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RESUMO

Objetivo: Avaliar a alterac@o olfatéria no Lipus Eritematoso Sistémico (LES) comparando
com individuos sadios durante o periodo de 2 anos de seguimento, e determinar o papel da
presenca do anticorpo anti-P ribossomal (anticorpo anti-P) e reducdo de volume das
estruturas limbicas na alterag¢do do olfato.

Material e Método: Trata-se de um estudo observacional, longitudinal, aberto com grupo
controle. Avaliamos a func¢ao olfatdria através das trés fases do teste de olfato Sniffin’Sticks
kit (SST). O volume das estruturas do sistema limbico (amigdala e hipocampo) foi
determinado através da segmentagdo automdtica realizada pelo programa comercial
FreeSurfer. Coletamos sangue para dosagem de anticorpo anti-P Ribossomal (Kit Anova®
com amostras em duplicata) na entrada do estudo e a cada ano, durante 2 anos,para todos os
pacientes. Os controles incluidos foram submetidos aos mesmos exames e testes em duas
avaliagdes.

Resultados: Incluimos 95 pacientes consecutivos com LES [87 mulheres (91,6%); com
média de idade = 40,05 (DP £ 11,16)]. A duracdo média da doenca foi de 155 meses (DP +
105,6). O grupo controle foi constituido de 64 individuos [53 (82,8%) mulheres; p = 0,134]
com média de idade de 40,09 anos (DP + 6,61) (p = 0,97). Os anticorpos anti-P foram
observados em 16 (16,8%) dos pacientes com LES e em nenhum dos controles (p=0,002).
Nao houve nenhuma manifestacio clinica, laboratorial e imunoldgica associada ao anti P. A
disfunc¢ao olfatéria foi observada em 42 (44,2%) dos pacientes com LES no inicio do estudo
e em 9 (14,06%) dos controles (p <0,001). Além de pontuagdes mais baixas na avaliacdo
olfatoria (SST) [pontuacdes SLE significativas = 28,79 (DP + 5,46) versus valores médios
dos controles = 32,38 (DP + 5,28); p <0,001), os pacientes com LES tiveram pontuagdes
significativamente menores em todos os trés sub-testes do SST quando comparados aos
controles. Os pacientes com LES, com disfungdo olfatdria, s@o significativamente mais
velhos [idade média = 42,77 (DP + 11,81) vs 36,61 (DP + 11,12) anos; p = 0,017], e
apresentam atividades da doenca mais intensas [pontuacdo média de SLEDAI = 5,73 (DP +
5,68) versus 1,766 (DP £ 1,65); p <0,001], maiores pontuagdes BAI [pontuagao BAI média
15,85 (DP + 14,98) versus 8,22 (DP + 9,50); p <0,001, maiores valores de BDI [pontuacdo
BDI média 14,43 (DP + 11,74) vs 7,63 (DP % 8,52); p <0,001], volume inferior do
hipocampo esquerdo [volume médio 3795,36 mm3 (DP + 451,87) versus 3926,73 mm3 (DP
+ 492,92); p = 0,045], volume inferior da amigdala esquerda [volume médio 1583,91 mm3
(DP % 232,28) versus 1711,65 mm3 (DP £ 332,51); p = 0,002], volume de amigdala inferior



direita [volume médio 1798,73 mm3 (DP + 296,01) versus 1891,22 mm3 (DP + 298,13); p =
0,024] em comparagao com pacientes com LES sem comprometimento olfativo.

O desempenho olfatério manteve-se estavel ao longo do periodo de 2 anos em 95 pacientes,
tais como as pontuagdes médias do BAI, do BDI e os volumes de hipocampo e amigdala.
Conclusdo: Manifestagdes olfatérias sdo mais frequentemente observadas no LES que em
controles, mas permanecem estdveis ao longo de dois anos no LES. A atividade da doenca,
sintomas de ansiedade e depressdo e volume da amigdala e do hipocampo estdo associados a
alteracdes olfatérias no LES e ndo encotramos associacdo entre anticorpos anti-P e

diminui¢do olfatdria.



ABSTRACT

Objective: To evaluate olfactory function in SLE compared to healthy individuals during the
2-year follow-up, and to determine the role of Anti-P and volume reduction of limbic

structures in the occurrence of smell abnormalities.

Material and Method: This is an observational, longitudinal, study with a control group. We
evaluated the olfactory function, the volume of the structures of the lithic system (amygdala
and hippocampus), and collected blood for anti-P dosage every year for 2 years for all

patients. The included controls were submitted to the same tests and tests in two evaluations.

Results: We included 95 [87 (91.6%) women; with mean age = 40.05 (SD * 11.16)]
consecutive patients with SLE. The mean duration of the disease was 155 months (SD +
105.6). The control group consisted of 64 controls [53 (82.8%) women; p = 0.134] with
mean age = 40.09 years (SD + 6.61) (p = 0.97). Anti-P antibodies were observed in 16
(16.8%) of SLE patients and in none of the controls (p = 0.002). Olfactory dysfunction was
observed in 42 (44.2%) of SLE patients at the start of the study and in 9 (14.06%) of the
controls (p <0.001). In addition to lower TDI scores [significant SLE scores = 28.79 (SD +
5.46) versus mean values of controls = 32.38 (SD + 5.28); p <0.001), SLE patients had
significantly lower scores in all three SST sub-tests compared to controls. SLE patients with
olfactory dysfunction were significantly older (mean age = 42.77 (SD = 11.81) vs 36.61 (SD
+ 11.12) years; p = 0.017], had more intense disease activity [SLEDAI mean score = 5.73
(SD % 5.68) versus 1.766 (SD £ 1.65); p <0.001], higher BAI scores [mean BAI score 15.85
(SD + 14.98) versus 8.22 (SD + 9.50); p <0.001, higher BDI values (mean BDI score 14.43
(SD = 11.74) vs 7.63 (SD + 8.52); p <0.001], lower left hippocampal volume [mean volume
3795.36 mm3 (SD + 451.87) versus 3926.73 mm3 (SD + 492.92); p = 0.045], lower left
amigdala volume [mean volume 1583.91 mm 3 (SD + 232.28) versus 1711.65 mm 3 (SD +
332.51); p = 0.002], right lower amigdala volume [mean volume 1798.73 mm3 (SD +
296.01) versus 1891.22 mm3 (SD * 298.13); p = 0.024] compared to SLE patients without
olfactory impairment.Olfactory performance remained stable over the 2-year period in 95
patients, such as mean BAI, BDI scores, and hippocampal and amygdala volumes.
Conclusion: Olfactory manifestations are more frequently observed in SLE than in controls,
but remain stable over two years in SLE. Disease activity, anxiety symptoms and depression
and volume of the amygdala and hippocampus are associated with olfactory changes in SLE,

and we found no associations between levels anti-P and olfactory manifestations.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lupus eritematoso sistémico: epidemiologia, manifestacoes neuropsiquidtricas

O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria cronica que acomete
multiplos 6rgdos e sistemas. A doen¢a manifesta-se em periodos de atividade e remissao (1-
4).

Género, etnia e status socioecondomico interferem consideravelmente na incidéncia e
prevaléncia do LES. A doenca acomete, principalmente, mulheres (9 mulheres acometidas
para cada 1 homem) em idade fértil, entre 15 e 50 anos de idade (4-10).

H4 uma variacdo mundial na incidéncia de manifestacio de LES (11,12). A
prevaléncia do LES € de aproximadamente 0,1% na populacgdo geral (13-16).

No Brasil, observamos uma incidéncia de 8,7 adultos com LES para cada 100 mil
habitantes (17). Estudos na regido sudeste observaram uma frequéncia maior do LES em
caucasoides (77%), em relagdo a ndo brancos (14% em negros € 9% em mulatos) (18, 19).

Nao existem critérios definitivos para o diagndstico do LES. O Colégio Americano
de Reumatologia (ACR) definiu critérios classificatdrios, segundo os quais sdo necessarios
no minimo quatro critérios clinicos e/ou laboratoriais dentre onze (20). Estes critérios foram
revisados em 1997, apoés cuidadosa investigacdo e exclusio de doencas infecciosas e
neopléasicas, o item “presenca de células LE”, constante no critério “alteracdes
imunologicas”, foi excluido e o teste falso positivo para sifilis foi substituido pela presenca
de anticorpos antifosfolipides (21) (Tabela 1).

As apresentagdes clinicas do LES sdo variadas em cada caso, como artrite ou
artralgias, lesdes cutaneas, nefrite, serosite e manifestacOes do sistema nervoso central

(SNC), como convulsdes e psicose (3,22).



