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RESUMO

Introducdo: O lupus eritematoso sistémico juvenil (LES]j) é uma doenca autoimune que pode
causar comprometimento sistémico, incluindo o sistema nervoso central (SNC). Objetivos:
Avaliar se os niveis séricos de NR-2, (subunidade do receptor glutamatérgico N-metil-D-
aspartato), citocinas e a presenca de anticorpos anti-P estdo associados a manifestacGes
neuropsiquiatricas (MNP) em pacientes com LESj. Métodos: Foram incluidos pacientes
consecutivos com diagndstico de LESj acompanhados no ambulatério de reumatologia do
Hospital de Clinicas — UNICAMP, sendo as MNP avaliadas de acordo com os critérios
propostos pelo American College of Rheumatology (ACR). A avaliacéo de distarbio cognitivo
foi realizada pelo Pediatric Automated Neuropsychological Assessment Metrics (Ped-ANAM)
e 0 Montreal Cognitive Assessement (MoCA). Os sintomas de ansiedade e depressao foram
avaliados pelo Beck Anxiety Inventory (BAI) e 0 Beck’s Depression Inventory (BDI),
respectivamente. A atividade da doenga e o dano cumulativo foram avaliados pelo Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) e o Systemic Lupus International
Collaborating Clinics/ACR Damage Index (SLICC/ACR-DI), respectivamente. Os niveis
séricos de NR-2 e a presenca de anti-P ribossomal foram avaliados por ensaio de
imunoabsorcao enzimatica, os niveis sericos de citocinas IL-4, IL-6, 1L-10, IL-12, TNF e IFN-
y foram dosados pelo imunoensaio Luminex. Resultados: Foram incluidos 155 pacientes,
separados em trés grupos: MNP recente (com manifestacdo neuropsiquiatrica no momento de
coleta do sangue venoso), MNP pregressa (sem MNP no momento de coleta do sangue venoso,
contudo com MNP pregressa) e MNP ausente (sem a presenca de MNP em nenhum momento
desde o diagnoéstico estabelecido). Ndo houve diferenca quanto a idade, cor autodeclarada,
escolaridade ou género entre os grupos. As MNP mais observadas foram sintomas de ansiedade
(64,5%), depressdo (45,2%), distdrbio cognitivo (27,4%) e cefaleia (11,3%). As concentracfes
séricas de IL-12 (3,4 x 3,0pg/mL, p=0,006,), IFN-y (12,0 x 9,9 pg/mL, p=0,012) foram maiores
no grupo MNP recente comparado ao grupo MNP ausente. Foram observadas maiores
concentragdes séricas de IL-4 (36,0 x 70,8pg/mL, p=0,036) e IL-6 (1,6 x 4,4pg/mL, p=0,019)
nos pacientes sem disturbio cognitivo. Os pacientes com distlrbio cognitivo apresentaram
menor porcentagem de acerto nos subtestes do Ped-ANAM que avaliaram o tempo de reacédo
simples (p=0,014) e processual (p=0,003), substituicdo de codigo — aprendizado (p=0,001),
processamento espacial (p=0,002) e matematico (p=0,009), correspondendo a amostra

(p=0,014) e pesquisa de memdria (p=0,002), além de uma maior pontuacdo no performance



validity index (PVI), caracteristico de distdrbio cognitivo (p<0,001). Todas as dosagens de
citocinas apresentaram uma correlacéo direta entre si. Conclusdo: Algumas citocinas séricas,
especialmente Thl, apresentaram associagdo em pacientes com envolvimento no SNC. Ainda,

IL-12, IFN-y e TNF podem ser considerados possiveis biomarcadores séricos para MNP no
LES;.

Palavras-chave: Lupus eritemato sistémico juvenil; Equilibrio Thl e Th2; Autoanticorpos anti-
proteina P ribossomal; disfuncdo cognitiva



ABSTRACT

Introduction: Childhood-onset systemic lupus erythematosus (cSLE) is an autoimmune
disease, which causes systemic involvement, including within the central nervous system
(CNS). Objective: To assess whether serum levels of the NR-2 (N-methyl-D-aspartate
glutamatergic receptor subunit), cytokines and anti- ribosomal P anibodies are associated with
neuropsychiatric manifestations (NPM) in patients with cSLE. Methods: Patients diagnosed
with cSLE followed at the rheumatology outpatient clinic of the UNICAMP clinical hospital
were included, with NPM being evaluated according to the criteria proposed by the American
College of Rheumatology (ACR). Assessment of cognitive impairment was performed using
the Pediatric Automated Neuropsychological Assessment Metrics (Ped-ANAM) and the
Montreal Cognitive Assessment (MoCA). Anxiety and depression symptoms were assessed
using the Beck Anxiety Inventory (BAI) and the Beck's Depression Inventory (BDI),
respectively. Disease activity and cumulative damage were assessed by the Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) and the Systemic Lupus International
Collaborating ClinicssACR Damage Index (SLICC/ACR-DI), respectively. Serum levels of
NR-2 and the presence of ribosomal anti-P were evaluated by enzyme-linked immunosorbent
assay, while serum levels of cytokines IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF and IFN-y were measured
by the Luminex immunoassay. Results: 155 patients were included, divided into three groups:
recent NPM (with neuropsychiatric manifestations at the time of venous blood collection),
previous NPM (without MNP during the time of venous blood collection, however with
previous NPM) and absent MNP (without the presence of NPM at any time since the diagnosis
of cSLE). There was no difference regarding age, self-declared color, schooling or gender
between groups. The most observed NPM were anxiety (64.5%), depression (45.2%), cognitive
impairment (27.4%) and headache (11.3%). Serum concentrations of IL-12 (3.4 x 3.0pg/ml,
p=0.006,), IFN-y (12.0 x 9.9 pg/mL, p=0.012) were higher in the recent NPM group when
compared to the absent NPM group. Furthermore, higher serum concentrations of IL-4 (36.0 x
70.8pg/mL, p=0.036) and IL-6 (1.6 x 4.4pg/mL, p=0.019) in patients without cognitive
impairment. Patients with cognitive disorders had lower percentages of correct answers in the
ANAM subtests that assessed simple (p=0.014) and procedural (p=0.003) reaction time, code
substitution - learning (p=0.001), spatial processing (p=0.002) and mathematical (p=0.009),
corresponding to the sample (p=0.014) and memory research (p=0.002), in addition to the
highest score in the performance validity index (PV1), characteristic of the cognitive disorder

(p<0.001). All cytokine dosages showed a direct correlation with each other. Conclusion: Some



serum cytokines, especially Thl, were associated to cSLE patients with CNS involvement.

