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Resumo

O Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil (LESJ) é uma doenca inflamatoria cronica, de
etiologia desconhecida e natureza autoimune com inicio até os 16 anos de idade. O
comprometimento do sistema nervoso central (SNC) € dificil de ser avaliado no LES]J.
Os anticorpos anti-P ribossomal sdo autoanticorpos dirigidos contra epitopos de
fosfoproteinas do complexo ribonucleoproteico ribossomal e com maior prevaléncia em
pacientes com até 18 anos de idade. A proteina S100f tem baixo peso molecular, sendo
composta de 91 aminodcidos e localizada principalmente nas células da neuroglia,
células de Schwann e na maioria dos nervos sensoriais do tronco cerebral.

Os objetivos deste trabalho foram determinar a associagdo entre anticorpos anti-P
ribossomal e a proteina S100f com manifestagdes clinicas e laboratoriais no LESJ;
avaliar a prevaléncia dos anticorpos anti-P ribossomal em pacientes com LESJ,
familiares de primeiro grau e individuos controles sauddveis; e avaliar os niveis de
proteina S100p em pacientes com LESJ e individuos controles saudaveis.

Foram selecionados pacientes consecutivos com LESJ acompanhados na Reumatologia
Pediatrica da Universidade Estadual de Campinas entre 2009/2010. Familiares
aparentados em primeiro grau com os pacientes também foram incluidos. Os individuos
do grupo controle foram pareados por idade, sexo e antecedentes demograficos.
Manifestagdes clinicas, laboratoriais, atividade da doenga [SLE Disease Activity Index
(SLEDAI)], dano cumulativo [Lupus International Collaborating Clinics / American
College of Rheumatology Damage Index (SDI)] e medicacdo em uso foram avaliados.
Incluimos 50 pacientes com LESJ (média de idade de 16,82 + 3,46 anos), 35 familiares

(média de idade de 38,73 + 3,89 anos), e 20 controles saudaveis (média de idade de 18,3
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+ 4,97 anos). Observamos os anticorpos anti-P ribossomal em 13 (26%) dos pacientes
com LESJ, e em nenhum familiar (p<0,01) ou controle (p<0,01). A presenca dos
anticorpos anti-P ribossomal esteve associada a presenca de ansiedade no LESJ
(p<0,002). Pacientes com distirbio cognitivo (mediana=38,08) apresentaram niveis de
S100B significativamente maiores quando comparados aos pacientes sem distirbio
cognitivo (mediana=16,12; p=0,01) e individuos controles (mediana=23,62; p<0,05).
Nenhuma outra manifestacdo clinica, laboratorial, e de tratamento esteve associada com
o anticorpo anti-P ribossomal ou com a proteina S1008 no LES]J.

A partir destes dados concluimos que os anticorpos anti-P ribossomal sdo
frequentemente observados em pacientes com LESJ e estiveram associados com a
presenca de ansiedade neste grupo de pacientes; e que a presenca de distirbio cognitivo
esteve associada com niveis elevados de S100p, indicando a presenca de lesdo neuronal

nestes pacientes.
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Abstract

Childhood-onset systemic lupus erythematosus (cSLE) is a chronic inflammatory
disease of unknown etiology and autoimmune nature, with disease onset until 16 years
of age. It is difficult to asses the central nervous system involvement in cSLE.
The antiribosomal P antibodies  are  autoantibodies  directed  against
epitopes of ribosomal phosphoproteins  from  the  ribonucleoprotein complex and
more frequently observed in patients with up to 18 years old. The S1008 protein has a
low molecular weight, being composed of 91 amino acids and mainly located in the
cells of the neuroglia, Schwann cells and sensory nerves in most of the brainstem.

Our objectives were to determine the association between antiribosomal P antibodies
and S100p protein with clinical and laboratory manifestations in cSLE; to assess the
prevalence of antiribosomal P antibodies in patients with cSLE, first-degree
relatives and healthy control subjects; and to evaluate S100p protein levels in cSLE
patients and healthy control subjects.

Consecutive cSLE patients followed in Pediatric Rheumatology at the University of
Campinas between 2009/2010 were selected for this study. First-degree relatives were
also included in this work. The control group were matched for age, gender
and demographic  background. Clinical, laboratory, disease activity [SLE Disease
Activity Index (SLEDAI)], cumulative damage [Systemic
Lupus International Collaborating Clinics /American College of

Rheumatology Damage Index (SDI)] and medication in use were assessed.

Fifty c¢SLE patients, (mean age of 16.82 £3.46 years), 35 relatives(mean age

of 38.73 £3.89 years) and 20 healthy controls (mean age 18.3 +4.97 years) were
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selected. Thirteen (26%) cSLE patients presented the antiribosomal P antibodies, no
first-degree relative (p<0.01) or control (p<0.01) presented antiribosomal P antibodies.
Antiribosomal P antibodies were associated to anxiety in this cohort of cSLE patients
(p<0.02). Patients with cognitive impairment (median =38.08) had significantly
higher levels of S100B compared to patients without cognitive
impairment (median = 16.12, p=0.001) and controls (median =23.62, p <0.05).No
other clinical, laboratory, and treatment were associated with the antiribosomal
P antibodies or S100p protein in cSLE.

These data shows that the antiribosomal P antibodies are often observed in c¢SLE
patients and that it was associated with the presence of anxiety in this group of patients.
The presence of cognitive impairment was associated with elevated levels of S100p,

suggesting neuronal damage in these patients.
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1. Introducao

1.1 Definicao

O Liupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga do tecido conjuntivo com
manifestacdes clinicas diversas, caracterizada por periodos de remissdo e exacerbacao,
com participagdo intensa do sistema imunolégico (Dubois & Tuffanelli, 1964; West,

1994; Ruiz-Irastorza, 2001; Rahman & Isenberg, 2008; O’Neill, 2010).

1.2 Epidemiologia

A prevaléncia de LES € de aproximadamente 0,1% na populagdo geral (Siegel &
Lee, 1973; Petri, 2002). Quanto as diferentes racas, observa-se a freqiiéncia de 1 para
cada 250 mulheres negras nos Estados Unidos da América; 22,4 para cada 100.000
asidticos e 10,3 para cada 100.000 caucasianos (Fessel, 1974; Hopkinson, 1994;
Johnson, 1995; Alarcon, 2001; Petri, 2002; O’Neill, 2010). Apresenta-se, entretanto,
como uma rara doenca entre os negros africanos (Molina, 1997; Molokhia, 2001). No
Brasil observa-se uma freqii€éncia maior entre os caucasoides, principalmente na regidao
sudeste do pais (Chahade, 1995). Em estudo realizado em Natal no Rio Grande do
Norte, observou-se uma incidéncia de LES na populacido de 8,7/100.000/ano (Vilar,
2002).

Apesar de surgir geralmente na segunda e terceira década de vida, o LES pode se
manifestar em qualquer idade, predominantemente no sexo feminino (Dubois e
Tuffanelli, 1964; Siegel e Lee, 1973; Petri, 2002). Aproximadamente 15% a 20% dos
diagndsticos sdo feitos na infincia (Urowitz, 1967; Hashimoto, 1987; Pande, 1993;

Cervera, 1993; Costallat & Coimbra, 1994; Tucker, 1995; Font, 1998; Rood, 1999;
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Carrefio, 1999; Klein-Gitelman, 2002; Mok, 2005; Gémez, 2006; Tucker, 2008;
Ramirez Gomez, 2008; Hoffman, 2009; Feng, 2010; Livingston, 2011). Nas criancas, a
relacdo entre sexo feminino e masculino € de 1,4 a 5,8:1; nos adultos varia de 8:1 a
13:1; nos individuos de idade mais avancgada, esta relacdao € de 2:1 (Urowitz, 1967;
Hashimoto, 1987; Pande, 1993; Cervera, 1993; Costallat & Coimbra, 1994; Tucker,
1995; Press, 1996; Font, 1998; Reichlin, 1999; Rood, 1999; Marini, 1999; Carrefio,
1999; Huemer, 2001; Costallat, 2002; Klein-Gitelman, 2002; Huang, 2004; Mok, 2005;
Gomez, 2006; Tucker, 2008; Ramirez Gomez, 2008; Hoffman, 2009 Feng, 2010;

Livingston, 2011; Pineles, 2011).

1.3 Critérios classificatorios do LES

Nao existem critérios definitivos para o diagndstico do LES. O Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) definiu critérios classificatérios de LES, segundo
0s quais sdo necessdrios no minimo quatro critérios clinicos e/ou laboratoriais entre
onze (Tan, 1982), apés cuidadosa investigacdo e exclusdo de doencas infecciosas e
neoplasicas, entre outras. Estes critérios foram revisados em 1997, e o item “presenca de
células LE”, constante do critério “alteragdes imunoldgicas”, foi excluido, e o teste falso
positivo para sifilis foi substituido pela presenca de anticorpos antifosfolipedes

(Hochberg, 1997).

1.4 Manifestacoes neuropsiquiatricas

As manifestacdes neuropsiquidtricas (NP) no LES sdo complexas e podem ser
definidas como manifestacdes neuroldgicas do sistema nervoso central (SNC),
periférico (SNP) e autondémico (SNA) e de sindromes psiquidtricas observadas em

pacientes com LES (ACR, 1999; Hanly, 2005; Hanly & Harrison, 2005; Postal, 2011).
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Podem ser causadas diretamente pela atividade do LES ou serem secunddrias a
comorbidades como hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitos (DM),
uremia e infec¢do (Hanly, 2004; Hanly, 2005; Hanly & Harrison, 2005; Postal, 2011).
Poderiam ocorrer também ou ainda serem doengas primariamente distintas e
concomitantes em pacientes com LES, sendo consideradas associacdes fortuitas. Por
definicdo, para serem consideradas primariamente decorrentes do LES, outras possiveis
causas necessitam ser cuidadosamente excluidas (Hanly, 2005; Hanly & Harrison,
2005; Postal, 2011). As manifestacbes NP secunddrias correspondem a
aproximadamente 40% das manifestacdes NP observadas em pacientes com LES

(Hanly, 2004).

1.4.1 Classificacdo

Desde as primeiras descricdes das manifestacdes NP (Daly, 1945; Clark &
Bailey, 1956; Dubois & Tuffanelli, 1964; Johnson & Richardson, 1968; Klippel &
Zvaifler, 1975; Sergent, 1975; Feinglass, 1976; Ellis & Verity, 1979; Kaell, 1986;
Pistiner, 1991) observou-se que muitas destas ndo eram contempladas pelos critérios
classificatorios originais descritos (Tan, 1982). A falta de padronizacdo fez surgir
diferentes critérios e defini¢cdes destas manifestacdes (Kassan & Lockshin, 1979; How,
1985; Singer & Denburg, 1990; West, 1994; Hanly, 1998) e assim, obteve-se resultados
diversos e de dificil comparacdo. Em 1999, o ACR elaborou um consenso para a
terminologia e definicdo das sindromes NP que ocorrem no LES (ACR, 1999), com a
participacdo de reumatologistas, neurologistas, psiquiatras, entre outros, e definiu 19
sindromes mais prevalentes (Tabela 1). Estes critérios foram posteriormente validados
apresentando uma sensibilidade de 91% e especificidade de 46% (Ainiala, 2001). A

baixa especificidade se deu devido a presenca de ansiedade, cefaléia, depressdo leve,

16



distirbio cognitivo leve e polineuropatia ndo confirmada por eletroneuromiografia
(Ainiala, 2001). Quando estas manifestacdes foram excluidas, observou-se uma

especificidade de 93% (Ainiala, 2001).

Tabela 1. Manifesta¢des neuropsiquiétricas no LES.

Manifesta¢oes do SNC Manifesta¢oes do SNP
Cefaléia Desordem autondmica
Convulsao Miastenia grave

Desordens de ansiedade Mononeuropatia

Desordens do humor Neuropatia craniana
Desordens de movimento Plexopatia

Disturbio cognitivo Polineuropatia

Doenga cerebrovascular Polirradiculopatia inflamatoria

desmielinizante aguda

Estado confusional agudo

Meningite asséptica

Mielopatia

Psicose

Sindromes desmielinizantes

1.4.2 Prevaléncia

O envolvimento do SNC no LES ¢ dificil de ser avaliado e pode se apresentar
focal ou difusamente (Figura 1), ndo existindo padrdo ouro para o seu diagndstico
(Carreno, 1999; Muscal, 2010; Postal, 2011; Hanly, 2011).