Tabela 1. Critérios revisados para a classificacdo de LES (29)

CRITERIO

OBSERVACOES

Alteracoes imunologicas

Anticorpos Anti-dsDNA
Anticorpos Anti-Sm

Anticorpos antifosfolipide
[anticardiolipina ~ (aCL) IgG/1gM;

anticoagulante ldpico (LA)]

Fator antinuclear (FAN)

Titulo >1/80 do FAN por
imunofluorescéncia ou um ensaio
equivalente a qualquer ponto no tempo,
na auséncia de drogas conhecidas por

induzirem FAN

Fotossensibilidade

Rash cutaneo resultado da exposi¢do a

luz solar, observadas por médico

Ulceras orais

Ulceragdao oral e/ou em nasofaringe,

geralmente dolorosa, observadas por

médico

Artrite Niao erosiva de duas ou mais
articulacoes

Serosite Pleurite
Pericardite

Eritema malar

Eritema fixo sobre as eminéncias

malares e/ou pregas naso-labiais

Lesao discoide

Placas  eritematosas, elevadas e
circulares, com escamacgdo aderente,
comprometimento  dos  pelos e

cicatrizagdo com atrofia

Envolvimento renal

Proteintria maior que 0,5 g/dia
Leucocitdria, na auséncia de infec¢ao
Hematuria dismorfica

Cilindros celulares

Envolvimento do sistema nervoso

central

Convulsao

Psicose
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Alteracoes hematologicas Anemia  hemolitica  (Bilirrubinemia
indireta, LDH elevada, Coombs direto
positivo)

Leucopenia menor que 4.000/mm3
Linfopenia menor que 1.500/mm3

Plaquetopenia menor que 100.000/mm3

Alteracoes no SNC afetam criangas e adultos com LES e seu acometimento também
estd associado a um pior prognoéstico e a danos cumulativos (23). O comprometimento do
SNC no LES varia de 12-90%, dependendo dos critérios diagndsticos, do tipo de
manifestacdes incluidas e dos métodos utilizados para a avaliagdo (24-33).

As manifestacdes neuropsiquidtricas (NP) no LES s3o complexas e podem ser
definidas como manifesta¢des neuroldgicas do SNC, sistema nervoso periférico (SNP) ou do
sistema nervoso autondomico e também de sindromes psiquiétricas (29, 34-38).

O envolvimento neuropsiquidtrico pode ser considerado primdrio se diretamente
relacionado ao LES em atividade no SNC ou SNP, ou secundério quando relacionado com o
tratamento, infeccOes, alteragdes metabdlicas ou outras comorbidades como hipertensao
arterial sist€émica, diabetes mellitus, uremia e infeccao (34, 35, 40-43). As manifestacdes NP
secunddrias correspondem a aproximadamente 40% das manifestacdes NP observadas em
pacientes com LES (39).

Sintomas de depressdo e ansiedade sdo comumente relatados em pacientes com LES
devido, principalmente, ao déficit fisico e ao estresse de viver com uma doenca cronica (43-
46). Pacientes com estes transtornos muitas vezes sentem dificuldade ou mesmo vergonha
de assumir publicamente os seus sintomas. Alguns métodos de avaliagdo, como
questiondrios de autorrelatos podem ser uteis na identificacdo desses sintomas (47).

Manifestagdes NP no LES podem influenciar na mortalidade, qualidade de vida e
indice de danos permanentes (48-57).

Desde as primeiras descricdoes das manifestagcdes NP (58-67) observou-se que muitas
destas ndo eram contempladas pelos critérios classificatorios originalmente descritos (68). A
falta de padronizacdo fez surgir diferentes critérios e definigdes (69-73) o que levou a
resultados diversos e de dificil comparacdo. A padronizacdo veio somente em 1999 com os

critérios propostos pelo ACR, que elaborou um consenso para a terminologia e defini¢ao das
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sindromes NP que ocorrem no LES (29). Definiram-se entdo 19 sindromes mais prevalentes
na doenca (Tabela 2). Estes critérios foram validados posteriormente apresentando uma

sensibilidade de 91% e especificidade de 46% (74).

Tabela 2.Critérios do ACR de manifestacdes neuropsiquidtricas no LES.

Manifestacoes do SNC Manifestacoes do SNP
Cefaleia Desordem autondmica
Convulsdo Miastenia grave

Desordens de ansiedade Mononeuropatia

Desordens de humor Neuropatia craniana
Desordens de movimento Plexopatia

Distdrbio cognitivo Polineuropatia

Doenca cerebrovascular Polirradiculopatia inflamatdria

desmielinizante aguda

Estado confusional agudo

Meningite asséptica

Mielopatia

Psicose

Sindromes desmielinizantes
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1.2 Anticorpo anti-P ribossomal
Os anticorpos anti-P ribossomais (anticorpos anti-P) sdo autoanticorpos que tém

como alvo trés fosfoproteinas ribossomais altamente conservadas. Estas proteinas
correspondem as moléculas PO, P1 e P2. As fosfoproteinas podem ser encontradas no meio
intracelular, fazendo parte do componente 60S dos ribossomos de células eucariéticas (75,
76). Esses anticorpos sdo altamente especificos para o lipus eritematoso sistémico, e podem
ser marcadores para atividade da doenca (77-79).

Os anticorpos anti-P apresentam uma prevaléncia de 6-46% no LES, dependendo do
grupo étnico, idade e varidveis clinicas analisadas (80), e estdo associados a psicose,
depressao e envolvimento do SNC (81-90). Altos niveis de anticorpos anti-P sdo
considerados restritos ao LES e sdo raramente detectados (<5%) em sujeitos normais ou
pacientes com outras doencas autoimunes (91-93)

A variabilidade étnica € atribuida a associagdo com certos alelos da classe II do
complexo de histocompatibilidade (MCH 1I), confirmado pela maior positividade do
anticorpo anti-P em pacientes com HLA-DQBI1 * 0602 (94). Na maioria dos estudos, sua
prevaléncia fica entre 6 e 20%, sendo que estudos com pacientes chineses, esta prevaléncia é
maior (36%), atingindo 46% em estudo com pacientes japoneses (95-99).

A presenca do anticorpo anti-P em paciente com LES tem sido associada com menor
idade de inicio da doenga, envolvimento multiorganico e diversas outras manifestacoes,
dentre elas o acometimento do SNC (89, 95-96, 98, 100-101). Matus et al (102)
demonstraram que o anticorpo anti-P se liga aos neur6nios e pode desencadear um influxo
de célcio que leva a apoptose, além da demonstracdo em cultura e in-situ que o anticorpo
anti-P possui potencial neurotéxico.

O primeiro relato de correlacio entre o anticorpo anti-P e manifestacdes
neuropsiquidtricas no LES foi descrita em 1987 (81), que reportou a correlacdo com psicose.
No trabalho, o anticorpo anti-P foi avaliado em 20 pacientes com psicose secundaria ao LES
e foi encontrado em 18 deles. No acompanhamento longitudinal, observou-se a atividade do
anticorpo anti-P em dois pacientes com psicose e foi demonstrado que os niveis de anticorpo
anti-P aumentaram antes e durante as fases ativas de psicose, chegando a titulos 30 vezes
maiores durante a fase ativa, e permanecendo inalterados durante outras manifestacdes da
doenca (81).

Esta associacdo entre anticorpo anti-P e psicose foi confirmada em outras coortes

(99, 103-117).
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Apés estas constatacdes, essa possivel associacdo entre anticorpo anti-P e
manifestacdes neuropsiquidtricas, principalmente psicose; no LES tem gerado relatos
conflitantes (103-104, 106, 108-109, 118-120). Além disso, outro estudo observou
associa¢do entre anticorpo anti-P e outras manifestacdes neuropsiquiatricas (convulsio,
mielopatia transversa e meningite asséptica) e ndo observou com psicose especificamente
(121).

Diversos estudos subsequentes ndo conseguiram encontrar estas mesmas associacoes,
possivelmente pelos diferentes métodos utilizados para a dosagem de anticorpo anti-P, pela
diversidade étnica dos grupos estudados, diferengas no curso da doenca apresentando
periodos de atividade e remissdo e pelas diferentes definicdes de distirbios
neuropsiquidtricos adotados (95, 122-133). Estudos multicéntricos observaram a associacio
entre os anticorpos anti-P e manifestagdes NP focais e difusas, incluindo psicose (97, 115,
117) enquanto outro estudo multicéntrico com 1537 pacientes ndo encontrou valores
estatisticos significantes entre anticorpo anti-P ribossomal e valor diagnéstico para
manifestacdes NP ou para manifestacdes especificas (131).

A associag@o entre anticorpos anti-P e transtornos do humor também sao relatadas
(1991, 107, 113-114) e estudo do nosso grupo com pacientes juvenis com LES, o anticorpo
anti-P associou com ansiedade, sugerindo um possivel acometimento da amigdala (89).

Yoshio et al observaram alta frequéncia de anticorpo anti-P no fluido cerebroespinhal
de pacientes com LES que apresentavam positividade do anticorpo anti-P no soro e com
manifestacdes neuropsiquidtricas. Esta observacao fortaleceu a linha do papel patogénico do
anticorpo anti-P em pacientes com LES e manifestacdes neuropsiquidtricas. A presenca do
anticorpo anti-P, no soro e no fluido cerebroespinhal, foi associada com psicose (123).

Viérios mecanismos patogénicos t€m sido propostos, como ligacdo nos epitopos da
membrana de superficie das células, adentrar as células através da membrana celular,
inibicdo de sintese proteica, produgdo de citocinas pré-inflamatdrias e apoptose celular (81,
83,98, 113, 134-135). No entanto, o maior avango na compreensao do possivel mecanismo
que leva a disfun¢do neuronal vem do trabalho que mostra a relacdo do anticorpo anti-P com
uma proteina presente na superficie de neurdnios de dreas especificas do cérebro, envolvidas
com memoria, conhecimento e emog¢des. Em cultura, a adi¢do do anticorpo anti-P nesses
neurdnios resultou no aumento da entrada de fons cdlcio, levando a morte neuronal por
apoptose (135).