Furthermore, 1L-12, IFN-y and TNF can be considered possible serum biomarkers for NPM in
CSLE.

Keywords: Lupus erythematosus Juvenile Systemic; Th1-Th2 balance; Anti-ribosomal P
protein autoantibodies; Cognitive dysfunction



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Critérios revisados para a classificacdo de LES (1997) ......cccovvvvviniencniencines 20
Quadro 2: Reviséo dos critérios classificatorios para o diagnostico de LES (2012) ............... 21
Quadro 3: Reviséo dos critérios classificatdrios para o diagnostico de LES (2019) ............... 22

Quadro 4: Manifestagdes neuropsiquiatricas observadas no LES ............ccccooeieiieveinic e 25



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Dados sociodemogréaficos dos pacientes com LESj, separados em trés grupos:
pacientes com MNP recente, MNP pregressa @ MNP QUSENTE ..........cccooeieiineeiinneeiniecieneenes 46
Tabela 2: Idade de inicio e tempo de doenca, presenca de atividade e dano dos pacientes com
LES]j, separados em trés grupos: pacientes com MNP recente, MNP pregressa e MNP ausente

Tabela 3: Manifestac6es clinico-laboratoriais e tratamento dos pacientes com LESj, separados
em trés grupos: pacientes com MNP recente, MNP pregressa e MNP ausente ................... 49
Tabela 4: ConcentracOes séricas de citocinas e NR-2 dos pacientes com LES;j, separados em

trés grupos: pacientes com MNP recente, MNP pregressa e MNP ausente ...................... 51
Tabela 5: Concentracdo de citocinas e NR-2 de acordo com a presenca ou auséncia de
ansiedade e depressdo nos pacienteSCOMLES) ... 52
Tabela 6: Citocinas, NR-2, subtestes e indices de validade de desempenho do ANAM de acordo
com a presenca ou auséncia de disturbio cognitivo nos pacientes com LESj ................... 54

Tabela 7: Correlacdo entre as concentracdes séricas de citocinas nos pacientes com LESj ... 57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

aCL: Anticorpo anticardiolipina

ACR: Colégio Americano de Reumatologia (American College of Rheumatology)
aPL: Anticorpo antifosfolipide

Anti-dsDNA: Anticorpo anti-DNA de cadeia dupla

Anti-P: Anticorpo anti-P ribossomal

Aza: Azatioprina

LA: Anticorpo anticoagulante lGpico

Anti-Sm: Anticorpo anti-Smith

AVC: Acidente vascular cerebral

BAI: Inventario de Ansiedade de Beck (Beck’s Anxiety Inventory)
BDI: Inventario de Depressdo de Beck (Beck’s Depression Inventory)
BHE: Barreira hematoencefalica

CFM: Ciclofosfamida

CPS: Pontuacdo do Desempenho Cognitivo (Cognitive Performance Score)
Csa: Ciclosporina

C3: Complemento C3

C3H/HeJ: Linhagem de camundongos isogénicos

C4: Complemento C4

CH50: Complemento CH50

DP: Desvio padrao

ELISA: Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
FAN: Fator antinuclear

FCM: Faculdade de Ciéncias Médicas

GC: Glicocorticoide

HAS: Hipertensdo arterial sistémica

HC: Hospital de Clinicas

HCQ: Hidroxicloroquina

HRP: Enzima horseradish peroxidase

IL-4: Interleucina 4

IL-6: Interleucina 6

IL-10: Interleucina 10



IL-12: Interleucina 12

IFN-gama: Interferon gama

IgG: Imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

LES: LUpus eritematoso sistémico

LESa: Lupus eritematoso sistémico de inicio adulto

LES;j: Lupus eritematoso sistémico de inicio juvenil

LESNP: LUpus eritematoso sistémico neuropsiquiatrico

LUES: Exame laboratorial para pesquisa de neurosifilis

mmHg: Milimetros de mercirio

MMF: Micofenolato de mofetila

MMS: Micofenolato de sodio

MNP: Manifestacdo neuropsiquiatrica (Neuropsychiatric manifestation)

MoCA: Avaliacdo Cognitiva de Montreal (Montreal Cognitive Assessement)

MTX: Metotrexato

NM: Nandmetro

NMDA: Receptor N-metil-D-aspartato

NR2: Subunidade 2 do NMDA

NR2-a: Subunidade 2-a do NMDA

NR2-b: Subunidade 2-b do NMDA

PBS: Tampao fosfato-salino (Phosphate-buffered saline)

Ped-ANAM: Metricas de Avaliacdo Neuropsicologica Automatizada Pediatrica (Pediatric
Automated Neuropsychological Assessment Metrics)

Ped-ANAM-CPSiogit: Método de Regressao Logistica (Logistic Regression Method)
Ped-ANAM-CPSmultiscore: Método de Regressdo Logistica Multiscore (Multiscore Logistic
Regression Method)

Ped-ANAM-CPSprca: Método de Analise de Componentes Principais (Principal Component
Analysis Method)

Ped-ANAM-CPSuwa: Método de Média ndo ponderada (Unweighted Average Method)
PG: Picograma

PVI: indice de Validade do Desempenho (Performance Validity Index)

RM: Ressonancia magnética

SAM: Servico de arquivo médico



SDI: Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology
Damage Index

SLE: Lupus Eritematoso Sistémico (Systemic lupus erythematosus)

SLEDAI: indice de Atividade da Doenga Lupus Eritematoso Sistémico (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index)

SLICC/ACR (DI): Clinicas Colaboradoras Internacionais de Lupus Sistémico (Systemic Lupus
International Collaborating Clinics/ AmericanCollege of Rheumatology Damage Index)

SN: Sistema nervoso

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Sistema nervoso periférico

SPSS: Solugdes Estatisticas de Produtos e Servicos (Statistical Product and Service Solutions)
TALE: Termo de Assentimento livre e esclarecido

TCLE: Termo de consentimento livre e esclarecido

TMB: Tetrametilbenzidina

TNF: Fator de necrose tumoral

UNICAMP: Universidade Estadual de Campinas

XMAP: Imunoensaio multiplex (Luminex XMAP)