Estima-se uma prevaléncia de manifestacoes NP no LESJ entre 22% a
95% (Yancey, 1981; Steinlin, 1995; Loh, 2000; Sibbit, 2002; Olfat, 2004; Harel, 2006;

Yu, 2006; Brunner, 2007; Hiraki, 2008; Muscal, 2009; Muscal, 2010; Levy,
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2009). Estudos retrospectivos tém descrito uma prevaléncia de manifestacoes NP de
25% a 50% e as manifestacdes mais frequentemente descritas foram: convulsdo,
cefaléia, desordens de humor e distdrbio cognitivo (Yancey, 1981; Steinlin, 1995; Olfat,
2004; Harel, 2006; Yu, 2006; Muscal, 2009; Muscal, 2010; Levy, 2009). Em estudos
prospectivos observou-se uma prevaléncia de manifestacdes NP variando de 27% a
95%, sendo cefaléia, desordens de humor, distirbio cognitivo e convulsdo as
manifestacdes mais frequentemente observadas (Loh, 2000; Sibbit, 2002; Brunner,
2007; Hiraki, 2008; Muscal, 2009). Estudos prospectivos demonstraram uma presenca
mais elevada de ansiedade quando comparados com estudos retrospectivos (Sibbit,
2002).

Além das dificuldades encontradas para o diagndstico do envolvimento NP em
pacientes adultos, o diagndstico deste comprometimento em criangas apresenta uma
maior complexidade (Carreno, 1999; Muscal, 2010). A mudanca de comportamento
associada a idade, diferenca de potencial imunolégico, diferenca estrutural cerebral
associada ao desenvolvimento e a ndo existéncia de uma bateria de testes clinicos ou de
investigacdo neuropsicoldgica validados dificulta ainda mais a avaliacdo do

envolvimento do SNC no LESJ (Carreno, 1999; Muscal, 2010).

1.4.3 Fisiopatogenia

A fisiopatogenia das manifestacdes NP no LES ¢é multifatorial e envolve
a producdo de auto-anticorpos, citocinas pré-inflamatérias e aterosclerose (Hanly,
2001; Hanly & Harrison, 2005; Hanly, 2005; Postal, 2011). Estudos histopatolégicos
“post-mortem” no LES revelaram a presenca predominantemente de

microinfartos multifocais, atrofia cortical, isquemia, hemorragia e desmielinizagio,
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sendo vasculite raramente encontrada (Johnson & Richardson, 1968; Ellis & Verity,
1979; Devinsky, 1988; Hanly, 1992; Scolding, 2002; Arinuma, 2011).

Autoanticorpos dirigidos contra neurdnios, ribossomos ou proteinas fosfolipedes
tém sido associados com manifestacdes do SNC e podem ser produzidos no SNC ou
atravessarem a barreira hemato-encefalica (Devinsky, 1988; Karpiak, 1976; Costallat,
1990; DeGiorgio, 2001). Déficits de memoria, convulsdes e alteracdes neuroldgicas t€ém
sido atribuidos a anticorpos antineuronais em modelos animais (Kobiler, 1976; Morris,
1986). No LES, tem se mostrado aumentada a presenca de auto-anticorpos em pacientes
com manifestacdbes NP, embora nenhuma manifestacdo clinica ou especificidade
diagnéstica possa ser identificada (Hanly, 2005).

Os anticorpos anti-receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), NR2a e NR2b t€ém
sido observados em pacientes com manifestacdes NP (Figura 1). Embora anticorpos
anti-NR2 tém sido estudados em pacientes com LES, apenas anticorpos Anti-NR2 no
liquido cefalorraquidiano (LCR), e ndo no soro, estdao associados com manifestacdes NP
difusas no LES (Arinuma, 2008). Os anticorpos anti-receptores NMDA no LCR
acometem o SNC independente de eventos trombdéticos ou vasculite (DeGiorgio, 2001).
Estes anticorpos no LCR foram associados com manifestacdes NP em geral (Yoshio,
2006) e manifestacoes NP difusas (Arinuma, 2008); ji no soro, foram descritas
associacgoes com distirbio cognitivo (Omdal, 2005), depressdo (Omdal, 2005), défcit de
memoria recente e de aprendizado (Omdal, 2005), embora outros estudos nao
confirmem estes achados (Ganor, 2005; Steup-Beekman, 2007; Hanly, 2008; Kozora,
2010).

Anticorpos antifosfolipides estdo associados predominantemente com
manifestacdes focais no LES (Figura 1), como isquemia cerebral transitoria ou acidente

vascular cerebral. Porém foram descritas associacdes com outras manifestacdes como

19



convulsdo, coréia, mielite transversa, trombose venosa cerebral e distirbio cognitivo
(Love, 1990; Menon, 1999; Chapman, 1999; Afeltra, 2003; Appenzeller, 2005;
Zandman-Goddard, 2007).

Dois estudos investigaram o papel de anticorpos antiendoteliais (AECA) no
envolvimento do SNC no LES e encontraram maior prevaléncia e concentracdo destes
anticorpos em pacientes com manifestacdes NP (Song, 2000; Conti, 2004).

O papel dos anticorpos anti-P ribossomal e da proteina S100B no
comprometimento do SNC no LES sera descrito adiante (Figura 1).

Virios estudos analisaram o papel do processo inflamatério nas manifestagoes
do SNC no LES. Aumento de interleucinas (Hirohata, 1990; Jara, 1998; Trysberg,
2000), fator de necrose tumoral (Shiozawa, 1992) e metaloproteinase (Faber-Elmann,
2002; Ainiala, 2004) no LCR foram observados em pacientes com manifestagdes do
SNC e associados a presenca de manifestacdes clinicas especificas (leve pleocitose,
albumina intratecal, depressdo) e achados de ressonancia magnética (Trysberg, 2000;
Faber-Elmann, 2002). Um estudo multicéntrico retrospectivo recente demonstrou que
niveis elevados de interleucina 6 (IL-6) (Figura 1) no LCR pode ser ttil no diagndstico
de psicose primdria no LES, embora seja necessdrio a exclusido de processos infecciosos
e isquémicos (Hirohata, 2009).

Processos inflamatérios cronicos, fatores imunoldgicos (incluindo anticorpos
antifosfolipedes) (Ross, 1999; Harats, 1999; George, 2000), dislipoproteinemia (Borba,
1994; Borba, 2000), nefrite (Baigent, 1999) e tratamento com corticoesterdides (Bruce,
2000) sdo fatores de risco ndo tradicionais associados a aterosclerose no LES
(Jennekens, 2002). A aterosclerose ocorre em uma idade mais precoce e estd associada a

eventos cardiovasculares, como acidente vascular cerebral (Jennekens, 2002).
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Por isso os trés mecanismos auto-imunes primdrios (autoanticorpos, inflamacgao
e aterosclerose) envolvidos em manifestacdes do SNC de pacientes com LES parecem
ter uma via final comum: o envolvimento microvascular cerebral (Hanly, 2005; Hanly
& Harrison, 2005; Postal 2011; Hanly, 2011). Os estudos de neuroimagem enfatizam a
importancia do comprometimento da microvasculatura cerebral nas manifestacoes NP
do LES (Graham, 2003; Appenzeller, 2005; Appenzeller, 2008; Postal, 2011).

A exclusdo de pacientes com acometimento do SNC que nao decorrente do LES,
além da andlise de manifestagdes individuais podem fornecer uma populagdo clinica
mais homogénea favorecerendo a elucidacdo do mecanismo patoldgico envolvido
em manifestacdes do SNC no LES.

Figura 1. Patogénese do envolvimento do SNC no LES.

Exclusdo: Exclusdo:
Aterosclerose < Manlfesst;ga’o Focal Manifestagdo DifusaSNC | =———> InfecgGes
HAS Alteragdes
vasculopatia metabdlicas
Patologia: Patologia:
ACL IL-6
LA NR2
Anti-P
s100p

NEUROIMAGEM

1.5 Anticorpos anti-P ribossomal

Os anticorpos anti-P ribossomal sd@o autoanticorpos dirigidos contra um epitopo
comum de trés fosfoproteinas, denominadas PO (38kd), P1 (19kd) e P2 (17kd). Estas
fosfoproteinas podem ser encontradas no meio intracelular, fazendo parte do
componente 60S dos ribossomos de células eucarioticas (Elkon, 1985; Elkon, 1986). As
proteinas P também podem ser encontradas livres no citosol e, no caso da proteina PO,
na superficie da membraba celular (Koren, 1992; Koscec, 1997; Sun, 2001). Somente as
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formas livres das proteinas P e a PO encontrada na superficie da membrana celular estdo
associadas com a apresentacdo do epitopo aos anticorpos anti-P ribossomal. No entanto,
foi identificada uma proteina denominada p331, com peso molecular de 331kd e
localizada na superficie celular que mimetisa a proteina PO e que pode se ligar aos
anticorpos anti-P ribossomal (Reichlin, 2003). Também foi demonstrado que os
anticorpos anti-P ribossomal se ligam a antigenos em superficies neuronais com a
mesma sequéncia terminal dos antigenos da proteina P ribossomal (Matus, 2007). Estes
antigenos sdo encontrados em regides cerebrais especificas (Matus, 2007).

As proteinas P localizadas intracelularmente sdo normalmente inacessiveis aos
autoanticorpos circulantes. Entretanto, um estudo com hepatécitos em cultura
demonstrou que os anticorpos anti-P ribossomal podem, de alguma forma, penetrar em
células vivas e provocar efeitos deletérios (Koscec, 1997). Desta forma, os anticorpos
anti-P ribossomal teriam um potencial deletério generalizado podendo acarretar em
disfuncdo de vdrios tipos celulares (Reichlin, 2003; Reichlin, 2006).

Uma vez ligados a membrana celular os anticorpos anti-P ribossomal promovem
a ativacdo da caspase-3 e o aumento de influxo de célcio que leva a apoptose celular
(Mahler, 2003; Matus, 2007).

O primeiro estudo a respeito dos anticorpos anti-P ribossomal data de 1967,
quando Schur e colaboradores descreveram precipitagdes de anticorpos em ribossomos
em pacientes com LES (Schur, 1967). Nefrite foi observada em todos os 11 pacientes
com anticorpos antiribossomal neste estudo, e 7 dos 11 pacientes faleceram durante os
primeiros 2 anos de seguimento (Schur, 1967). Posteriormente estas precipitagdes de
anticorpos em ribossomos foram identificadas como sendo anticorpos anti-P ribossomal

(Meroni, 1984).
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A primeira descricdo de associacdo entre a presenca dos anticorpos anti-P
ribossomal e manifestagdes NP no LES foi realizada por Bonfa e colaboradores (Bonfa,
1986). Neste estudo foi demonstrada uma associagdo entre os anticorpos anti-P
ribossomal e a presenca de psicose (Bonfa, 1986). Posteriormente, Bonfa e
colaboradores, além de confirmarem a associagdo entre a presenca de anticorpos anti-P
ribossomal e psicose, observaram que os niveis de anticorpos anti-P ribossomal
aumentaram de 5 a 30 vezes durante a fase ativa de psicose (Bonfa, 1987). Esta
associacdo entre anticorpos anti-P ribossomal e psicose foi confirmada em outras
coortes (Nojima, 1992; Press, 1996; Chan, 1998; Isshi, 1998; Kao, 1999; Tzioufas,
2000; Mahler, 2006; Hirohata, 2007; Shoenfeld, 2007; Abdel-Nasser, 2008; Hanly,
2008; Briani, 2009; Olesinska, 2010; Hanly, 2011), porém vérios outros autores nao
confirmaram esta associacao (Derksen, 1990; Teh, 1992; Van Dam, 1991; Gerli, 2002;
Conti, 2004; Nery, 2007; Fragoso-Loyo, 2008; Haddouk, 2009; Mahler, 2010). Esta
discrepancia pode ser devido a diferentes métodos de dosagem dos anticorpos anti-P
ribossomal, diferentes etnias estudadas, atividade da doenca, tempo entre a
manifestacdo clinica e a dosagem do anticorpo e diferentes defini¢des utilizadas para
diagnéstico de manifestacdes NP (Eber, 2005). Estudos multicéntricos observaram a
associacdo entre os anticorpos anti-P ribossomal e manifestacdes NP focais e difusas,
incluindo psicose (Mabhler, 2006, Hanly, 2008; Hanly, 2011).

Também foi descrito a associacdo entre os anticorpos anti-P ribossomal e a
presenca de transtornos do humor (depressd@o) (Schneebaum, 1991; Kao, 1999;
Shoenfeld, 2007; Abdel-Nasser, 2008;), porém ndo confirmado em outros estudos
(Conti, 2004; Nery, 2007; Fragoso-Loyo, 2008). Até o presente momento nao foi
observado uma associacdo entre a presenga de anticorpos anti-P ribossomal e ansiedade

(Nery, 2007).
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Outras manifestacdes NP t€m sido associadas a presenca dos anticorpos anti-P
ribossomal, como convulsdo (Chan, 1998; Tzioufas, 2000) e manifestacdes NP difusas
em geral (Tzioufas, 2000; Hirohata, 2007; Hanly, 2008).