Em modelos animais, a inje¢do intraventricular do anticorpo anti-P, levou ao

desenvolvimento de comportamento depressivo e diminui¢do da resposta a estimulos
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olfatérios, posteriormente tratados com antidepressivos, estes animais voltaram ao seu
estado de humor normal, porém as respostas a estimulos olfatérios continuaram diminuidas
(136). A andlise histoldgica do cérebro desses animais revelou a presenga do anticorpo anti-
P nos neurdnios do hipocampo, da amigdala, do cértex cingulado e piriforme e das camadas
neocorticais 1I, V,VI (137). Estes achados sugerem que o anticorpo anti-P pode estar

associado a uma ampla gama de disfun¢des do SNC (93).

1.3 Alteragoes Olfatorias

O olfato € um processo complexo do sistema nervoso central que envolve vdrias
areas especificas do cérebro, principalmente regides do sistema limbico como amigdala e
hipocampo (138-143). Na ultima década tem crescido as evidéncias da inter-relacdo entre o
sistema imunolégico e o SNC (144-147), em especial o sistema olfativo (113, 148). Em
modelos animais foi demonstrado que a inje¢do intracerebral do anticorpo anti-P
desencadeia um comportamento depressivo € a diminuicdo da olfagdo (137). O exame
histolégico do cérebro destes camundongos revelou que o anticorpo anti-P adentrou células
neuronais do sistema limbico, incluindo células da amigdala e hipocampo, induzindo a
apoptose celular (137,148).

Em abelhas cujo sistema imunolégico foi parcialmente inibido, observou-se a
diminui¢do da associagdo de odor com a recompensa de acucar, concluindo-se que efeitos
sobre a resposta imune podem afetar o olfato e posteriormente a formacdo da memoria (149)
e a bulbectomia olfatéria bilateral em camundongos resultou em indmeras alteracoes
imunoldgicas, incluindo a reducdo da fagocitose por neutréfilos, mitogénese de linfocitos,
aumento da adesividade de leucdcitos, da fagocitose de mondcitos, de proteinas da fase
aguda positivas, dentre outras (150).

Em doencas autoimunes, o olfato é frequentemente prejudicado e pode ser
correlacionado com a gravidade do comprometimento neurolégico (151-154). Em estudos
clinicos envolvendo outras doencas como doenca de Alzheimer, Parkinson, esclerose
multipla e esquizofrenia foi demonstrado que a habilidade de identificar odores envolve as
estruturas do lobo temporal medial (155-159).

Em pacientes com LES; foi observado uma diminuicao do olfato quando comparados
a individuos saudédveis e sem histérico de doenga autoimune na familia (46% vs 25%). A
alterac@o do olfato nesses pacientes foi correlacionada com indice de dano e manifestacoes

do sistema nervoso central, sugerindo um mecanismo autoimune na patogénese do distirbio
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olfatério (143). Na tabela 3 estdo resumidos os principais estudos e achados de alteracdes

olfatérias em doengas autoimunes.



23

Tabela 3. Alteracao olfatéria em doencas autoimunes: principais estudos

Doencas Autores N° Testes de | Resultados Correlacoes,
Pacientes | olfato associacoes e
/ N° utilizados conclusoes
Controle
S
SSc Amital (193) | 20/21 ¢ Sniffin’ 3de20(15 %) | TDI
Sticks TDI | SSc hiposmia correlacionou
TDI SSc < inversamente
controles com BDI-II
SSj Su (194) 159/32 Sniffin’ SSj = BMS
Sticks TDI
Midilli (195) 709 €73/ |5 SSj=controles Disordens de
77 componente olfato foram
s do smell associadas com
D polipose nasal
Kamel (196) 25Q e34 | UPSIT UPST SSj < Tempo e idade.
/37 UPST Controles | Paladar e olfato
foram
correlacionados
Weiffenbach 309/ 609 | UPSIT UPSIT SS;j
(197) <controles
Rasmussen(19 | 369/36 Elsberg's Sem diferencas | Nenhuma
8) olfactomer | entre os grupos | correlagdo com
a depuracgio
mucociliar
Jones (198) 149 T:diluicdes | Todos SSj Hiposmia,
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e73/16 de piridina, | tinham hiposmia | alterac¢des
nitrobenzen inflamatdrias na
o e tiofeno mucosa nasal e
actimulo nasal
de 99mTcO4 em
SSj
Henkin (199) | 299 T:dilui¢des | 45% tinham Ciclofosfamida
de piridina, | hiposmia. melhorou a
nitrobenzen funcdo do olfato
o e tiofeno
Mikulicz's Takano (200) 173 €279 | T&T 45% dos Placécitos
disease olfactomete | pacientes positivos para
r tinham IgG4 na mucosa
anormalidades nasal com
olfatdrias anormalidades
olfatérias
RA Steinbach 759 €264 | Sniffin’ TDI e THR RA | Idade, atividade
(201) Sticks TDI | < controles. da doenga e
gravidade
SLE Cavaco, (169) |81%e¢ BSIT BSITLES e LES com MNP
473/85 NPLES< BSIT | tinham mais
controles disfungdes
olfatérias que
pacientes com
LES sem MNP
Shoenfeld 419 € 94/ | Sniffin’ TDI LES< TDI com
(113) 50 Sticks TDI | controles SLEDAI eMNP
MS Uecker 152 e 58 Sniffin’ 50% dos D correlacionou
(204) Sticks TDI | pacientes com inversamente

hiposmia ndo

com 0O numero
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tiveram de recidivas;
alteracoes VAS
significativas correlacionou
durante o com a
segmento pontuacdo de
TDI nos
pacientes
testados
longitudinalmen
te
Good (205) 52Qe UPSIT, UPSIT MS < ODT
2137522 ¢ | ODT Controles correlacionou
218 37% tiveram com volume das
diminui¢édo do lesdes
olfato
Jordy 72% e CCCRC Alteracdo de Idade e EDSS
(206) 28437559 olfato em MS
e 458 (32%) <
controles (3%).
Kandemir 149 e6 BSIT Pontuagdo total | Nenhuma
(207) 3120 do olfato em diferenca nos
MS < controles | escores totais de
cheiros e
duracdo da
doenca
Caglayan 219 e84 | Sniffin’ T pacientes < T, 1, TDI
(208) /30 Sticks TDI | controles correlacionou
com idade. I e
TDI com
MMSE e EDSS.
Samkoff (209) | 119 UPSIT Pacientes = Correlacdo
e53/14 controles inversa entre

pontuacdo de
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UPSITe EDSS
Caminiti (210) | 199 e OERPs 7/ 30 pacientes | Duracdo da
113/ 189 nio tinham doencga, EDSS e
e 128 OERP. 16/ 23 OERPs
pacientes
tiveram
amplitude
significativamen
te menor do que
0 grupo controle
Erb (211) 249 e 63/ | Sniffin’ TH e DIS MS = | Nenhuma
30 Sticks TDI | controles. correlacdo entre
areducdo da FA
nas lesdes e o
EDSS ou o
escore TDL. I:
Correlacdo com
valores de FA
de lesdes nas
regides
cerebrais
analisadas
Dabhlslett (212) | 209 e OERP, OERP 23,8% Escore TDI
103730 Sniffin’ hiposmia. inversamente
Sticks TDI | TDI 40% correlacionado
hiposmia. TDI com o0 escore
MS<controles EDSS; I:
inversamente
correlacionada
com a durag@o
da doenga e
EDSS
Silva (213) 153/ 165 B-SIT B-SIT MS < Idade, duracdo
controles. da doenga,

educacio,
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EDSS,
depressdo e
MMSE.
Goektas (214) | 259 Sniffin’ 44% com Volume de OB
el13/36 Sticks TDI | alteragdes correlacionado
olfatérias com a fung¢io
olfativa. I:
correlacionado
com escores
neuroldgicos.
Erb-Eigner 30/12 Sniffin’ TDI, TH, ID TDI, TH, ID
(215) Sticks TDI | MS < Controles | MS <Controles
Lutterotti 35Q el53 | Sniffin’ TDI, TH, ID TDI e atividade
(216) /30 Sticks TDI | MS < controle da doenga e
ID de hiposmia | duragdo da
de 38% MS doenca menor
8% MS que 2 anos. TH
hiposmia DIS e doenca ativa e
48% MS inflamacao. ID
hiposmia TH e correlagdo
26% de negativa com a
hiposmia TDI duracdo da
doenca.
Fleiner (217) 119 Sniffin’ MS: 50% com O escore EDSS
e53/16 Sticks TDI | hiposmia correlacionou-
se inversamente
com o subteste
de identificacdo
Zorzon (218) 25Q el53 | CC-SIT 12,5% tinham sexo, idade,
40/40 anormalidades duracdo da
no olfato. doenca,
Pontuacdo CC- | incapacidade,
SIT MS ansiedade,
<controles depressao, carga
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de lesdo.
Correlacdo entre
escore CC-SIT

e carga olfatdria

de lesao
cerebral e
correlacdo
negativa EDSS.
Zivadinov 25Q e 154 | CC-SIT CCSIT MS Escore CC-SIT
(151) /40 <controles com sintomas
de ansiedade,
depressdo e
gravidade do
comprometimen
to neuroldgico
Doty (219) 39 e28 UPSIT 3 de 5 pacientes | Perda olfativa
apresentavam associada a
microsmia flutuacdes no
moderada. nimero de
placas nos lobos
frontais e
temporais
inferiores.
Doty (220) 179 €94 | UPSIT 38,5% of MS Correlagdo
com diminui¢do | inversa com
do olfato acumulo de
lesdo
Hawkes 439 e 294 | UPSIT, 15% pacientes | UPSIT
(221) /96 OEP tinham correlacionou
anormalidades com EDSS.
de UPSIT. UPSIT com o
25% pacientes H2S-evoked
tinham response.