SUMARIO

L. INTRODUGAOQ ... ss s en s e en s en e 19
1.1 Lapus eritematoso SiStEMICO JUVENIT .........cooiiiiiieiiiee e s 19
1.2 EPIAEMIOIOQIA ...t et en et e 19
1.3 DIAGNOSTICO -..vvireeieeeee ettt ettt ettt sttt e sttt e sttt £ et ettt e e r e e ens 19
1.3.1 Critérios classificatorios (1982 — 1997) ....c.eiiuiiriee et 19
1.3.2 Nova proposta classificatoria (2012) ........ccoeurerririe e 20
1.3.3 Nova proposta classificatoria (2019) ........cccooierieireieeeie e e 22
1.4 ManifestacOes 1aboratoriais N0 LES] .......ccooviiiiiiiiiicie s 23
1.4.1 Avaliagéo de manifestagdes clinico-laboratoriais N0 LES] ........ccoccevviiiniiiiiniiiiinceins 26
1.4.2 Patogénese do 1Upus NEUrOPSIQUIALIICO ......ocveveiverieiiirieeiise ettt 28
1.4.3 Tratamento do IUpuS NEUrOPSIQUIALIICO ......oueeverreiieierie ettt 30
1.5 Biomarcadores do 1Upus NEUrOPSIQUIALIICO .....cvecveeieiieiiiesiiiieeseeie e e ee e sree e eene s 31
2. JUSTIFICATIV A e e nr e 32
. OBUIETIVOS . et 32
3.1 ODJELIVO QEIAL ... et r e e e are s 32
3.2 ODjJEtiVOS ESPECTTICOS ...vveiieiiiie ettt ettt sr e e e e enaenne s 32
4. MATERIAL E METODOS ..ot eeesees et ss s sssesssssssnsssesssnen e 33
4.1 DESENNO0 0O BSEUTO ...ttt ettt e 33
4.2 SElECAO UOS PACIENTES ...e.veeuviciieitie ittt et te st et e s et ee st e se e s e be et e ste e e e e e e beesaesreesnesneenneenes 33
4.3 Critérios de NE0 INCIUSAO ........cooviiiiiiiiiecti e 33
4.4 ASPECLOS ELICOS A0 BSLUD ....veveeeiie ettt ettt s e ettt sr e e e e enes 33
4.5 Analise clinica-1aboratorial .............ccoeiiiiiiii 34
4.6 Analise de atividade de doenca e dano CumMUIAtIVO ...........ccccceeviiiiiecie s 35
4.7 AValiaCao NEUFOIOGICA ......ccueevecvie ittt enee 35
4.7.1 Avaliacdo dos transtornos do humor e ansiedade .............coceevvevviveeiecie e 36
4.7.2 AVAHIAGAD COGNITIVA ...eeviiiiieeiie sttt ettt ettt st sttt sa e e et enes 36
4.8 TTALAMENTO ......eiieciii ettt sr e se et bbb enn e 38

4.9 Coleta de SANQUE VENOSO .....eecuvieieiiiiiitie st etie et st e e steestaessaeassessee e sbaestsessteaseasseessaesraeenees 38



4.10 Determinacao dos Niveis SEriCOS A8 NR-2 .......ccciiiiiiie e e 38

4.10.1 TECNICA TR ELISA ..ottt st sr e nrs 39
4.10.1.1 Preparo 08 FEAGENTES .......ocvciiieieieeietie ettt sb ettt e sr e e 39
4.10.1.2 ProCEAIMENTO .....eoiuieiiiiiiie et stie sttt e eree st st e ettt se e e e e eseeste e e e nseenaeeseesreeneenneas 39
4.10.1.3 ODteNGAO0 de reSUITATOS .......ooviieieiie it 40
4.11 Determinacdo dos niveis séricos das citocinas Th1 e Th2 .......cccccveiiiieinenninie e 40
4.11.1 Técnica de IMuN0ENSAI0 LUMINEX ...ccvecveiverieierieiesieestesiestesesres e ereseeses e esee e esaeseenaeneas 41
4.11.1.1 Preparo 08 FEAGENTES .......occiiiiie ittt sttt eb e sn e e 41
4.11.1.2 ProCEAIMENTO .....eeiuieieieeeie e st st eie e stee s e te et e srae e e s e esteeseesreeneesneenaeeneenseeneenneas 41
4.11.1.3 ODteNGAO0 de reSUITATOS .......ooviieieiie e 43
4.12 Determinagao dos NiVeis SEricoS de @nti-P .........c.ooevriiiiine i 43
4.12. 1 TECNICATE ELISA ...ttt ettt e sa e e e enes 43
4.12.1.1 Preparo 08 FEAGENTES .......ocuciiieie ettt ettt ettt e et nn et sr e e 43
4.12.1.2 PrOCERAIMENTO ....vveviiiieieeie sttt ettt bttt st sb et eb et en e enbe s 45
4.12.1.3 ODtenCA0 de FESUITAUOS ......eeveiveerieerie ittt et e e aeenaeeen 45
4.13 ANALISE BSTALISTICA ......eveevieieiie et bbb eb ettt 45
5. RESULTADOS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt et et e ene s 45
5.1 Dados SOCIOUEMOGIATICOS ....uveveeiieiiieiiie ettt ettt e e sraesre e 45
5.2 Idade de inicio e tempo de doenga, pontuacdo de atividade e dano cumulativo ................ 46
5.3 ManifestacOes clinico-laboratoriais e tratamento ............cccevveviiieeiece e 48
5.4 ConcentracBes séricas de CitoCinas € NR-2 .........cocoiviiiiieiie i 51

5.5 Concentracdes sericas de citocinas e NR-2 de acordo com a presenca ou auséncia de
ANSIEAAE € UEPIESSAD ....vveveeeeie et etie st et e e e et e st e st e et e e e e et esbaesee e teeseesreessesneenseeseesreeneennes 51

5.6 Concentragdes séricas de citocinas, NR-2, subtestes do ANAM e indices de validade de

desempenho de acordo com a presenga ou auséncia de distirbio cognitivo ...................... 53
5.7 Correlacdo de citocinas € NR-2 N0S PACIENTES .........ccveiieviiiieiiiecie st 56
B. DISCUSSAD ..ottt 58
7. CONCLUSAOD ..ottt 65
8. REFERENCIAS ........ooiet i ettt sttt 66
9. APENDICE ...ttt 84
9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (18 @an0S) .......ccccccvevviiiviniieiie s 84

9.2 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (72 10 anos) ......ccceevevieeieenieeiiies e e 89



9.3 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (11 a 14 @n0s) .......ccocveeererreenieeiesenseeseenens 92