O potencial  patogénico dos  anticorpos anti-P ribossomal no  SNC foi
estudado através da injecdo intraventricular destes anticorpos em camundongos (Katzav,
2007). Os animais desenvolveram comportamento depressivo, no entanto, este
comportamento ndo  esteve acompanhado de distirbios motores, cognitivos ou
déficits de coordenagdo (Katzav, 2007). A andlise histolégica do cérebro destes
animais demonstrou a presenca de anticorpos anti-P ribossomal nos neurdnios do
hipocampo, das camadas neocorticais I, V e VI, da amigdala, do cértex cingulado e do
cortex piriforme (Katzav, 2007). Estas regidoes fazem parte do sistema limbico e estdo
associadas com o humor (distirbios de humor) (Strous, 2006; Katzav, 2007), e sugerem
que os anticorpos anti-P ribossomal podem estar associados auma ampla gama
de disfuncdes do  SNC (Moscavitch, 2009). O papel direto dos anticorpos anti-
P ribossomal na indugdo da depressdo foi reforcado pela reversdao dos efeitos apds a
administracao de anticorpos monoclonais especificos anti-idiotipicos e
terapia antidepressiva de longo prazo (Blank, 2007).

Os anticorpos anti-P ribossomal sdo detectados predominantemente em
pacientes durante a atividade da doenca (Bonfa, 1987; Sato, 1991; Chindalore, 1998;
Reichlin, 1999; Frampton, 2000; Tzioufas, 2000; Sugisaki, 2002; Ersvaer, 2004;
Agmon-Levin, 2009; Haddouk, 2009; Hanly, 2010; Olesinska, 2010; Quintana, 2010;
Mahler, 2010), flutuando ao longo da doenca (Bonfa, 1987; Press, 1996; Chindalore,
1998, Reichlin, 1999; Frampton, 2000; Sugisaki, 2002; Agmon-Levin, 2009; Mahler,

2010).
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A associacdo de anticorpos anti-P ribossomal com outras manifestacdes
sist€émicas também foi descrita (Hulsey, 1995; Isenberg, 1997; Chindalore, 1998;
Reichlin, 1999; Frampton, 2000; Gerli, 2002; Hoffman, 2004; Ohira, 2004; Mabhler,
2006; Nascimento, 2006; Hoffman, 2009; Briani, 2009; Haddouk, 2009; Miljic, 2009;
Macedo, 2010; Quintana, 2010; Shinjo, 2010; Olesinska, 2010; Mabhler, 2010).

Virios trabalhos estudaram a associacdo entre a presenga dos anticorpos anti-P
ribossomal e hepatite autoimune (Hulsey, 1995; Yoshio, 1998; Massardo, 2002; Ohira,
2004). Em células de cultura foi demonstrado que os anticorpos anti-P ribossomal
envolvem e penetram nas células HepG2 vivas interferindo com a sintese de proteinas
intracelulares (Koscec, 1997). O envolvimento e a penetracdo dos anticorpos anti-P
ribossomal € propriedade do fragmento F(abl),, ndo dependendo dos fragmentos Fc ou
de seus receptores cognatos (Koscec, 1997).

A presenca de anticorpos anti-P ribossomal foi associada com a presenca de
nefrite no LES (Chindalore, 1998; Reichlin, 1999; Nascimento, 2006; Mahler, 2006;
Olesinska, 2010; Quintana, 2010), especificamente a nefrite membranosa (Nascimento,
2006). Também foi observado um curso mais brando da nefrite na presenca do
anticorpo anti-P ribossomal, com menor perda de funcio renal e maior sobrevida renal
(Macedo, 2010).

Outra associacdo descrita refere-se aos anticorpos anti-P ribossomal e anti-
dsDNA (Hulsey, 1995; Sun, 1995; Chindalore, 1998; Reichlin, 1998; Reichlin, 1999;
Takeda, 1999; Tzioufas, 2000; Caponi, 2002; Frampton, 2000; Nascimento, 2006;
Olesisnka, 2010; Quintana, 2010). Um dado que sugere um papel imunopatogénico para
os anticorpos anti-P ribossomal € a sua semelhanca ao anti-dsDNA. Ambos envolvem e

penetram em células de cultura e depositam-se no sitio de dano celular (Reichlin, 1998).
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Também foi observado a associagdo entre a presenca de anticorpos anti-P
ribossomal e linfopenia (Hoffman, 2004; Garcia-Valladares, 2006), alopecia (Hoffman,
2004), anemia hemolitica (Hoffman, 2004), artrite (Isenberg, 1997; Haddouk, 2009),
hipocomplementemia (Tzioufas, 2000; Olesinska, 2010; Mahler, 2010), anticorpos
antifosfolipedes (Ghirardello, 2000; Tzioufas, 2000; Gerli, 2002; Haddouk, 2009;
Briani, 2009), anticorpos anti-endotelio (Frampton, 2000), rash malar (Gerli, 2002;
Mabhler, 2006; Olesinska, 2010), rash discoide (Gerli, 2002), fotossensibilidade (Gerli,
2002), anti-U1-RNP (Reichlin, 1999), anti-Sm (Reichlin, 1999), vasculite (Shinjo,
2010) e inversamente associados a serosite (Mahler, 2006). Em um tnico caso descrito,
foi observada a associagcdo de anticorpos anti-P ribossomal com linfoma ndo-Hodgkin
(Miljic, 2009).

Os anticorpos anti-P ribossomal sdo mais frequentemente observados em
pacientes com o inicio da doenca em idade mais jovem (Reichlin, 1999; Gerli, 2002;
Abdel-Nasser, 2008; Briani, 2009; Hoffman, 2009; Mahler, 2010), porém existem
apenas dois estudos que compararam a prevaléncia de anticorpos anti-P ribossomal no
LESJ e no LES de inicio na idade adulta (Reichlin, 1999; Hoffman, 2009). Estes
estudos demonstraram maior freqiiéncia de anticorpos anti-P ribossomal no LESJ
(Reichlin, 1999; Hoffman, 2009).

Os anticorpos anti-P ribossomal ndo sdo exclusivos no LES, podendo ser
observados também em pacientes com esclerose sist€émica, sindrome de Sjogren e
dermatomiosite (Muro, 2009). Em individuos saudaveis também tem sido observada a
presenca de anticorpos anti-P ribossomal (Press, 1996; Agmon-Levin, 2009;
Moscavitch, 2009). Estudos purificaram soro de individuos sauddveis e os dados
obtidos sugerem que os anticorpos anti-P ribossomal estdo presentes de forma

mascarada na populacao saudavel (Stafford, 1995; Anderson, 1998; Pan, 1998).
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1.6 Proteina S100p

A proteina S100p ¢é uma proteina glial de baixo peso molecular
(aproximadamente 10kDa) que pertence a uma familia multigénica de proteinas
(proteinas S100) que se ligam ao calcio (Moore, 1965; Allore, 1990; Bianchi, 1993;
Nowotny, 2003; Steiner, 2007). Varias combina¢des de subunidades (a e ) fazem parte
da familia de proteinas S100, as quais divergem entre formatos heterodimeros e
homodimeros. A proteina S100B que compreende as formas B-B e a-f, é altamente
especifica para tecido nervoso e € encontrada em abundancia no compartimento da
astroglia cerebral (Donato R, 2001). A proteina S100p € liberada no LCR devido a dano
estrutural as células neuronais por hipdxia e/ou privacdo de glicose (Gerlach, 2006).
Apo6s perda da integridade da barreira hemato-encefdlica a proteina S100p passa para a
circulacdo sist€émica e pode ser encontrada no soro (Gerlach, 2006). A concentracdo de
proteina S1008 € 40 vezes maior no LCR do que no soro (Donato, 2001). Em
concentracdes nanomolares, a proteina S100p € trofica aos neurdnios e tem um papel de
reparo, mas em concentracdes micromolares estd associada a inflamagdo e apoptose
neuronal (Van Eldik, 2003).

A proteina S100B € considerada um bom biomarcador para identificar dano
cerebral, j4 que ndo € afetada por hemdlise e € liberada no soro até 24 horas apds a lesdao
neuronal (Kanner, 2003; Jauch, 2006).

Estudos tém demonstrado elevadas concentragdes da proteina S100B no soro
ap6s acidente vascular cerebral (Persson, 1987; Abraha, 1997; Buttner, 1961; Elting,
2000; Wunderlich, 2004; Jauch, 2006; Foerch, 2003; Foerch, 2005), porém é pouco
especifica, uma vez que aumentos ocorrem nha presenga de neoplasias e apds traumas

cerebrais, entre outros (Donato, 2001).
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No LES com manifestacdes NP foram demonstrados niveis séricos elevados da
proteina S100B quando comparados a pacientes sem manifestacdes NP (Schenatto,
2006; Yang, 2008), independente da presenca de atividade da doenca (Portela, 2002).
Os resultados também sugerem que os niveis elevados da proteina S100f podem ser
tteis para o diagnostico de manifestacdes NP, particularmente nas formas agudas no
LES (Portela, 2002; Schenatto, 2006; Yang, 2008). Na evolucdo, apds tratamento
adequado, observou-se queda dos niveis de proteina S100p tanto no LCR como no soro
(Yang, 2008, Fragoso-Loyo, 2010). Em estudo publicado em 2010, Fragoso-Loyo e
colaboradores ndo observaram associa¢do entre niveis elevados de proteina S100B e
manifestacdoes NP no LES, porém incluiram somente pacientes que necessitaram
internacdo e ndo avaliaram a presenca de manifestacbes NP de forma sistemadtica

(Fragoso-Loyo, 2010).

28



2. JUSTIFICATIVA

Existem poucos estudos de prevaléncia dos anticorpos anti-P ribossomal no
LESJ e nao hd estudos com a proteina S100B nesta doenca. A maior freqii€ncia de
manifestacdes neuropsiquidtricas no LESJ justifica o estudo dos anticorpos anti-P
ribossomal e da proteina S100B nesta doenca, além do fato de que a proteina S1003

indica a presenca de lesdo neuronal causada por anticorpos anti-P ribossomal.
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3. HIPOTESES

Os anticorpos anti-P ribossomal e a proteina S100B sdo mais prevalentes em

pacientes com LESJ em relac@o aos familiares e controles.

Os anticorpos anti-P ribossomal sd@o mais prevalentes nos familiares em relacao

aos controles.

Os anticorpos anti-P ribossomal e a proteina S100p podem determinar subgrupos
de pacientes, de acordo com as manifestacdes clinicas, laboratoriais e especialmente,

neuropsiquidtricas.

30



4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

4.1.1

Determinar a prevaléncia e importancia clinica dos anticorpos

anti-P ribossomal e da proteina S100B no LESJ.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1

422

4.2.3

424

Avaliar a prevaléncia dos anticorpos anti-P ribossomal em:
- Pacientes com LES]J
- Familiares em 1° grau

- Individuos saudaveis

Determinar a associagd@o entre anticorpos anti-P ribossomal e:
- Manifestacdes clinicas/laboratoriais

- Manifestacdes neuropsiquiatricas

Avaliar os niveis da proteina S100 em:
- Pacientes com LESJ

- Individuos saudaveis

Determinar a associacao entre a proteina S1003 com:

- Manifestacdes clinicas/laboratoriais

- Manifestacdes neuropsiquiatricas
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5. Materiais e Métodos

5.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo transversal com grupo controle.

5.2 Selecao de individuos participantes do estudo
5.2.1 Pacientes

Foram selecionados pacientes com diagnéstico de LES (Hochberg, 1997),
seguidos no Ambulatério de Reumatologia Pedidtrica entre novembro de 2009 e
dezembro de 2010.
Critérios de inclusdo

1. Apresentar quatro ou mais critérios classificatérios propostos pelo ACR
(Hochberg, 1997).

2. Ter inicio da doenca antes dos 16 anos de idade.
Critérios de exclusdo

1. Pacientes que ndo apresentaram diagndstico de LES definitivo.

2. Pacientes que ndo concordaram em participar da pesquisa.

5.2.2 Familiares

Para o estudo dos anticorpos anti-P ribossomal foi também incluido um grupo
controle composto por familiares.
Critério de inclusdo

1. Parentesco em 1° grau com os pacientes.
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Critérios de exclusdo
1. Historico pessoal de doencas cronicas
2. Historico pessoal de doengas reuméticas.

3. Nao concordaram em participar da pesquisa.

5.2.3 Controles
O grupo controle foi composto por voluntdrios sadios sem histérico de doenga
cronica, pareados por idade e sexo com 0s pacientes.
Critério de inclusdo
1. Idade e sexo similar dos pacientes.
Critérios de exclusdo
1. Historico pessoal e/ou familiar de doengas cronicas.
2. Histdrico pessoal e/ou familiar de doencas reumaticas.