anormaliades de
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OEP.
Constantinesc | 29 caso UPSIT Ambos os A flutuagdo do
u (222) reporter pacientes com olfatoocorreu
sintomas paralelamente
olfativos. com a atividade
da doenga
Ansari 409/24 T: diluicdes | Limiar MS = T: com grau de
(223) bindarias controles incapacidade,
seriadas de tratamento.
acetato de
amila e
nitrobenzen
0
Li (224) 119 e T&T 42,3% déficits T&T
158726 olfactomete | da funcao correlacionado
r test kit olfatéria Limiar | com o EDSS.
olfatério MS = | Bulbo olfatério
controle foi menor em
disfungdo
olfatéria
Holinski 139e78 | OM 2/S 25% pacientes Correlagdo
(225) olfactomete | com hiposmia. negativa do
T volume de OB e
laténcias de
H2S. Paciente
hiposmatico
apresentou
menor volume
de OB e maior
volume
de lesdes em
OB.
Rolet 369 e 143 | Sniffin’ disfuncdo I: correlagao
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(226) Sticks TDI | olfatéria em positividade
40% TH, 18% com EDSS e
DIS e 10% ID. | negativamente
com registro
médico. O IDT
foi
inversamente
correlacionado
com a
progressdo da
doenca
Churg- Tallab (227) One & UPSIT, UPSIT= total
Strauss Case Memoéria do | anosmia.
syndrome
(CSS) Reports odor; Memoria do
PEA -TH | odor = anosmia
total.
PEA -TH =
anosmia.
Neuromyelit | Zhang (228) 49 /26 T&T NMOSDs: 53% | TH foram
is optica olfactomete | dos pacientes positivamente
r com disfungdo correlacionados
olfativa com com anticorpos
disfuncao séricos de
olfatdria aquaporina-4.
apresentaram Ambos deteccdo
menor volume e os limiares de
de OB que os reconhecimento
pacientes sem para o olfato
ela ou com foram
controles. negativamente
correlacionados
com o volume
de OB
Myasthenia | Tekeli (229) 89 €223 | Sniffin' Pacientes com Diminuic¢ao
Gravis (MG) /30 sticks test MG mostraram | olfatoria
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TDI

significativamen
te menor

e pontuagdes
gustativas do

que controles.

correlacionou
com severidade

da doenga.

Leon-
Sarmiento

(230)

27TMG, 11
polimiositi

s/ 27

UPSIT

MG UPSIT<
controles;
polimiosiitis
UPSIT

<controles

BD

Akyol
(231)

50/46

Sniffin’'
Sticks TDI

ID, TDI <

controles.

Veyselle (232)

179 e 133
/30

CCCRC

CCCRC BD

<controles

GPA

Fasunla

(233)

93, 79/16

Sniffin'
Sticks TDI

T,D, 1, TDI <

controles.

Goktas
(234)

592,448

Sniffin'
Sticks TDI

Um paciente
com anosmia
(11%), 4
pacientes com
hiposmia (44%)
e 4 pacientes
com olfato

normal (45%).

Zycinska
(235)

319 e 128

Sniffin'
Sticks TDI

74% com
disfun¢ao
olfatéria, TDI,
T,I,D

pacientes<

T e idade.
Inflamagao

nasal e SST
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controles
Laudien (236) | 449 e 32&' | sniffin' 14 (18.4%)
sticks TDI | disfung@o
olfatéria
Proft 179 €273 | Sniffin’ T,D, I TDI < TDIe D com
(237) /44 Sticks’ TDI | controles CRP;

75% hiposmia D: baixas
pontuagdes com

azatioprina

Q: Mulher; 4: Homem; BD: Doenga de Behget; BSIT: Teste curto de identifica¢do de odor;
CC-SIT: Teste de identificacdio de odor Cultural; CRP: Proteina C reativa; D:
Discriminagdo; FA: Anisotropia fracionada; GPA: Granulomatose com poliangiite; I:
Identificagdo; MD: Difusao média; MMSE: Exame de estado mental Mini; MS: Esclerose
Multipla; OB: Bulbo olfatério; ODT: Limiar de detec¢do de odor; OEP: Potenciais olfativos
evocados; OERPs: Olfatometro OM2S; PEA — TH: Limiar de detec¢do com élcool fenil
etilico; RA: Artrite reumat6ide; RD: Difusividade radial; SLE: Lipus eritematoso sistémico;
SSj: Sindrome de Sjogren; 99mTcO4: pertecnetato de tecnecio 99m; T: Limiar; TDI:
Pontuagdo Total do teste de avaliac@o olfatéria Siffin Sticks; UPSIT: Teste de identificacdo
olfatéria da Universidade da Pensilvania.
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2. JUSTIFICATIVA
Durante a dissertacdo de mestrado, observamos que alteracdes olfatérias sdo
frequentes no LES. Porém até o presente momento, nenhum estudo avaliou se a funcdo
olfatéria flutua ao longo do tempo no LES e sua associacdo com alteragdes estruturais a
ressonincia magnética (RM). A determinagdo desta associagdo pode contribuir na

elucidacdo da fisiopatologia do envolvimento do SNC no LES.
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar a alteracdo olfatéria no LES comparando esses pacientes com individuos
sadios durante o periodo de 2 anos de seguimento, e determinar o papel dapresenca do
anticorpo Anti-P e da redug¢do de volume das estruturas limbicas (hipocampo e

amigdala) na alteracao do olfato.

3.1. Objetivos Especificos
3.1.1. Analisar a progressdo de distdrbios olfatérios nos pacientes com LES durante
um periodo de dois anos através do teste de olfato Sniffin"Sticks kit;
3.1.2. Determinar se a presenca do anticorpo anti-P, atividade e dano de doenca,
sintomas de ansiedade e depressdo, volume da amigdala e do hipocampo estio

associadas com os disturbios olfatdrios durante o periodo de seguimentos:
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4. HIPOTESES
4.1. Manifestacdes olfatdrias flutuam ao longo da doenca no LES.
4.2. Os niveis do anticorpo anti-P, atividade da doenca, sintomas de ansiedade e

depressd@o e volume da amigdala e do hipocampo estdo associados a alteracdes

olfatérias no LES.
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5. PACIENTES E METODOS
5.1. Delineamento do Estudo
Trata-se de um estudo observacional, longitudinal, aberto com grupo controle.
Avaliamos a func¢ao olfatéria, o volume das estruturas do sistema limbico (amigdala e
hipocampo), e coletamos sangue para dosagem do anticorpo anti-P na entrada do estudo
(TO) e anualmente durante o acompanhamento (2 anos) (T1 e T2) para todos os
pacientes. Os controles incluidos foram submetidos aos mesmos exames e testes em

duas avaliagdes (TO e T1).

5.2. Selegdo dos Pacientes

Foram selecionados pacientes consecutivos com LES (29), acompanhados no
ambulatério de Reumatologia do Hospital de Clinicas/UNICAMP cujas manifestacdes
clinicas e laboratoriais foram rotineiramente estudadas de acordo com protocolo ja

estabelecido.

5.2.1 Critérios de inclusdo
- Foram incluidos pacientes com diagndstico de LES segundo os critérios estabelecidos
pelo ACR (29) e acompanhados rotineiramente no Ambulatério de Reumatologia do

Hospital de Clinicas/UNICAMP

5.2.2 Critérios de exclusdo

- Pacientes que ndo concordaram em participar da pesquisa.

- Pacientes que apresentavam alteragdes estruturais de vias aéreas superiores, que
relataram algum tipo de resposta alérgica a odores presentes no teste do olfato, com
infecgOes de vias respiratdrias, acidente vascular cerebral (AVC) ou outras doengas que
pudessem levar a um pior desempenho na avaliagdo olfatoria.

- Pacientes que apresentaram contraindicacdes para realizacdo dos exames de RM como

presenca de marca passo, clipes metalicos, aparelho ortodontico, claustrofobia.

5.3 Selecdo do Grupo Controle

O grupo controle foi constituido por voluntdrios sadios com idade e género
semelhante ao grupo de pacientes com LES, que ndo apresentavam histérico de doencgas
autoimunes ou alérgicas, sem alteracdes de vias aéreas superiores € sem histdrico de uso

de drogas inalantes.
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Esses individuos sadios pertenciam a mesma regido geografica (Campinas e regido),
sendo estes amigos de paciente, pesquisadores e profissionais do hospital de clinicas da
UNICAMP. Foram excluidos individuos com doencgas autoimunes e com antecedentes
familiares com doenca autoimune, individuos que apresentaram contraindicagdes para
realizagdo dos exames de RM, como presenca de marca passo, clipes metalicos ou
aparelho ortoddntico, individuos com claustrofobia, com hipertensdo arterial sist€émica

(HAS), diabetes mellitus e AVC prévio.

5.4 Termo de consentimento livre e esclarecido
Todos os pacientes e voluntdrios foram previamente informados e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) - UNICAMP (n°920/2007) (Anexo
1).

5.5 Anadlise Clinico e Laboratorial

As varidveis clinicas e laboratoriais foram analisadas anualmente nos pacientes com
LES em diferentes tempos: ao entrar no estudo (TO), e anualmente apds (T1 e T2).
Manifestagdes pregressas foram analisadas através da revisdo do prontudrio médico.
Foram analisadas as seguintes manifestacdes clinicas, laboratoriais e de tratamento

conforme os critérios do ACR (29).