9.4 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (15 @ 17 @Nn0S) ......ccvevveeerveenienieeneeiesieeseenes 95
9.5 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (Responsavel legal) ...........ccocoovieveiieinnnn 99
LO. ANEXOS ..ottt bttt e bbbt e n e nheeatbeenbe e e nees 104
10.1 Parecer Consubstanciado do CEP ...........ccoeiiiiiiiieiie e 104
10.2 Verificag8o de PIAGIO .......ooe i 116
10.3 Indice de Atividade da Doenga Lipus Eritematoso Sistémico (SLEDAI 2K) ................. 117
10.4 indice de Danos do Colégio Americano de Reumatologia (ACR-DI) (SDI) ................... 119
10.5 Inventério de Depressdo de BECK (BDI) ........cooiiiireriiniesce e 121
10.6 Inventério de Ansiedade de BECK (BAI) .....c.ouoieiieieeie e 123

10.7 Avaliacdo Cognitiva de Montreal (MOCA) .......ooieiiieiieie e 124



19

1. INTRODUCAO

As doencas reumaéticas pediatricas, dentre as quais esta o lupus eritematoso
sistémico juvenil (LESj), sdo consideradas raras; entretanto sua elevada morbidade e
impacto sobre a qualidade de vida refletem nos pacientes e seus familiares®.

1.1 LUpus eritematoso sistémico juvenil

O LES;j é uma doenca de natureza autoimune, multissistémica, caracterizada
por periodos de remissdo e exacerbagdo, com intensa participacdo do sistema
imunoldgico?®. Por tratar-se de uma doenca de heranca multifatorial, pode ser
desencadeada por fatores genéticos, ambientais e hormonais®.

A maioria dos estudos define o LESj como todo caso cujo o diagnéstico tenha
sido estabelecido até os 16 anos de idade*®. No ano de 2012 houve uma nova definic&o,
instituindo o LES]j para individuos com inicio dos sintomas em idade inferior a 18 anos

de idade®’.

1.2 Epidemiologia

Assim como no lupus de inicio adulto, relata-se uma frequéncia maior de
LES] em populagdes ndo-brancas, especialmente hispanicos, afro-americanos, afro-
caribenhos, nativos americanos e asiaticos comparando-se a populagdes brancas®.

A incidéncia estimada € de 0,36-2,5 por 100.000 criancas/ano com
prevaléncia de 1,89-34,1 por 100.000 criancas, variando de acordo com a regido
estudada®”®.

O diagndstico durante a infancia ocorre em aproximadamente 15-20% dos

casos®, com uma relagéo entre mulheres e homens de 4-5:11°,

1.3 Diagnostico

1.3.1 Critérios classificatorios (1982 — 1997)
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N&o existe um critério diagnostico clinico ou laboratorial para o LES;],
contudo, ha tentativas em adaptar-se os critérios diagndsticos do lGpus de inicio adulto
em pacientes juvenis'?.

Apos cuidadosa investigacdo clinica com exclusdo de causas secundarias, o
Colégio Americano de Reumatologia (ACR) elaborou em 1982 os primeiros critérios
classificatorios para a doenca'?, sendo revisados posteriormente em 1997, com intuito do
uso em estudos epidemioldgicos e ensaios clinicos, segundo 0s quais S80 necessarios
preencher no minimo quatro critérios clinicos e/ou laboratoriais dentre os onze critérios

classificatorios elaborados®® (Quadro 1).

Quadro 1: Critérios revisados para a classificagdo de LES (1997).

Critérios clinicos e laboratoriais de classificacao
1. Eritema malar: Eritema plano, fixo ou elevado sobre as eminéncias malares e/ou pregas naso-
labiais.
2. Lesdo discoide: Placas eritematosas elevadas e circulares, com descamacdo ceratética e
crosticulas aderente, que evoluem com cicatriz atréfica e discromia.
3. Fotossensibilidade: Eritema cutaneo, podendo ser maculopapular, resultado de exposicao a
luz solar.
4. Ulcera oral: Ulceracio oral e/ou em nasofaringe, geralmente indolores.
5. Artrite: Nao erosiva em duas ou mais articulacdes periféricas, caracterizadas por dor e edema
ou derrame articular.
6. Serosite: Pleurite (caracterizada por histérico convincente de dor pleuritica, atrito ou
evidéncia de derrame pleural) ou pericardite (documentada por eletrocardiograma, atrito ou
evidéncia de derrame pericardico).
7. Nefrite: Proteindria >0,5¢/24h constatada em pelo menos trés momentos ou altera¢cdes no
sedimento urindrio hematdria dismorfica, cilindros celulares e leucocitdria (com auséncia de
quadro infeccioso).
8. Distlrbio neuropsiquiatrico: Convulsdo e/ou psicose na auséncia de quadro infeccioso,
alteracdo metabdlica ou medicamentosa.
9. Alteracdo hematoldgica: Anemia autoimune e hemolitica, bilirrubinemia indireta, LDH
elevada, teste de Coombs direto positivo com reticulocitose ou leucopenia (menor que 4.000
cel/mm®) em pelo menos dois momentos; ou linfopenia (menor que 1.500 cel/mm?®) ou
plaquetopenia (menor que 100.000 cel/mm?®) na auséncia de alteracio medicamentosa.
10. Alteracdo imunologica: Anticorpos anti-DNA de cadeia dupla (anti-dsDNA), anticorpos
contra o antigeno-nuclear (ANA), anticorpos antifosfolipides (aPL) anticardiolipina (aCL)
IgM/1gG; anticoagulante lGpico (LA) ou exame para sifilis Lues+ falso positivo, confirmado
por exame de imunofluorescéncia por pelo menos seis meses.
11. Fator antinuclear: Titulagdo anormal de anticorpo antinuclear (FAN) >1:80, confirmado
por exame de imunofluorescéncia indireta e/ou ensaio equivalente constatado em qualquer
momento, na auséncia de alteracdo medicamentosa.

Fonte: Hochberg®, 1997, p. 1725.

1.3.2 Nova proposta classificatoria (2012)
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No ano de 2012, os critérios classificatorios para o diagnostico de LES foram
revisados, aumentando sua sensibilidade quando comparado aos critérios de 1997 e
mantendo-se igual especificidade!®. Dezessete critérios (onze clinicos e seis
imunolégicos) foram validados, sendo necessaria a presenca no minimo de quatro
parametros, com ao menos um critério imunolégico e um clinico; ou bidpsia renal que
comprove nefrite lapica com anticorpo antinuclear (FAN) ou anticorpo anti-DNA de
cadeia dupla (anti-dsDNA) positivo (Quadro 2).

