo dos blocos de parafina contendo material biolégico dos pacientes
selecionados, realizagdo da técnica de imuno-histoquimica, analise da expressao dos
biomarcadores nas laminas preparadas por imuno-histoquimica e analise dos dados.

A presente dissertagdo teve como objetivo apresentar os resultados obtidos
durante o mestrado, na qual foi avaliada a expressdo dos biomarcadores do
inflamassoma e da IL (IL)-6 em pacientes com hanseniase que desenvolveram reacao
hansénica tipo 1 (casos), e pacientes com hanseniase que ndo a desenvolveu
(controles). Para tanto, foram avaliadas as caracteristicas histologicas e o padrao
imuno-histoquimico do receptor do tipo NOD com dominio de pirina (NLRP) 3,
caspase-1, caspases-4/5, IL-13 e IL-6. A dissertagcao foi estruturada em 13 partes
principais: 1) Consideragdes iniciais; IlI) Introdugdo; Ill) Revisdao de literatura;
IV) Objetivos; V) Pacientes e métodos; VI) Resultados; VII) Discusséo;
VIIl) Conclusado; IX) Proposigbes; X) Consideragdes finais; Xl) Referéncias
bibliograficas; XlI) Apéndice; XIll) Anexos (contendo parecer do Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG e a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).
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2 INTRODUGAO

A hanseniase € uma doenga crbnica, granulomatosa, infectocontagiosa,
causada pelo Mycobacterium leprae, bacilo intracelular que apresenta tropismo para
a pele e nervos periféricos. Pertence ao grupo das doengas negligenciadas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e é endémica em diversos paises, ou seja,
com relato de um ou mais casos para cada 10.000 habitantes. Em 2015, a prevaléncia
mundial foi de 0,2 casos por 10.000 pessoas, mas a prevaléncia no Brasil foi de 1,01,
O que representa, em numeros absolutos, 28.761 casos novos nhesse ano
(OPROMOLLA, 2000; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016a; BRASIL,
2015).

A evolugdo crénica da hanseniase pode cursar com fendmenos agudos,
devido a hipersensibilidade aos antigenos do M. leprae, chamados episodios
reacionais do tipo 1 (RT1) ou tipo 2 (RT2), que tém relagdo com a imunidade do
individuo e, dependendo da intensidade e do érgéo atingido, podem deixar sequelas,
se nao precocemente diagnosticados e tratados (RIDLEY; JOPLING, 1966;
OPROMOLLA, 2000; SOCIEDADE BRASILEIRA DE HANSENOLOGIA; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2003; ANDRADE et al., 2015).

Essa relacao direta com a imunidade montada pelo hospedeiro ocorre a partir
do reconhecimento do M. leprae pelos receptores de reconhecimento de padrdes
(PRR), que estabelecem as bases para a imunidade inata. Esses receptores sao
subdivididos em familias, com base na homologia, localizacdo e sinalizagdo. O
primeiro PRR identificado foi o TLR, com homologia ao receptor de Drosophila Toll.
Posteriormente, foram descritos os NLR, CLR, RLR e ALR (GAY; KEITH, 1991;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Os PRRs detectam e respondem a padrdes
expressos por microorganismos, denominados padrées moleculares associados ao
patdgeno [pathogen-associated molecular patterns] (PAMP) e danos moleculares
associados ao patdégeno [damage-associated molecular patterns] (DAMP). TLRs e
CLRs séao localizados na membrana plasmatica e monitoram o espaco extracelular, ja
no citoplasma encontram-se os RLR, ALR e NLR (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;
ODETALL; KAGAN, 2017).

A interacdo entre PRR e adaptadores induz a montagem de grandes
complexos, denominados centros de organizagao supramolecular (SMOC). Os NLR e

outros receptores citosélicos induzem a formacdo do complexo conhecido por
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inflamassoma (MARTINON, BURNS.; TSCHOPP, 2002; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015; ODETALL; KAGAN, 2017).

Os NLR sao subdivididos em duas familias, NOD1 e NOD2 que reconhecem
fragmentos de peptidioglicanos bacterianos derivados de bactérias gram-negativas ou
gram-positivas, respectivamente. Originalmente foram descritos como receptores
citosolicos, mas alguns trabalhos tém demonstrado sua localizagdo também na
membrana celular. Existem descritos outros NLRs como: NLRP1, NLRP3 e NLRC4 e
NAIPs, também envolvidos na formagédo de inflamassomas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAIL, 201).

A melhor funcao efetora do inflamassoma acontece pela via canbdnica através
da ativagdo da caspase-1 e, subsequentes clivagens das pré-IL-1 e pro- IL-18 em
suas formas maduras (KAYAGAKI et al., 2015; SHI et al., 2016). Os inflamassomas
também podem ser ativados pela via ndo candnica por meio da ligacdo de seus
receptores as pro-caspases-4/5, responsaveis por reconhecerem lipopolissacarideos
(LPS), e consequentemente processar a IL-13 (KAYAGAKI et al., 2015; SHI et al.,
2016; BROZ; DIXIT, 2016).

Desde a descoberta do inflamassoma, em 2002, esse complexo inflamatério
tem sido estudado em diversas doencas e ja existem evidéncias quanto a sua
associagao com a tuberculose (FREMOND et al., 2007; MISHRA et al., 2010). Na
hanseniase, poucos estudos demonstraram a participacao do inflamassoma e, até o
momento, nenhum estudo avaliou suas possiveis atuag¢des na reacéo tipo 1. O
inflamassoma NLRP3 é o mais estudado até o momento e por isso foi escolhido para
verificacao neste estudo (ZHONG; KINIO; SALEH, 2013).

A reacdao hansénica tipo 1 €& a principal causa de incapacidades e
deformidades na hanseniase, mas até o momento n&o conta com biomarcadores
validados que possam predizé-la (SCOLLARD et al., 1994; VAN BRAKELL et al.,
1994; ANDRADE et al., 2015b). Diante desse problema, esse estudo se justifica e
podera auxiliar no desenvolvimento de marcadores da morbidade, progndstico e até

mesmo de novos alvos terapéuticos para a condigao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A hanseniase é uma doenga infecciosa, granulomatosa, com manifestacoes
polimorfas que necessitam ser diagnosticadas de maneira correta, com o objetivo de
terapéutica apropriada, incluindo o manejo adequado das reagdes hansénicas, para

que sequelas e deformidades sejam evitadas (GROSSI, 1987).

3.1 Epidemiologia da hanseniase

Desde a introdugao da poliquimioterapia (PQT), ha cerca de trés décadas,
diminuiu a prevaléncia de hanseniase no mundo, a qual passou a ser considerada
como passivel de ser tratada no &mbito da atenc&o primaria a saude (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Varias estratégias foram instituidas para eliminar a hanseniase como
problema de saude publica, enfatizando-se a diminuicdo do niumero de novos casos
com grau de incapacidade 2 e buscando promover a detecgao precoce e a redugao
da transmissdo da doenga (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

A eliminagdo da hanseniase como problema de saude publica (ou seja,
prevaléncia registrada abaixo de 1 por 10.000 habitantes) foi alcangada, em 2000, em
escala mundial, e, até 2005, na maioria dos paises (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2016).

De acordo com relatérios oficiais recebidos de 138 paises de todas as regides
da OMS, a prevaléncia global registrada no final de 2015 foi de 176.176 casos (0,2
casos por 10.000 pessoas). O numero de novos casos notificados no mundo, em
2015, foi de 211.973 (2,9 novos casos por 100.000 pessoas) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

As estatisticas globais mostram que 199.992 novos casos de hanseniase,
correspondentes a 94% do total, foram notificados em 14 paises sendo que trés deles,
com grandes populagdes — india, Brasil e Indonésia — notificam mais de 10.000 novos
pacientes anualmente. Juntos, esses trés paises representam 81% dos pacientes
recém-diagnosticados e notificados no mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2016).

A Figura 1, ilustra a distribuicdo geografica mundial de novos casos de
hanseniase, em 2015 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica de novos casos de hanseniase, no mundo, em
2015.

Fonte: Organizagcdo Mundial da Saude (2015).

Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil, em 2015, o coeficiente de
detecgéo (por 100.000 habitantes) de novos casos no pais foi de 14,07 e a prevaléncia
pontual da doencga (por 10.000 habitantes) de 1,01. Esses dados representam, em
numeros absolutos, 28.761 casos novos diagnosticados em 2015 (BRASIL, 2016b).

A prevaléncia de hanseniase entre os diferentes estados do Brasil sofre
grandes variagdes, secundarias a diversidades como nivel socioeconémico, qualidade
de assisténcia a saude, entre outras. Minas Gerais, em 2015, apresentou prevaléncia
de 0,42 (BRASIL, 2016c).

Nos ultimos cinco anos houve apenas um pequeno declinio da detecg¢ao de
novos casos de hanseniase no mundo, enquanto a taxa de grau de incapacidade 2
se manteve quase inalterada (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

3.2 Agente etiolégico

O M. leprae, descrito por Gehard Armauer Hansen, em 1874, foi a primeira
bactéria relacionada a uma doenca humana. Nao foi ainda cultivado in vitro, o que
constitui um grande desafio para os microbiologistas. Nos tecidos humanos,
apresenta-se como bacilos retos ou encurvados de dois a oito micra de comprimento

por 0,3 micra de largura, aparecendo isolados ou dispostos em feixes paralelos,
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formando as denominadas globias. A espécie € melhor identificada pela coloragao de
Fite-Faraco (GELBER, 1990; LYON; LYON, 2013).

A ultraestrutura do M. leprae assemelha-se a de outras micobactérias, embora
apresente constituintes especificos como a espessa parede lipidica (20 micra),
formada principalmente pelos PGL [, Il e Ill (VISSA; BRENNAN, 2001).

E considerado um parasita especifico do homem; no entanto, ja foram
encontrados tatus, macacos mangabei e chimpanzés doentes, porém nao existem
evidéncias de sua importancia na cadeia de transmissado (VAN BEERS et al., 1996;
OPROMOLLA, 2000).

O bacilo apresenta tempo de multiplicagcdo de 11 a 16 dias, permanecendo
viavel no meio ambiente por até nove dias, sendo que milhdes deles permanecem
viaveis por mais de trés dias e somente 1% continua viavel até sete dias. O M. leprae
tem o mais lento tempo de multiplicagdo entre as micobactérias patogénicas, o que
se reflete no tempo de incubagdo prolongado e na cronicidade da doenga
(OPROMOLLA, 2000; REES; YOUNG, 1985).

Embora ainda n&o se consiga cultivar o M. leprae em meios de cultura, pode-
se obter a sua multiplicagédo pela inoculagdo de bactérias no coxim plantar de
camundongos imunocompetentes, irradiados e timectomizados, ou em camundongos
atimicos (SHEPARD, 1965; SHEPARD; MCRAE, 1965; REES, 1971).

O genoma de M. leprae ja foi decodificado em 2001, sendo menor que o
genoma do M. tuberculosis, e mostrando baixo numero de genes com capacidade de

expressar proteinas (COLE et al., 2001).

3.3 Classificagdo da hanseniase

Ao longo da histéria, a hanseniase tem recebido diversas classificagbes. Em
1953, o VI Congresso Internacional de Leprologia, realizado em Madrid, estabeleceu
a classificagdo da hanseniase segundo sua tendéncia de evoluir em dire¢cdo a um dos
seus polos, definindo-se duas formas polares e dois grupos: formas tuberculoide e
virchowiana, e grupos indeterminado e dimorfo (MEMORIA, 1953; OPROMOLLA,
2000).

Baseando-se no espectro imunoldgico dos individuos, Ridley e Jopling, em
1962, apresentaram uma classificacdo que ampliou a de Madrid, dividindo o grupo

dimorfo em trés subgrupos — dimorfo tuberculoide (DT), dimorfo dimorfo (DD) e
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dimorfo virchowiano (DV). Cada um destes subgrupos foi caracterizado por
parametros clinicos, histopatolégicos e imunolégicos. Os autores ressaltaram a
instabilidade dentro do grupo dimorfo, sendo que os pacientes dimorfo tuberculoides
seriam estaveis, enquanto os pacientes dimorfo dimorfo e dimorfo virchowiano
poderiam caminhar no espectro de maneira térpida ou em surtos, em diregao ao polo
virchowiano. Ressaltaram, ainda, que pacientes situados no polo virchowiano
poderiam, na vigéncia do tratamento, também poderiam apresentar surtos reacionais
(RIDLEY; JOPLING, 1962; RIDLEY; JOPLING, 1966).

Do ponto de vista operacional, visando ao tratamento poliquimioterapico dos
pacientes, a classificagdo adotada atualmente pela OMS, e seguida pelos paises que
possuem programas de controle para hanseniase, baseia-se no numero de lesdes
cutaneas, sendo que paucibacilares seriam os pacientes com até cinco lesdes de
pele e, multibacilares, os pacientes com mais de cinco lesdes de pele. Aqueles que
apresentarem mais de um nervo comprometido (desde que devidamente
documentado pela perda ou diminuicdo de sensibilidade nos respectivos territérios)
deverao ser tratados como multibacilares, independentemente da situacdo de
envolvimento cutaneo (BRASIL, 2016a).

O diagnéstico de hanseniase deve ser feito pelos critérios clinicos (histéria
clinica e epidemiolégica e exame dermatoneurolégico). Quando disponivel, a
baciloscopia e o seu resultado positivo classificam o caso como multibacilar, embora
um resultado negativo ndo exclua o diagndstico clinico da hanseniase e também n&o

classifique obrigatoriamente o doente como paucibacilar (BRASIL, 2016a).

3.4 Reacgoes hansénicas

Os estados reacionais ou reagdes hansénicas (tipos 1 e 2) séo alteragbes do
sistema imunoldgico que se exteriorizam como manifestagdes inflamatérias agudas e
subagudas, podendo ocorrer em qualquer paciente, embora mais frequentes nos
pacientes multibacilares (GROSSI, 2013; BRASIL, 2016a).

As reagdes podem surgir antes, durante ou apds o término do tratamento com
a poliquimioterapia, sendo que cerca de 50% dos pacientes com hanseniase
desenvolvem episédios reacionais durante o tratamento, ao passo que 30%
apresentam reacdes imunoldgicas apos a alta do tratamento especifico, por periodo
médio de até cinco anos (GROSSI, 2013; BRASIL, 2016a).
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A reagao tipo 1 (RT1) ou reacdo reversa (RR) caracteriza-se pelo
aparecimento de novas lesdes dermatolégicas (manchas ou placas), infiltragdes,
alteracdes de cor e edema nas lesdes antigas, com ou sem espessamento e dor de
nervos periféricos (neurite). Ja a reacgéo tipo 2 (RT2), cuja manifestagao clinica mais
frequente é o eritema nodoso hansénico (ENH), caracteriza-se pelo aparecimento de
nodulos subcutaneos dolorosos, acompanhados ou ndo de manifestagdes gerais
como febre, dor articular, mal-estar, além de orquite e iridociclite, com ou sem
espessamento e dor de nervos periféricos — neurite (BRASIL, 2016a).