3. Nao concordaram em participar da pesquisa.

5.3 Termo de consentimento
Todos os participantes (ou seus responsaveis) incluidos neste estudo assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CEP/FCM), constante do projeto N° 697/2009.

5.4 Caracteristics demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com LES]J
5.4.1 Caracteristicas demogrdficas

As caracteristicas demograficas analisadas neste estudo foram idade de inicio da
doenca [definida como a idade (anos) na qual os primeiros sintomas relacionados ao

LES foram observados], idade ao diagndstico [definida como a idade (anos) em que o
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paciente apresentou quatro ou mais critérios classificatérios para LES] (Hochberg,
1997) e tempo de acompanhamento [definido como tempo (anos) decorrido entre o

diagnéstico e a inclusdo no estudo].

5.4.2 Caracteristicas clinicas, neuropsiquidtricas, laboratoriais, avaliacdo da
atividade e do dano da doenca e tratamento
5.4.2.1 Caracteristicas clinicas

As caracteristicas clinicas foram avaliadas na data da inclusdo no estudo.

Foram analisadas as seguintes manifestacdes clinicas: presenca de adinamia;
emagrecimento (> 4 kg); febre (>37,8° C); artrite (ndo erosiva em duas ou mais
articulacdes periféricas, vista pelo médico); necrose asséptica (documentada por
radiografia simples, cintilografia ou ressonancia magnética); deformidades articulares
(geralmente redutiveis, vistas pelo médico); eritema malar (eritema fixo sobre as
eminéncias malares e/ou pregas naso-labiais); lesdes discdides (placas eritematosas com
descamagdo podendo ocorrer atrofia nas lesdes antigas); alopécia; tlcera oral e/ou nasal
(ulceracao oral e/ou em nasofaringe, geralmente dolorosa, observadas por médico);
fotossensibilidade (“rash” cutaneo resultado da exposi¢do a luz solar, relatado na
historia clinica ou observada por médico); nefrite [definida pela presenca de proteinuria
maior que 0,5 g/l em 24 horas, presenca de sedimento urindrio ativo (hematuria
dismorfica, leucocitiria na auséncia de infeccdo urindria e/ou cilindros hematicos) ou
alteracoes histopatoldgicas quando compativeis com nefrite ldpica, segundo critérios da
Organizacdo Mundial de Saude] (Weening, 2004); HAS (niveis pressoricos maiores que
recomendados para a idade); sindrome nefrética (proteintria maior que 3 g/l em 24
horas); serosite (presenca de pleurite, pericardite ou ambas documentada no exame

clinico e por imagem); outras manifestacdes pulmonares como hipertensdo pulmonar,

34



pneumonite e hemorragia pulmonar; outras manifestacdes cardiacas como miocardite,
endocardite propria do LES e infarto do miocardio; miopatia (revelada por fraqueza
muscular, alteracdes enzimdticas, alteracdes da bidpsia muscular e /ou da
eletromiografia).

Foi também considerado o envolvimento intestinal, hepatico, e do sistema
reticulo-endotelial, presenca de tromboembolismo pulmonar, alteragdes oculares e a

presenca do fendmeno de Raynaud.

5.4.2.2 Avaliacdo neuropsiquidtrica

As manifestagdes neuropsiquidtricas foram analisadas segundo as defini¢des do
ACR (ACR, 1999) e divididas em presente ou ausente na data de inclusdo do estudo.

Todos os participantes da pesquisa foram submetidos a testes neuropsicolégicos
realizados por psicologos habilitados. Individuos com 16 anos de idade ou menos foram
avaliados pelo Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC-III) (Weschler, 1991;
Alchieri, 2003). Individuos com mais de 16 anos de idade foram avaliados pelo
Wechsler Adult Intelligence Scale (WAIS-III) (Weschler, 1997; Alchieri, 2003). A
Figura Complexa de Rey (Figura A) foi aplicada a todos os participantes
independentemente da faixa etdria (Machulda, 2007; Knight, 2003; Alchieri, 2003).

Os resultados individuais dos testes cognitivos foram comparados com dados
normativos obtidos do grupo controle (Mikdashi, 2007). Individuos com testes com
desvio padrao < -2 foram considerados alterados. A gravidade do distirbio cognitivo
foi classificada como leve na presenca de déficit em até 3 dimensdes, como moderada
na presenca de déficit em 3-4 dimensdes e como severa na presenca de déficit em 5 ou

mais dimensdes (Mikdashi, 2007).
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O Inventirio de Ansiedade de Beck (BAI) (Beck, 1988; Cunha, 2001) foi
aplicado a todos os individuos participantes da pesquisa no dia da inclusdo do estudo. O
Inventério de Depressdao de Beck (BDI) (Beck, 1961; Cunha, 2001) foi aplicado para
individuos com 16 ou mais anos de idade. Para individuos com menos de 16 anos de
idade foi aplicado o Inventério de Depressdo de Criancas (CDI) (Kovacs, 1985; Cunha,
2001).

Estas escalas consistem em 21 itens, cada um descrevendo um sintoma comum
de ansiedade/depressdo. Foram excluidas causas secunddrias para garantir que os
sintomas de ansiedade e depressdo fossem primdrios ao LES. O participante ranqueou o
quanto ele ou ela tem sido incomodado por cada sintoma no tltimo més em uma escala
variando de 0 a 3. Os itens foram somados. A pontuagdo total pode variar de 0 a 63
pontos. Os limiares utilizados para o BDI e CDI foram: 0 a 13 sem depressdo ou
depressao minima; de 14 a 19 depressao leve; de 20 a 28 depressdao moderada; e de 29 a
63 depressdo grave (Beck, 1961; Kovacs, 1985; Cunha, 2001). Para o BAI, os limiares
utilizados foram: de 0 a 7 sem ansiedade ou nivel minimo de ansiedade; de 8 a 15
ansiedade leve; de 16 a 25 ansiedade moderada; e de 26 a 63 ansiedade grave (Beck,

1961; Beck, 1988; Cunha, 2001; Lindsay, 2007).

5.4.2.3 Caracteristicas laboratoriais

As caracteristicas laboratoriais foram avaliadas na data da inclusao no estudo.

O Fator Antinuclear (FAN) foi determinado por imunofluorescéncia indireta
utilizando a linhagem celular humana HEp-2 como substrato (VIRGO® ANA/Hep-2
IgG), e considerado como positivo se maior que 1:40. Anticorpos anti-dsSDNA foram
determinados por imunofluorescéncia indireta utilizando Crythidia luciliae como

substrato (VIRGO® Anti-nDNA IgG) e considerado positivo se maior que 1:10.
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Anticorpos contra antigenos extraidos do nicleo (ENA), incluindo Ro (SSA), La (SSB)
e Sm foram detectados por um método padronizado de ELISA (ORG 506 ENAscreen-
ORGENTEC Diagnostika GmbH) e considerados positivos se >1. Anticorpos
anticardiolipina (aCL) dos isotipos IgG e IgM foram dosados por técnica de ELISA
(Harris, 1987). O anticoagulante lipico (LA) foi detectado por ensaios de coagulacdo
em plasma livre de plaquetas obtido por dupla centrifugacdo, seguindo as
recomendacdes do subcomité em LA do Comité Cientifico de Padronizacdo da

Sociedade Internacional de Trombose e Homeostase (Brandt, 1995).

5.4.2.4 Atividade da doenca

A atividade da doenca foi avaliada pelo Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index (SLEDAI) (Bombardier, 1992) na data de inclusdo do estudo. O SLEDAI
consiste em 24 itens e a pontuacdo pode variar de 0 a 105 pontos. O LES foi

considerado ativo se a pontuacao foi maior ou igual a 3 (Yee, 2011).

5.4.2.5 Dano cumulativo da doen¢a

O dano cumulativo da doenga foi avaliado pelo Systemic Lupus International
Collaborating  Clinics/American College of Rheumatology — Damage Index
(SLICC/ACR-DI; SDI) (Gladman, 1997) na data de inclusiao do estudo. O SDI consiste
em 38 itens e a pontuacdo pode variar de 0 a 47 pontos. Foi considerada a presenca de

dano se a pontuacao apresentou-se igual ou maior que 1.

5.4.2.6 Tratamento
Para avaliar se a presenca dos anticorpos anti-P ribossomal e os niveis da

proteina S100B sdo influenciados pela medicacio em uso, foram analisadas as
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medicacdes na data da inclusdo do estudo. As medicagdes consideradas foram
prednisona (presenca ou auséncia e dose didria), hidroxicloroquina (presenca ou
auséncia e dose didria) e outras drogas imunossupressoras [azatioprina, ciclofosfamida,
ciclosporina, metotrexato e micofenolato sdédico ou mofetil (presenca ou auséncia e dose

diaria)].

5.5 Investigaciao laboratorial

Foram coletados 10 ml de sangue periférico de cada participante da pesquisa na
data da inclusdo do estudo. Estas amostras permaneceram 30 minutos em temperatura
ambiente até coagular, sendo em seguida centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos.
Apo6s centrifugacdo, o soro foi imediatamente separado do precipitado de células
vermelhas e aliquotado em tubos de Eppendorf, que foram armazenados em freezer -80°

C para posterior andlise por técnica de ELISA.

5.5.1 Técnica de ELISA
ELISA é um teste imunoenzimético que permite a detec¢do de anticorpos
especificos no plasma sanguineo. O método utilizado para realizar o teste se baseia na

interacdo anticorpo-antigeno.

5.5.1.1 Lavagem e incubagdo

Primeiramente todos os reagentes e amostras foram homogeneizados em
temperatura ambiente (20-26°C). A solucdo de lavagem Horseradish Peroxidase (HRP)
foi diluida em 1:40, adicionando o conteudo do frasco de solugdo de lavagem HRP a
975ml de agua destilada ou deionizada. A amostra de cada paciente foi diluida em
1:100, misturando 5 microlitros de amostra para 500 microlitros do diluente das

amostras HRP.
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N

Foram adicionados a placa 100 microlitros de Positivo Baixo, Positivo Alto,
Controle Negativo ELISA pré-diluidos, e as amostras diluidas aos respectivos
micropocos da placa. Em seguida, a placa foi incubada durante 30 minutos em
temperatura ambiente, em uma superficie nivelada.

Para a lavagem, os contetidos de cada cavidade foram aspirados completamente
e adicionados 200-300 microlitros de solucdo de lavagem HRP a todos os pocgos,
seguida por uma nova aspiracdo. Este procedimento foi repetido mais duas vezes,
totalizando um total de trés lavagens. Depois da tdltima lavagem, a placa foi invertida e
colocada sobre um papel absorvente para retirar qualquer liquido residual. Apds, foram
adicionados 100 microlitros do conjugado IgG HRP em cada micropoco da placa
permanecendo incubada por 30 min. A lavagem se repetiu depois da incubagdo e 100
microlitos do Cromégeno tetrametilbenzina (TMB) foi adicionado em cada micropogo.
A placa foi incubada por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente.

Ao término da incubag¢do foram adicionados 100 microlitros de solu¢do de
parada HRP em cada micropoco.

A leitura de absorbancia (DO) de cada pogo foi feita a 450nm em até 1 hora apds

a ultima incubacio.

5.5.1.2 Controle de qualidade

O Positivo Baixo ELISA, Positivo Alto ELISA e o Controle Negativo ELISA
pré-diluidos foram introduzidos em todos os ensaios, servindo de padrdo para andlise
das DO.

Para que os resultados dos testes realizados fossem considerados vélidos, todos

os critérios listados abaixo deveriam ser cumpridos:
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1. A absorbancia do Positivo Alto ELISA pré-diluido teve que ser maior que a
absorbancia do Positivo Baixo ELISA pré-diluido, que por sua vez teve que
ser maior que a absorbancia do Controle Negativo ELISA.

2. O Positivo Alto ELISA pré-diluido para os diferentes anticorpos pesquisados
teve que apresentar uma absorbancia maior que 1,0, enquanto que a
absorbancia do Controle Negativo ELISA nao poderia ultrapassar 0,2.

3. O Positivo Baixo ELISA deveria ter absorbancia duas vezes maior que o

Controle Negativo ELISA e/ou ter oscilado entre 0,25 e 0,6 unidades de DO.

O Controle Negativo ELISA e o Positivo Alto ELISA serviram para monitorar

falhas substanciais nos reagentes.

5.6 Analise Estatistica

Para as varidveis categoricas, as diferentes freqii€ncias foram analisadas pelo
teste de Qui-Quadrado. A correcdo de Yates e o teste exato de Fischer foram utilizados
quando necessario.