Quadro 2: Revisdo dos critérios classificatorios para o diagndstico de LES (2012).

Critérios Clinicos

1. Lapus cutaneo agudo: rash malar (com auséncia de lGpus discoide malar), lapus bolhoso,
necrolise epidérmica tdxica variante de LES, rash maculopapular, fotossensibilidade (auséncia
de dermatomiosite), lipus cutaneo subagudo (lesdes psoriasiformes ndo enduradas ou lesdes
anulares policiclicas que solucionam sem cicatriz, apesar de ocasionalmente ocorrer
despigmentacdo pés-inflamatoria ou telangectasias).

2. Lapus cutaneo crénico: rash discoide classico (localizado acima do pescoco, generalizado
localizado acima e abaixo do pesco¢o), lUpus hipertréfico (verrucoso), paniculite lupica
(profunda), lGpus mucoso, lGpus tamido, eritema pérneo, lGpus discoide /overlap com liquen
plano.

3. Ulceras orais: em palato, bucal, lingua e Ulceras nasais na auséncia de vasculite, sindrome
de Behcet, infeccBes (herpes), doenca inflamatoria intestinal, artrite reativa e alimentos acidos.
4. Alopecia: afilamento difuso ou fragilidade capilar com cabelos quebradicos visiveis na
auséncia de alopecia areata, drogas, deficiéncia de ferro e alopecia androgénica.

5. Sinovite: acometendo duas ou mais articulagdes, com edema ou derrame articular ou
artralgia em duas ou mais articulacGes e rigidez matinal de 30 minutos ou mais.

6. Serosite: dor pleuritica por mais de um dia ou derrame pleural ou atrito pleural, dor
pericardica tipica (dor em posicdo deitada que melhora ao se sentar com o tronco para frente)
por mais de um dia ou efusdo pericardica ou atrito pericardico ou eletrocardiograma com sinais
de pericardite com auséncia de infec¢Oes, uremia ou pericardite de Dressler.

7. Renal: relagdo entre proteina e creatinina urinérias (ou proteindria de 24 horas) com mais de
50/mg de proteina em 24 horas ou cilindros hematicos.

8. Neuroldgico: convulsdo, psicose, mielite, mononeurite multipla (na auséncia de vasculite
primaria), neuropatia periférica ou de nervos cranianos (na auséncia de vasculite primaria,
infeccdo e diabetes melitus), estado confusional agudo (na auséncia de causas toxico-
metabolicas, uremia e drogas).

9. Anemia hemolitica

10. Leucopenia: <4000/mm3: na auséncia de outra causa conhecida como Sindrome de Felty,
drogas ou hipertensdo portal.

Linfopenia: <1000/mma3: na auséncia de corticoides, drogas e infeccdes.

11.Trombocitopenia: <100.000/mm3: na auséncia de drogas, hipertensdo portal e parpura
trombocitopénica trombotica.

Critérios Imunolégicos

1. Fator antinuclear (FAN) positivo.

2. Anticorpo anti-DNA de cadeia dupla (anti-dsDNA) positivo: duas vezes acima do valor de
referéncia.

3. Anticorpo anti-Smith (anti-SM) positivo.
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4. Anticorpos antifosfolidipes (aCL, LA e anti-B2GP1.

5. Complemento reduzido: C3 baixo, C4 baixo ou CH50 baixo.

6. Teste de Coombs direto positivo: na auséncia de anemia hemolitica.
Fonte: Petri*, 2012, p. 2677.

1.3.3 Nova proposta classificatéria (2019)

No ano de 2019, os critérios classificatorios para o diagnostico de LES foram
novamente revisados, sendo definindo como critério de entrada obrigatorio a positividade
do anticorpo antinuclear (FAN), com titulagdo >1:80. Os critérios foram agrupados em
dez dominios; sendo sete clinicos e trés imunolégicos™ (Quadro 3).

Quadro 3: Reviséo dos critérios classificatorios para o diagndstico de LES (2019).

Critério de Entrada
Fator antinuclear (FAN) com um titulo>1:80 em células Hep-2 ou teste positivo equivalente

>

Caso ausente, ndo classifique como LUpus Eritematoso Sistémico
Caso presente, aplique critérios aditivos

>

Critérios aditivos
N&o contabilize um critério se houver uma explicacdo mais provavel que o LES.
A ocorréncia de um critério em pelo menos uma ocasido é suficiente.
A classificacdo do LES requer pelo menos um critério clinico e >10 pontos.
Os critérios ndo precisam ocorrer simultaneamente.
Dentro de cada dominio, apenas o critério ponderado maior € contado para a pontuacao total.

Dominios e critérios clinicos Peso | Dominios e critérios imunoldgicos | Peso
Constitucional Anticorpos antifosfolipides (aPL)
Anticardiolipina (aCL)
Anti-p2GP1
Febre 2 | Anticoagulante lipico (LA) 2
Hematoldgico Proteinas de Complemento
Leucopenia 3
Trombocitopenia 4 C3 baixo ou C4 baixo 3
Hemolise autoimune 4 C3 e C4 baixo 4
Neuropsiquiatrico Anticorpos especificos para LES
Delirio 2
Psicose 3 Anticorpo anti-dsDNA ou
Convulsao 5 Anticorpo anti-Smith 6
Mucocutaneo
Alopecia sem cicatriz 2
Ulcera oral 2
Ldpus cuténeo ou discoide subagudo 4
Ldpus cutéaneo agudo 6
Serosal
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Derrame pleural ou pericardico 5
Pericardite aguda 6
Musculoesquelético

Envolvimento articular 6
Renal

Proteindria >0,5g/24h 4
Biopsia renal nefrite lupica 1l ou V 8
Biopsia renal nefrite lapica 111 ou IV 10

Pontuacéo Final:

>

Classifique como LUpus Eritematoso Sistémico com uma pontuacédo de 10 ou mais se 0
critério de entrada for cumprido

Fonte: Aringer®, 2019, p. 1400.

O diagnéstico de LES, necessita de pelo menos um critério clinico somado a
uma pontuagdo >10 pontos. Além disso, o critério deve ser atribuido somente caso nao
haja nenhuma outra explicacdo mais provavel que o LES; e por fim o critério clinico de

maior peso atribuido ao dominio correspondente, devera ser somado a pontuacao total.