O diagndstico das reagdes, com ou sem neurite, € eminentemente clinico. As
reacOes devem ser diagnosticadas por meio da investigagado cuidadosa dos sinais e
sintomas mais frequentes e exame fisico geral, com énfase na avaliagao
dermatoneurolégica. Tais procedimentos sao fundamentais para definir a terapéutica
antirreacional e para monitorar o comprometimento dos nervos periféricos. Neurite
isolada também pode ser a uUnica manifestacdo de reagcdo hansénica (BRASIL,
2016a).

3.4.1 Reacao hansénica tipo 1 ou reagao reversa

Os pacientes com hanseniase, mesmo apos serem considerados curados e
tratados, podem sofrer de episdédios reacionais por longos periodos de tempo
(SCOLLARD et al., 1994; VAN BRAKEL et al., 1994).

A RT1 ocorre, sobretudo, em pacientes imunologicamente instaveis
(dimorfos), que apresentam mudangas no padrédo de imunidade celular,
correspondendo a uma hipersensibilidade do tipo IV na classificagdo de Gell e
Coombs. A reacao pode ocorrer no sentido de piora (reacdo descendente) ou melhora
(reacdo ascendente ou reversa) da imunidade celular (SCOLLARD et al., 1994; VAN
BRAKEL et al., 1994; LYON-MOURA; PEDROSA, 2013).

A RT1, ou reagao reversa, € a principal causa de incapacidade fisica e
deformidades na hanseniase (SCOLLARD et al., 1994; VAN BRAKEL et al., 1994).

3.4.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

E dificil o estabelecimento da incidéncia, prevaléncia, fatores de risco e

tendéncias de eventos reacionais devido a grande heterogeneidade entre os relatos
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publicados, ndo havendo consenso nem mesmo quanto definicdo de reagao tipo 1.
Os relatos de frequéncia dessa reagdo variam de 3,5 a 47,5% (ANDRADE et al.,
2015b).

Em geral s&o descritos como fatores de risco para RT1 o sexo, idade, doenga
generalizada, primeiro ano apdés introducao da poliquimioterapia, infecgdes crénicas,
forma multibacilar, presenca de antigenos micobacterianos nas lesdes,embora alguns
estudos tenham demostrado que nenhum deles teve qualquer influéncia sobre o
desenvolvimento da reagdo (VAN BRAKEL et al., 1994; SCOLLARD et al., 1994;
MOTTA et al., 2012).

Em elevada proporcdo de doentes coinfectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana observam-se manifestacbes de RT1. O tratamento
antiretroviral foi o unico fator independente associado a presenca da reacédo e tem
sido associado a graves lesdes reacionais (sindrome de reconstituicdo imune)
(MENEZES et al., 2014).

3.4.2 Patogenia: aspectos imunolégicos

A resposta imunolégica do hospedeiro a infeccdo pelo M. leprae é
determinada pela composicédo genética do individuo. A maioria dos genes e regides
gendmicas associadas com a suscetibilidade ou resisténcia a doenca e a
susceptibilidade as reagdes esta relacionada a moléculas importantes das vias
imunoldgicas.

A patogenia da reagdo hansénica do tipo 1 serd apresentada em dois

subtitulos, imunidade inata e imunidade adquirida.

3.4.2.1 Imunidade inata

A RT1 ocorre devido a mecanismo de hipersensibilidade tardia a antigenos
de M. leprae (STEFANI; MACHADO, 2015), conquanto se acredite que a imunidade
inata também pode ter importante participacdo na patogénese da mesma.

As primeiras evidéncias de associacbes entre reacdes hansénicas e
polimorfismos vieram de estudos envolvendo TLR, receptores componentes da

imunidade inata. Bochud e colaboradores (2010) observaram polimorfismo em TLR2
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associado a protegcdo contra a hanseniase e a um risco aumentado de
desenvolvimento de RT1 (BOCHUD et al., 2008).

Stefani e colaboradores (2009) observaram associagdo entre maiores niveis
plasmaticos da IL-6, uma citocina da imunidade inata, e, CXCL10 em pacientes com
RT1 em comparagao com os controles. Lockwood e colaboradores (2011) observaram
TNF-a, INOS e TGF-B detectadas por imuno-histoquimica mostraram associagao
significativa com a presenca de reacao cutanea (STEFANI et al., 2009; LOCKWOOD
etal., 2011).

Cogen e colaboradores (2012) demonstraram que a beta defensina humana 3
€ mais expressa em RT1 e que diminui essa expressdo durante o tratamento com
corticosterdides (COGEN et al., 2012).

Pontillo e colaboradores (2013) observaram a combinagéo de haldptipos no
gene NLRP1 mais frequentes em controles e pacientes paucibacilares em relagao aos
multibacilares, sugerindo que o inflamassoma NLRP1 pode estar envolvido tanto no
reconhecimento de M. leprae quanto na subsequente ativagao inflamatoria (estados
reacionais) (PONTILLO et al., 2013).

3.4.2.2 Imunidade adquirida na reagao hansénica do tipo 1

A RT1 acontece devido a hipersensibilidade do tipo IV de Gell e Coombs,
podendo resultar em melhora (up-grading ou reversa) ou piora (down-grading) da
doenca ao longo do seu espectro. A reagcdo down-grading ocorre, em geral, quando o
tratamento ainda nao foi instituido, indicando evolugéo natural da progressdo da
doenca em dire¢ao ao polo virchowiano. A reacao de up-grading surge, em geral, apds
iniciada a terapéutica, indicando melhora na evolugéo da doenga em diregao ao polo
tuberculoide (GROSSI, 2013).

Na RT1 observa-se aumento da infiltragcdo de células T CD4*, responsaveis
pela resposta imune mediada por células contra os antigenos de M. leprae. Pacientes
com a forma multibacilar da doenca que desenvolvem RT1 sofrem alteracbes
drasticas exibindo diferentes populagdes celulares e formagdo de granuloma
semelhante ao da forma tuberculoide, por meio de mudanga no perfil de células T de
Th2 para Th1 e produgao de IFN-y (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; STEFANI;
MACHADO, 2015).
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3.4.3 Manifestagoes clinicas da reagao do tipo 1

Clinicamente, a RT1 caracteriza-se por exacerbacao inflamatéria de lesdes
cutdneas preexistentes — mais saliéncia, eritema, brilho, calor, podendo ocorrer
ulceracao e até necrose — ou pelo surgimento de novas lesdes, associadas ou nao ao
comprometimento da fungao nervosa periférica (VAN BRAKEL et al., 1994; GROSSI,
2013; BRASIL, 2016a).

As alteragdes sensoriais cutaneas variam de hiperestesia, parestesia ou
alodinia, associadas ou nao a comprometimento do nervo motor, com dor e
espessamento do mesmo, o que constitui caracteristicas clinicas classicas das
neurites na hanseniase. Contudo, as neurites podem ser silenciosas, quando o dano
neural ocorre sem dor ou espessamento do nervo(VAN BRAKEL et al., 1994;
GROSSI, 2013; BRASIL, 2016a).

Devido a gravidade potencial dessas reagdes e seu impacto para o paciente,
€ importante distinguir as seguintes apresentacgoes:

e Reagao tipo 1 crénica: definida como uma série de lesdes inflamatdrias cutaneas
consecutivas ou neurites que impedem a liberagdo do tratamento com
corticosteroide;

e Reacgao tipo 1 recorrente: definida como o ressurgimento de sinais reacionais
seis a doze semanas apos a conclusdo do tratamento com esterdides, anti-
inflamatorios ou imunossupressores;

e Reacgao tipo 1 tardia: ocorre em qualquer momento posterior ao término da
poliquimioterapia (ANDRADE et al., 2015b).

3.4.4 Diagnéstico e diagnéstico diferencial

O diagnéstico da RT1 é eminentemente clinico, podendo-se langar méo de
alguns exames laboratoriais, como baciloscopia e histopatologia, quando indicados
(BRASIL, 2016a).

Considerando que os quadros de reagao reversa se caracterizam por
reagudizagcao das lesbes antigas e surgimento de novas lesbes em placas
eritematosas e inflamatdrias, € importante distingui-los das recidivas, geralmente
insidiosas e pouco inflamatérias. O diagndstico diferencial baseia-se na associacao

de exames clinicos e laboratoriais, especialmente a baciloscopia de raspado
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intradérmico nos casos multibacilares. No Quadro 1 descrevem-se as diferencas
clinicas que se aplicam a maioria dos casos (BRASIL, 2016a).

O diagnéstico precoce dessas reagdes € um grande desafio para efetivamente
tratar e gerenciar RT1 e, por isso, ha necessidade urgente de identificar
biomarcadores mais significativos para preveni-las e diferenciar a reagao tipo 1 tardia
de recidiva da doencga (BRASIL, 2016a).

Quadro 1 - Diferencas clinicas entre reacao tipo 1 e recidiva de hanseniase

Caracteristicas RT1 Recidiva
Frequente durante a PQT e/ou ] ,
. Em geral, periodo superior a
. o menos frequente no periodo de . DTN

Periodo de ocorréncia . A ST cinco anos apos término da

dois a trés anos apds término do
PQT

tratamento

Surgimento Subito e inesperado Lento e insidioso
Algumas ou todas podem se

Lesdes antigas tornar eritematosas, brilhantes, Geralmente imperceptiveis
intumescidas e infiltradas

Lesbes recentes Em geral, multiplas Poucas

Ulceracao Pode ocorrer Raramente ocorre

Regressao Presenca de descamagéo Auséncia de descamagao
Muitos nervos podem ser Poucos nervos podem ser

, rapidamente envolvidos, envolvidos, com alteragdes

Comprometimento neural < s «
ocorrendo dor e alteragbes sensitivo-motoras de evolugéo
sensitivo-motoras mais lenta

Resposta a medicamentos . .

) - Excelente N&o pronunciada
antirreacionais

Fonte: Brasil (2016a).

3.4.4.1 Analise histopatologica

Na analise histopatolégica da RT1, os granulomas podem se tornar mais
coesos e ativados, com aumento de volume das células de Langhans. Pode haver
erosao de granulomas para dentro da porcéo inferior da epiderme ou, ainda, necrose
fibrinoide/caseosa dentro dos mesmos. Ha diminuicdo ou desaparecimento dos
bacilos integros (FIGURA 2) (LYON-MOURA; PEDROSA, 2013).
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Figura 2 -  Caracteristicas histoléogicas € mecanismos imunoldgicos que podem

estar envolvidos na patogénese da Reagao Tipo 1.

Legenda: PB: paucibacilar; MB: multibacilar; Th: T helper; IDO: Indoleamine-pyrrole 2,3-
dioxygenase[Indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenase]; IL: Inteleucina; COX-2: Ciclo-oxigenase-2; TGF-f3:
Transforming growth factor [fator transformador de crescimento]; CD: Cluster of differentation [grupo de
diferenciagao]; RT1: reagéo tipo 1; TNF: Tumor necrosis factor [fator de necrose tumoral]; IP-10:
Interferon gamma-induced protein 10 [proteina 10 induzida por interferon]; Ag: antigeno; TLR: TOLL
like receptor [receptor do tipo TOLL]; NOD: nucleotide-binding oligomerization domain; NLR: NOD like
receptorireceptor do tipo NOD].

Fonte: Andrade et al. (2015b) (modificado para fins didaticos).

Enquanto o granuloma observado na RT1 em individuos paucibacilares € uma
estrutura altamente organizada, com células epitelidides rodeadas por linfocitos, o
granuloma na RT1 em pacientes multibacilares € um aglomerado frouxo de células
epitelidides, com poucos linfocitos.(ANDRADE et al., 2015b).

3.5 Biomarcadores preditivos para a reagao tipo 1

Alguns estudos nos ultimos anos tém objetivado a investigagdo de
biomarcadores preditivos das reagdes hansénicas e, em especial da RT1, devido aos
seus potenciais incapacitantes.

Fator elementar nesses estudos de biomarcadores de predicdo das reacdes

€ a inclusao apropriada do grupo controle, para que se possa obter uma informagao
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precisa que reflita antecipadamente esse tipo de resposta, mas ndo necessariamente
explique a resposta patogénica ao mesmo (GELUK, 2013).

Atkinson e colaboradores (2004) demonstraram aumento de IL-10 e IL-6, pela
imuno-histoquimica, em pacientes com RT1 e observaram que, apos o tratamento
com prednisona oral, essas citocinas decresceram (ATKINSON et al., 2004).

Stefani e colaboradores (2009) observaram maior nivel plasmatico de
CXCL10 e IL-6 em pacientes com RT1 em comparacao aos controles e elevacio de
IL6, IL7, PDGF-BB em RT2, sendo que os biomarcadores nas RT1 apresentaram
significancia estatistica superior aos observados nas RT2 (STEFANI et al., 2009).

Saini e colaboradores (2016) demonstraram maior niumero de células Th17
associadas ao nivel maior das citocinas IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-23, IL-6 e
quimiocinas CCL20 e CCL22 em pacientes reacionais e concomitantemente
observou-se menor nivel de FOXP3 e TGF- (SAINI et al., 2016).

Alguns dados da literatura sugerem a existéncia de outros biomarcadores que
possam predizer a RT1, como por exemplo o estudo de Chaitanya e colaboradores
(2013), que indicou associagao de baixos niveis de cortisol urinario e lesional com
RT1. Além disso, observaram também que IP-10, IL-17F, IL-6 e TNF-a, podem ser
potenciais marcadores sorologicos e de expressdo génica, para detecgao precoce
dessas reagdes na hanseniase (CHAITANYA et al., 2013).

Faber e colaboradores (2004) avaliaram a expressdo de citocinas e da
monocina neopterina na RT1, em sangue periférico, durante o diagndstico de RT1, no
primeiro més de tratamento, no segundo més e ao final do tratamento. Observaram
maior nivel de neopterina sérica em pacientes com RT1, em comparagédo aos niveis
no diagnostico, sendo ainda observados niveis menores ao final do tratamento
(FABER et al., 2004).

Bochud e colaboradores (2008) observaram que um polimorfismo em TLR2
sugere susceptibilidade ao desenvolvimento de RT1 (BOCHUD et al., 2008).

Sharma e colaboradores (2015), em estudo caso controle, observaram por
meio de imuno-histoquimica e reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que os
pacientes dimorfos que desenvolveram RT1 expressavam mais intensamente
CXCL10 e CXCR3 do que os controles (SHARMA et al., 2015).

Khadge e colaboradores (2015) observaram, em um estudo coorte, por meio
de estimulacdo de PBMC, maiores niveis de interferon-y, IP-10, IL-17, VEGF, e
diminuigédo da IL-10 na RT1 (KHADGE et al., 2015).
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3.6 Componentes do inflamassoma como biomarcadores candidatos

Os inflamassomas, descritos pela primeira vez em 2002, sdo complexos
multiproteicos intracelulares, compostos por trés elementos: um PRR, uma proteina
ligadora puntiforme associada a apoptose com um dominio CARD - caspase
activation and recruitment domains (ASC) e a enzima caspase-1 (MARTINON,
BURNS.; TSCHOPP, 2002; SCHRODER; TSCHOPP, 2010; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015; SA; FESTA NETO, 2016).