5.6 Analise de Indicadores de doenca

Definiu-se como atividade todas as manifestacdes reversiveis que resultaram
diretamente do processo inflamatério. A atividade da doencga foi avaliada pelo Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) (160), composto por vinte e
quatro manifestacOes incluindo sinais, sintomas e testes laboratoriais. O indice utiliza
uma pontuacido ponderada com escores variando de 0-105. A doenca foi considerada
ativa se o somatorio de pontos do SLEDAI fosse >3 (161).

Definiu-se como dano as alteracOes persistentes (anatomicas, fisiologicas ou
patoldgicas) que resultam da atividade inflamatdria prévias causando atrofia, cicatrizes
ou fibrose, assim como as complicacdoes do tratamento e outros eventos (162). As
alteracdes eram irreversiveis e cumulativas e/ou presentes por pelo menos seis meses. O
dano cumulativo foi avaliado pelo Systemic Lupus International Collaborating

Clinics/American College of Rheumatology- damage index (SLICC/ACR-DI) no dia
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dos exames laboratoriais (163). Os escores variam de 0 a 47 e a presenca de dano foi

confirmada se escore > 1.

5.7 Avaliacao Neurologica

As manifestacdes NP foram determinadas através da revisdo de prontudrios médicos,
seguindo os critérios para manifestagdes NP estabelecidos pelo ACR (29).

Todos os individuos completaram os Inventdrios de Ansiedade (BAI) (164-165) e
Depressao de Beck (BDI) (165-166). Estas escalas consistem em vinte e um itens, cada
um descrevendo um sintoma comum de ansiedade/depressdo. Foram excluidas causas
secunddrias para garantir que os sintomas de ansiedade e depressdo fossem primarios ao
LES. O participante ranqueou o quanto ele ou ela tem sido incomodado por cada
sintoma na dltima semana 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 foram: 0
a 13 sem sintomas de depressao ou sintomas depressdao minima; de 14 a 19 sintomas de
depressao leve; de 20 a 28 sintomas de depress@o moderada; e de 29 a 63 sintomas de
depressao grave (165-167). Para o BAI, os limiares utilizados foram: de 0 a 7 sem
sintomas de ansiedade ou nivel minimo de sintomas de ansiedade; de 8 a 15 sintomas de
ansiedade leve; de 16 a 25 sintomas de ansiedade moderada; e de 26 a 63 sintomas de

ansiedade grave (164-166, 168).

5.8 Investigacdo com Ressondncia Magnética:

As imagens estruturais de RM foram obtidas no periodo de 2011 a 2015 em um
aparelho de 3 Tesla (Philips Achieva System). Aquisicdes em 3D obtidas no plano
sagital “gradient echo” T1 ponderadas com espessura de 1mm, dngulo de exitacdo de
35° TR=22, TE=9, matriz de 256x220,FOV=230x250 cm, pixel 1x1 foram utilizadas
neste estudo.

A segmentagdo automadtica dos hipocampos e das amigdalas foi realizada através do
software  FreeSurfer 5.3.0  (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki), segundo
procedimentos previamente descritos (169,170). Este software consiste em um conjunto
de ferramentas automdticas desenvolvido pelo Laboratério de Neuroimagem
Computacional do Centro de Imaginologia Biomédica Athinoula A. Martinos em

Massachusetts — EUA (http://martinos.org/lab/lcn).

Para determinacao de atrofia utilizamos o Z-Score < 2.


http://martinos.org/lab/lcn
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5.9 Avaliagao olfatoria

Avaliamos a fung@o olfatéria pelos trés estagios do teste Sniffin’Sticks kit (SST)
(Burghart Medizintechnik, Wedel, Germany). O teste é baseado em um dispositivo em
forma de caneta que dispensa diversos odores. E avaliado o limiar olfatério, a
capacidade de discriminagdo entre dois odores diferentes e a capacidade de
identificacdo de odores. No primeiro estidgio, o limiar olfatério foi avaliado pelo n-
butanol, apresentado em conjunto com duas canetas contendo substincias indolores. Era
solicitado que o individuo, apds ser apresentado as trés canetas, informasse qual caneta
continha o odor do n-butanol que se apresentava em diferentes concentragdes. No
segundo estagio era avaliada a capacidade de discriminagdo entre dois odores diferentes.
O individuo era apresentado a trés canetas, duas contendo o mesmo odor e uma terceira
contendo um odor diferente devendo diferenciar entre as canetas. No terceiro estigio era
apresentada uma caneta com odor conhecido e quatro op¢des de resposta para o odor
apresentado. O escore mdximo em cada estdgio é de 16 pontos, totalizando um escore
total de 48 pontos. Individuos com escore total >30 sdo considerados normais, escores

entre 15-30 hiposmia e com escore <15 anosmia.

5.10 Investigagdo laboratorial

Foi coletado 10 ml de sangue periférico dos participantes da pesquisa. Estas amostras
permaneciam 30 minutos em temperatura ambiente para coagular, sendo em seguida
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Apds centrifugacdo, o soro é imediatamente
separado do precipitado de células vermelhas e aliquotado em tubos de Eppendorf.
Estes tubos contendo o soro sdo armazenados em freezer -80° C para posterior dosagem
dos anticorpos anti-P ribossomal por técnica de Enzyme-Linked Immunoabsorbent
Assay (ELISA). Foi utilizado um kit comercial Anova® com amostras em duplicata.

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 contetido do frasco de solu¢do de lavagem HRP a
975ml de 4gua 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.

Foram adicionados a placa 100 microlitros de Positivo Baixo, Positivo Alto, Controle

Negativo ELISA pré-diluidos, e as amostras diluidas aos respectivos micropogos da
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placa. Em seguida, a placa foi incubada durante 30 minutos em temperatura ambiente,
em uma superficie nivelada.

Para a lavagem, os conteidos de cada cavidade foram aspirados completamente e
adicionados 200-300 microlitros de solucdo de lavagem HRP a todos os pocos, seguida
por uma nova aspira¢do. Este procedimento foi repetido mais duas vezes, totalizando
um total de trés lavagens. Depois da ultima 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 incubacdo e 100
microlitos do cromdgeno tetrametilbenzina (TMB) foi adicionado em cada micropoco.
A placa foi incubada por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente. Ao término da
incubagdo foram adicionados 100 microlitros de solucdo de parada HRP em cada
micropoco. A leitura de absorbancia (DO) de cada pocgo foi feita a 450nm em até 1 hora
apos a dltima incubagio.

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 validos, todos os
critérios listados abaixo deveriam ser cumpridos:

a) 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.

b) 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.

c) O Positivo Baixo ELISA deveria ter absorbincia 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.

5.11 Andlise Estatistica
Para a determinagdo dos resultados foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Para as varidveis de distribui¢do normal utilizamos o teste Te teste T pareado. Para

as varidveis ndo-normais foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, o teste de Mann—Whitney
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para comparar as varidveis categdricas e as correlacdes de Pearson e Spearman para
correlacionar as varidveis continuas. Regressdo linear foi utilizada para comparacdo dos
diferentes tempos. Para todas as andlises, p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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6. RESULTADOS
6.1 Descricdo demogrdfica
Incluimos 95 [87 (91,6%) mulheres; com média de idade = 40,05 (DP + 11,16)]
pacientes consecutivos com LES. A duracdo média da doenga foi de 155 meses (DP +
105,6).
O grupo de controle foi constituido de 64 controles [53 (82,8%) mulheres; p = 0,134]
com média de idade= 40,09 anos (DP % 6,61) (p = 0,97) (tabela 9).

6.2 Manifestagades clinicas na inclusdo do estudo

Quarenta e seis (48,2%) pacientes possuiam doenca ativa (SLEDAI > 3) [SLEDAI =
4,25 (DP = 4,18)] e 70 (73,7%) possuiam danos cumulativos (SDI > 1). As manifestacdes
clinicas e laboratoriais estaoapresentadas na Tabela 4.

Na entrada no estudo, manifestacoes neuropsiquidtricas foram observadas em 70
(73,7%) pacientes. Em 62 (65,2%) pacientes com LES observamos sintomas de ansiedade
[pontuacdo média de BAI = 16,02 (DP = 13,38)], em comparagdo com 18 (28,1%) controles
(p <0,001) [pontuacdo média de BAI = 8,94 (DP = 6,13)]. Sintomas de depressao foram
observados em 48 (50,5%) pacientes com LES [pontuacio média de BDI= 14,07 (DP =
6,23) e em 14 controles (21,8%) (p = 0,001) [pontuagdo média de BDI = 8,75 (DP =8,9) ; p
<0,001]. O grupo de pacientes apresentou-se significativamente mais depressivos (p= 0,001)
e ansiosos que o grupo de controles (p=0,001) na entrada do estudo e manteve-se durante as
avaliacdes longitudinais [(T1- Ansiedade p<0,001; Depressao p=0,001); (T2- Ansiedade
p<0,001; Depressao p=0,001)].

As manifestagdes neuropsiquidtricasdos pacientes com LES estdo apresentadas na

Tabela 5.