As varidveis numéricas foram avaliadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para
determinar a normalidade. Para varidveis de distribuicao normal foi utilizado o teste T.
Para as varidveis ndo-normais foram utilizados o teste de Kruskal-Wallis (seguido do
teste de Dunn) e teste Mann-Whitney.

Resultados foram considerados estatiscamente significativos se o valor de

p<0,05.
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6. Resultados

6.1 Capitulo 1: Prevaléncia e importancia clinica dos anticorpos anti-P ribossomal
no LESJ.
6.1.1 Dados demogridficos

Foram incluidos 50 pacientes consecutivos com LESJ (47 [94,3%] mulheres)
com média de idade de 16,82 anos [Desvio padrao (DP) + 3,46 anos; variacdo 10-20
anos]. O tempo médio de doenca foi de 4,23 anos (DP % 6,28; variacdo 0-11 anos).
Foram incluidos 35 (31 [88,57%] mulheres) familiares de primeiro grau com media de
idade de 38,73 anos [DP + 3,89 anos; variacdo 15-48 anos]. O grupo controle foi
composto por 20 (18 [90%] mulheres) individuos sauddveis com média de idade de 18,3
anos (DP £ 4,97 anos; variacdo 12-26 anos). Os pacientes e controles foram pareados
por idade e sexo. Familiares de primeiro grau eram significativamente mais velhos

conforme esperado (p<0,05).

6.1.2 Caracteristicas clinicas, laboratoriais e tratamento

A média de idade no inicio da doenca foi de 12,17 anos (DP =+ 3,09; variagado 4-
15 anos) (Tabela 2). No inicio do estudo, 24 (48%) pacientes com LESJ apresentavam
doenca ativa com pontua¢do média de SLEDAI de 8,37 (DP + 3,80, variacdo 4-18). Os
demais 26 (52%) pacientes estavam em remissdo com pontuag¢do média de SLEDAI de
0,39 (DP +£ 0,80, variacao 0-2). O dano cumulativo da doenca (SDI>1) foi observado em
15 (30%) pacientes. As manifestacdes clinicas e laboratoriais estdo resumidas nas

tabelas 3 e 4.
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Tabela 2. LESJ: Dados demogréficos de acordo com a presenga do anticorpo anti-P

ribossomal.

Dados Demograficos Anti-P+ Anti-P —
N=13 N=37
Idade de inicio da doenga (média + desvio padrao) 13,1 2,7) 12,1 (2,8)
Idade na data da coleta (média + desvio padrdo) 17,2 (4,8) 17,7 (3,4)
Tempo de doenga (média + desvio padrao) 4,7 (3,9) 2,5(2,3)
Relagdao mulher/homem 12/1 3572

Tabela 3. LESJ: Manifestacdes clinicas, atividade da doenca e dano cumulativo de

acordo com a presenga do anticorpo anti-P ribossomal.

Variaveis Anti-P+ Anti-P —
N=13 N=37

Manifestacoes Clinicas
Artrite 2 (15,4%) 2 (5,4%)
Alopécia 1 (7,7%) 2 (5,4%)
Rash Malar 2 (15,4%) 2 (5,4%)
Nefrite 2 (15,4%) 10 (27,0%)
Serosite 2 (15,4%) 1 (2,7%)
Vasculite 1(.7%) 2 (5:4%)

SLEDAI >3 7 (53,8%) 17 (45,9%)
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SDI>1

6 (46,2%)

9 (24,3%)

Tabela 4. LESJ: Manifesta¢des laboratoriais de acordo com a presenca do anticorpo

anti-P ribossomal.

Manifestacoes Laboratoriais Anti-P+ Anti-P —
N=13 N=37

Anticardiolipina ou LA 7 (53,8%) 24 (64,9%)
Anti-Sm 4 (30,8%) 9 (24,3%)
Anti-SSA/Ro 3 (23,0%) 13 (35,1%)
Anti-DNA 2 (15,4%) 4 (10,8%)
Leucopenia 1(7,7%) 1(2,7%)
Plaquetopenia 1(7,7%) 1(2,7%)

As manifestacdes neuropsiquidtricas foram observadas em 30 (60%) dos
pacientes. Vinte e sete (54%) pacientes apresentaram distirbio cognitivo, 3 (6%)
cefaléia, 1 (2%) crise convulsiva e 1 (2%) disturbios de movimentos (coréia). Depressao
foi diagnosticada em 7 (14,6%) pacientes € em nenhum dos familiares de primeiro grau
ou controle. Depressdo leve foi identificada em 5 dos 7 pacientes e depressdo
moderada/severa em 2 dos 7 pacientes com depressdo. Ansiedade foi observada em 17
(34%) dos pacientes, em nenhum dos familiares e em 8 controles. Ansiedade leve foi
identificada em 9 de 17 pacientes e ansiedade moderada/severa em 8 de 17 pacientes

com ansiedade (Tabela 5).

43




Tabela 5. LESJ: Manifestacdes neuropsiquidtricas de acordo com a presenca do

anticorpo anti-P ribossomal.

Manifestacoes Neuropsiquiatricas Anti-P+ Anti-P —
N=13 N=37

Ansiedade 10 (76,9%)* 7 (18,9%)
Distdrbio Cognitivo 6 (66,7%) 21 (58,3%)
Depressao 3(23,1%) 4 (10,8%)
Convulsao 1(7,7%) 0

Coréia 1 (7,7%) 0

Psicose 0 0

*p<0,05

Na inclusdo do estudo, 7 (14%) pacientes ndo estavam em uso de qualquer
medicacdo imunossupressora. Quarenta e trés (86%) pacientes estavam em uso de
prednisona, 34 (68%) em uso de hidroxicloroquina e 24 (48%) em uso de outras drogas

imunossupressoras (Tabela 6).

44




Tabela 6. LESJ: Imunossupressores em uso de acordo com a presenga do anticorpo

anti-P ribossomal.

Imunossupressores Anti-P+ Anti-P —
N=13 N=37
Sem medicagdo 1(7,7%) 6 (16,2%)
Prednisona 10 (76,9%) 33 (89,2%)
Hidroxicloroquina 7 (53,8%) 27 (72,9%
Outras drogas imunosupressoras 5 (38,5%) 21 (56,7%)
Azatioprina 3(23,0%) 14 (37,8%)
Ciclofosfamida 0 0
Ciclosporina 0 3(8,1%)
Metotrexato 0 1(2,7%)
Micofenolato (mofetil ou sédico) 2 (15,4%) 3(8,1%)

6.1.3 Prevaléncia e relevancia clinica dos anticorpos anti-P ribossomal

Os anticorpos anti-P ribossomal foram observados em 13 (26%) pacientes e em

nenhum familiar ou controle.

Os anticorpos anti-P ribossomal foram mais frequentemente observados em

pacientes com ansiedade (p=0.002). Nenhuma outra caracteristica clinica, laboratorial,

ou de tratamento foi associada com a presenca de anticorpos anti-P ribossomal.
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6.2 Capitulo 2: Niveis elevados de S100p estao associados com a presenca de
distarbio cognitivo no LES]J.
6.2.1 Dados demogridficos

Foram incluidos 42 pacientes consecutivos com LESJ (40 [95,2%] mulheres)
com média de idade de 16,56 anos (DP * 3,68 anos; variacdo 9-29 anos). Dos 50
pacientes incluidos no estudo inicial da tese, 8 foram excluidos devido a problemas com
a placa de ELISA na dosagem da proteina S100B. O tempo médio de doenga foi de 4,18
anos (DP % 3,6 anos; variacdao 0-12 anos). O grupo controle foi composto por 20 (16
[80%] mulheres) individuos saudaveis com média de idade de 19,9 anos (DP + 5,31

anos; variagdo 6-30 anos). Os pacientes e controles foram pareados por idade e sexo.

6.2.2 Caracteristicas clinicas, laboratoriais e de tratamento

A média de idade dos pacientes no inicio da doenga foi de 12,1 (DP=3,36 anos;
variacdo 4-16 anos). No inicio do estudo, 18 (42,85%) dos pacientes com LESJ
apresentavam doenca ativa com pontuacdo média de SLEDAI de 9,1 (DP + 3,73,
variacdo 4-18). Os demais 23 (54,77%) pacientes estavam em remissao com pontuacao
média de SLEDAI de 0,5 (DP + 0,88; variacdo 0-2). O dano cumulativo da doenca foi
observado em 19 (45,23%) pacientes que apresentavam SDI > 1 (Tabela 7).

Manifestagdes clinicas e laboratoriais sdo apresentadas nas tabelas 8,9 e 10.
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Tabela 7. LESJ: Niveis de proteina S1008 em relagdo a presenca de atividade da

doenca e ao dano cumulativo.

Atividade /Dano Mediana IQR P
SLEDAI 0,10
>3 (N=18) 34,91 41,54

<3 (N=24) 18,52 23,54

SDI 0,07
>1 (N=19) 23,58 33,16

<1 (N=23) 24,57 18,93

Tabela 8. LESJ: Niveis de proteina S100B em relagdo as manifestacoes clinicas.

Manifestacoes Clinicas Mediana IQR P
Rash Malar 0,14
Sim (N=3) 63,86 28,39

Nao (N=39) 23,58 30,24

Nefrite 0,90
Sim (N=11) 37,72 33,16

Nao (N=31) 26,15 23,54

Vasculite 0,22
Sim (N=2) 48,82 31,70

Nao (N=40) 24,23 30,24
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Tabela 9. LESJ: Niveis de proteina S100f em relacdio as manifestacdes

laboratoriais.

Manifestacoes Laboratoriais Mediana IQR |
Hematuria 0,81
Sim (N=6) 28,95 62,50

Nao (n=36) 23,90 29,98

Proteinuria 0,71
Sim (N=8) 25,39 47,03

Nao (N=34) 24,57 27,83

Leucocituria 0,67
Sim (N=8) 22,59 58,08

Nao (N=34) 24,57 28,39

Plaquetopenia 0,16
Sim (N=1) 33,79 35,76

Nao (N=41) 24,23 30,24
Hipocomplementemia 0,95
Sim (N=12) 21,63 34,00

Nao(N=30) 27,64 34,10
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Tabela 10. LESJ: Niveis de proteina S100p em relacdo aos autoanticorpos.

Manifestacoes Laboratoriais Mediana IQR P
(autoanticorpos)

Anticorpos anti-dsDNA 0,48
Sim (N=5) 26,15 24,02

Nao(N=37) 23,58 35,76

Anticorpos anti-P ribossomal 0,90
Sim (N=10) 28,68 33,16

Nio (N=32) 27,64 23,54

As manifestagdes neuropsiquidtricas foram observadas em 26 (61,9%) pacientes.
Vinte e um (50%) pacientes apresentavam distdrbio cognitivo, 3 (7,14%) cefaléia e 1
(2,38%) disturbios de movimentos (coréia); 1 controle apresentava distirbio cognitivo
(5%) (p=0,13). Depressdo foi diagnosticada em 4 (9,52%) pacientes € em nenhum
controle. Todos os pacientes apresentaram depressao leve. Ansiedade foi observada em
16 (38,1%) pacientes e em 8 (40%) controles (p=0,21). Ansiedade leve foi identificada
em 10 de 16 pacientes e ansiedade moderada/severa em 6 de 16 pacientes com

ansiedade (Tabela 11). Todos os controles apresentaram ansiedade leve.
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Tabela 11. LESJ: Niveis de proteina S100p em relacdo as manifestacdes

neuropsiquidtricas.
Manifestacoes Neuropsiquiatricas Mediana IQR P
NPLES 0,10
Sim (N=30) 35,75 35,24
Nao (N=12) 23,58 23,74
Ansiedade 0,43
Sim (N=16) 20,94 37,20
Nao (N=26) 24,92 23,96
Depressao 0,29
Sim (N=4) 27,99 26,88
Nao (N=38) 24,25 34,57
Disturbio Cognitivo 0,01*
Sim (N=21) 38,08 31,3
Nao (N=21) 16,12 17,20
Cefaléia 0,52
Sim (N=3) 38,08 34,57
Nao (N=39) 24,23 31,7

*p<0,05

Na inclusdo do estudo, 6 (14,28%) pacientes ndo estavam em uso de qualquer

medicacdo imunossupressora. Trinta e dois (76,19%) pacientes estavam em uso de
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prednisona, 24 (57,14%) em uso de hidroxicloroquina e 17 (40,47%) em uso de outras

drogas imunossupressoras (Tabela 12).

Tabela 12. LESJ: Niveis de proteina S100B em relacdo ao tratamento.