Os inflamassomas s&o constituintes do sistema imune inato, sendo
responsaveis por regular a resposta imunologica a diversos estimulos, sejam eles
exogenos, como agentes bacterianos, ou endégenos, como neoplasias, por meio da
producao e secrecgao de citocinas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A montagem e a ativacao do inflamassoma tém inicio pelo reconhecimento de
estimulos por receptores PRR que, entdo, interagem com a molécula adaptadora
ASC. Segue-se a ligagao da proteina ASC com a pro-caspase que €, entao, clivada,
ativando a caspase. A ativagao da caspase culmina na clivagem das pro-IL-13 e pré-
IL-18, gerando suas formas ativas, IL-13 e IL-18, respectivamente, que estimulam a
resposta inflamatéria (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A ativagcao da caspase pela via do inflamassoma é ainda capaz de induzir a
piroptose, um tipo de morte celular altamente inflamatéria (SCHRODER; TSCHOPP,
2010; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; SA; FESTA NETO, 2016; SHI et al., 2016).

O inflamassoma é denominado de acordo com a nomenclatura do seu
receptor intracelular. Duas classes de receptores ja foram identificadas: a dos
receptores do tipo NOD (NLR) e a dos receptores do tipo AIM2 (ALR). Pelo menos
seis tipos de inflamassoma ja foram descritos: NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP12,
NLRCA4/IPAF e AIM-2. Os cinco primeiros séo receptores NLR, enquanto o AIM-2 é
um receptor ALR. A fung¢do normal do inflamassoma, com a sintese de IL-18 e,
principalmente, de IL-1B3, é necessaria para que o sistema imune inato aja de forma
eficaz contra patdégenos e contra outras doengas, inclusive alguns tipos de cancer.
Quando sua atividade torna-se excessiva, podem ocorrer efeitos deletérios ao
organismo. (SCHRODER; TSCHOPP, 2010; BAUERNFEIND; HORNUNG, 2013;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; SA; FESTA NETO, 2016).
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Desde sua descrigao, disturbios do inflamassoma tém sido implicados em
diversas doengas, tornando-os um possivel alvo para agao terapéutica (SCHRODER,;
TSCHOPP, 2010; SA; FESTA NETO, 2016).

O inflamassoma NLRP3 € o mais estudado e para que ocorra sua ativagao
pela via classica, dois sinais s&o necessarios:

e primeiro sinal: ativagao do fator de transcricdo NFkB via TLR;

e segundo sinal: fatores citoplasmaticos associados a presengca de
microorganismos e/ou dano de organelas celulares, como efluxo de potassio,
aumento da concentracao de calcio ou dano mitocondrial.

Transcritos e ativados, os NLRP3 formam um complexo e ativam a caspase-
1, que, por sua vez, ativa as citocinas pro-inflamatérias IL-1B e IL-18 (ZHONG,; KINIO;
SALEH, 2013; CHOI; RYTER, 2014; HE; HARA; NUNEZ, 2016; MENDES, 2017).

A caspase-1 é uma enzima da familia de cisteina-aspartato proteases
envolvida no processo inflamatdrio. Inicialmente denominada pro-caspase-1, é clivada
quando ativada pelo inflamassoma, formando um complexo heterotetramérico que
expressa uma potente atividade enzimatica e tem como principais substratos a pro-
IL-18 e a pré-IL-18. Além disso, a caspase-1 também é capaz de executar um
programa de morte celular rapida, denominado piroptose, que € exercido pelos
macrofagos, em resposta as bactérias intracelulares. Em oposicdo a apoptose, uma
forma imunologicamente silenciosa de morte celular, a piroptose € uma forma
altamente inflamatdria e imunogénica de morte das células e € comumente observada
durante a infecgao por patégenos (JIMENEZ FERNANDEZ; LAMKANFI, 2015; SHI et
al., 2016; MENDES, 2017).

A IL-11 é produzida na forma inativa, a pro-IL-13, que é clivada pela caspase-
1 na sua forma biologicamente ativa. A caspase-1 promove ainda a clivagem da pré-
IL-18, que na sua forma biologicamente ativa, induz a imunidade mediada por células.
Em resposta a IL-18, ha uma intensa producao de IFN-y pelos linfécitos T helper, os
quais ativam macréfagos e outras células do sistema imune desenvolvendo um elo
entre a imunidade inata e adaptativa (JIMENEZ FERNANDEZ; LAMKANFI, 2015;
MENDES, 2017).

Além da ativacgao pela via classica, o inflamassoma NLRP3 pode ser ativado
diretamente pela caspase inflamatéria 11 em camundongos e 4/5 nos humanos. O
mecanismo exato da ativacao do inflamassoma NLRP3 via caspases-4/5 ainda nao

esta bem definido, mas acredita-se que agentes microbiolégicos, como LPS, podem
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ativa-las, por ligagdo direta com dominios da propria caspase. Isso resulta na
maturacdo e liberacdo de IL-1B por processos citoplasmaticos dependentes de
NLRP3 e de caspase-1 (JIMENEZ FERNANDEZ; LAMKANFI, 2015; KAYAGAKI et al.,
2015; SHI et al., 2016; BROZ; DIXIT, 2016; MENDES, 2017).

A Figura 3 demonstra a ativagdo do complexo proteico inflamassoma NLRP3

através das vias classica e alternativa.
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Figura 3 - Inflamassoma classico e nao classico.

Legenda: LPS: lipopolissacarideo; TLR: TOLL like receptor [receptor do tipo TOLL]; IL Interleucina;
ASC: Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing CARD [proteina puntiforme associada a
apoptose com um dominio CARD]; NLRP3: NLR family pyrin domain 3 [familia NLR com dominio de
pirina 3].

Fonte: Guo, Callaway e Ting (2015) (modificada para fins didaticos).

O complexo proteico inflamassoma foi pouco estudado na hanseniase, mas
alguns estudos ja evidenciam sua participagao na doenga, abordando polimorfismos
genéticos nos genes NLRP1 e NLRP3. Pontillo e colaboradores (2013) observaram a
combinagdo dos haléptipos rs2137722, G-rs12150220 e T-rs2670660, no gene
NLRP1, mais frequentes em pacientes com hanseniase paucibacilar em relagao a
multibacilar. Ja o trabalho de Zhang e colaboradores (2015) evidenciou associagao
entre o polimorfismo rs35829419, no gene NLRP3, em varias doencgas inflamatérias
humanas, dentre elas a hanseniase (PONTILLO et al., 2013; ZHANG et al., 2015).

Gigliotti (2014) observou que macrofagos expressando marcadores de
ativacao (CD40 e ICAM), em individuos saudaveis e pacientes com hanseniase

virchowiana, secretavam altos niveis de TNF e baixos niveis de IL-13, apesar de
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expressarem TLR1 e TLR2 e induzirem o gene IL-1B. Esses achados sugerem que o
M. leprae é reconhecido por um PRR, mas que, posteriormente, pode inibir a via de
sinalizagdo, que levaria a secrecado de IL-1B, como, por exemplo, o inflamassoma
(GIGLIOTTI, 2014).

Assadi e colaboradores (2016) observaram polimorfismos no gene LACC1,
codificador da proteina FAMIN, com fungdes metabdlicas como oxidagao de acidos
graxos, ativacdo do inflamassoma e produgéo de espécies reativas de oxigénio. Os
polimorfismos no gene LACC1 foram associados a susceptibilidade a doencgas
inflamatdrias intestinais, hanseniase e artrite idiopatica juvenil. Esses achados
sugerem que se polimorfismos no gene codificador de FAMIN podem inibir a via do
inflamassoma e aumentar a susceptibilidade a hanseniase, o inflamassoma parece
ter importante participacdo na resposta imune do hospedeiro contra a doenca
(ASSADI et al., 2016).

Yoon e colaboradores (2016) também demonstraram a possivel participagao
do inflamassoma em hanseniase, através da inoculacdo do M. leprae em patas de
camundongos e posterior avaliacdo da expresséao de IL-1[3, caspase-1 e antagonistas
de receptores de IL-1. Esses biomarcadores foram avaliados através de amostras de
sangue periférico e imuno-histoquimica de baco, figado e pulmao, antes da instituicao
do tratamento com clofazimina e, em seguida, apds duas e oito semanas do inicio da
medicagcdo. Com oito semanas de tratamento, observou-se, nas células hepaticas,
menor expressao de IL-1B e caspase 1, associada a aumento da expressao do
antagonista do receptor de IL-1, por pelo menos trés vezes no tecido, e, aumento dos
niveis séricos 21 vezes (YOON et al., 2016).

A fraca expresséao de caspase-1 e IL-1 também foi demonstrada por Kang e
colaboradores (2010), em macrofagos de camundongos A/J, com diferengas de
aminoacidos em Naip5 (proteina que inibe a apoptose) e em uma das proteinas
adaptadoras de caspase-1. Neste estudo, foram comparadas as respostas imunes de
macrofagos de camundongos A/J com a de macrofagos de camundongos C57BL/6,
contra infec¢ao por M. leprae. A infecgao induziu niveis elevados de TNF-a, ativagao
de NF-kB, ativacdo da caspase-1 e secregdao de IL-13 em ambos os tipos de
macrofagos. Contudo, os macrofagos dos camundongos A/J, exibiram menor ativagao
da caspase-1 e menor secreg¢ao de IL-18 em comparagédo aos macréfagos C57BL/6
(KANG et al., 2010).
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Sinsimer e colaboradores (2010) observaram que mondcitos naive
estimulados com M. leprae suprimiram a produc¢ao de IL-6, reduziram a ativacédo do
NF-kB e retardaram a conversédo de IL-1 e caspase-1, quando comparados com
mondcitos estimulados com M. Bovis (SINSIMER et al., 2010).

Ma e colaboradores (2017) demonstraram, através de citometria de fluxo, que,
embora macrofagos em autofagia possam promover a depuracédo do M. leprae, eles
expressam preferencialmente baixos niveis de IL-1[3, IL-6, IL-12, TNF-a e altos niveis
de IL-10, o que contribuiu para inibicdo de novos processos autofagicos, promovendo
a persisténcia da micobactéria (MA et al., 2017).

Recentemente, Mendes (2017) observou, por meio de imuno-histoquimica de
pele em pacientes com hanseniase, hiperexpressao dos biomarcadores NLRP3 e
caspases-4/5 no polo virchowiano da doenga, o que sugere ativagéo do inflamassoma
NLRP3, pela via ndo-canénica, nesses casos (MENDES, 2017).

Essas evidéncias da participacdo do inflamassoma na hanseniase levam a
pensar que a ativacdo desse complexo possa estar também relacionada aos
processos reacionais da doenga, o que justifica a pesquisa de biomarcadores do

inflamassoma como preditores da RT1.

3.6.1 Inflamassoma e reag¢ao hansénica tipo 1

Por meio de busca pelas bases de dados MEDLINE e LILACS, utilizando-se
os termos “leprosy type 1 reaction” and “inflammasome”, “reversal reaction” and
“‘inflammasome”; “leprosy type 1 reaction” and “NLRP3”, “reversal reaction” and
“‘NLRP3”, “leprosy type 1 reaction” and “caspase”, “reversal reaction” and “caspase’,
“leprosy type 1 reaction” and “pyroptosis” e “reversal reaction” and “pyroptosis”, nao
foram encontrados artigos relacionados a RT1 e inflamassoma, o que indica lacuna
na literatura quanto a participacado do inflamassoma nessa condigao clinica.

Contudo, o estudo de Pontillo e colaboradores (2013), encontrado por meio
da busca “leprosy” and “inflammasome” na base de dados MEDLINE, evidenciou a
combinagdo de haldptipos no gene NLRP1, mais frequentes nos pacientes
paucibacilares em relagdo aos multibacilares, sugerindo que o inflamassoma NLRP1
possa estar envolvido no reconhecimento de M. leprae ou na subsequente ativacao

inflamatoéria (PONTILLO et al., 2013).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a possivel associacdo entre a expressdo de biomarcadores do

inflamassoma e a ocorréncia de RT1.

4.2 Objetivos especificos

1. Avaliar semiquantitativamente e qualitativamente o padrao imuno-histoquimico
de expressao dos biomarcadores da via classica do inflamassoma (NLRP3,
caspase 1 e IL-1B)em lesdes cutaneas de pacientes com hanseniase.

2. Avaliar semiquantitativamente e qualitativamente o padrao imuno-histoquimico
de expressao dos biomarcadores da via alternativa do inflamassoma (caspase-
4/5) em lesdes cutaneas de pacientes com hanseniase.

3. Avaliar semiquantitativamente e qualitativamente o padrao imuno-histoquimico
de expressao da IL-6 em lesbes cutaneas de pacientes com hanseniase.

4. Comparar o padrao imuno-histoquimico de expressao de biomarcadores da via
classica do inflamassoma (NLRP3, caspase 1 e IL-1B3) em pacientes com
hanseniase, com e sem RT1.

5. Comparar o padrao imuno-histoquimico de expressao de biomarcadores da via
alternativa do inflamassoma (caspase-4/5) em pacientes com hanseniase, com
e sem RT1.

6. Comparar o padrao imuno-histoquimico de expressédo da IL-6 em pacientes

com hanseniase, com e sem RT1.
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5 PACIENTES E METODOS

5.1 Consideragoes éticas

Este estudo seguiu as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa
envolvendo seres humanos da Resolugéo n° 466/2012. Foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG, sob o numero de registro pelo Certificado de
Apresentacdo para Apreciagdo Etica (CAAE) - 14887414.0.0000.5149 (ANEXO B -
Aprovagao do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG) (BRASIL, 2013).

O COEP autorizou a dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido
com a justificativa de que os pacientes que tiveram suas bidpsias realizadas nao
seriam novamente recrutados (ANEXO C - Dispensa do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG).

5.2 Participantes do estudo

Foi realizada avaliagdao de prontuarios para selecédo dos participantes do
estudo no periodo entre 2012 e 2015. Dos 230 prontuarios avaliados, foram
selecionados para participar do estudo, por meio dos critérios de inclusédo e exclusao
pré-definidos, 23 individuos adultos com diagndstico de hanseniase, durante o
primeiro ano de tratamento e acompanhamento clinico no Ambulatério de
Dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes, da Fundagéao Hospitalar do Estado
de Minas Gerais (FHEMIG), em Belo Horizonte, Minas Gerais. Foram considerados
casos os participantes que desenvolveram RT1 nesse periodo de acompanhamento,
e, controles, aqueles que nao as desenvolveram.

A RT1 foi definida pela presenga de um critério maior ou dois critérios

menores, conforme descritos na Tabela 1 (NAAFS, 2003).

Tabela 1 - Critérios para definicdo de reacado hansénica tipo 1.