1.4 Manifestac0es clinico-laboratoriais no LES]

As manifestacGes clinicas iniciais cursam geralmente com manifestacGes
mais constitucionais, articulares e cutaneas. A febre, a fadiga e a perda de peso séo as
manifestacGes mais comumente observadas logo no inicio do diagnostico, porém sao
sintomas inespecificos para a doenca, sendo de extrema importancia a excluséo de causas
secundarias para estabelecer o diagnostico®.

As manifestacdes mucocutaneas apresentam-se de diferente formas, podendo
ser desde agudas como rash malar e fotossensibilidade, subagudas como o lGpus
eritematoso cutneo subagudo a crénicas®®. A manifestacdo cutdnea mais classica e
sugestiva, porém inespecifica ¢ o exantema malar com distribuicdo em “asa de borboleta”
pelas proeminéncias nasais e malares, preservando as pregas nasolabiais®’.

A fotossensibilidade acomete comumente a face, pescoco, bragos e pernas,

estando presente em mais de 50% dos casos, sendo desencadeada pela exposicdo a
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radiacdo UVB; além disso, observa-se o aparecimento de vasculites em regido tenar e
hipoténar, extremidades dos dedos e regido plantar'®

A alopecia ndo cicatricial, especialmente em regido frontal, pode ser
comumente observada, diferentemente do Itpus de inicio adulto®. Outras manifestacoes
incluem Ulceras de mucosa, especialmente bucal e de palato superior, urticarias em
extremidades, lesGes vesico-bolhosas e fendmeno de Raynaud?.

As manifestagdes musculoesqueléticas em articulagdes, musculos e 0ssos
estdo presentes em mais de 80% dos casos, com a presenca de artralgias, tenossinovites e
artrites, especialmente poliartrites simétricas; em pequenas articulac6es, dolorosas, sem
erosio de pele e achados radiologicos?, além disso, quadros de miosite podem ser
comumente observados no periodo em que a doenca inicia sua atividade sistémica'®.

As manifestacdes hematologicas podem ser observadas em 76-90% dos
casos, cursando geralmente com a presenca de anemia por doenca cronica; de
caracteristica normocitica e normocromica, correlacionada ao aumento de citocinas,
seguida de plaquetopenia, leucopenia e linfopenia?!, sendo a citopenia e a anemia
hemolitica coombs positiva as manifestacdo hematoldgicas mais comumente observadas
nos pacientes®.

As manifestacOes renais costumam ser precoces (nos primeiros dois anos de
doenca) presente em 60% dos casos'®, podendo ser a Ginica manifestagdo em cerca de dois
tercos dos pacientes e um indicador de mau progndstico; incluem hematuria, leucocitdria
e proteindria, além de quadros mais graves como insuficiéncia renal cronica terminal?.

As manifestacGes vasculares, especialmente os quadros de trombose em
membros inferiores ou no sistema nervoso central, podem estar associadas com o LES;,
com risco variavel de 0-24% em criangas'®; devendo ser investigado rotineiramente a
positividade de anticorpos antifosfolipides (aPL) como anticardiolipina (aCL) e/ou
anticoagulante lapico (LA), sendo comumente associados a quadros de trombose venosa,
caracterizando a sindrome antifosfolipide®.

As manifestacGes pulmonares, iniciam-se logo no comeco, estando presente
em até 50% dos casos, com quadros de pleurite, raramente pneumonia intersticial,
hipertensdo e hemorragia pulmonar®®. A pleurite pode ser observada em 10% dos casos;
com achados radiol6gicos ou atrito pleural, o derrame pleural pode ser observado em 60%

dos casos, sendo comumente pequeno, acometendo um dos pulmdes?®,
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As manifestaces cardiacas podem ser observadas em 50% dos casos;
incluem pericardite sendo a manifestacdo mais frequente, seguida de miocardite,
endocardite, envolvimento valvar (especialmente mitral) e coronariopatia®.

A adenomegalia local ou difusa ocorre em cerca de 50% dos casos'®, a
hepatomegalia e a esplenomegalia, que apesar de apresentarem um curso leve a
moderado, estdo presentes em torno de 30-40% dos casos'®18,

O termo lGpus neuropsiquiatrico, foco deste trabalho, diz respeito a presenca
de envolvimento neuropsiquiadtrico primario no lipus; com uma prevaléncia pouco
conhecida no LESj, pdde ser estimado em 20-90% dos casos?®?4%, Representa um
desafio em termos de diagndstico, devido a necessidade em diferenciar a doenga ativa no
sistema nervoso central, periférico e autbnomo de possiveis causas secundarias como a
sindrome antifosfolipide, infeccbes agudas ou cronicas, distdrbios metabdlicos,
medicamentos, hipertensdo arterial sisttmica (HAS), diabetes mellitus e doencas
neuropsiquiatricas primarias??. Logo, o desenvolvimento de uma nomenclatura padrdo e
a definicdo de dezenove manifestacbes neuropsiquiatricas observadas fizeram-se

necessarios para auxiliar o clinico frente ao diagnostico desafiador?® (Quadro 4).

Quadro 4: ManifestacGes neuropsiquiatricas observadas no LES

Sistema Nervoso Central
. Cefaleia: incluindo enxaqueca e hipertensdo intracraniana benigna
. Doenca cerebrovascular
. Sindrome desmielinizante
. Meningite asséptica
. Distrbio do movimento (Coreia)
. Mielopatia
. Convulsdo
. Estado confusional agudo
. Transtorno de ansiedade
10. Disfungdo cognitiva
11. Depressao
12. Psicose
Sistema Nervoso Periférico
1. Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (Sindrome de Guillain-Barré)
2. Disturbio autondbmico
3. Mononeuropatia (simples ou maltipla)
4. Miastenia gravis
5. Neuropatia craniana
6. Plexopatia
7. Polineuropatia
Fonte: ACR Ad Hoc Committee on Neuropsychiatric Lupus, 1999, p. 599.

OO NOOARIWIN|F-
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A cefaleia, a doenca cerebrovascular, o transtornos de humor e a convulsao
sdo as manifestacGes neuropsiquiatricas mais comumente observadas logo no inicio do
diagnostico ou durante o primeiro ano de doenca?’?2°, bem como as alteraces
cognitivas, que podem ser observadas em 20-60% dos casos, especialmente no LES}*,
tendo por definicdo a presenca de déficits significativos em algumas fungdes cognitivas
como raciocinio, atencdo (simples ou complexa), habilidades executivas, processamento
visuoespacial, velocidade psicomotora, memoria e por ultimo linguagem?®.