Tratamento Mediana IQR P
Medicacao 0,35
Sim (N=36) 24,57 35,87

Nao (N=6) 23,40 24,42

Prednisona 0,35
Sim (N=32) 24,57 35,87

Nao (N=10) 23,40 24,42
Hidroxicloroquina 0,74
Sim (N=24) 24,25 39,38

Nao (N=18) 26,68 27,87

Outras drogas imunossupressoras 0,15
Sim (N=17) 37,72 40,86

Nao (N=25) 21,48 26,36

6.2.3 Relevdncia clinica da proteina S100f
Pacientes com LESJ apresentaram niveis mais elevados de proteina S1003
quando comparados aos controles, porém esta diferenca nao foi estatisticamente

significativa. Pacientes com manifestacoes NP também apresentaram niveis mais
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elevados de proteina S100B quando comparado aos pacientes sem manifestacdes NP,
porém esta diferenga nao foi estatisticamente significativa.

Observamos que os niveis da proteina S100p foram significativamente mais
elevados em pacientes com distirbio cognitivo (mediana = 38,08) quando comparados
aos pacientes sem distirbio cognitivo (mediana = 16,12; p=0,011) e quando comparados

ao grupo controle (mediana = 19,38; p=0,001).
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7. Discussao

Os anticorpos anti-P ribossomal sdo autoanticorpos que tém sido associados a
manifestacdoes NP no LES (Bonfa, 1986; Bonfa, 1987; Nojima, 1992; Press, 1996;
Chan, 1998; Isshi, 1998; Kao, 1999; Tzioufas, 2000; Mahler, 2006; Hirohata, 2007;
Shoenfeld, 2007; Abdel-Nasser, 2008; Hanly, 2008; Briani, 2009; Olesinska, 2010;
Hanly, 2011). Uma vez ligado a superficie celular aumenta o influxo de célcio levando a
apoptose neuronal (Koren, 1992; Koscec, 1997; Sun, 2001; Reichlin, 2003; Mabhler,
2003; Strous, 2006; Katzav, 2007; Matus, 2007; Moscavitch, 2009). A proteina S100p,
por outro lado estd associada ao acometimento neuronal, ndo como agente causador,
mas sim como sinalizador de disfun¢do do SNC (Portela, 2002; Schenatto, 2006; Yang,
2008). O fato que a proteina S100p indica a presencga de lesdo neuronal causada pelos
anticorpos anti-P ribossomal justifica a investigacdo concomitante dos anticorpos anti-P

ribossomal e da proteina S100p.

7.1 Anticorpos anti-P ribossomal

Embora descritos hd mais de 25 anos, os anticorpos anti-P ribossomal nao sao
rotineiramente dosados em pacientes com LES endo hd consensoquanto a
sua correlacdo com quadro clinico e quanto ao seu papel na patogénese de LES (Elkon,
1985; Caponi, 1995; Conti, 2004; Nery, 2007; Fragoso-Loyo, 2008). Estes anticorpos
nao sdo exclusivos do LES, tendo sido j4 descritos em esclerose sist€émica, sindrome de
Sjogren e dermatomiosite (Muro, 2009), estando também presentes no soro de
individuos saudédveis em estudos clinicos (Press, 1996; Agmon-Levin, 2009;

Moscavitch, 2009) e laboratoriais (Stafford, 1995; Anderson, 1998; Pan, 1998).
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As discrepancias nas frequéncias de anticorpos anti-P ribossomal relatadas no
LES podem estar associadas a fatores genéticos e ambientais (Sato, 1991; Nojima,
1992; Teh, 1993; Teh, 1994; Arnett, 1996; Reichlin, 1999; Gerli, 2002; Mahler, 2006).

Existem apenas trés estudos que analisaram a prevaléncia de anticorpos anti-
P ribossomal no LESJ (Press, 1996; Reichlin, 1999; Hoffman, 2009). Em dois deles, a
presenca de anticorpos anti-P ribossomal variou durante o curso da doenca (Press, 1996;
Reichlin, 1999), no entantoas prevaléncias relatadas (20%, 42% e 25%
respectivamente) foram semelhantes aos 26% encontrados em nosso estudo.

O primeiro estudo, publicado em 1996, relatou uma prevaléncia
de anticorpos anti-P ribossomal de 20%. Observou-se também que niveis séricos
elevados de anticorpos anti-P ribossomal diferenciaram psicose associada ao LES e
psicose primdria na infincia; no entanto, os anticorpos anti-P ribossomal ndo foram
especificos para psicose no LESJ (Press, 1996). Cinco criangas foram avaliadas
longitudinalmente, sendo observado que a resolu¢do de psicose esteve associada com a
queda dos titulos dos anticorpos anti-P ribossomal (Press, 1996). No grupo controle foi
observada uma prevaléncia de 3,3% dos anticorpos anti-P ribossomal (Press, 1996).

No segundo estudo, a prevaléncia de anticorpos anti-P ribossomal foi de 42% no
LESJ, significativamente maior quando comparado a um grupo de pacientes adultos
com LES (Reichlin, 1999). Além disso, os niveis de anticorpos anti-P ribossomal
diminuiram de acordo com a remissao da atividade da doenca e reducdo de anticorpos
anti-dsDNA  (Reichlin, 1999). A presenca simultinea de anticorpos anti-
P ribossomal e anticorpos anti-dsDNA esteve fortemente associada a presenca de
nefrite neste estudo (Reichlin, 1999).

O terceiro estudo observou uma prevaléncia de anticorpos anti-P ribossomal de

25%, significativamente maior quando comparado a um grupo de pacientes adultos com
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LES (Hoffman, 2009). Os anticorpos anti-P ribossomal foram associados a proteintria,
cilindros celulares no exame de urina e inversamente associados a presenca de
glomerulonefrite (Hoffman, 2009).

Observamos  que anticorpos  anti-P ribossomal foram  mais  freqiientes
em pacientes com ansiedade quando comparados a pacientes sem ansiedade
(p<0,05). Nenhuma outra caracteristica clinica e/ou laboratorial esteve associada
com anticorpos anti-P ribossomal no grupo estudado. Embora a prevaléncia global de
manifestacdes neuropsiquidtricas tenha sido semelhante aos relatos anteriores (Bonfa,
1986; Bonfa, 1987; Nojima, 1992; Press, 1996; Chan, 1998; Isshi, 1998; Kao, 1999;
Tzioufas, 2000; Lee, 2001; Mahler, 2006; Hirohata, 2007; Shoenfeld, 2007; Abdel-
Nasser, 2008; Hanly, 2008; Briani, 2009; Olesinska, 2010, Hanly, 2011), a presenca de
manifestacdes neuropsiquidtricas analisadas individualmente, exceto de
comprometimento cognitivo e de distirbios do humor, foi menor no momento
da avaliacdo. Uma vez que trabalhos anteriores mostraram que os titulos dos anticorpos
anti-P ribossomal podem variar de acordo com o curso da doenca (Bonfa, 1987; Press,
1996; Chindalore, 1998; Reichlin, 1999, Frampton, 2000; Sugisaki, 2002; Agmon-
Levin, 2009; Mahler, 2010), nao incluimos manifestacdes
neuropsiquidtricas cumulativas como uma varidvel neste estudo.

O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) ainda é dificil de ser avaliado
no LESJ e pode levar a significativa morbidade em criancas (Carreno, 1999; Muscal,
2010). As estimativas da prevaléncia do LES neuropsiquidtrico em criangas tém
variado de 22% a 95% (Yancey, 1981; Steinlin, 1995; Loh, 2000; Sibbit, 2002; Olfat,
2004; Harel, 2006; Yu, 2006; Brunner, 2007; Hiraki, 2008; Muscal, 2009; Muscal,
2010; Levy, 2009). Estudos tém demonstrado presenca elevada de ansiedade (Sibbit,

2002; Hiraki, 2008) a qual foi semelhante aos achados em nosso estudo. No
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entanto nenhum dos estudos avaliou a associa¢do de anticorpos anti-P ribossomal e
transtornos de humor em criangas (Press, 1996; Reichlin, 1999; Hoffman, 2009).

A associacdo de anticorpos anti-P ribossomal e manifestagdes neuropsiquiéatricas
no LES ainda é controversa (Derksen, 1990; Teh, 1992; Van Dam, 1991; Gerli, 2002;
Conti, 2004; Nery, 2007; Fragoso-Loyo, 2008; Haddouk, 2009). Diferentes técnicas de
dosagem e intervalos de tempo diferentes entre as manifestacoes e a dosagem dos
anticorpos podem explicar algumas das discrepancias relatadas (Agmon-Levin,
2009). Ao contrdrio das dosagens de anticorpos anti-P ribossomal a partir do soro,
dosagens a partir do LCR parecem ser mais especificas (Hirohata, 2007; Yoshio, 2005).

A patogénese dos anticorpos anti-P ribossomal no SNC foi avaliada a partir da
injecdo intraventricular destes anticorpos em camundongos (Katzav, 2007). Os
animais desenvolveram comportamento depressivo, porém, sem indicios de distirbios
motores, cognitivos ou déficits de coordenacdo (Katzav, 2007). A andlise histoldgica
do cérebro dos animais demonstrou a presenga de anticorpos anti-P ribossomal em
regides que fazem parte do sistema limbico e estdo associadas com o equilibrio do
humor (Strous, 2006; Katzav, 2007). O papel direto dos anticorpos anti-P ribossomal na
inducdo de  depressdo foi  reforcado pela  reversdo dos  efeitos quando  os
camundongos foram tratados com anticorpos monoclonais especificos anti-idiotipicos e
terapia antidepressiva de longo prazo (Blank, 2007). Estudos posteriores demonstraram
que os anticorpos anti-P ribossomal estdo associados a um aumento do influxo de
célcio e da ativacao de caspase-3, levando a apoptose neuronal (Matus, 2007).

Embora ndo encontramos uma associagdo entre a presenca de anticorpos anti-P
ribossomal com depressdo e/ou déficit cognitivo, indicando o envolvimento do
hipocampo, nds encontramos uma associagdo com a ansiedade, o0 que sugere o

envolvimento da amigdala.
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Nao encontramos anticorpos anti-P ribossomal em nosso grupo controle, porém
¢ importante  ressaltar  que anticorpos anti-P ribossomal estio ~ presentes na
populacdo sauddvel (Moscavitch, 2009).

Concluindo, encontramos uma prevaléncia de 26%  de anticorpos anti-
Pribossomal no LESJ] e uma associagdoda presenca de anticorpos anti-P
ribossomal com ansiedade, sugerindo o acometimento da amigdala. Estudos de

neuroimagem serao necessarios para confirmar estes achados.

7.2 Proteina S100p

Estudos anteriores demonstraram niveis séricos elevados da proteina S1003
em pacientes com LES, com manifestagdes NP, quando comparados aos pacientes sem
manifestacdes NP, ou comparados com individuos sauddveis (Schenatto, 2006; Yang,
2008; Portela, 2002). Nosso estudo demonstrou niveis séricos elevados da proteina
S100B em pacientes quando comparados ao grupo controle, mas essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa. Foram observados também niveis séricos elevados de
proteina S100pB em pacientes com manifestagdes NP, em relagdo aos pacientes sem
manifestacdes NP; porém, esta diferenca entre os grupos ndo foi estatisticamente
significativa.

Niveis elevados de proteina S100p tém sido associados a manifestagdes NP no
LES como sindrome organica cerebral, convulsao, acidente vascular cerebral e psicose
(Yang, 2008). Observamos elevados niveis séricos da proteina S100p em pacientes com
LES que apresentavam distirbio cognitivo quando comparados a pacientes sem
distirbio cognitivo e ao grupo controle. Nenhuma outra manifestacio NP esteve

associada com os niveis séricos da proteina S100p.
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Em estudo conduzido por Portela e colaboradores, pacientes com LES em
atividade e manifestacdes neuropsiquidtricas presentes apresentaram niveis elevados da
proteina S100B em relacdo aos pacientes com LES em atividade sem manifestacdes
neuropsiquidtricas ou pacientes com doenca inativa (Portela, 2002). Apesar dos
pacientes com doenca em atividade apresentarem niveis séricos elevados de proteina
S100B, esta diferenca ndo foi significante em nosso estudo.

Os niveis de proteina S100P tém sido associados a presenca de anticorpos anti-
dsDNA positivos (Schenatto, 2006). No nosso trabalho ndo observamos associacdo
entre manifestacdes laboratoriais ou imunoldgicas com os niveis séricos da proteina
S100p.

Embora ndo encontramos associacao entre a presenca de manifestacdes NP e a
proteina S100B, observamos niveis mais elevados de proteina S100p em pacientes com
distirbio cognitivo. Estudos de neuroimagem sdo necessdrios para determinar se a

proteina S100P esta associada a presenca de atrofia cerebral difusa e/ou localizada.
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8. Conclusoes

8.1 A prevaléncia dos anticorpos anti-P ribossomal no LESJ foi de 26%, nao sendo
encontrados em familiares de primeiro grau ou individuos controle.