Maior Exacerbacao de lesdes preexistentes ou surgimento de novas lesdes
Menor Um ou mais nervos espessados

Novas lesdes indolores

Edema subito de face e/ou extremidades

Recente perda de sensibilidade em mé&os ou pés ou em local referente a
determinada inervagao por determinado nervo

Fonte: Naafs (2003).
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Critérios de selec¢ao

Pacientes com diagndstico de hanseniase atendidos no HEM/FHEMIG no
periodo entre 2012 e 2015;

pacientes com diagnostico de hanseniase no primeiro ano de tratamento;
pacientes com suspeita clinica de hanseniase submetidos a bidpsia lesional, e
confirmacéao diagndstica por meio do exame histopatolégico compativel com a

doenca.

Critérios de inclusao

Pacientes com diagnéstico de hanseniase e registros médicos (prontuarios) da
ocorréncia ou ndo de RT1 no primeiro ano de tratamento;
bidépsia (bloco de parafina) disponibilizada pelos laboratérios de anatomia

patoldgica terceirizados.

Critérios de exclusao

Idade inferior a 18 ou superior a 65 anos;

recidiva ou abandono de tratamento anterior;

pacientes indeterminados, tuberculoides e virchowianos;
imunossupressao conhecida;

gestantes;

doencgas infectoparasitarias conhecidas;

amostras de pele inferiores a dois milimetros;

amostras de pele com artefatos por processamentos histologicos.

5.3 Delineamento do estudo e cenario da pesquisa

Estudo observacional, transversal e comparativo da expressao de

biomarcadores do inflamassoma, em pacientes com hanseniase que apresentaram

RT1 (casos) e em pacientes com hanseniase, mas que ndao desenvolveram RT1

(controles) por meio da técnica imuno-histoquimica realizada em amostras de pele

armazenadas em blocos de parafina. Os pacientes considerados casos e controles
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receberam o diagndstico de hanseniase no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012
e 2015. O primeiro ano de acompanhamento e tratamento da hanseniase foi analisado
por meio da revisao dos prontuarios Protocolo do estudo.

Apos a selecao de pacientes, foram solicitados os blocos de parafina
pertencentes aos mesmos e, posteriormente, cedidos pelos laboratérios CEAP,
Cytogenesis, Lupa, Analys, Tafuri, Cito-Diagnéstico e Instituto Moacyr Junqueira,
onde cada material biolégico, correspondente a bidpsia realizada sobre a leséo
sugestiva de hanseniase, no momento do diagndstico, foi processado. Logo apds o
corte dos blocos de parafina e montagem das Iaminas, os mesmos foram devolvidos
aos respectivos laboratérios de origem.

As laminas preparadas por meio da coloragdo de hematoxilina-eosina (HE)
foram avaliadas pelo patologista do estudo, para confirmagdo da classificagéo
histopatoldgica da hanseniase, de acordo com os critérios de Ridley e Jopling. Outras
laminas foram confeccionadas para avaliagdo dos biomarcadores com a utilizagao da
técnica imuno-histoquimica. Para a confiabilidade dos resultados, foi realizada analise
cega para as condigbes clinicas dos participantes, por trés observadores
independentes (RIDLEY; JOPLING, 1966).

Foram ainda processados cinco blocos, com material bioldgico (pele), para
fins de controle externo da reagdao imuno-histoquimica (pele basal). A partir desses
blocos, também foram confeccionadas laminas, para realizagao da técnica de imuno-
histoquimica, que foram examinadas por trés observadores independentes. Os
controles saudaveis (pele basal) consistem em cinco materiais biolégicos (pele)
excisados em mamoplastias e doados para o estudo, pelo Servigo de Anatomia
Patoldgica do Hospital das Clinicas da UFMG.

O fluxograma esta representado na Figura 4.
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Figura 4 - Fluxograma do estudo realizado no Hospital Eduardo de Menezes e na
Faculdade de Medicina de Minas Gerais com dados referentes ao periodo
entre 2012 e 2016.

Legenda: HEM (Hospital Eduardo de Menezes); IHQ (imuno-histoquimica); UFMG (Universidade
Federal de Minas Gerais); RT1 (Reac¢des hansénicas tipo 1); HE (Hematoxilina-eosina); IHQ (imuno-
histoquimica).

5.3.1 Coloragao com hematoxilina-eosina

Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina. Com essa coloragao, os
nucleos se coram em azul (tém afinidade pelo corante basico hematoxilina, portanto
sdo basofilicos), enquanto colageno, fibras musculares e fibras nervosas se coram em
vermelho ou rosado (tém afinidade pelo corante acido eosina, portanto sao
eosinofilicos).

Segundo os critérios de Ridley e Jopling (1966) para classificagdo de
hanseniase, que inclui a descrigdo das caracteristicas histopatoldgicas de cada forma
clinica da doenga, as laminas foram avaliadas e reclassificadas pelo patologista
responsavel do estudo (RIDLEY; JOPLING, 1966).
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5.3.2 Técnica de imuno-histoquimica

Laminas com cortes parafinados de 5 um de culturas organotipicas foram
desparafinizadas em xilol e reidratadas em alcool.

A recuperacgao da antigenicidade foi feita pelo aquecimento a 90°C no vapor
por 20 minutos em solugdo tampéao, 10 mM Trisacido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), com potencial hidrogenidnico (pH) 9,0 e em solugado tampao de citrato de
sédio (pH 6,0). A coloragdo para imuno-histoquimica foi feita com os anticorpos
primarios diluidos em solugdo de bloqueio da peroxidase (PBS) (Quadro 2). A
peroxidase endégena foi bloqueada pela PBS do NOVOLINK e as laminas lavadas
em solugao tampao duas a trés vezes, sendo entdo adicionados 100 ul do anticorpo
primario, na diluicdo informada no Quadro 3, por 60 minutos, em temperatura
ambiente em camara umida. Os cortes foram lavados com PBS e incubados com
anticorpos secundarios presentes na sonda NOVOLINK, de acordo com as
especificagées do fabricante. Em seguida, os cortes histolégicos foram cobertos com
200 pl de solugdo reveladora, contendo diaminobenzidina (DAB), Dako, por 30
minutos, a temperatura ambiente. Apds lavagem, os cortes foram embebidos
rapidamente em Hematoxilina de Harris, para contra-coloragdo, e avaliados por

microscopia optica.

Quadro 2 - Dados sobre as diluigdes dos anticorpos primarios em diaminobenzidina.

Anticorpo primério Marcagao Diluigao Fabricante
Anti-caspase-1 Caspase-1 1:500 Santa Cruz
Anti-caspase-11 Caspases-4/5 1:300 Santa Cruz
Anti-IL-1B8 IL-B 1:500 Santa Cruz
Anti- IL-6 IL-6 1:600 Santa Cruz
Anti-NLRP3 NLRP3 1:500 Santa Cruz

Legenda: IL (Interleucina); NLRP3 (NLR family pyrin domain 3 [familia NLR com dominio de pirina 3]).
Fonte: Fabricante (Santa Cruz).

A avaliagéo imuno-histoquimica foi realizada por trés observadores (Professor
Marcelo Anténio Pascoa Xavier, Professora Paula Vieira Teixeira Vidigal e Dra. Ana
Luisa Gomes Mendes), independentes e cegos para as condigdes clinicas dos
participantes, sendo a avaliagado padréao-ouro realizada pelo patologista responsavel
do estudo. As diferengas encontradas foram solucionadas por consenso entre os

observadores.
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A avaliagao das laminas foi realizada em microscépio Nikon Eclipse 50.1. Foi
utilizado aumento de 10 vezes para avaliar as areas de marcacao e de 40 vezes para
determinar a semiquantificacdo da intensidade e do percentual de marcacdo das
células. A observacado de campos aconteceu de forma aleatéria pelos observadores.

Para controle e monitoramento da qualidade das reagdes imuno-
histoquimicas, foram utilizados controles externo e interno (intraldmina). O controle
externo utilizou cinco amostras de peles saudaveis, doadas pelo servico de Anatomia
Patoldgica do Hospital das Clinicas de Minas Gerais, provenientes de mamoplastia
(pele basal). O controle interno utilizou o préprio compartimento epitelial das amostras,
conforme orientacdes dos fabricantes dos anticorpos primarios.

Para as analises semi-quantitativas, foram classificadas, para cada anticorpo
primario ou biomarcador, a intensidade e o percentual da imunorreatividade celular da
marcacgao imuno-histoquimica do epitélio e do infiltrado inflamatdrio, de acordo com a
seguinte escala, modificada a partir do trabalho de Lockwood e colaboradores (2011),
conforme demonstrado no Quadro 3 (LOCKWOOD et al., 2011):

Quadro 3 - Escala para analise semi-quantitativa da reatividade imuno-histoquimica

Intensidade Percentual
0 ausente 0 ausente
1 leve ou uma cruz (+) 1 1-25%
2 moderada ou duas cruzes (++) 2 25-50%
3 intensa ou trés cruzes (+++) 3 50-75%
4 75-100%

Legenda: % percentual.
Fonte: Modificado de Locwood et al. (2011).

Em seguida foi estabelecido um escore da expressédo imuno-histoquimica, de
acordo com Takano e colaboradores (2016). Foram categorizadas, para cada
anticorpo primario ou biomarcador, a multiplicacdo dos parametros intensidade e
percentual da imunorreatividade celular da marcagédo imuno-histoquimica do epitélio
e infiltrado inflamatério em “expressao elevada” (1) ou “expressao baixa” (0). De
acordo com esses critérios, descritos no Quadro 4, produto maior ou igual a 4
(destaque vermelho) foi considerado “expresséao elevada” e produto menor ou igual a
3 (destaque azul) foi considerado “expressao baixa” (TAKANO et al., 2016).
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Quadro 4 - Parametros para analise semiquantitativa da imuno-histoquimica

Percentual

Intensidade

Fonte: Takano et al. (2016).

5.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas realizadas serédo descritas separadamente em calculo

amostral, variaveis analisadas e caracterizagdo da amostra.

5.4.1 Calculo amostral

A partir de revisao prévia de prontuarios entre janeiro de 2014 e janeiro de
2015, utilizando-se os critérios de exclusao definidos nesse estudo, observou-se que
a populagdo do Servico de Dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes foi
composta por 57 casos novos de hanseniase no periodo. A partir desse dado e
considerando essa populagao descrita, para um nivel de confianga de 95%, frequéncia
de RT1 de 20% (TEIXEIRA et al., 2010) e margem de erro de 12%, estimou-se uma
amostra de 25 pacientes para este estudo. O calculo foi realizado utilizando o
programa “Open Epi”, versao 3.01 (OPEN EPI, 2006).

A férmula utilizada no calculo amostral foi n = [EPA*Np(1-p))/[(d%/Z?1-ai2*(N-
1) + p*(1-p)], onde n =tamanho da amostra, EPA =efeito do plano amostral
(considerou-se 1), n = tamanho da populagao (aproximadamente 57 casos novos de
hanseniase em um ano, considerando critérios de inclusdo e exclusdo deste estudo),
p = propor¢céo estimada do evento de interesse (prevaléncia de reacgéo = 20%),
d = precisdao ou margem erro (12%), Z1-w2 = percentil da distribuicdo normal para o

nivel de confianga considerado (nivel de confianga de 95% - a = 5% - Z1-a2 = 1,96).
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5.4.2 Variaveis analisadas dos grupos casos, controles e controles

saudaveis/pele basal

As variaveis analisadas no estudo, bem como suas classificacbes e
categorizagdes, estdo apresentadas no Quadro 5. No grupo individuos saudaveis

(pele basal), foram analisadas apenas as variaveis referentes aos biomarcadores.

Quadro 5 - Variaveis analisadas no estudo, sua classificagao e categorias utilizadas

Variaveis clinicas Classificagao Categorizagao
Grupo Categérica nominal 0. Controle (sem RTH)
1. Caso (com RT1)
e . . . 0.PB
Classificagao operacional Categérica nominal 1 MB
RT1: exarcerbagao Categérica nominal (1) g;?
RT1: neurite Categoérica nominal 0. N.a 0
1. Sim
Numero de RT1 exacerbacdo Categorica ordinal 0,1,2
Numero de RT1 neurite Categodrica ordinal 0,1,2
Grau de incapacidade no diagnostico Categodrica ordinal 0,1,2
Grau de incapacidade na cura Categorica ordinal 0,1,2
0.0D
o . . L , 1.DT
Classificagao de Ridley e Jopling Categorica nominal 5 DV
, 3.TT
Indice baciloscopico Numérica continua 0;1,2;3;4,5,6
Contato conhecido de hanseniase Categorica nominal (1) gi?:
ldade Numérica continua Em anos
Sociodemograficas L : 0. Feminino
Sexo Categorica nominal :
1. Masculino
Imunorreat!v!dade intensidade/ Categérica ordinal 012e3
Imunorreatividade percentual

Legenda: RT1 (reagéo tipo 1); PB (paucibacilar); MB (multibacilar); DD (dimorfa dimorfa); DT (dimorfa
tuberculoide); DV (dimorfa virchowiana); TT (tuberculoide); Epi (epiderme); % (percentual).

Fonte: quadro elaborado pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no
Hospital Eduardo de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, entre os anos de 2012 e 2016.

5.4.3 Comparagao dos biomarcadores entre casos e controles

A comparagao dos biomarcadores entre os grupos foi realizada por meio de

analise univariada e multivariada.
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5.4.4 Caracterizagao da amostra

Inicialmente, foi feita analise descritiva de todas as variaveis investigadas, por
meio de tabelas de distribuicdo de frequéncias e medidas de tendéncia central e
variabilidade. Em seguida, os dados foram comparados entre casos e controles.
Nessa comparacdo, para as variaveis categoricas, foram realizados os testes qui-
quadrado de Pearson ou exato de Fisher. Na comparagao para a variavel numérica
(idade) foi utilizado o teste t de Student, ja que essa variavel apresentava distribuigdo
normal. Para testar a normalidade, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
(APENDICE A - Teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov).

5.4.4.1 Analise univariada

Para comparacao dos resultados dos biomarcadores entre casos e controles
foi realizado o teste qui-quadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher (na presenca
de dados com baixas frequéncias). Essa analise foi realizada considerando os valores
de 0 a 3, e em seguida, os valores 0 e 1, e 2 e 3, foram agrupados gerando apenas
duas categorias. Nessa segunda analise, foram estimados ainda os valores da razao

de chances ou Odds Ratio (OR) e seus respectivos intervalos de confianga de 95%.

5.4.4.2 Analise multivariada

Para controlar possiveis fatores de confusdo na investigagdo da associagao
entre os grupos de estudo (casos e controles) e os resultados dos biomarcadores, foi
utilizado o modelo de regresséo logistica binaria.

Nessa analise, a variavel resposta foi o grupo (casos versus controles) e as
demais variaveis do estudo foram consideradas possiveis variaveis explicativas. Para
selecao das variaveis explicativas candidatas a entrarem no modelo multivariado, foi
considerado um valor-p menor que 0,20 na analise univariada. Utilizou-se o critério
backward para retirada das variaveis no modelo, e, para permanéncia das variaveis
no modelo final, foi adotado um nivel de 5% de significancia.