Tabela 4. Manifestacoes clinicas e laboratoriais na inclusiao do estudo

Manifestaciao N=95 (%)
Clinica
Alopécia 4(4,2)
Aurtrite 10 (10,5)
Fotosensibilidade 20 (21,0)
Lesao discoide 10 (10,5)
Nefrite 25 (26,3)
Rashmalar 34 (35,8)
Ulcera oral 20 (21,0)
Laboratorial
Leucopenia 18 (18,9)
Linfopenia 12 (12,6)
Plaquetopenia 10 (10,2)
Anemia hemolitica 3(3,2)
Reducao de complemento 20 (21,0)
Imunolégico (cumulativo)
93 (97,9)
FAN
29 (30,5)
Anti-DNA
19 (20,0)
Anti-Ro/SSa
14 (14,7)
Anti-Sm
12 (12,6)
Anti-La/SSb




Tabela 5. LES: Manifestacoes neuropsiquiatricas no T0

Manifestacoes do SNC N=95 N (%)
Cefaleia 37 (38,9)
Convulsao 7(7,4)
Sintomas de ansiedade 62 (65,2)
Sintomas de humor 48 (50,5)
Desordens de movimento 3(3,2)
Distirbio cognitivo 63 (66,3)
Doenca cerebrovascular 0 (0,0)
Estado confusional agudo 0(0,0)
Meningite asséptica 22,1
Mielopatia 22,1
Psicose 3(3,2)
Sindromes desmielinizantes 2(2,1)
Manifestacoes do SNP

Desordem auton6mica 0 (0,0)
Miastenia grave 0(0,0)
Mononeuropatia 0(0,0)
Neuropatia craniana 2(2,1)
Plexopatia 0(0,0)
Polineuropatia 33,2
Polirradiculopatia inflamatdria
desmielinizante aguda L0
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6.3 Anti-P

Os anticorpos anti-P foram observados em 16 (16,8%) pacientes com LES e em
nenhum dos controles (p=0,002) no tempo 0 e 1 e em 17 (17,9%) pacientes no tempo 3
(p<0,001). O anticorpo anti-P foi associado com menor média de idade (34,93 + 8,24 anos
versus 41,08 £ 11,43 anos) (p=0,049), e associou-se com maiores pontuacdes de SLEDAI
em todas avaliacdes. Nao encontramos outras associagdes do anticorpo com nenhuma
manifestacdo clinica, laboratorial e imunolégica. (Tabela 6 e 7).Treze (81,2%) pacientes
com anticorpo anti-P positivo apresentavam atividade de doenc¢a comparado com 33
pacientes sem o anticorpo anti-P positivo e com atividade de doencga (41,8%) (p=0,005).
Nao observamos associa¢des ou correlagdes entre a presenga do anticorpo anti-P e disfuncao
olfatéria ou menores pontuacdes de TDI em nenhum dos tempos avaliados (tabela 8), no
entando no TO, observamos 6 (37,5%) dos pacientes com anticorpo anti-P positivo tinham
hiposmia, no T1, 6 (37,5%) pacientes com hiposmia e 1 (0,06%) paciente com anosmia, € no

T2, hiposmia foi encontrada em 9 (56,2%) dos pacientes com anticorpo anti-P positivo.
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Tabela 6. LES. Manifestacoes clinicas e laboratoriais em pacientes com o anticorpo

anti-P positivo e negativo

Manifestacao Anti-P positivo N=16 Anti-P negativo N=79 | P

N (%) N (%)
Clinica
Alopécia 1(6,2) 2(2,5) 0,429
Artrite 8 (50) 35 (44,3) 0,440
Fotosensibilidade 12 (75) 37 (46,8) 0,055
Lesdo discoide 0(0,0) 0(0,0) - -
Nefrite 6 (37,5) 19 (24,1) 0,208
Rash malar 5@31,2) 29 (36,7%) 0,456
Serosite 4 (25) 12 (15,2) 0,266
Ulcera oral 2 (12,5) 8 (10,1) 0,532
Laboratorial
Leucopenia 4 (25) 14 (17,7) 0,369
Linfopenia 6 (37,5) 27 (34,2) 0,505
Plaquetopenia 2(12,5) 8 (10,1) 0,532
Anemia hemolitica 0(0,0) 3(3,8) 0,571
Imunolégico (cumulativo)
FAN 14 (86,5) 60 (75,6) 0,255
Anti-DNA 7 (43,8) 22 (27,8) 0,167
Anti-Ro/SSa 4 (25) 15 (19) 0,401
Anti-Sm 4 (25) 10 (12,5) 0,184
Anti-La/SSb 0(0,0) 12 (15,2) 0,094
Anti-RNP 6 (37,5) 12 (15,2) 0,073




Tabela 7. Manifestacoes NP em pacientes com anticorpo anti-P positivo e negativo

Manifestacoes NP Anti-P positivo Anti-P negativo P
N=16 N (%) N=79 N (%)

Cefaleia 7 (43,8) 30 (38,0) 0,780
Convulséo 1(6,1) 6 (7,6) 1,000
Sintomas de ansiedade 13 (81,2) 48 (60,8) 0,157
Sintomas de depressao 9 (56,2) 34 (43,2) 0,413
Desordens de movimento 0(0,0) 3(3,8) 1,000
Distdrbio cognitivo 11 (68,7) 52 (65,8) 0,821
Meningite asséptica 1(6,25) 1(1,2) 0,312
Mielopatia 1(6,25) 1(1,2) 0,314
Psicose 2 (12,5) 1(13,5) 0,073
Sindromes desmielinizantes 2(12,5) 0 (0,0) 0,421
Polineuropatia 2(12,5) 1(13,5) 0,073
Polirradiculopatia inflamatdria

desmielinizante aguda L0 000 0,334
Neuropatia craniana 1(6,25) 1(1,2) 0,652
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Tabela 8. Avaliacoes longitudinais em pacientes com anticorpo anti-P positivo e

negativo
Anti-P (+) Anti-P (-)
N=16 (TOe T1) N=79(TOeT1l) p
N=17 (T2) N="78 (T2)
Idade 3493 +£824 41,08+ 11,43 0,049
Fungdo olfatéria TO
(média + DP)
Threshold 7,97 £3,41 6,60 + 3,26 0,178
Discriminagao 11,18 + 2,81 11,03 £ 2,37 0,817
Identificacdo 11,06 £2,82 10,90 £ 2,06 0,475
Total (TDI) 30,22 £ 6,18 28,54 £5,14 0,105
Funcao olfatéria T1
(média + DP)
Threshold 6,68 + 2,97 6,44 + 2,54 0,345
Discriminagao 10,87 +2,3 10,51 +2,41 0,534
Identificacao 11,31 £2,09 11,48 + 1,97 0,731
Total (TDI) 28,87 £5,89 28,42 £5,07 0,432
Funcao olfatéria T2
(média + DP)
Threshold 6,73 £ 3,15 5,73 +1,96 0,083
Discriminagao 10,35 + 2,06 10,74 £ 2,35 0,322
Identificacao 11,12+ 1,73 11,13 + 1,96 0,918
Total (TDI) 28,20 £4,25 27,64 4,61 0,730
SLEDAI TO
7,00 + 4,05 3,27 + 3,81 0,001
(média + DP)
SLEDAITI1
(média + DP) 7,18 + 3,65 3,68 +3,35 0,001
SLEDAI T2
7,25 £3,77 3,51 +£2,76 <0,001
(média £ DP)
BAITO 17,37 £ 15,74 15,20 £ 12,72 0,716




(média = DP)
BAITI
21,12 + 13,08 12,74 £ 13,08 0,05
(média = DP)
BAI T2
14,29 + 14,50 12,32 £ 12,96 0,386
(média + DP)
BDI TO
16,44 £ 17,12 13,85 £9,50 0,944
(média = DP)
BDITI
14,12 + 10,68 11,53 £ 10,34 0,236
(média = DP)
BDI T2
11,06 £9,61 11,47 £ 11,01 0,946

(média + DP)

49
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6.4 Disfuncdo olfatéria

A disfuncao olfatéria foi observada em 42 (44,2%) dos pacientes com LES no inicio
do estudoe em 9 (14,45%) dos controles (p <0,001). Além de pontuacdes TDI mais baixas
[pontuagdes LES significativas = 28,79 (DP + 4,98) versus valores médios dos controles =
34,31 (DP % 3,50); p <0,001), os pacientes com LES tiveram pontuacdes significativamente
menores em todos os trés sub-testes de SST quando comparados aos controles (Tabela 9).

O pontuacdo total (TDI) do SST dos pacientes foi associada com o histérico de
manifestacdo NP nos tempos TO [(TDI= 30,98 + 4,16 pontos para os pacientes sem histdrico
de manifestacio NP versus 28,06 + 5,51 pontos para pacientes com histérico de
manifestacdio NP) (p=0,038)], T1 [ (TDI= 30,13 + 4,55 pontos para 0s pacientes sem
histérico de manifestacio NP versus 27,85 £5,28 pontos para pacientes com histérico de
manifestacdo NP) (p=0,046)], e T2 (TDI= 29,61 + 3,67 pontos para os pacientes sem
historico de manifestacio NP versus 27,07 + 4,65 pontos para pacientes com histdrico de
manifestacdo NP) (p=0,025)].