8.2 Os anticorpos anti-P ribossomal estiveram associados com a presenca de
ansiedade.

8.3 Os niveis da proteina S100B foram similares entre pacientes e o grupo controle.

8.4 Niveis elevados da proteina S100p foram associados a presenca de distirbio

cognitivo em pacientes com LESJ.
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Apéndice 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Pacientes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que
fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes com
lipus eritematoso sistémico juvenil. O objetivo geral do estudo é o de determinar a
utilidade de exames especificos de sangue no Lupus Eritematoso Sist€émico Juvenil e
correlacionar as alteracdes encontradas a atividade da doenca, a manifestacdes clinicas
diversas como dor de cabeca e problemas de memdria. A identificacdo e quantificacdo

dessas anormalidades no cérebro, pode eventualmente melhorar o diagndstico e levar a
um melhor tratamento desta doencga. As informacdes médicas a meu respeito que forem
obtidas para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores que
trabalham com diversos tipos de doengas reumatologicas, podendo, assim, ser
utilizadas, eventualmente, para outros fins de pesquisa sobre Lipus Eritematoso
Sistémico Juvenil. O sigilo serd mantido em todos os estudos colaborativos através da
utilizacdo de um ndmero de cédigo para a identificacdo dos individuos participantes.

A coleta de sangue serd realizada em um dos bragos no dia da sua coleta de sangue no
centro de coleta. E importante ter vdrias amostras ao longo de sua doenca para comparar
a atividade do lupus.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha familia.
Responderei a um questiondrio para avaliar a presenca de depressdo, ansiedade e
qualidade de vida. Eu serei submetido a um exame fisico, neurolégico e um teste para
diagnostico de distirbios cognitivos para estabelecer meu estado clinico e cognitivo.
Hospitaliza¢do ndo serd necessdria.
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Uma amostra de sangue venoso serd colhida (10 ml, o equivalente a uma colher de
sopa) a cada visita ao ambulatdrio e na ocasido da sua coleta de sangue de rotina que
sdo pedidos para cada visita no ambulatério de reumatologia. O sangue serd identificado
por um nimero e serd congelado. Este estudo terd duracdo de 2 anos. Os exames
poderdo ser feitos durante um periodo maximo de 30 anos apds a coleta. As células que
por ventura forem isoladas do meu sangue serdo preservadas para utiliza¢do durante
todo o estudo e depois que ele se completar serdo destruidas.

Nao vai haver nenhuma forma de reembolso de dinheiro, ja que com a participacdo na
pesquisa vocé ndo vai ter nenhum gasto

VANTAGENS:

Eu entendo que nio obterei nenhuma vantagem direta com a minha participacdo nesse
estudo e que o meu diagndstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo
modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer
vantagens para os individuos com Lipus Eritematoso Sistémico Juvenil, possibilitando
um melhor diagndstico e um tratamento mais adequado. Os resultados do meu exame de
sangue ficardo a disposicao dos médicos responsdveis pelo meu tratamento, e poderdo
ser uteis no futuro.

RISCO E DESCONFORTO:

Os riscos associados a coleta de sangue s@3o minimos, podendo ocorrer dor e
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd minimo
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do bragco que serd realizada por
profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

SIGILO:

Eu entendo que todas as informacOes médicas decorrentes desse projeto de
pesquisa fardo parte do meu prontudrio médico e serdo submetidos aos regulamentos do
HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informacdo médica. Se os resultados ou
informacdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum
nome serd utilizado.
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FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informacoes adicionais relativas ao estudo
a qualquer momento. A Dra Simone Appenzeller, tel (019) 3521-7372 estara
disponivel para responder minhas questdes e preocupacoes. Em caso de recurso,
dividas ou reclamacées contactar a secretaria da Comissao de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3521-8942

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacao € voluntdria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participac¢ao no estudo a
qualquer momento sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou
receberei no futuro no HC- UNICAMP.

Eu confirmo que o(a)

Dr(a).

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os
riscos, desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e
compreendi esse formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo em participar

desse estudo.

HC:

Idade:

Nome do participante e responsdvel (se necessario)

Assinatura do participante ou responsdvel data
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Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

Telefone de contato:

Endereco:

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo,

os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderdo advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma

copia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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Apéndice 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Controles

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que
fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes com
ldpus eritematoso sistémico juvenil. O objetivo geral do estudo é o de determinar a
utilidade de exames especificos de sangue no Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil e
correlacionar as alteracOes encontradas a atividade da doenga, a manifestacOes clinicas
diversas como dor de cabecga e problemas de memoria. A identificacdo e quantificacdo
dessas anormalidades no cérebro, pode eventualmente melhorar o diagndstico e levar a
um melhor tratamento desta doenca. As informac¢des médicas a meu respeito que forem
obtidas para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores que
trabalham com diversos tipos de doencas reumatologicas, podendo, assim, ser

utilizadas, eventualmente, para outros fins de pesquisa sobre Lupus Eritematoso
Sistémico Juvenil. O sigilo serd mantido em todos os estudos colaborativos através da
utilizacdo de um nimero de codigo para a identificacdo dos individuos participantes.

A coleta de sangue serd realizada em um dos bragos no dia da sua coleta de sangue no
centro de coleta. E importante ter vdrias amostras ao longo de sua doenga para comparar
a atividade do lupus.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha familia.
Responderei a um questiondrio para avaliar a presenca de depressdo, ansiedade e
qualidade de vida. Eu serei submetido a um exame fisico, neuroldgico e um teste para
diagnostico de distirbios cognitivos para estabelecer meu estado clinico e cognitivo.
Hospitalizacdo nao serd necessaria.

Uma amostra de sangue venoso serd colhida (10 ml, o equivalente a uma colher de
sopa) a cada visita ao ambulatério e na ocasido da sua coleta de sangue de rotina que
sdo pedidos para cada visita no ambulatorio de reumatologia. O sangue serd identificado
por um numero e serd congelado. Este estudo terd duracdo de 2 anos. Os exames
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poderdo ser feitos durante um periodo maximo de 30 anos apds a coleta. As células que
por ventura forem isoladas do meu sangue serdo preservadas para utilizacdo durante
todo o estudo e depois que ele se completar serdo destruidas.

Nao vai haver nenhuma forma de reembolso de dinheiro, j4 que com a participacdo na
pesquisa vocé nao vai ter nenhum gasto

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participacdo nesse
estudo e que o meu diagndstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdao
modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer
vantagens para os individuos com Lipus Eritematoso Sistémico Juvenil, possibilitando
um melhor diagndstico e um tratamento mais adequado. Os resultados do meu exame de
sangue ficardo a disposi¢do dos médicos responsdveis pelo meu tratamento, e poderdo
ser uteis no futuro.

RISCO E DESCONFORTO:

Os riscos associados a coleta de sangue sdo minimos, podendo ocorrer dor e
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd minimo
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que serd realizada por
profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

SIGILO:

Eu entendo que todas as informagdes médicas decorrentes desse projeto de
pesquisa fardo parte do meu prontudrio médico e serdo submetidos aos regulamentos do
HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informagdo médica. Se os resultados ou
informacdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum
nome serd utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:
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Eu entendo que posso requisitar informacoes adicionais relativas ao estudo
a qualquer momento. A Dra Simone Appenzeller, tel (019) 3521-7372 estara
disponivel para responder minhas questdes e preocupacoes. Em caso de recurso,
dividas ou reclamacées contactar a secretaria da Comissao de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3521-8942

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacao é voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participac¢ao no estudo a
qualquer momento sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou
receberei no futuro no HC- UNICAMP.

Eu confirmo que o(a)

Dr(a).

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os
riscos, desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e
compreendi esse formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo em participar

desse estudo.

HC:

Idade:

Nome do participante e responsdvel (se necessario)

Assinatura do participante ou responsdvel data
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Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

Telefone de contato:

Endereco:

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo,

os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderdao advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma

copia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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Abstract

Objective: To investigate the prevalence of the anti-ribosomal P (anti-P) antibodies in
childhood-onset systemic lupus erythematosus patients (cSLE), healthy controls and
first degree relatives. To elucidate the association between anti-P and disease activity,
laboratory and treatment features in cSLE patients.

Methods: We included consecutive SLE patients with disease onset before 16 years.
Controls were age and sex-matched. SLE patients were assessed for clinical and
laboratory SLE manifestations, disease activity [SLE Disease Activity Index
(SLEDAI)], damage [Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American
College of Rheumatology Damage Index (SDI)] and current drug exposures. Mood
disorders were determined through Becks Depression (BDI) and Becks Anxiety
Inventory (BAI). Anti-P measured by enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: We included 50 consecutive cSLE patients (mean age of 16.82 + 3.46), 35 first
degree relatives (mean age of 38.73 + 3.89), and 20 health control (mean age of 18.3 +
4.97). Anti-P was observed in 13 (26%) cSLE patients and in no first-degree relative
(p<0.01) or control (p<0.01). Anti-P was more frequently observed in patients with
anxiety (p<0.002). No other clinical, laboratory or treatment features, including

SLEDAI and SDI scores were associated with the presence of anti-P in cSLE patients.

Conclusion: Anti-P is frequently observed in cSLE patients and was associated with the

presence of anxiety in this cohort of cSLE.
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Introduction

The anti-ribosomal P (anti-P) antibodies are members of a polyspecific
population of autoantibodies that react to at least one epitope common to ribosomal
phosphoproteins, called PO (38 kd), P1 (19 kd), and P2 (17 kd) (1,2). The ribosomal
phosphoproteins are associated mainly with the 60S ribosomal subunit in eukaryotic
cells (3-5). The anti-P antibodies are found in sera of systemic lupus erythematosus
(SLE) patients and cross-react with PO, P1, and P2 due to a common determinant
contained within the carboxyl-terminal 22 amino acids of all three proteins (2,6).

The prevalence of anti— ribosomal P varies from 6% to 36% in SLE patients,
dependening on ethnicity, age and clinical variables analyzed (2,7-14). Anti-P
antibodies have been associated with nephritis (15-18), autoimmune hepatitis (3,4,15,
19), and central nervous system (CNS) manifestations (20-25), especially psychosis
(23-25), and mood disorders (21,24).

Only three studies have, however, analyzed anti-P antibodies in childhood
(c)SLE (2,8, 60). These studies analyzed the association of anti-P antibodies and
psychosis (2), disease activity (8), proteinuria and urinary cell casts (60) and the inverse
association with glomerulonephritis (60); however, none of the studies analyzed the
association of anti-P with other neuropsychiatric manifestations, such as cognitive
impairment and mood disorders.

The aim of the present study was to investigate the prevalence of the anti-P
antibodies in cSLE patients, first-degree relatives and healthy controls. In addition we
analyzed clinical and laboratory features associated with the presence of anti-P in cSLE,

with special attention to neuropsychiatric manifestations.
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Subjects and Methods

Subjects

Consecutive c¢SLE patients, recruited from the Pediatric Rheumatology
Outpatient Clinic of State University of Campinas were included in this study. Patients
were included in the present study if they: (i) fulfilled at least four criteria of American
College of Rheumatology (ACR) (26); (ii) were below 16 years of age at disease onset;
and (ii1) completed neuropsychiatric investigation.

Twenty health individuals with similar age and gender, and unrelated to the
patients and without history of any chronic disease (including auto-immune diseases)
and 35 first-degree relatives were included as a control group.

The study was approved by the ethics committee at our institution, and informed
written consent was obtained from each participant and/or legal guardian.

Clinical features

All patients had their medical histories, clinical and serological characteristics
entered at the time of SLE diagnosis in special computer database programs. Features
included in this protocol were age at onset of disease (defined as the age at which the
first symptoms clearly attributable to SLE occurred), age at diagnosis (defined as the
age when patients fulfilled four or more of the 1997 revised criteria for the classification
of SLE) (26), and follow-up time (defined as the time from disease onset until May
2010).

All clinical manifestations and laboratory findings were recorded at the day of
blood withdrawal. Nephritis was diagnosed on the basis of proteinuria exceeding 0.5
g/LL with abnormal urinary sediment and/or histological findings. Nephrotic syndrome

was defined as proteinuria in excess of 3.0 g/day. Hematological alterations were
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ascribed to lupus only in the absence of bone-marrow suppression (leukopenia
<4000 cells/mm’; thrombocytopenia <100,000 cells/mm”; hemolytic anemia). We also
analyzed the presence of malar rash, discoid lesions, subacute cutaneous lesions,
cutaneous vasculitis, photosensitivity, oral ulcers, arthritis and serositis.
Neuropsychiatric evaluation

CNS manifestations were recorded following ACR case definitions (27) and
divided into the categories present or absent at study entry. A complete neurologic
examination as well as cognitive and psychiatric evaluation was applied to all patients
and control subjects at study entry order to identify CNS involvement (28).