Apo6s ajustes do modelo final, foi avaliada a estimativa da OR, ajustada com
respectivo intervalo de confianga de 95% (1C95%). O ajuste do modelo foi avaliado

por meio da estatistica de Hosmer & Lemeshow.
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Em todas as analises foi considerado um nivel de significancia de 5% e

utilizado o software estatistico SPSS, versio 19.0.
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6 RESULTADOS

Para melhor demonstragao e compreensao dos resultados, os mesmos foram
subdivididos em dois subtitulos: caracteristicas demograficas, epidemiologicas e

clinicas e comparacéo dos biomarcadores entre casos e controles.

6.1 Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas e clinicas

As principais caracteristicas demograficas, epidemiologicas e clinicas dos
participantes do estudo foram sintetizadas em graficos e tabelas e sdo apresentadas
a partir do niumero de amostras nos grupos casos e controles (Figura 5).

Dentre os 23 pacientes com hanseniase, 14 foram classificados como casos
(61%), isto é, apresentaram RT1 (exacerbagdes de lesdes e/ou neurite) e nove foram

classificados como controles (39%).

H controle

H caso

Figura 5- Representagdo dos setores da distribuicdo dos pacientes por grupo de
estudo.

O Quadro 6 apresenta a descricdo das caracteristicas da RT1 nos participantes
do grupo caso. Dentre esses, 14,3% tiveram exacerbacgoes de lesdes, 57,1% tiveram
neurite e 28,6% apresentaram ambas manifestagbes. Dentre aqueles que tiveram
exacerbacoes de lesbes, 66,7% tiveram um episddio no primeiro ano de tratamento

de hanseniase. Ja entre os casos com neurite, 58,3% tiveram uma neurite.
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Quadro 6 - Descricao das caracteristicas da reagao tipo 1 entre os casos (n = 14)

Reacao tipo 1 N Frequéncia
Apenas exacerbacao 2 14,3
Apenas neurite 8 57,1
Exacerbacao e neurite 4 28,6

NUmero de exacerbacdes

1 4 66,7
2 2 33,3
NuUmero de neurites

1 7 58,3
2 5 417

Fonte: Quadro elaborado pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no
Hospital Eduardo de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, entre os anos de 2012 e 2015.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, dos 23 pacientes
avaliados, a maioria era do sexo masculino (52,2%), com média de idade de 47,5 anos
(£ 10,8). Quando se analisa separadamente os grupos, observa-se 66,7% de
mulheres entre os controles contra 35,7% entre os casos. Ja a média de idade foi de
45,4 anos entre os controles e quase 49 anos entre os casos. No entanto, essas

diferengas nao foram estatisticamente significativas.

Tabela 2 - Caracterizagao das variaveis sociodemograficas na amostra total e por
grupo (n = 27).

Amostra total Controles Casos

Variaveis (n=23) (n=9) (n=14) Valor-p
Sexo - n (%)
Feminino 11 (47,8) 6 (66,7) 5(35,7) 0,214*
Masculino 12 (52,2) 3 (33,3) 9 (64,3)
|dade
Média * desvio-padrdo 47,5+ 10,8 45494 48,8 + 11,7 0,480**

*Teste exato de Fisher**Teste t-Student.

Fonte: Tabela elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no
Hospital Eduardo de Menezes e na Faculdade de Medicina de Minas Gerais, entre os anos
de 2012 e 2015.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, na amostra total de
pacientes analisados, a maior parte (47,8%) teve forma clinica dimorfa dimorfa, 87,0%

tiveram classificagdo operacional como multibacilar, 60,9% tiveram grau de
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incapacidade zero no diagndstico e na cura. Dos pacientes 43,5% tiveram
baciloscopia positiva e 39,1% tiveram contato com hanseniase antes do diagnéstico.
Apenas a classificagdo operacional mostrou diferenca significativa entre

casos e controles (p < 0,05), sendo a forma PB mais frequente entre os controles.

Tabela 3 - Caracterizagdo das variaveis clinicas na amostra total e por grupo

(n=23)
Variaveis Am;:‘ sir;;;nal Controles (n=9) Casos (n=14) Valor-p
n (%) n (%) n (%)

Forma clinica
DD 11 47,8 3 33,3 8 57,1
DT 10 43,5 5 55,6 5 35,7 0,576*
DV 2 8,7 1 11 1 71
Classificagao
operacional
PB 3 13,0 3 33,3 0 0 .
MB 21 87,0 6 66,7 14 100 0047
Grau de incapacidade:
diagndstico
0 14 60,9 8 88,9 6 42,9
1 4 17,4 0 0,0 4 28,6 0,114*
2 5 21,7 1 11 4 28,6
Grau de incapacidade:
cura
0 14 60,9 8 88,9 6 42,9
1 3 13,0 0 0,0 3 214 0,134*
2 6 26,1 1 11 5 35,7
Baciloscopia
Negativo 13 56,5 6 66,7 7 50,0 0,669*
Positivo 10 435 3 33,3 7 50,0
Contato conhecido de
hanseniase
N&o 14 60,9 5 55,6 9 64,3 0.999*
Sim 9 39,1 4 444 5 357

*Teste exato de Fisher.
DD (dimorfa dimorfa); DT (dimorfa tuberculoide); DV (dimorfa virchowiana); TT (tuberculoide); PB
(paucibacilar); MB (multibacilar).

Fonte: Tabela elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no
Hospital Eduardo de Menezes e na Faculdade de Medicina de Minas Gerais,entre os anos de
2012 e 2015.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, dos 23 pacientes
avaliados, a maioria apresentava indice baciloscopico 0 (56,5%), com média

0,89 (x 1,25). Quando se analisam os grupos separadamente, observam-se 66,7%
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com indice baciloscépico 0 entre os controles, contra 50% entre os casos. A média de
indice baciloscopico foi de 0,64 entre os controles e 1,05 entre os casos, diferenca

sem significado estatistico.

Tabela4 - Comparacéo do indice Baciloscopico entre casos e controles.

Amostra total Casos
IB (n=27) SO (e 1R, (n=14) Valor-p

n (%) n (%) n (%)

0,00 13 56,5 6 66,7 7 50,0

1,00 3 13,0 2 22,2 1 71

1,25 1 43 0 0 1 71

1,50 1 4,3 0 0 1 71 "

2,00 1 43 0 0 1 71 0,959

2,50 1 43 0 0 1 71

2,75 1 4,3 0 0 1 71

3,75 2 8,7 1 11,1 1 71

Média * desvio-padrao 0,89+1,25 0,64 +1,24 1,05 +1,27 0.347%%

Mediana (P25-P75)  0,00(0,00-1,50)  0,00(0,00-1,000 0,50 (0,00 - 2,12)
**Teste exato de Fisher;***Teste Mann-Whitney P25 = percentil 25P75 = percentil 75.

Fonte: tabela elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no
Hospital Eduardo de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, entre os anos de 2012 e 2015.

6.2 Comparagao dos biomarcadores entre casos e controles

Para comparagcédo dos biomarcadores entre os grupos foram realizadas

analises univariada e multivariada.

6.2.1 Analise univariada

Os resultados da intensidade da imunorreatividade dos biomarcadores
NLRP3, caspase-1, caspases-4/5, IL-13 e IL-6, no epitélio e no infiltrado inflamatério
das amostras dos grupos casos e controles, estdo apresentados na Figura 6 e tabelas
subsequentes.
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IL-6 Caso

Figura 6 - Imunorreatividade dos biomarcadores NLRP3, caspase-1, caspases-4/5,
IL-18 e IL-6 no epitélio e no infiltrado inflamatério das amostras dos grupos
casos (imagens a esquerda) e controles (imagens a direita).

Legenda: a) NLRP3 no grupo caso; b) NLRP3 no grupo controle; c) caspase-1 no grupo caso;

d) caspase-1 no grupo controle; e) caspases-4/5 no grupo casos; f) caspases-4/5 no grupo controle;
g) IL-6 no grupo caso; h) IL-6 no grupo controle; i) IL-1 no grupo caso; j) IL-13 no grupo controle.
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Na Tabela 5 encontram-se os resultados da intensidade da imunorreatividade
dos biomarcadores NLRP3, caspase-1, caspase-4/5, IL-1B e IL-6 na avaliacdo da

derme.

Tabela 5 - Comparacao entre casos e controles dos resultados de intensidade da
imunorreatividade dos biomarcadores na derme, segundo estudo
realizado no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23)

Amostra total Controles Casos
Biomarcadores (n=23) (n=9) (n=14) Valor-p
n % n % n %

Derme int NLRP3
0 10 435 4 44 4 6 42,9
1 4 17,4 4 44 4 0 0 o
2 3 13,0 0 0 3 214 00B
3 6 26,1 1 11,1 5 35,7
Derme int caspase-1
0 10 455 3 37,5 7 50,0
1 9 40,9 5 62,5 4 28,6 0,187*
2 3 13,6 0 0 3 21,4
Derme int caspase-
4/5
0 14 60,9 6 66,7 8 57,1
1 7 30,4 3 33,3 4 28,6 -
2 1 4,3 0 0 1 71 0999
3 1 4.3 0 0 1 71
Derme int IL-1$3
0 19 82,6 6 66,7 13 92,9 o
1 4 17,4 3 33,3 1 71 0,260
Derme int IL-6
0 8 34,8 3 33,3 5 35,7
1 10 435 4 44 4 6 429 0,999*
2 5 21,7 2 22,2 3 21,4

*Teste qui-quadrado de Pearson***Teste exato de Fisher.
int (intensidade).

De acordo com os resultados da tabela 5, houve diferencga significativa entre
casos e controles quanto a intensidade de NLRP3, com valores mais elevados entre
os casos. O resultado 1 ocorreu em 44,4% dos controles e em nenhum dos casos; o
resultado 2 nao foi observado entre os controles e em 21,4% dos casos e o score 3

esteve presente em 11,1% dos controles e 35,7% dos casos.
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Nas Figuras 7 a 11 foram apresentados os resultados do percentual da
imunorreatividade dos biomarcadores NLRP3, caspase-1, caspase-4/5, IL-13 e IL-6
entre casos e controles nas avaliagbes da derme e epiderme.

Para nenhum dos biomarcadores observou-se diferengca entre casos e

controles no que se refere ao percentual de imunorreatividade.
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Controles Casos Controles Casos

Figura 7 - Percentual da imunorreatividade do biomarcador NLRP3 na epiderme e
derme entre casos e controles, segundo estudo realizado no Hospital
Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).
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Figura 8 - Percentual da imunorreatividade do biomarcador caspase-1 na epiderme
e derme entre casos e controles segundo estudo realizado no Hospital
Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).
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Figura 9- Percentual da imunorreatividade do biomarcador Caspase-4/5 na
epiderme e derme entre casos e controles segundo estudo realizado no
Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).
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Figura 10 - Percentual da imunorreatividade do biomarcador IL-13 na epiderme e
derme entre casos e controles segundo estudo realizado no Hospital
Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).
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Figura 11 - Percentual da imunorreatividade do biomarcador IL-6 na epiderme e
derme entre casos e controles segundo estudo realizado no Hospital
Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).
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Considerando a sua baixa frequéncia, os resultados dos biomarcadores foram
agrupados em apenas duas categorias: 0 e 1 versus 2 e 3 (Tabelas 6 e 7). Mesmo
apos a recategorizacédo, ndo houve diferenga entre casos e controles para nenhum
dos biomarcadores na avaliagdo da intensidade da imunorreatividade na epiderme
(Tabela 6).

Tabela6 - Comparagao entre casos e controles dos resultados de intensidade da
imunorreatividade dos biomarcadores (recategorizados) na epiderme
segundo estudo realizado no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012
e 2015 (n = 23).

Controles Casos (n = 14)
Biomarcadores (n=9) Valor-p OR [IC 95%]
n % n %
Epiint NLRP3
Oe 5 55,6 5 357 0417+ 1,00
2e3 4 44.4 9 64,3 2,25[0,41;12,44]
Epiint caspase-1
Oe1 3 37,5 6 42,9 0,999** 1,00
2e3 5 62,5 8 57,1 0,80[0,13; 4,75]
Epiint caspase-4/5
Oe1 5 55,6 5 35,7 0,417* 1,00
2e3 4 444 9 64,3 2,25[0,41; 12,44]
Epiint IL-1B
Oe1 6 66,7 6 42,9 0,400* 1,00
2e3 3 33,3 8 57,1 2,67[0,47; 15,25]
Epiint IL-6
Oe1 3 33,3 4 28,6 0,999** 1,00
2e3 6 66,7 10 714 1,25 [0,20; 7,61]

*Teste qui-quadrado de Pearson; **Teste exato de Fisher.
OR (Odds Ratio); IC (intervalo de confianga); Epi (epiderme); int (intensidade).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, também apds a
recategorizagcao, houve diferenga significativa entre casos e controles para a
intensidade da imunorreatividade do NLRP3 na avaliagdo da derme. Para esse
biomarcador, observou-se valores mais elevados entre os casos, ja que os resultados
0 e 1 ocorreram em 88,9% dos controles e em 42,9% casos. Por outro lado, os
resultados 2 e 3 foram observados entre 11,1% dos controles e em 57,1% dos casos.
Segundo os resultados da medida de risco (OR), os pacientes com resultados 2 e 3
para a intensidade de NLRP3 na derme apresentam 10,67 vezes mais chance de
serem casos de RT1 do que aqueles com NLRP3 0 e 1.
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Comparacao entre casos e controles dos resultados de intensidade da

imunorreatividade dos biomarcadores (recategorizados) na derme
segundo estudo realizado no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012
e 2015 (n = 23).

Controles Casos (n = 14)
Biomarcadores (n=9) Valor-p OR [IC 95%]

n % n %

Derme int NLRP3

Oe1 8 88,9 6 42,9 0,040** 1,00

2e3 1 111 8 571 10,67 [1,04; 109,94]

Derme int caspase-1

Oe1 8 88,9 11 78,6 0,273** b

2e3 0 0 3 214

Derme int caspase-4/5

Oe1 9 1000 12 85,7 0,502** b

2e3 0 0,0 2 14,3

Derme int IL-113

Oe1 9 100 14 100 hi b

Derme int IL-6

Oe1 7 77,8 11 78,6 0,999** 1,00

2e3 2 22,2 3 214 0,96[0,13; 7,23]

*Teste qui-quadrado de Pearson. **Teste exato de Fisher. *** Impossivel calcular devido a existéncia
de caselas nulas. **** Ndo ha resultado por haver apenas um grupo.
OR (Odds Ratiolrazéo de chances); IC (intervalo de confianga); int (intensidade).