As manifestacbes neuropsiquiatricas relacionadas ao sistema nervoso
periférico representam outro grande desafio em termos de diagndstico, por ndo serem
reconhecidas em sua maioria como associadas diretamente ao lipus®. Alguns fatores
predisponentes sdo amplamente descritos como a formacdo de imunocomplexos, a
presenca de vasculite cutdnea em pequenos vasos, anticorpos, citocinas e a hiperfuncao
de linfocitos B*2.

1.4.1 Avaliacao de manifestacdes clinico-laboratoriais no LES]

A avaliacdo de manifestacdes laboratoriais contribui para a precisdo do
diagnostico, visto que somente através do quadro clinico do paciente associado a exames
laboratoriais e sorolégicos especificos, um diagnostico definitivo podera ser
estabelecido®. Logo, uma variedade de exames laboratoriais sdo requeridos, buscando
avaliar todo o sistema organico; incluindo analise hematoldgica, urinaria, renal, hepatica
e imunolégica®.

As células sanguineas podem ser afetadas, de forma que um simples exame
hematoldgico como o hemograma traz parametros essenciais que ajudam nao somente no
diagndstico bem como no tratamento3, a presenca de linfopenia (<1500 células/mm?3) e
leucopenia (<4000 células/mm?) apresentam associagdo com a doenga ativa*,
especialmente em criancas e adolescentes®*%; a anemia hemolitica autoimune e a
trombocitopenia imune podem ser observadas em 15-20% dos casos, podendo ser
inclusive a manifestacéo inicial*3637:38,

As andlises urinarias permitem a investigacdo de possiveis alteracGes renais
como hematuria, leucocitlria, cilindros urinarios e por Gltimo proteinuria, sendo esta a

manifestacdo renal mais comumente observada em 46% dos casos®¢2°, além disso, o
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exame de elementos anormais do sedimento (EAS) torna-se essencial tendo em vista a
frequéncia de proteindria e morbidade associada a quadros de glomerulonefrite, devendo
ser repetido periodicamente, a fim de detectar a doenca renal inicial®.

As andlises soroldgicas ajudam ndo somente no diagndstico bem como para
avaliar a presenca de doenca ativa. Por sua sensibilidade, o teste de fator antinuclear
(FAN) tem sido considerado uma prova de triagem Util para pesquisa de doencas
autoimunes, especialmente no LES;j, sendo atualmente definido como critério de entrada
obrigatorio®®, principalmente quando as criangas apresentam clinica sugestiva, porém
continua sendo um teste extremamente inespecifico, por positivar em outras doengas, de
acordo com o padréo apresentado. Logo, ao apresentar resultado negativo o paciente tem
0,14% de probabilidade a doenca, porém ao apresentar resultado positivo a investigacédo
de anticorpos anti-dsDNA e proteinas ligadas ao RNA nuclear como anti-Sm; anti-RNP;
anti-Ro/SSA e anti-La/SSB, tornam-se essenciais?®; as manifestacdes cutineas e
musculoesqueléticas, especialmente no LESj apresentam correlacdo com os anticorpos
anti-Ro/SSA e anti-La/SSB*.

No lipus o padréo periférico é o mais especifico, sugerindo a presenca de
anticorpos anti-dsDNA; 0 homogéneo a presenca de anticorpos anti-histonas e a formagéo
de células LE; o salpicado frequentemente observado porém o menos especifico para a
doenca; e por ultimo o nucleolar comumente observado em doencas do tecido
conjuntivo*, sendo reproduzido a partir de células derivadas de carcinoma do epitélio
laringeo humano (HEp-2); por método de imunofluorescéncia indireta (IF1)%.

Anticorpos anti-Sm sdo altamente especificos para a doenga, e auxiliam dessa
forma para um diagndstico mais preciso, podendo ser observado em 15-30% dos casos*?.
Os anticorpos anti-dsDNA apresentam associacdo com a doenga ativa e nefrite em 75%
dos casos, além de ser um forte preditor de reacutizacéo (flares) dos sintomas®3¢43; temos
ainda, outros anticorpos que podem ser investigados como os anticorpos antifosfolipides
(aPL): anticoagulante lupico (LA), anticardiolipina (aCL) e anti-p2 glicoproteina I
fracOes IgM e 1gG, que precisam ser investigados quando houver a suspeita de IGpus®,
além de apresentarem maior risco de trombose**#44> e morbidade nos pacientes®®4’.

A determinacdo dos niveis séricos de proteinas do sistema complemento
como C3, C4 e CH50 torna-se util no diagnostico e na avaliagdo da presenca de doenca

ativa®®.
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A avaliacdo de manifestaces neuropsiquiatricas baseia-se em uma avaliagdo
clinica com testes neuropsicoldgicos, técnicas laboratoriais e exames de neuroimagem,
que avaliados em conjunto podem apoiar ou nio o diagnostico clinico final*4°,
sobretudo, a experiéncia clinica do médico torna-se essencial, por ndo haver um padréo
diagndstico para o lupus neuropsiquiatrico, sendo o mesmo realizado a partir de critérios

de exclusdo de acordo com a clinica apresentada®®.

1.4.2 Patogénese do lUpus neuropsiquiatrico

A literatura descreve a existéncia de dois principais mecanismos envolvidos
para a patogénese do lUpus neuropsiquiatrico, sendo o primeiro vascular e o segundo
neuroinflamat6rio®*®2%, com a participacio de autoanticorpos anti-fosfolipides,
imunocomplexos e citocinas periféricas, sendo descritas como importantes mediadores
patogénicos no lGpus neuropsiquiatrico®*°5:5657,

Algumas citocinas produzidas por linfocitos T helper (CD4+) regulam a
funcio do sistema imune, sendo funcionalmente agrupadas em citocinas Thl e Th2%, o
lopus é considerada uma doenca conduzida por citocinas Th2%%% devido a
superexpresséo de citocinas Th2, como interleucinas 4 (IL-4), IL-6, IL-8, 1L.-10%0:61.6263

As principais citocinas associadas a imunidade celular sdo 1L-12, IFN-y e
TNF-a®%; no lGpus foi demonstrada uma associagio entre a elevagdo dos niveis séricos de
IL-12 com nefrite e dano cumulativo®®®®, além de uma tendéncia a diminuicéo dos niveis
de IFN-y em pacientes que apresentaram doenca ativa®’. Outro estudo demostrou que
pacientes que positivaram para o anticorpo anti-P ribossomal, apresentaram niveis
elevados de IL-12; sugerindo que 0s anticorpos poderiam modular a resposta imune dos
pacientes®®. Além disso, niveis séricos elevados de TNF-o apresentaram associagio com
doenca inativa, em comparacdo a pacientes com doenca ativa e controles saudaveis;
sugerindo que, TNF-a poderia representar um papel protetor nos pacientes®,