All subjects were submitted to a battery of standardized neuropsychological tests
in order to screen for possible impairment. Subjects that were 16 years old or less
performed the Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC-III) (29) and patients
who were 17 years or older performed the Wechsler Adult Intelligence Scale (WAIS-
I1I) (30). The Rey Complex Figure (Figure A) was also applied for all subjects (31, 32).
The individual test results were converted into standard scores, which were compared
with the normative data obtained from the control group (33). Regarding cognitive
domains, subjects with a total score of <2 SDs below the normative value were
considered to be impaired. Cognitive dysfunction was classified as mild if there were
deficits in <3 dimensions, as moderate if there were deficits in 3—4 dimensions, and as
severe if there were deficits in >5 dimensions (33).

Mood evaluation

All subjects completed the Beck Depression (BDI) (34) and Beck Anxiety
Inventory (BAI) (35). For patients under sixteen years, Children's Depression Inventory
(CDI) was applied. These scales consist of 21 items, each describing a common

symptom of depression/anxiety. The respondent is asked to rate how much he or she has
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been bothered by each symptom over the past month on a 4-point scale ranging from 0
to 3. The items are summed to obtain a total score that can range from 0 to 63. The
cutoffs used for the BDI/CDI are: 0-13: no/minimal depression; 14—19: mild
depression; 20-28: moderate depression; and 29-63: severe depression and for the BAI:
0-7: no/minimal level of anxiety; 8-15: mild anxiety; 16-25: moderate anxiety; 26-63:
severe anxiety (34-36).
Laboratory studies

Antinuclear antibodies (ANA) were determined by indirect immunoflurescence
using mouse liver as substrate, and regarded as positive if higher than 1:40. Anti-
dsDNA antibodies were determined by indirect immunoflurescence using Crythidia as
substrate and considered positive if higher than 1:10. Precipitating antibodies to
extractable nuclear antigens (ENA), including Ro (SSA), La (SSB), and Sm were
detected by a standardized ELISA method, and considered positive if higher than 1: 40.
Rheumatoid factor (RF) was detected by nefelometry, and regarded as positive if higher
than 10. Anticardiolipin antibodies (aCL) of the IgG and IgM isotypes were measured
by an ELISA method (37). The lupus anticoagulant (LA) activity was detected by
coagulation assays in platelet-free plasma obtained by double centrifugation, following
the recommendation of the subcommittee on LA of the Scientific and Standardization
Committee of the International Society of Thrombosis and Homeostasis (38). These
measurements were carried out twice, at an interval of 12 weeks.
Disease Activity and damage

Disease activity was measured by the Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index (SLEDALI) (39). SLEDAI scores range between 0 and 105. Scores of >3

were considered active disease (40).

109



Cumulative SLE-related damage in all patients was determined using the
Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC)/ACR Damage Index (SDI)
at time of blood withdrawal (41). SDI score range from 0 to 47.

Treatment

Treatment prescribed at time of blood withdrawal, as well as its adverse events
related to drug use, was recorded. Doses of oral and parenteral corticosteroids were
analyzed and converted to the equivalent doses of prednisone.

Antibody assays

A blood sample was collected from all participants, centrifuged at 3000 rpm for
15 min after being allowed to clot for 30 min at room temperature. Sera were separated
as soon as possible from the clot of red cells after centrifugation. Separated sera were
kept in aliquots at —80°C until the time of assay. Commercially available kits from
INOVA QUANTA Lite™ Ribosome P, San Diego, California, USA were used for
analysis. The samples were classified as negative if < 20 units, low positive if between
20-39 units, moderate positive if between 40-80 units, or high positive if > 80 units (5).

Statistical Analysis

The different frequencies were analyzed using Chi-Square test. The Yates
correction and the Fischer’s exact test were used when necessary. For all analyses, a p-

value < 0.05 was considered statistically significant.
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Results
Demographics

We included 50 consecutive cSLE patients (47 [94.3%] women) with mean age
of 16.82 years [Standard deviation (SD) +3.46 years; range 10-20] at study entry. Mean
disease duration was 4.23 years (SD+6.28; range 0-11 years). Thirty-five first-degree
relatives (31 women [88.57%]) agreed in participate in the study (mean age of 38.73
years [SD £3.89 years; range 15-48 years]). The control group consisted of 20 healthy
controls (18 [90%] women) with a mean age of 18.3 years (SD +4.97 years; range 12-26
years). Patients and healthy controls were statistically comparable in terms of age and
sex. First-degree relatives were significantly older, as expected (p<0.05)

Clinical, laboratory, and treatment features

Mean age at disease onset was 12.17 (SD=3.09; range=4-15). At time of study
entry, 24 (48%) cSLE patients had active disease with mean SLEDALI scores of 8.37
(SD#+3.80, range 4-18). The 26 (52%) inactive patients had a mean SLEDALI score of
0.39 (SD+0.80 range 0-2)]. SDI>1 were observed in 15 (30%) patients. Clinical and
laboratory manifestations at study entry are shown in Table 1.

Neuropsychiatric manifestations at study entry were observed in 30 (60%)
patients. We observed cognitive impairment 27 (54%), headache in 3 (6%), seizures in 1
(2%), and movement disorders in 1 (2%) patient. Depression was identified in 7
(14.6%) patients and in no healthy control or first-degree relatives. Mild depression
was identified in 5/7 patients and 2/7 patients had moderate/severe depression. Anxiety
was observed in 17 (34%) cSLE patients. Nine/17 patients had mild and 8/17 had
moderate/severe anxiety.

At time of study entry, 7 (14%) patients were without any immunosuppressant

medication. Forty-three (86%) patients were receiving prednisone, 34 (68%)
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hydroxychloroquine and 24 (48%) patients were receiving other immunosuppressive
drugs (Table 1).
Anti-P antibodies: prevalence and clinical significance

Thirteen (26%) patients had positive anti-P antibodies. None of the healthy
controls or first degree relatives had positive anti-P antibodies.

Anti-P antibodies were more frequently observed in patients with anxiety
(p=0.002). No other clinical, laboratory or treatment features were associated with anti-

P antibodies in this cohort.
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Discussion

Although discovered over 30 years ago, anti-P antibodies are not routinely
performed in SLE patients and there is no consensus regarding their correlation with
clinical picture and their role in the pathogenesis of SLE (42). Genetic and
environmental factors are most likely responsible for the discrepancies in reported
frequencies of anti-P positivity in SLE patients (7-14).

Only three previous studies have analyzed the prevalence of anti-P antibodies in
cSLE (2, 8, 60). In the two first studies the positivity of anti-P antibodies varied
throughout the disease course (2, 8); however the reported prevalence were similar to
the 26% found in our study (2, 8, 60).

In the first study published in 1996, the prevalence of anti-P antibodies was
20%, and elevated levels of anti-P distinguished SLE associated psychosis form primary
psychosis, however anti-P levels were not specific for psychosis in cSLE (2).
Longitudinal data were available for 5 children in which resolution of psychosis was
associated with decrease in anti-P titers (2).

In the second study, the prevalence of anti-P antibodies was 42%, significantly
higher when compared to a group of adult SLE patients (8). In addition, levels of anti-P
antibodies varied with the clinical disease activity, often in concordance with anti-
double stranded DNA (dsDNA) levels. The presence of both anti-P and anti-dsDNA
antibodies was powerfully associated with nephritis (8).

The third study compared the prevalence of anti-P antibodies in ¢cSLE and adult-
onset SLE, reporting a significantly higher prevalence of 25% in cSLE (60). The
presence of anti-P antibodies was associated with proteinuria, urinary cell casts and

inversely associated with glomerulonephritis (60).
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We also observed that anti-P antibodies were more frequently observed in
patients with anxiety when compared to patients without anxiety. No other clinical and
laboratory features were associated with anti-P in this cohort. Although the overall
prevalence of neuropsychiatric manifestation was similar to pervious reported studies
(43), the prevalence of neuropsychiatric manifestation other than cognitive impairment
and mood disorders was low at the time of evaluation. Since previous studies showed
that anti-P titers may vary with the course of disease (2, 8, 44, 45), we did not include
cumulative neuropsychiatric manifestations as a variable in this study.

Central nervous system (CNS) involvement in SLE continues to be very difficult
to diagnose, assess, and treat, but can lead to significant morbidity in children (46).
Estimates of the prevalence of neuropsychiatric SLE have ranged from 22%-95% in
children (47). There have been few comprehensive studies detailing neuropsychiatric
SLE features and prevalence rates in children and adolescents (46-50). Few
prospectively studies have been done (49, 50) and have shown higher rates of anxiety,
when compared to retrospective studies and similar to the rates found in our study.
However none of the studies analyzed the association of anti-P antibodies and mood
disorders in children (2, 8, 61).

In adult SLE, the association of anti-P antibodies and neuropsychiatric SLE is
still controversial (14, 20-25, 51-52). Different ELISA methods and different time span
between the manifestations and the exam, may explain some of the reported differences
(44). Contrary to serum anti-P measurements, cerebral spinal fluid (CSF) measurements
of anti-P seem to be more specific for diffuse NP SLE, however all CSF measurements
were done during new onset of neuropsychiatric manifestations (53, 54).

The pathogenic potential of anti-P autoantibody on the CNS was studied by the

intraventricular injection of anti-P antibodies into mice (55). The injected animals

114



developed a depressive-like behavior; however, the depressive-like behavior was not
accompanied by motors, cognitive or coordination deficits (56). The direct role of anti-P
antibody in the induction of depression was strengthened by the reversal of the effects
when mice were treated with specific monoclonal anti-idiotypic antibodies and long-
term anti-depressive therapy (57). Histological analysis of the mice brain showed anti-P
labeling neurons at the hippocampus, neocortical layers II, V, and VI; amygdale,
cingulated cortex and pirifom cortex, which are part of limbic system and implicated in
mood balance (56). In further studies, anti-P antibodies have been shown to cause
apoptosis by increasing the calcium influx and activation of caspase-3 (58). These
findings suggest that anti-P antibodies may be associated with a wide range of CNS
functions (59).

Although we did not find an association between the presence of anti-P
antibodies and depression and cognitive impairment, indicating hippocampi
involvement, we did find an association with anxiety, which could indicate the
involvement of the amygdale.

We did not find positive anti-P antibodies in our control group, however it is
important to highlight that masked anti-P autoantibodies are present in the healthy
population, and their detection in SLE may represents a disruption of regulatory
immune networks (59).

In summary we did find a prevalence of 26% of anti-P antibodies and an
association of the presence of anti-P antibodies and anxiety, suggesting amygdale

involvement. Neuroimaging studies are necessary to confirm this findings.
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Table 1. Clinical/Laboratorial

and treatment features in anti-P+ and ant-P- c¢cSLE

patients.
Feature Anti-P+ Anti-P —
N=13 N=37
Demographic
Age at disease onset (mean+SD) 13.07 (2.7) 12.16 (2.8)
Age at study entry (mean+SD) 17.23 (4.8) 17.73 (3.4)
Disease duration (mean+SD) 4.77 (3.9) 2.52.3)
Women/men ratio 12/1 3572
Clinical manifestations
Arthritis 2 (15.4%) 2 (5.4%)
Alopecia 1 (7.7%) 2 (5.4%)
Malar Rash 2 (15.4%) 2 (5.4%)
Nephritis 2 (15.4%) 10 (27.0%)
Serositis 2 (15.4%) 1 (2.7%)
Vasculitis 1(7.7%) 2 (5.4%)
Neuropsychiatric manifestations
Anxiety 10 (76.92%)* 7 (18.9%)
Cognitive impairment 6 (66.67%) 21 (58.3%)
Depression 3(23.07%) 4 (10.8%)
Seizure 1 (7.69%) 0
Coreia 1 (7.69%) 0
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Laboratory manifestations

Anticardiolipine or LA 7 (53.8%) 24 (64.9%)
Anti-Sm 4 (30.8%) 9 (24.3%)
Anti-SSA/Ro 3 (23.0%) 13 (35.1%)
dsDNA 2 (15.4%) 4 (10.8%)
Leukopenia 1 (7.7%) 1 (2.7%)
Thrombocytopenia 1 (7.7%) 1 (2.7%)
Treatment
No medication 1 (7.7%) 6 (16.2%)
Prednisone 10 (76.9%) 33 (89.2%)
7 (53.8%) 27 (72.9%
Hydroxychloroquine 5 (38.5%) 21 (56.7%)
Immunosuppressive drugs 3 14
0 0
Azathioprine
0 3
Ciclophosphamide 0 1
Cyclosporine 2 3
Methotrexate
Mycophenolate mofetil
SLEDAI>3 7 (53.8%) 17 (45.9%)
SDI> 1 6 (46.2%) 9 (24.3%)
(*) p<0,05
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