Nas Figuras 12 a 16 encontram-se os resultados do percentual da

imunorreatividade dos biomarcadores NLRP3, caspase-1, caspase-4/5, IL-1B e IL-6

entre casos e controles nas avaliagbes da derme e epiderme apds recategorizagao,

sendo que para nenhum dos biomarcadores observou-se diferenga entre casos e

controles.
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Figura 12- Percentual da imunorreatividade do biomarcador NLRP3 (recategorizado)
na epiderme e derme entre casos e controles, segundo estudo realizado
no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).
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Figura 13 - Percentual da imunorreatividade do biomarcador caspase-1
(recategorizado) na epiderme e derme entre casos e controles, segundo
estudo realizado no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015
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Figura 14- Percentual da imunorreatividade do biomarcador caspase-4/5
(recategorizado) na epiderme e derme entre casos e controles, segundo
estudo realizado no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015
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Figura 15 - Percentual da imunorreatividade do biomarcador IL-13 (recategorizado)
na epiderme e derme entre casos e controles, segundo estudo realizado
no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).
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Figura 16 - Percentual da imunorreatividade do biomarcador IL-6 (recategorizado) na
epiderme e derme entre casos e controles, segundo estudo realizado no
Hospital Eduardo de Menezes, entre 2012 e 2015 (n = 23).

6.2.2 Analise de regressao logistica

Para avaliar o efeito dos biomarcadores em relagdo a ocorréncia de RT1
(comparacéo entre casos e controles) de maneira independente, isto é, apds controle
por possiveis fatores de confusdo foi realizada analise multivariada por meio do
modelo de regressao logistica binaria.

Nessa analise, considerou-se como variavel dependente a ocorréncia de RT1
(caso versus controle) e, como possiveis variaveis explicativas, todas as demais
variaveis analisadas no estudo (sociodemograficas, clinicas, além dos
biomarcadores).

Para constru¢do do modelo de regresséo, todas as variaveis com valor
-p < 0,20 na analise univariada foram inseridas no modelo de regressao logistica
binaria para ajuste de possiveis fatores de confusdo. Dessa forma, as variaveis
selecionadas para o modelo foram: classificagdo operacional, grau de incapacidade
no diagnéstico e na cura, e intensidade de imunorreatividade do NLRP3 na derme.

Apos ajuste do modelo, todas as variaveis nao significativas (p > 0,05) foram
retiradas uma a uma do modelo, permanecendo no modelo final (p < 0,05) a variavel
“‘intensidade de imunorreatividade do NLRP3 na derme”.

Os resultados do modelo final apresentados na Tabela 8 indicam que a
intensidade de imunorreatividade do NLRP3 é um fator relacionado a ocorréncia da
RT1, independentemente de qualquer fator de confuséao.
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Segundo os valores da medida de risco (OR), estimada por meio do modelo
de regressao, os pacientes com resultados 2 e 3 para a intensidade de NLRP3, na
derme, apresentam quase 11 vezes mais chance de serem casos de RT1 do que
aqueles com NLRP3 0 e 1, sendo que esse valor pode variar na populagao conforme

intervalo de confianga de 95% entre 1,04 e 109,94.

Tabela 8 - Modelo final de regressao logistica binaria considerando como variavel
resposta o grupo de estudo (caso versus controle), com base em dados
obtidos no estudo realizado no Hospital Eduardo de Menezes e na
Faculdade de Medicina de Minas Gerais, entre 2012 e 2015.

Variavel Valor-p OR[IC 95%]
Derme int NLRP3
Oe1 0,047 1,00
2e3 10,67 [1,04; 109,94]

Legenda: OR (Odds Ratiol razédo de chances); IC (intervalo de confianga); int (intensidade).
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7 DISCUSSAO

A reacao hansénica tipo 1 tem grande potencial incapacitante e, devido a esse
fato, varias pesquisas estdo em andamento em busca de biomarcadores que possam
predizé-la precocemente.

O principal resultado desse estudo, a partir de dados originais, ampliou o
conhecimento da participacdo da imunidade inata na reacdo hansénica do tipo 1. Foi
encontrada associagao entre a hiperexpressdo do biomarcador do inflamassoma
NLRP3 no infiltrado inflamatoério dos casos com a reacéo tipo 1. E, considerando-se
que a pele analisada foi coletada no momento do diagndstico de hanseniase, esse
resultado permite a apresentagcdo de um potencial biomarcador preditivo da referida
reacgao.

Apesar da originalidade e relevancia, o presente estudo encontrou limitagdes
como o fato de ter sido baseado em uma amostra de um unico centro de referéncia
em Belo Horizonte, circunstancia na qual os resultados ndo sao representativos de
todos os casos de hanseniase de Minas Gerais. Como centro de referéncia, o Hospital
Eduardo de Menezes, no qual o estudo foi realizado, recebe com maior frequéncia
pacientes com apresentagdes graves da doencga, incluindo as reacodes tipo 1. Além
disso, pacientes com doencas inflamatorias e/ou infecciosas conhecidas nao foram
incluidos e nem mesmo rastreados para tais condi¢gdes no estudo, como estratégia
para que essas enfermidades ndo causassem efeito potencialmente confundidor na
avaliagao dos resultados. Outra limitagao desse estudo se refere aos muitos critérios
de exclusdo utilizados como estratégia para se evitar o erro sistematico por
confundimento, o que pode prejudicar a extrapolagao dos resultados para a populagao
geral. E, por fim, o material biolégico analisado corresponde a biépsia da lesao
suspeita de hanseniase realizada no momento do diagndstico, e ndo no momento
exato da reacdo. Esse dado pode mitigar a participagdo dos biomarcados caspase-1,
caspases-4/5, IL-1B e IL-6 como protagonistas da reagéo tipo 1.

Entretanto, assumidas essas limitagdes, destacam-se como pontos fortes do
presente estudo o seu desenho (estudo transversal do tipo caso controle), a
abrangéncia de uma quantidade de amostras adequada e a adogédo de critérios
rigorosos para controlar os viéses da técnica e da andlise da imuno-histoquimica. A
quantidade amostral foi definida a partir da realizagdo do calculo amostral e
posteriormente optou-se por calcular o poder de deteccdo da amostra, considerando
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os resultados do biomarcador NLRP3, o NLR mais estudado em inflamassoma
(ZHONG; KINIO; SALEH, 2013). Para um nivel de significancia de 5%, ao
considerarmos os resultados de intensidade do NLRP3 temos um poder de 77,7%
valor considerado adequado (muito préximo de 80%), mas considerando os
resultados de porcentagem do NLRP3, o poder cai para 54,3%. Para esse segundo
resultado, seria necessaria uma amostra de pelo menos 24 pacientes em cada grupo
para detectar uma diferenga significativa.

Esse resultado pode ser considerado ainda mais relevante porque o estudo
controlou os seus principais vieses: 0 de subjetividade e de selegdo. Considerando
que o estudo foi realizado com técnica e protocolos rigorosamente padronizados,
conforme orientagdes do fabricante dos insumos, trés cuidados complementares
foram adotados para mitigar ou controlar o risco de subjetividade supracitado:
1°) analise semi-quantitativa das reagdes de imuno-histoquimica nos compartimentos
epitelial e dérmico, por duas variaveis independentes (intensidade e percentual de
reatividade), através do score modificado do trabalho de Lockwood e colaboradores
(2011); 2°) segunda analise semi-quantitativa das rea¢des de imuno-histoquimica nos
mesmos locais, por meio de escore de expressdo imuno-histoquimica, conforme
publicacdo de Takano e colaboradores (2016); 3°) classificagado das reagdes imuno-
histoquimicas por meio do consenso entre trés observadores independentes
(LOCKWOOD et al., 2011;TAKANO et al., 2016).

Além de todas essas estratégias utilizadas para reduzir os erros aleatérios e
sistematicos, os resultados desse estudo foram criticamente comparados e
confrontados com outros estudos relacionados aos temas de imunopatologia das
doencas infecciosas, neoplasicas e autoinflamatdrias, como esta descrito abaixo.

Evidéncias recentes sugerem uma participagao evidente da familia do receptor
NLRP3, por meio do inflamassoma NLRP3, nas respostas a infecgbes crdnicas
intracelulares, tais como tuberculose (SOUZA DE LIMA et al., 2016; WEI et al., 2016),
Legionella (MASCARENHAS;ZAMBONI, 2017), HIV-1 (PONTILLO et al., 2012) e
HTLV-1 (KAMADA et al., 2014), reforcando a idéia de que esse inflamassoma
representa uma ferramenta desencadeadora de cascata inflamatéria na tentativa de
combate aos patdogenos intracelulares.

Da mesma forma, diversos estudos em neoplasias também avaliaram o
inflamassoma NLRP3 como um importante protagonista na patogenia e gravidade das

mesmas, e obtiveram resultados que fortalecem a principal conclusdo do nosso
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estudo. Detalhadamente, Okamoto e colaboradores (2010) identificaram que
melanomas em fases avancadas exibiam caracteristicas de doencas
autoinflamatérias, com ativagdo de NLRP3. Em concordancia com esse estudo
Ahmad e colaboradores (2013) evidenciaram a a¢ao autoinflamatoria desse complexo
por meio do processamento e secrecao das citoquinas proé-inflamatérias IL-13 e IL-18
em células do melanoma e por fim demonstraram que a inibicdo do inflammasoma
NLRP3 evita a metastase. Ja, Ungerback e colaboradores (2012) propuseram que
polimorfismos em NLRP3 (Q705K) estdo associados com uma sobrevida baixa em
pacientes com carcinoma colorretal avangado e que os mesmos podem ser utilizados
como marcadores prognosticos, enquanto Li e colaboradores (2016) verificaram que
hiperexpressao de NLRP3 e caspase-1 foram observadas em pacientes com mieloma
multiplo em comparagdo a baixa expressdao em individuos saudaveis. Semper e
colaboradores (2014) indicaram que a secreg¢ao de IL-1B induzida por Helicobacter
pylori € mediada pela ativacéo de receptores NLRP3, aumentando o risco para cancer
gastrico (UNGERBACK et al., 2012; SEMPER et al., 2014; Ll et al., 2016).

Além dessas evidéncias experimentais anteriores, também ja foi demonstrado
que o inflamassoma NLRP3 encontra-se ativado em doencas inflamatdrias da pele,
como por exemplo nas multiplas sindromes hereditarias periddicas ou doengas
autoinflamatérias, que sao caracterizadas por crises inflamatérias agudas sistémicas
nao associadas a infecgdes, tumores ou auto-imunidade. As criopirinopatias decorrem
da mutacdo do gene NLRP3 (CONTASSOT; BEER; FRENCH, 2012).

Entretanto, de todos os dados recentes da literatura sobre o inflamassoma
NLRP3, destacam-se aqueles relacionados a tuberculose. Eklund e colaboradores
(2014) observaram que macrofagos isolados de doadores de sangue saudaveis,
apresentando variantes genéticas em NLRP3 e CARDS8, condicionados a
subsequente infeccdo com M. tuberculosis, nao desenvolviam a tuberculose,
sugerindo a participacao do inflamassoma na defesa contra esse patéogeno. Além
desse estudo, Souza de Lima e colaboradores (2016) também observaram que
individuos com polimorfismo no gene NLRP3 sdo menos susceptiveis a tuberculose
pulmonar. Este polimorfismo aumenta a estabilidade e disponibilidade do RNA de
NLRP3 e consequentemente aumento da taxa de processamento de IL-1B e IL-18 e
provavel combate a infecgdo (EKLUND et al., 2014; SOUZA DE LIMA et al., 2016).

Além da corroboragao acima da importancia do nosso principal resultado, outra

questao fundamental levantada pelo estudo foi a predicdo da RT1. Considerando que
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a analise longitudinal para a identificagdo de biomarcadores que prevéem a ocorréncia
da reacgao hansénica tipo 1 se faz necessaria, ndo existe, até o atual momento, um
exame ou teste sensivel e especifico que possa predizé-la. Poucos estudos avaliaram
biomarcadores nas lesées como o estudo de Atkinson e colaboradores (2004) que
observaram forte imunorreatividade de expressao da citocina pré-inflamatdéria IL-6 e
das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e IL-13 no momento do diagndstico em pacientes
que desenvolveram reagao tipo 1, mas n&o contaram com um grupo controle e
Chaitanya e colaboradores (2013) observaram baixa expressédo do gene codificador
do cortisol (11BHSD 1 e Il) nas lesdes de pele de pacientes com reacao tipo 1 em
comparagao aos pacientes nao reacionais, além de baixos niveis de cortisol na leséo
€ na urina associados a elevados niveis séricos das citocinas pré-inflamatérias 1P-10,
IL-17F, IL-6, TNF-a. Sharma e colaboradores (2015), evidenciaram expresséo génica
e imunorreatividade significativamente maior, para CXCL10 e CXCR3, nos pacientes
dimorfos que apresentaram reagao tipo 1, do que naqueles que nao as apresentaram,
porém nao ha relato sobre critérios de exclusao utilizados.

Muitos estudos avaliaram citocinas e/ou quimiocinas séricas que podem sofrer
grandes variabilidades por diversas situagdes corriqueiras cotidianas como uma
infeccdo de via aérea superior, atividades fisicas intensas, entre outras. Faber e
colaboradores (2004) observaram aumento de neopterina sérica durante os episodios
de reacéo tipo 1 e o decréscimo dessa monocina durante o curso de tratamento com
prednisona, mas nao pode sugerir predi¢do pois ndo conta com um grupo controle.
Stefani e colaboradores (2009) demonstraram niveis plasmaticos aumentados das
citocinas proé-inflamatérias CXCL10 e IL-6 nos pacientes com reacao tipo 1 em relagao
aos controles, sugerindo que as mesmas seriam fortes candidatas a biomarcadores
de predigdo dessa reacdo. Chaitanya e colaboradores (2012) observaram niveis
significativamente maiores de IL-17F em pacientes com reacao tipo 1 do que nos
pacientes néo reacionais. Saini e colaboradores (2016) evidenciaram aumento de
células Th17, citocinas IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-23, IL-6, quimiocinas CCL20 e CCL22
e reducado de FOXP3 e TGF-B em pacientes reacionais quando comparados aos nao
reacionais. Em 2015, Khadge e colaboradores observaram, producéo elevada de IFN-
y, IP-10, IL-17 e VEGF e baixa producao de IL-10 nos pacientes com reagdes tipo 1
em comparagdo aos pacientes nao reacionais. Além dessas avaliagbes de
biomarcadores séricos, Bochud e colaboradores (2008) em estudo caso controle,

observaram a predominancia de dois polimorfismos no gene TLR2 nos pacientes que
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desenvolveram reacéao tipo 1, sendo estes polimorfismos potenciais biomarcadores
genéticos referentes a imunidade inata, para predi¢ao de reacéo tipo 1.

Assim, apos a fundamentagéao tedrica e argumentagédo acima, nossos achados
sugerem que o biomarcador NLRP3 pode ser um poténcial biomarcador preditivo da

reacgao tipo 1 no momento do diagndstico dessa grave doencga.
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8 CONCLUSAO

Este estudo identificou hiperexpressdo do biomarcador do inflamassoma
NLRP3, em células inflamatérias da derme, notadamente superiores em pacientes
que desenvolveram RT1, no primeiro ano de tratamento da doenga, quando
comparados aqueles que nao desenvolveram a reagao.

Para os outros biomarcadores do inflamassoma ativados pela via classica
(caspase-1 e IL-1B) e biomarcadores do inflamassoma ativados pela via alternativa
(caspases-4/5, caspase-1 elL-1B ),ndo foi evidenciada diferenca significativamente
estatistica entre os grupos.