Observamos ainda que o TDI foi correlacionado com a pontuagdo de BAI (p=0,012 ;
r=-0,257, BDI (p= 0,003 ; r=-0,300) e SLICC (p=0,005 ; r=-0,284) no TO. No T1, o TDI
foi correlacionado com BDI (p= 0,032 ; r= -0,020) e n3o se correlacionou com BAI e
SLICC(p>0,05). E no T2, o TDI foi correlacionado com BAI (0,037 ; r= - 0,214) e ndo se
correlacinou com BDI e SLICC (p>0,05).
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Tabela 9. Funcao olfatéria LES e controles

Olfato LES TO LES T1 LES T2 Controle TO Controle T1
N=95 N=95 N=95 N=64 N=64

N° de individuos

com alteracdo

42 (44,2)* 44 (46,31)* 45 (47,36)* 9 (14,06) 9 (14,06)
olfatéria N (%)
Anosmia 2 (2,10) 3(3,15) 3(3,15) 0 (0,0) 0 (0,0)
Hiposmia 40 (42,10) 41 (43,16) 41 (43,16) 9 (14,06) 9 (14,06)
Funcdo olfatéria
(média + DP)
Threshold 6,74 3,31)* 6,48 (2,60)* 5,91 (2,23)* 8,61 (3,65) 8,27(3,42)
Discriminagao 10,14 (11,06)* 10,56 (2,38) 10,67 (2,29) 11,60 (2,00) 11,63 (2,13)
Identificag¢do 10,84 (2,15)*  11,45(1,98) 11,12 (1,91) 12,07 (2,28) 11,85(2,1)
Total (TDI) 28,79 (5,46)* 28,50 (5,19)* 27,73 (4,53)* 32,38 (5,28) 32,64 (4,71)
SLEDAI
3,8 £4,0%%* 42+4,0 4,1+£3.2
(média + DP)
SLICC
1,5+1,3 1,6 £ 1,3%* 1,7+1,3
(média + DP)
BAI
155+ 132* 1421+ 142* 12,6 £132* 89+11,1 8,5+10,0
(média + DP)
BDI
143+11,8% 11,9+11,3* 11,4+10,7* 8,7+8,9 8,3+8,1
(média + DP)

*Comparagdo entre LES e grupo controle no TO e T1. p<0,05
**Comparagdo entre o primeiro e segundo ano de avaliacao nos pacientes. p<0,05

4% Comparagdo entre o primeiro e segundo ano de avaliagdo nos pacientes. p<0,05
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6.5 Achados de RM

Observamos volumes de hipocampo esquerdo (p<0,001) e amigdala esquerda
(p<0,013) significativamente menores no LES quando comparados a controles no inicio do
estudo. Ndo observamos diferenca no hipocampo e amigada direita entre os dois grupos
(Tabela 9).

Na primeira avaliagdo (TO), observamos atrofia apenas de amigdala esquerda e
estava presente em 5 (5,26%) pacientes. Na segunda avaliacdo, encontramos atrofia de
hipocampo direito e esquerdo em 1 (1,05%) paciente e atrofia de amigdala esquerda em 7
(7,37%) pacientes. Na dltima avaliacdo, atrofia de amigdala esquerda foi observada em 9
(9,47%) pacientes, atrofia de hipocampo esquerdo em 4 (4,21%) pacientes e atrofia de
hipocampo direito em 3 (3,16%) pacientes. Nao observamos atrofia de amigdala direita em
nenhuma das 3 avaliagdes.

Quando avaliamos a fung¢ao olfatéria e a volumetria, ndo encontramos associagdes ou
correlagdes entre TDI e a volumetria das estruturas analisadas no TO (p>0,05). No TI,
observamos uma correlacdo entre menor pontuacdo do TDI e a menor volume de amigdala
esquerda (p=0,004 ; r = 0,292) e entre menor pontuacdo do TDI e a menor volume de
amigdala direita (p= 0,02 ; r = 0,318), e no T2 observamos correlagdo entre menor
pontuacdo do TDI e a menor volume de amigdala esquerda (p=0,039 ; r = 0,212) e menor
pontuacdo do TDI e a menor volume de hipocampo direito (p= 0,033 ; r=0,314).

Nao observamos associagdes entre atrofias ou diminui¢do do volume das estruturas

analisadas e histérico de manifestagao NP (p>0,05).
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Tabela 10. Comparacao de volumes de hipocampo e amigdala entre pacientes e

controles
Controle Controle

LES TO LEST1 LES T2

Volumetria TO T1
N=95 N=95 N=95
N=64 N=64

Hipocampo

4016,55 3949,32 3875,58 4139,52 4201,21
Direito(mm3)

(470,67) (505,05) (549,44) (567,69) (532,69)
(média £DP)
Hipocampo

3684,85* 3777,51 3788,47 3995,88 3901,23

esquerdo (mm3)
(527,63) (494,77) (635,91) (552,12) (532,12)

(média +DP)
Amigdala direita

1684,86 1862,33 1834,81 1919,12 1899,19
(mm3)

(247,11) (290,11) (281,71) (316,37) (256,70)
(média +DP)
Amigdala esquerda

1620,43%* 1587,50 1587,83 1720,66 1851,56
(mm3)

(235,07) (266,84) (271,79) (292,67) (282,67)
(média £DP)

*Comparagdo entre LES e grupo controle no TO e T1. p<0,05




54

6.6 Associacdo da disfungao olfatéria com manifestagoes clinicas, anticorpo anti-P

e volumetria de amigdala e hipocampo

Os pacientes com LES, com disfuncdo olfatdria, sdo significativamente mais velhos
[idade média = 42,77 (DP £ 11,81) vs 36,61 (DP % 11,12) anos; p = 0,017], e apresentam
atividades da doenga mais intensas [pontuagao média de SLEDAI = 5,73 (DP + 5,68) versus
1,766 (DP + 1,65); p <0,001], maiores pontuagdes de BAI [pontuacao BAI média 15,85 (DP
+ 14,98) versus 8,22 (DP £ 9,50); p <0,001, maiores valores de BDI [pontuacdo BDI média
14,43 (DP £ 11,74) vs 7,63 (DP % 8,52); p <0,001], volume inferior do hipocampo esquerdo
[volume médio 3795,36 mm3 (DP + 451,87) versus 3926,73 mm3 (DP + 492,92); p =
0,045], volume inferior da amigdala esquerda [volume médio 1583,91 mm3 (DP + 232,28)
versus 1711,65 mm3 (DP + 332,51); p = 0,002], volume de amigdala inferior direita
[volume médio 1798,73 mm3 (DP + 296,01) versus 1891,22 mm3 (DP + 298,13); p = 0,024]
em comparacdo com pacientes com LES sem comprometimento olfativo.

Os pacientes com LES com anticorpos anti-P ndo apresentaram diminui¢cdo do olfato
no inicio e no acompanhamento do estudo (p>0,05). Observamos ainda que os pacientes
com anticorpos anti-P positivos apresentavam idade significativamente menor do que os
pacientes sem os anticorpos anti-P (34,93 + 8,24 anos versus 41,08 + 11,43 anos) (p=0,049)
e apresentavam mais atividade de doenca quando comparados aos pacientes com LES sem
anticorpos anti-P (p=0,005). Ndo foram observadas diferengas entre sexo, duragdo da
doenca, volumes das estruturas analisadas, uso de medicagdo imunossupressora e freqiiéncia
de anticorpos antifosfolipidicos entre pacientes com LES com e sem disfungdo olfatoria

(p>0,005).

6.7 Avaliagdo longitudinal da coorte SLE

O desempenho olfativo manteve-se estavel ao longo do periodo de 3 anos em 95
pacientes (Tabela 9) tais como o BAI médio, as pontuacdes de BDI e os volumes de
hipocampo e amigdala (Tabela 9 e 10). O SLEDAI aumentou significativamente entre o
primeiro e segundo anos, € manteve-se estivel entre o segundo e terceiro anos. As
pontuagdes médias do SLICC aumentaram significativamente entre o primeiro e segundo
anos. O anticorpo anti-P manteve se positivo nos pacientes ao longo do periodo de avaliacao

e tornou-se positivo em apenas um paciente no decorrer do estudo, associou-se com menor
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idade e com a pontuacdo do SLEDAI nas trés avaliacdes (Tabela 8) e associou-se apenas

com atrofia de amigdala esquerda na ultima avaliacao (T2).
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7. DISCUSSAO

Em nosso estudo, observamos que o comprometimento olfatério foi significativamente
mais comum nos pacientes com LES que nos controles. Além disso, observamos uma
reducdo significativa em todos os trés estdgios do teste SST no LES quando comparados aos
controles.

Estudos anteriores relataram freqii€éncias mais altas de disfuncdo olfatéria em pacientes
com LES quando comparados aos controles, no entanto, nao foram observadas diferencas
nos trés estigios entre pacientes e controles (143, 169). Essa diferenca pode ser devido ao
maior tamanho da amostra de pacientes e controles neste estudo, quando comparado a
estudos anteriores (143, 169). Observamos maiores valores de ansiedade e depressdo em
pacientes com LES que apresentaram disfunc¢do olfatdria.

Em modelos animais, a depressdo foi associada a uma diminuicdo significativa no
numero de neur6nios no sistema olfativo e regido periventricular (170-173). A redugdo do
sentido do olfato e da depressdao poderia ser induzida em modelos animais por transferéncia
passiva de anticorpos anti-P para o SNC de camundongos (174, 175). Além disso, a
imunossupressdo, alterou o sentido do olfato em camundongos e a infusdo
intracerebroventricular de liquido cefalorraquidiano de pacientes e camundongos propensos
ao ldpus pode induzir a disfuncdo no aprendizado olfatério e espacial / memoria (137). No
nosso estudo, ndo observamos uma associacdo entre comprometimento olfatério e
anticorpos anti-P.

Assim, tanto estudos realizados em humanos quanto em animais relatam a interacao
entre inflamacdo, autoanticorpos, depressao e comprometimento olfativo. Em nosso estudo
observamos associa¢do entre insuficiéncia olfatéria e atividade da doenca, o que pode
resultar indiretamente num aumento nos niveis de citocinas no LES. A associacdo de
anormalidades olfatdrias e atividade da doenca foram relatadas em casos anteriores de LES
(137).