Para IL-6, também nao foi encontrada diferencga significativamente estatistica
entre os grupos.

Em conjunto, os resultados dessa pesquisa sugerem que o biomarcador do
inflamassoma NLRP3 possa constituir um potencial biomarcador preditivo das RT1, o
que pode contribuir para instituicdo de medidas de prevencao, tratamento precoce e

desenvolvimento de novas propostas terapéuticas para a condicao.
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9 PROPOSICOES

Ha necessidade de estudos adicionais para comprovagao da atuagao da
imunidade inata e do inflamassoma na hanseniase, e em especial, nas reacdes
hansénicas. Antes de se recomendar a imuno-histoquimica do NLRP3, como um teste
de rastreio da reagao hansénica tipo 1, deve-se replicar esta investigagao.

Estudos prospectivos incluindo a biopsia de lesdes de pele simultaneamente
com a coleta do sangue periférico, por ocasido do diagndstico de hanseniase e nos
momentos de reagdes, podem contribuir para elucidagao da patogénese da doenga e
predicao dos distintos espectros clinicos da mesma.

Estudos adicionais incluindo a extracdo de RNA e DNA devem ser realizados
para elucidacdo dos mecanismos biomoleculares de ativacdo das vias do
inflamassoma pelo M. leprae e, consequentemente, avaliacdo de seus produtos e
mecanismos evasores.

Pode-se realizar estudo prospectivo do tipo ensaio clinico que avalie o
comportamento dos biomarcadores do inflamassoma frente ao tratamento das
reacdes hansénicas.

Pode-se também avaliar pacientes com neurite refrataria e neuropatia

sequelar comparando entre esses a expressao dos biomarcadores do inflamassoma.
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10 CONSIDERAGOES FINAIS

A hanseniase deve continuar a ser um problema de saude publica no Brasil
nos proximos anos. Nao devem ser medidos esforcos para deteccédo de
biomarcadores preditivos das reagdes hansénicas, que possam favorecer a detecgao
e o tratamento precoces desses estados inflamatérios e, consequentemente, a

prevencao de incapacidades e deformidades fisicas na doenca.
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APENDICE A- Teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov

Estatistica df Sig_;.
Idade ,128 23 ,200
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov?@
Estatistica df Sig.
Indice Baciloscopico ,327 23 ,000
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ANEXO A - Aprovacao do estudo pelo Comité de Etica em pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 14887414.0,0000.5149

Interessado(a): Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG = COEP aprovou, no
da 12 de margo de 2014, o projetc de pesguisa inttulado
“Caracterizagdo dos mecanismos Imunolégicos de pacientes
infectados pelo Mycobacterium leprae e a sua correlagdo com a
expressdo clinica, prognéstico e resposta terapéutica da
hanseniase” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclaracido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto
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Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG
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ANEXO B - Dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido pelo

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

T

{y i UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERALS
[} T J COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
Nt

Projeto: CAAE — 14887414.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAQ

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 12 de agosto de 2016,a emenda abaixo relacionada, do projeto de
pesquisa intitulado “Caracterizagdo dos mecanismos imunologicos
de pacientes infectados pelo Mycobacterium leprae e a sua
correlagio com a expressdo clinica, prognostico e resposta
terapéutica da hanseniase”.

+ Dispensa de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, com

a justificativa de que os pacientes gue tiveram suas bidpsias

realizadas ndo serdo novamente recrutados.

O relaténo final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto
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Profa. D Vivian Eesend&
Coordenadora do COEP-UFMG
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Caracterizacdo da amostra por grupo

ANEXO C - Saidas das analises

sexofinal * Grupo Tabulagdo cruzada

83

Grupo Total
controle caso

feminino Contagem 6 5 11

) % dentro de Grupo 66,7% 35,7% 47.8%
sexofinal

masculino Contagem 3 9 12

% dentro de Grupo 33,3% 64,3% 52,2%

Total Contagem 9 14 23

% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 2,103 1 147
Corregéo de continuidade® 1,046 1 ,306
Razéo de verossimilhancga 2,135 1 144
Fisher's Exact Test 214
Associagao Linear por Linear 2,012 1 ,156
N de Casos Validos 23
Estatisticas descritivas
| Grupo N Minimo Maximo Média Desvio padrao
Idade 23 26 63 47,48 10,757
N valido (de lista) 23
Estatisticas de grupo
Grupo N Média Desvio padrédo Erro padrdo da média
controle 9 45,44 9,356 3,119
Idade
I caso 14 48,79 11,716 3,131
Teste de amostras independentes
Teste de Levene para igualdade de teste-t para Igualdade de
variancias Médias
F Sig. t df
Idade Variancias iguais assumidas AT3 ,499 -,719 21
I Variancias iguais ndo assumidas -,756 19,847
Teste de amostras independentes
teste-t para Igualdade de Médias
Sig. (2 extremidades) Diferenca média Erro padréo de
diferencga
Idade Variancias iguais assumidas ,480 -3,341 4,647
I Variancias iguais ndo assumidas ,458 -3,341 4,419
Teste de amostras independentes
teste-t para Igualdade de Médias - 95% Intervalo de confianca da diferenca
Inferior Superior
Idade Variancias iguais assumidas -13,006 6,323
I Variancias iguais ndo assumidas -12,564] 5,882




Classificacao Ridley Jopling * Grupo

Tabulagao cruzada
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Grupo Total
controle caso
Contagem 3 8 11
MHDD % dentro de Grupo 33,3% 57,1% 47,8%)
o . Contagem 5 5 10
Classificagao Ridley Jopling MHDT % dentro de Grupo 55.6% 35.7% 43,5%
Contagem 1 1 2
MHDV % dentro de Grupo 11,1% 7,1% 8,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0%) 100,0%) 100,0%)
Testes de qui-quadrado
Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,2452 2 ,537 ,695
Razao de verossimilhanga 1,263 2 ,532 ,695
Fisher's Exact Test 1,506 ,576
N de Casos Validos 23
a. 4 células (66,7%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada é ,78.
Classificacao Operacional * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
PB Contagem 3 0 3
e . % dentro de Grupo 33,3% 0,0%) 13,0%
Classificagdo Operacional
MB Contagem 6 14 20
% dentro de Grupo 66,7%| 100,0%) 87,0%)
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0%) 100,0%) 100,0%)

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados)| Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 5,3674 1 ,021 ,047
Correcdo de continuidade® 2,830 1 ;093
Razao de verossimilhancga 6,355 1 ,012 ,047|
Fisher's Exact Test ,047
Associagao Linear por Linear 5,1339 1 ,023 ,047
N de Casos Validos 23
Grau de incapacidade diagnéstico * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 8 6 14
% dentro de Grupo 88,9%) 42,9% 60,9%
Grau de incapacidade diagnéstico 1 Contagem 0 4 4
% dentro de Grupo 0,0% 28,6% 17,4%
2 Contagem 1 4 5
% dentro de Grupo 11,1%) 28,6% 21,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%




Testes de qui-quadrado
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Valor df Sig. Assint. (2 lados)| Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 5,2474 ,073 ,096
Razao de verossimilhanca 6,664 ,036 ,083
Fisher's Exact Test 4,688 114
Associagao Linear por Linear 3,139" ,076 124
N de Casos Validos 23
Grau de incapacidade cura * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 8 6| 14
% dentro de Grupo 88,9% 42.9% 60,9%)
Grau de incapacidade cura 1 Contagem 0 3 3
% dentro de Grupo 0,0% 21,4% 13,0%
5 Contagem 1 5 6
% dentro de Grupo 11,1% 35,7% 26,1%)
Total Contagem 9 14 23]
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%)
Testes de qui-quadrado
Valor df Sig. Assint. (2 lados)| Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 5,1079 2 ,078 114
Razao de verossimilhanga 6,261 2 ,044 114
Fisher's Exact Test 4,429 134
Associagdo Linear por Linear 3,493 1 ,062 ,088
N de Casos Validos 23
IBcat * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
negativo Contagem 6 7 13
% dentro de Grupo 66,7% 50,0% 56,5%
IBcat
poSitivo Contagem 3 7 10
% dentro de Grupo 33,3% 50,0% 43,5%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson ,6192 ,431 ,669
Corregéo de continuidade® 127 722
Razao de verossimilhancga ,627 ,428 ,669
Fisher's Exact Test ,669
Associagdo Linear por Linear ,592¢ 442 ,669
N de Casos Validos 23




Contato MH * Grupo

Tabulagao cruzada
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Grupo Total
controle caso
N&o Contagem 5 9 14
% dentro de Grupo 55,6% 64,3% 60,9%
Contato MH
Sim Contagem 4 5 9
% dentro de Grupo 44,4% 35,7% 39,1%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson ,1752 1 675 1,000
Corregéo de continuidade® ,000 1 1,000
Razé&o de verossimilhanca ,175 1 ,676 1,000
Fisher's Exact Test 1,000
Associagao Linear por Linear ,168¢ 1 ,682 1,000
N de Casos Validos 23
Indice Baciloscopico * Grupo Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
00 Contagem 6 7 13
’ % dentro de Grupo 66,7% 50,0% 56,5%
1.00 Contagem 2 1 3
’ % dentro de Grupo 22,2% 7,1% 13,0%
195 Contagem 0 1 1
’ % dentro de Grupo 0,0% 7,1% 4,3%
150 Contagem 0 1 1
. . L ’ % dentro de Grupo 0,0% 7.1% 4,3%
lindice Baciloscopico Contagem 0 1 1
2,00 % dentro de Grupo 0,0% 7,1% 4,3%
250 Contagem 0 1 1
’ % dentro de Grupo 0,0% 7,1% 4,3%
275 Contagem 0 1 1
’ % dentro de Grupo 0,0% 7,1% 4,3%
375 Contagem 1 1 2
' % dentro de Grupo 11,1% 7.1% 8,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados)| Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 4,5389 7 ,716 1,000
Razao de verossimilhanga 6,253 7 ,511 1,000
Fisher's Exact Test 4,705 1,000
ssociagdo Linear por Linear ,6019 1 ,438 ,461
N de Casos Validos 23




Estatisticas - Indice Baciloscopico

87

N Valido 9
Ausente 0
Média ,6389
controle Modelo padréo 1,24443
25 ,0000
Percentis 50 ,0000
75 1,0000
N Valido 14
Ausente 0
Média 1,0536
caso Modelo padréo 1,27543
25 ,0000
Percentis 50 ,5000
75 2,1250
Estatisticas Indice Baciloscopico
Valido 23
Ausente 0
Média ,8913
Modelo padrao 1,25188
25 ,0000
Percentis 50 ,0000
75 1,5000
Mann-Whitney Test
Test Statisticsa
| Indice Baciloscopico
Mann-Whitney U 49,500
Wilcoxon W 94,500
Z -,940
Sig. Assint. (2 caudas) 347
Sig exata [2*(Sig. de 1-cauda)] ,403P
a. Variavel de agrupamento: Grupo. b. N&o corrigido para vinculos.
Comparacao dos biomarcadores por grupo
Derme Int NLRP3 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 4 6 10
% dentro de Grupo 44.4% 42,9% 43,5%
1 Contagem 4 0 4
Iberme Int NLRP3 % dentro de Grupo 44.4% 0,0% 17,4%
2 Contagem 0 3 3
% dentro de Grupo 0,0% 21,4% 13,0%
3 Contagem 1 5 6
% dentro de Grupo 11,1% 35,7% 26,1%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%




Testes de qui-quadrado

88

Valor df Sig. Assint. (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 9,4252 3 ,024
Razao de verossimilhanga 11,922 3 ,008
Associagao Linear por Linear 1,750 1 ,(186
N de Casos Validos 23
a. 7 células (87,5%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada é 1,17.
Derme int Casp 1 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 3 7 10
% dentro de Grupo 37,5% 50,0% 45,5%
. Contagem 5 4 9
[Perme int Casp 1 ! % dentro de Grupo 62,5% 28,6% 40,9%
9 Contagem 0 3 3
% dentro de Grupo 0,0% 21,4% 13,6%
Total Contagem 8 14 22
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%
Testes de qui-quadrado
Valor df Sig. Assint. (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 3,3222 2 ,190
Razéo de verossimilhancga 4,259 2 ,119
Associagao Linear por Linear ,079 1 779
N de Casos Validos 22
a. 4 células (66,7%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada é 1,09.
Derme int Casp 11 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 6 8 14
% dentro de Grupo 66,7% 57,1% 60,9%
1 Contagem 3 4 7
0, 0, 0, 0,
IDerme int Casp 11 é)oif:;fr:e Grupo 333 /OO 28,6 /: 30,4 /:
2 % dentro de Grupo 0,0% 7.1% 4,3%
3 Contagem 0 1 1
% dentro de Grupo 0,0% 7,1% 4,3%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%
Testes de qui-quadrado
Valor df Sig. Assint. (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,4082 3 ,704
Razao de verossimilhanga 2,107 3 ,551
Associagdo Linear por Linear ,840 1 ,359
N de Casos Validos 23

a. 6 células (75,0%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada ¢é ,39.



Derme int IL1B * Grupo

Tabulagao cruzada
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Grupo Total
controle caso

0 Contagem 6 13 19

lberme int IL1B % dentro de Grupo 66,7% 92,9% 82,6%
1 Contagem 3 1 4

% dentro de Grupo 33,3% 7.1% 17,4%

Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 2,6162 1 ,(106
Corregéo de continuidade® 1,110 1 ,292
Razéo de verossimilhancga 2,592 1 ,107
Fisher's Exact Test ,260
Associagao Linear por Linear 2,502 1 114
N de Casos Validos 23
Derme int IL6 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 3 5 8
% dentro de Grupo 33,3% 35,7% 34,8%
. Contagem 4 6 10
[perme int L6 1 % dentro de Grupo 44.4% 42,9% 43,5%
5 Contagem 2 3 5
% dentro de Grupo 22,2% 21,4% 21,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%
Testes de qui-quadrado
Valor df Sig. Assint. (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson ,0142 ,993
|Razao de verossimilhanga ,014 ,993
Associagao Linear por Linear ,010 1 ,922
IN de Casos Validos 23
a. 5 células (83,3%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada é 1,96.
Derme Int NLRP3 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 4 6 10
% dentro de Grupo 44.4% 42,9% 43,5%
1 Contagem 4 0 4
o, [v) 0, o,
IDerme Int NLRP3 é’o(:f:g:nfe Grupo 444 /0° 0.0 é 7.4 é
2 % dentro de Grupo 0,0% 21,4% 13,0%
3 Contagem 1 5 6
% dentro de Grupo 11,1% 35,7% 26,1%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%




Testes de qui-quadrado
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Valor df Sig. Assint. (2 lados) Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 9,4252 ,024 ,020
Raz&o de verossimilhancga 11,922 ,008 ,017
Fisher's Exact Test 8,296 ,025
Associagdo Linear por Linear 1,750° ,(186 ,246
IN de Casos Validos 23
Derme int Casp 1 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
Contagem 3 7 10
% dentro de Grupo 37,5% 50,0% 45,5%
. Contagem 5 4 9
[Perme int Casp 1 % dentro de Grupo 62,5% 28,6% 40,9%
Contagem 0 3 3
% dentro de Grupo 0,0% 21,4% 13,6%
Total Contagem 8 14 22
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 3,3222 ,190 ,187
Razao de verossimilhanga 4,259 ,(119 ,187
Fisher's Exact Test 2,847 ,187
Associagao Linear por Linear ,079P 779 1,000
IN de Casos Validos 22
Derme int Casp 11 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso

Contagem 6 8 14

% dentro de Grupo 66,7% 57,1% 60,9%

Contagem 3 4 7

0, 0, 0, 0,
[Derme int Casp 11 % dentro de Grupo 33,3% 28,6% 30,4%

Contagem 0 1 1

% dentro de Grupo 0,0% 7.1% 4.3%

Contagem 0 1 1

% dentro de Grupo 0,0% 7.1% 4,3%
Total Contagem 9 14 23

% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%




Testes de qui-quadrado
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Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,4082 ,704 1,000
Raz&o de verossimilhancga 2,107 ,551 1,000
Fisher's Exact Test 1,443 1,000
Associagao Linear por Linear ,840P 1 ,359 457
IN de Casos Validos 23
Derme int IL1B * Grupo
Tabulagdo cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 6 13 19
0] 0, [s) o)
Iberme int IL1B % dentro de Grupo 66,7% 92,9% 82,6%
1 Contagem 3 1 4
% dentro de Grupo 33,3% 7,1% 17,4%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 2,6162 1 ,106 ,260
Corregéo de continuidade® 1,110 1 ,292
Razao de verossimilhanga 2,592 1 ,107 ,260
Fisher's Exact Test ,260
Associagdo Linear por Linear 2,502¢ 1 114 ,260
IN de Casos Validos 23
Derme int IL6 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 3 5 8
% dentro de Grupo 33,3% 35,7% 34,8%
. Contagem 4 6 10
[Perme int IL6 ! % dentro de Grupo 44,4% 42,9% 43,5%
5 Contagem 2 3 5
% dentro de Grupo 22,2% 21,4% 21,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor Df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson ,0142 2 ,993 1,000
Razao de verossimilhanga ,014 2 ,993 1,000
Fisher's Exact Test ,215 1,000
Associagao Linear por Linear ,010P 1 ,922 1,000
IN de Casos Validos 23




Epi % NLRP3 * Grupo

Tabulagao cruzada
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Grupo Total
controle caso

1 Contagem 6 8 14

|Epi % NLRP3 % dentro de Grupo 66,7% 57,1% 60,9%
2 Contagem 3 6 9

% dentro de Grupo 33,3% 42,9% 39,1%

Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson ,2092 1 ,648 ,691
Corregéo de continuidade® ,000 1 ,985
Razé&o de verossimilhanca ,210 1 ,646 ,691
Fisher's Exact Test 1,000
Associagdo Linear por Linear ,200° 1 ,655 ,691
IN de Casos Validos 23
Derme % NLRP3 * Grupo
Tabulagdo cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 6 6 12
% dentro de Grupo 66,7% 42.9% 52,2%
1 Contagem 2 2 4
[0) 0, o, o)
Iberme % NLRP3 é)oi‘::;r:,:e Grupo 22,2/00 14,3{; 17,4/30
2
% dentro de Grupo 0,0% 21,4% 13,0%
3 Contagem 1 3 4
% dentro de Grupo 11,1% 21,4% 17,4%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 3,058 ,383 ,485
Razao de verossimilhanga 4,110 3 ,250 ,446
Fisher's Exact Test 2,784 ,485
Associagao Linear por Linear 1,689 1 ,194 215
IN de Casos Validos 23




Epi % Casp 1 * Grupo

Tabulagao cruzada
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Grupo Total
controle caso

1 Contagem 5 8 13

% dentro de G 62,59 57,19 59,19
oo G I B
2 % dentro de Grupo 37,5% 42,9% 40,9%
Total Contagem 8 14 22
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson ,0602 1 ,806 1,000
Corregéo de continuidade® ,000 1 1,000
Razé&o de verossimilhanca ,061 1 ,805 1,000
Fisher's Exact Test 1,000
Associagdo Linear por Linear ,058¢ 1 ,810 1,000
IN de Casos Validos 22
Deme % Casp 1 * Grupo
Tabulagdo cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 3 8 11
% dentro de Grupo 37,5% 57,1% 50,0%
1 Contagem 5 3 8
[0) o, o) o,
[peme % casp 1 é)oi‘::;r:,:e Grupo 62,5/00 21 ,4/20 36,4/20
2
% dentro de Grupo 0,0% 14,3% 9,1%
3 Contagem 0 1 1
% dentro de Grupo 0,0% 7,1% 4.5%
Total Contagem 8 14 22
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 4,469 ,215 217
Razao de verossimilhanga 5,365 3 147 ,198
Fisher's Exact Test 3,886 ,288
/Associag&o Linear por Linear ,058° 1 ,810 1,000
IN de Casos Validos 22
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Grupo Total
controle caso

1 Contagem 6 7 13
% dentro de Grupo 66,7% 50,0% 56,5%
. Contagem 2 6 8
[Fri % Casp 11 2 % dentro de Grupo 22,2% 42,9% 34,8%
3 Contagem 1 1 2
% dentro de Grupo 11,1% 7,1% 8,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,039 ,595 ,701
Razé&o de verossimilhanca 1,074 ,584 ,701
Fisher's Exact Test 1,273 , 701
Associagao Linear por Linear ,200P 1 ,655 ,758
IN de Casos Validos 23
Derme % Casp 11 * Grupo
Tabulagdo cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 7 9 16
% dentro de Grupo 77,8% 64,3% 69,6%
Contagem 2 3 5
0,
[Perme % Casp 11 1 % dentro de Grupo 22,2% 21,4% 21,7%
9 Contagem 0 2 2
% dentro de Grupo 0,0% 14,3% 8,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,4312 ,489 ,664
Razé&o de verossimilhanca 2,129 ,345 ,557
Fisher's Exact Test 1,186 ,804
Associagao Linear por Linear ,981P 1 322 ,367
IN de Casos Validos 23
Epi % IL1B * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
1 Contagem 9 12 21
0, 1 0, 70 1 o,
lepi % 1L18 éoi?:;]re()rse Grupo 00,0/00 85, /; 9 ,3/;
2 % dentro de Grupo 0,0% 14,3% 8,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%
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Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,4082 ,235 ,502
Correcado de continuidade® ,184 ,668
Razao de verossimilhanga 2,107 147 ,502
Fisher's Exact Test ,502
Associagdo Linear por Linear 1,347¢ ,246 ,502
IN de Casos Validos 23
Derme % IL1B * Grupo
Tabulagdo cruzada
Grupo Total
controle caso
0 Contagem 6 13 19
0, o, o) o,
Iberme % 1L1B é»oif:gt’r:r:e Grupo 66,7/30 92,9/; 82,62;
1
% dentro de Grupo 33,3% 7,1% 17,4%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 2,6162 ,106 ,260
Corregéo de continuidade® 1,110 ,292
Razao de verossimilhanga 2,592 ,107 ,260
Fisher's Exact Test ,260
Associagao Linear por Linear 2,502¢ 114 ,260
IN de Casos Validos 23
Epi % IL6 * Grupo
Tabulagao cruzada
Grupo Total
controle caso
1 Contagem 6 12 18
0, 0, 0, 0,
lEpi % L6 % dentro de Grupo 66,7% 85,7% 78,3%
5 Contagem 3 2 5
% dentro de Grupo 33,3% 14,3% 21,7%
Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,1682 1 ,280 ,343
Corregéo de continuidade® ,317 1 ,573
Razao de verossimilhanca 1,144 1 ,285 ,343
Fisher's Exact Test ,343
Associagdo Linear por Linear 1,117¢ 1 ,290 ,343
IN de Casos Validos 23
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Grupo Total
controle caso

0 Contagem 3 6 9

% dentro de Grupo 33,3% 42,9% 39,1%

Contagem 4 5 9

[perme % IL6 ! % dentro de Grupo 44.4% 35,7% 39,1%
2 Contagem 2 3 5

% dentro de Grupo 22.2% 21,4% 21,7%

Total Contagem 9 14 23
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Testes de qui-quadrado

Valor df Sig. Assint. (2 lados) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson ,2352 2 ,889 1,000
Razao de verossimilhanga ,236 2 ,889 1,000
Fisher's Exact Test ,413 1,000
Associagao Linear por Linear ,096° 1 , 756 , 790
N de Casos Validos 23
Modelo de reqressao logistica
Modelo 1
Resumo do processamento de caso
Casos néo ponderados? N Porcentagem
Incluido na analise 23 100,0
Casos selecionados Casos ausentes 0 ,0
Total 23 100,0
Casos nao selecionados 0 ,0
Total 23 100,0
a. Se a ponderacao estiver em vigor, veja a tabela de classificagdo para o numero total de casos.
Codificagao de variavel dependente
Valor original Valor interno
controle 0
caso 1
Codificaces de variaveis categoricas
Frequéncia Codificacdo de parametro
) 2)
0 14 ,000 ,000
Grau de incapacidade diagnoéstico 1 4 1,000 ,000
2 5 ,000 1,000
Testes de coeficientes de modelo Omnibus
Qui-quadrado df Sig.
Etapa 14,122 4 ,007
Etapa 1 Bloco 14,122 4 ,007
Modelo 14,122 4 ,007
Resumo do modelo
Etapa Verossimilhanga de log -2 R quadrado Cox & Snell R quadrado Nagelkerke
1 16,6682 ,459 ,622
Teste de Hosmer e Lemeshow
Etapa Qui-quadrado df Sig.
1 13,036 5 ,023
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Grupo = controle Grupo = caso Total
Observado Esperado Observado Esperado
1 3 3,000 0 ,000 3
2 5 4,087 1 1,913 6
3 0 ,913 3 2,087 3
|Etapa 1 4 0 913 5 4,087 5
5 1 ,087 1 1,913 2
6 0 ,000 2 2,000 2
7 0 ,000 2 2,000 2
Tabela de classificagdo?
Observado Previsto
Grupo Porcentagem correta
controle caso
Grupo controle 8 1 88,9
Etapa 1 caso 1 13 92,9
Porcentagem global 91,3
a. O valor de corte é ,500
Variaveis na equacao
B S.E. Wald df Sig.
classificagdooperacional 20,443 23205,423 ,000 1 ,999
Grauincapacidiag 1,264 2 ,532
|Etapa 12 Grauincapacidiag(1) 21,218 18643,574 ,000 1 ,999
Grauincapacidiag(2) 1,587 1,411 1,264 1 ,261
DermelntNLRP3 2,259 1,351 2,797 1 ,094
Constante -21,203 23205,423 ,000 1 ,999
Modelo 2
Resumo do processamento de caso
Casos ndo ponderados? N Porcentagem
Incluido na analise 23 100,0
Casos selecionados Casos ausentes 0 ,0
Total 23 100,0
Casos nao selecionados 0 ,0
Total 23 100,0
a. Se a ponderacgao estiver em vigor, veja a tabela de classificagdo para o numero total de casos.
Codificagao de variavel dependente
Valor original Valor interno
controle 0
caso 1
Codificacées de variaveis categoricas
Frequéncia Codificagdo de parametro
) 2)
0 14 ,000 ,000
Grau de incapacidade diagnodstico 1 4 1,000 ,000
2 5 ,000 1,000
Testes de coeficientes de modelo Omnibus
Qui-quadrado df Sig.
Etapa 12,304 3 ,006
Etapa 1 Bloco 12,304 3 ,006
Modelo 12,304 3 ,006
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Etapa Verossimilhancga de log -2 R quadrado Cox & Snell R quadrado Nagelkerke
1 18,4852 414 ,562
a. Estimacéo encerrada na iteragdo numero 20 porque o maximo de itera¢des foi atingido. Ndo é possivel
encontrar a solugéo final.
Teste de Hosmer e Lemeshow
IEtapa Qui-quadrado df Sig.
1 19,179 4 ,001
Tabela de contingéncia para teste de Hosmer e Lemeshow
Grupo = controle Grupo = caso Total
Observado Esperado Observado Esperado
1 8 7,057 1 1,943 9
2 0 ,943 3 2,057 3
3 0 ,943 5 4,057 5
[Ftara T 4 1 057 1 1,943 2
5 0 ,000 2 2,000 2
6 0 ,000 2 2,000 2
Tabela de classificagao?
Observado Previsto
Grupo Porcentagem correta
controle caso
Grupo controle 8 1 88,9
Etapa 1 P caso 1 13 92,9
Porcentagem global 91,3
a. O valor de corte é ,500
Varidveis na equagao
B S.E. Wald df Sig.
Grauincapacidiag 2,166 2 ,339
Grauincapacidiag(1) 21,658 18151,986 ,000 1 ,999
|Etapa 12 Grauincapacidiag(2) 2,070 1,406 2,166 1 ,141
DermelntNLRP3 2,749 1,336 4,234 1 ,040
Constante -1,290 ,798 2,614 1 ,106
Modelo final
Resumo do processamento de caso
Casos néo ponderados? N Porcentagem
Incluido na analise 23 100,0
Casos selecionados Casos ausentes 0 ,0
Total 23 100,0
Casos nao selecionados 0 ,0
Total 23 100,0
a. Se a ponderacao estiver em vigor, veja a tabela de classificagdo para o numero total de casos.
Codificagao de variavel dependente
Valor original Valor interno
controle 0
caso 1
Testes de coeficientes de modelo Omnibus
Qui-quadrado df Sig.
Etapa 5,389 1 ,020
Etapa 1 Bloco 5,389 1 ,020
Modelo 5,389 1 ,020
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Etapa

Verossimilhanca de log -2

R quadrado Cox & Snell

R quadrado Nagelkerke

1

25,4002

,209

,283

a. Estimacao encerrada no numero de iteragdo 5 porque as estimativas de parametro mudaram em
menos de ,001.

Teste de Hosmer e Lemeshow

Etapa Qui-quadrado Sig.
1 ,000 0
Tabela de contingéncia para teste de Hosmer e Lemeshow
Grupo = controle Grupo = caso Total
Observado Esperado Observado Esperado
Etapa 1 1 8 8,000 6 6,000 14
2 1 1,000 8 8,000 9
Tabela de classificagdo?
Observado Previsto
Grupo Porcentagem correta
controle caso

Grupo controle 8 1 88,9

|Etapa 1 caso 6 8 57,1

Porcentagem global 69,6
a. O valor de corte € ,500

Variaveis na equacao
S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Etapa 1° DermelntNLRP3 2,367 1,190 3,955 1 ,047 10,667
I Constante -,288 ,540 ,284 1 ,594 ,750
Varidveis na equagao
95% C.I. para EXP(B)
Inferior Superior
DermelntNLRP3 1,035 109,941

IEtapa 12

Constante