A associacdo de depressdo e deficiéncia olfatéria pode ser explicada pelo fato de areas
cerebrais ligadas ao olfato estarem envolvidas em distirbios neuropsiquidtricos. Em nosso
estudo, observamos reducdo significativa nos volumes de hipocampo e amigdala de
pacientes com LES que apresentam insuficiéncia olfatéria. Na esclerose multipla vérios
estudos mostraram associacdo de disfun¢do olfatéria com carga de lesdo e anormalidades
estruturais em ressonancia magnética (176-179). No entanto, este é o primeiro estudo a
analisar volumes de hipocampo e amigdala em pacientes com LES com e sem disfuncao

olfatoria.
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O sistema olfativo pode ser avaliado através de varios métodos, no entanto, o teste
quantitativo € essencial para determinar a validade e a natureza da queixa de um paciente a
fim de monitorar com precisdo as mudancas na fun¢do ao longo do tempo (36).
Sensibilidade e praticidade sdo questdes importantes a serem consideradas ao escolher um
teste olfativo (143). A literatura relata desde testes breves de identificacdo de odor até
olfatdmetros sofisticados e registro eletrofisiolégico de alteracdes induzidas pelo odor ao
nivel do epitélio olfativo (o eletro-olfactograma, EOG) e cortex (potenciais relacionados a
eventos de odor, OERPs) (180-187). Os testes psicofisicos sdo mais praticos € menos
onerosos para uso em préatica clinica e pesquisa (182, 183). A utilidade de um teste olfativo
clinico depende da sua confiabilidade (consisténcia, estabilidade), validade (precisd@o na
disfuncdo de medicdo) e praticidade (tempo e esfor¢co de administracdo) (186,189). O teste
mais curto geralmente tem menor sensibilidade e confiabilidade (186,189). Além disso,
poucos testes realizaram adaptagdo transcultural, uma vez que o reconhecimento do cheiro
tem um importante aspecto cultural (189).

As principais diferencas incluem o tempo do teste e a avaliagdo dos aspectos periféricos
e centrais do olfato. Processo "periférico" (capacidade de detectar um odor, limiar),
envolvimento do epitélio nasal; O processo "central" (identificagdo e discriminagdo) requer
habilidades complexas, incluindo processos cognitivos e verbais (189-190).

A presenca de volumes de amigdala e de drea de hipocampo menores nos pacientes com
LES, quando comparados aos controles, com comprometimento olfatdrio, corrobora esses
resultados e enfatiza a importancia de usar um método para avaliar o cheiro que teste os
processos centrais e periféricos. Infelizmente, os testes cognitivos ndo estavam disponiveis
para todos os participantes dos estudos e nenhum resultado conclusivo poderia ser
desenhado.

Escolhemos usar o teste SST devido a sua capacidade de identificar diferentes aspectos
da disfung¢do do cheiro, como limiar, identificacdo e discriminagdo, além de poder comparar
nossos resultados com estudos anteriores em doencas reumaticas autoimunes (143).

Observamos que a funcdo olfatoria se manteve estavel ao longo de um periodo de 2 anos
em pacientes com LES e controles. Este € o primeiro estudo a avaliar a funcdo olfatéria
durante um periodo de 2 anos em doencas reumaticas autoimunes. Estudos iniciais de coorte
sd30 necessarios para determinar os fatores de risco para anormalidades do cheiro, como
duracdo da doenca, titulo de anticorpo, ou altera¢des cerebrais progressivas, por exemplo.

Observamos os pacientes com LES com disfuncdo olfatéria eram mais velhos que os

pacientes sem disfuncdo olfatéria. AlteracOes relacionadas a idade também foram
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observadas em outras coortes e em populacdo saudavel (22,37,143,191). Contrariamente aos
resultados da literatura que observaram diferencas entre homens e mulheres, nés ndo
observamos diferencas entre sexo em nossa coorte quanto a anormalidades no cheiro
(151,153,154,155,176,177,179). No entanto, apenas uma pequena quantidade de homens foi
incluida em nosso estudo.

A disfuncdo olfatéria foi observada em 14,5% do nosso grupo de controle sauddvel. Em
um grande estudo transversal dos EUA, incluindo 3519 individuos, o comprometimento
olfativo estimado foi de 13,5% (192). Embora tenham sido utilizados diferentes métodos de
identifica¢do do cheiro, podemos assumir que a prevaléncia de anormalidades no cheiro em

nosso grupo de coortes € comparavel a outros individuos sauddveis.
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8. CONCLUSAO
8.1. Manifestagdes olfatorias permanecem estdveis ao longo de trés anos no LES.
8.2. Atividade da doenca, sintomas de ansiedade e depressdao e volume da amigdala e do
hipocampo estdo associados a alteracdes olfatérias no LES e o anticorpo anti-P nao

€ associado com manifestacdes NP ou com alteracdes olfatdrias.
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10. Anexo 1. Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Determinagao de marcadores séricos e do liquor associados a alteragGes
estruturais e funcionais do sistema nervoso central no ltipus eritematoso sistémico
Nome do(s) responsavel: Prof Dra Simone Appenzeller

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntdrio de uma pesquisa sobre Lupus
eritematoso sistémico. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
visa assegurar seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar
com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atengao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assind-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se
preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de
decidir participar. Ndo haverd nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo se vocé nao aceitar
participar ou retirar sua autorizacdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

O objetivo geral do estudo é o de determinar a utilidade de exames especificos e de
correlacionar as alteragdes encontradas no sangue a atividade da doenca, a manifestacdes clinicas
diversas como dor de cabeca e problemas de memdria. A identificacdo e quantificacdo desses
biomarcadores encontrados no sangue, pode eventualmente melhorar o diagndstico e levar a um
melhor tratamento desta doenca. O sigilo serd mantido em todos os estudos colaborativos através
da utilizacdo de um nimero de cédigo para a identificacdo dos individuos participantes.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado a:
- Responder a perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha familia.
- Realizar um exame de ressonancia magnética (exame indolor, sem necessidade de preparo prévio
ou uso de contraste) no mesmo dia da consulta. Hospitalizacdo ndo sera necessaria.
-Colher amostras de sangue venoso (total de 68 mL) nas visitas (4 visitas, a cada 6 meses) ao
ambulatério de reumatologia. O sangue sera identificado por um cédigo numérico e serd
congelado. Os exames poderao ser feitos durante um periodo maximo de 4 anos apds a coleta.A
coleta de sangue serd realizada em um dos bragos no dia da sua coleta de sangue no centro de
coleta.
- Realizar um teste olfatdrio (indolor e ndo invasivo).

Desconfortos e riscos:
Os riscos associados a coleta de sangue sao 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 sera realizada por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento. Caso vocé sinta dor e observe o surgimento de machas
roxas vocé pode realizar uma compressa fria no local. O exame de ressonancia magnética é indolor.
O exame de ressonancia magnética é contraindicado nos casos de:claustrofobia e uso de marca-
passo cardiaco e/ou qualquer outro objeto metaélico, que tenha sido implantado durante cirurgia. O
teste olfatdrio é indolor e ndo gera desconfortos.

Beneficios:
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Vocé ndo terd nenhuma vantagem direta com a participacdo nesse estudo e o seu
diagndstico e tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, os resultados desse
estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos com Lupus Eritematoso
Sistémico, possibilitando um melhor diagndstico e um tratamento mais adequado. Os resultados do
seu exame de sangue ficardo a disposicdo dos médicos responsaveis pelo seu tratamento, e
poderdo ser Uteis no futuro.

Acompanhamento e assisténcia:

Vocé pode requisitar informacdes adicionais relativas ao estudo a qualquer momento.
A Dra Simone Appenzeller, tel (019) 3521-7886 estara disponivel para responder a suas questoes e
preocupagoes.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma informacao
sera dada a outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgacdo dos
resultados desse estudo, seu nome ndo serd citado. Todas as informacdes médicas decorrentes
desse projeto de pesquisa fardo parte do seu prontuario médico e serdo submetidos aos
regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informacdo médica.

Ressarcimento e Indenizagao:
Ndo vai haver nenhuma forma de reembolso em dinheiro, ja que a participacdo na pesquisa
nao tera nenhum gasto.

Armazenamento de MATERIAL BIOLOGICO:
Serdo armazenadas as amostras de DNA de acordo com a resolucdo 441/2011 CNS/MS.
Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado serd submetida para
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento
do meu material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.
() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu
material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera
ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Vocé, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos,
pode retirar o consentimento da guarda e utilizagdo do seu material biolégico armazenado. O
descarte do material armazenado sera autorizado nas seguintes situagdes: (detalhar).

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdao ser dados a: . (pedir
para o participante indicar o nome de uma pessoa a ser contatada).

Contato:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora
Dra Simone Appenzeller, Rua Alexander Fleming, Hospital de Clinicas da UNICAMP. Ambulatério
deReumatologia Adulto e Pediatrica. 32 andar.

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126;
CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-mail:
cep@fcm.unicamp.br.
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O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo
seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por objetivo desenvolver
a regulamentacgdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas pesquisas. Desempenha um
papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEPs) das instituicdes, além de
assumir a funcdo de 6rgdo consultor na area de ética em pesquisas

Consentimento livre e esclarecido:

Apds ter recebidoesclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incOmodo que esta possa acarretar, aceito participare
declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por mim,
tendo todas as folhas por nds rubricadas:

Nome do(a) participante:

Contato telefonico:

e-mail (opcional):

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma viadeste documento ao participante. Informo
que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP,
guando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado
pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)