As principais citocinas associadas a produc¢do de anticorpos e a inducdo de
imunidade humoral sdo a IL-4, IL-6 e 1L-10%; no ltpus foram observados niveis elevados
de IL-4, além de uma correlagdo positiva entre os niveis de IL-18 e a presenca de doenca
ativa®®; no entanto, estudos que avaliem a associacdo de IL-4 & manifestacGes clinico-

laboratoriais continuam escassos. A IL-6 demonstrou elevacdo dos niveis liqudricos em
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pacientes com manifestaces neuroldgicas centrais e periféricas, no entanto, os niveis
séricos apresentaram variacdes’?; outro estudo mais recente, demonstrou-se uma elevagéo
dos niveis séricos e liquéricos de IL-6 em pacientes com estado confusional agudo’; no
lGpus pdde ser observado niveis elevados de IL-10"2"*" além de uma correlagéo positiva
com as pontuacdes do SLEDAI>"7®; outro estudo observou sua associagdo com a
presenca de anticorpos anti-dsDNA'2.

No lapus, como mencionado, ocorre uma ativagdo exacerbada de células B e
T autorreativas, levando a sintese de autoanticorpos e citocinas; que por sua vez causam
lesBes teciduais principalmente no cérebro’” 8798 sobretudo, apds confirmarem a
presenca de tais autoanticorpos no soro, liquor e tecido neuronal post mortem de pacientes
com ldpus, tornando evidente a sua contribuicdo para a patogénese de manifestacdes
neuropsiquiatricas®?.

Nos ultimos anos, esfor¢cos tem sido realizados com o objetivo de caracterizar
antigenos ao qual se dirigem os anticorpos antineuronais no lipus®, trazendo evidéncias
sobre a acdo de autoanticorpos contra o receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato
(NMDAR), o qual desempenha um importante papel em fungdes fisiologicas essenciais
como plasticidade neuronal, aprendizado e memoria®2. No lipus, pode ser observado
niveis elevados de anticorpos contra a subunidade NR-2 do NMDA-R em pacientes com
convulsao e distdrbio cognitivo, especialmente decréscimos no funcionamento motor e
processamento visuespacial®®®*, no entanto, ndo ha relato em literatura de medidas no
sangue periférico do receptor e suas subunidades no lGpus, com exce¢do de dois estudos,
0 primeiro que demostrou uma elevacao sérica de NR-2; associando-a como possivel
biomarcador de acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), atribuindo os niveis séricos
elevados a gravidade da lesdo neuronal, sendo o tecido lesionado a origem de NR-2
circulante®. O segundo, demostrando haver uma diminuicdo sérica de ambas as
subunidades NR2-a/b em pacientes com primeiro episddio psicotico (PEP).

Outro anticorpo, o anti-P ribossomal tem sido fortemente associado com o
lUpus neuropsiquiatrico, especialmente com manifestacdes neuroldgicas centrais como
psicose e transtorno do humor®’:888° além de nefrite e hepatite autoimune®°t, No entanto,
estudos que investiguem a associagdo de anticorpos anti-P a manifestacbes
neuropsiquiatricas no LESj sdo escassos, em um estudo recente péde ser observado uma

maior frequéncia de anti-P em pacientes juvenis comparados a pacientes adultos; aléem
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disso, as Unicas manifestagdes clinicas associadas a presenca de anti-P foram alopecia e
rash cutaneo (ndo discoide)®, em outro estudo pdde ser observado uma prevaléncia de
20%, além de associacdo entre os niveis elevados de anti-P distinguindo a psicose
associada ao lupus de psicose primaria, porém os niveis de anti-P ndo foram especificos
para psicose no LESj®. A prevaléncia de anti-P no LES;j foi significativamente maior
quando comparada com o ldpus de inicio adulto, sendo em torno de 7,7-42%
respectivamente. Além disso, 0s niveis de anti-P apresentaram variacbes quanto a
presenca de doenca ativa e curso clinico de doenca, muitas vezes em concordancia com
os niveis de anti-dsDNA, sendo fortemente associados & nefrite®*, em outro estudo pode
ser observada uma frequéncia maior de anti-P em pacientes com ansiedade quando
comparados a pacientes sem ansiedade, no entanto, nenhuma outra manifestacao clinico-
laboratorial apresentou associacdo com o anti-P%. Outra associa¢io importante pdde ser
observada em estudos que demonstraram a apoptose causada por anticorpos anti-P, via
canais de calcio; ativando enzimas apoptdticas como a cisteino-protease caspase-3°¢Y7,
logo esses achados sugerem que 0s anticorpos anti-P estariam associados a uma ampla

gama de funcdes do sistema nervoso central®’.

1.4.3 Tratamento do lUpus neuropsiquiatrico

A diversidade clinica do lapus neuropsiquiatrico, a dificuldade em definir
medidas de manejo clinico e principalmente a auséncia de critérios diagnosticos tém sido
considerados os grandes obstaculos para a realizacdo de ensaios clinicos controlados
relacionados ao tratamento, dificultando sobretudo a comparacdo entre os diferentes
esquemas terapéuticos®®. Logo, ndo havendo diretrizes especificas para o tratamento do
lUpus neuropsiquiatrico juvenil, este deve ser individualizado e ajustado de acordo com
as necessidades do paciente, devendo levar-se em consideracdo sua clinica, gravidade e
o envolvimento sistémico e/ou organico®®!%. No LESj, a imunossupressio e a
corticoterapia tem sido considerado a base no tratamento de manifestacGes
neuropsiquiatricas, com resultados consideraveis e remissdo completa em alguns casos*?,
vale ressaltar que para o tratamento dos pacientes, independente de apresentarem

manifestagbes neuropsiquiatricas, incluem-se anti-inflamatorios ndo esteroidais e
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antimalaricos!®1%2; além de terapia anticoagulante em pacientes com historico de

trombose ou acidente vascular encefalico (AVE)021%,

1.5 Biomarcadores de IUpus neuropsiquiatrico

A prética clinica requere o uso de ferramentas valiosas que possam auxiliar
quanto a etiologia, diagndstico e progndéstico de doencas, dentre 0s quais esta 0 uso de
biomarcadores validados'®*1%; de modo geral ha uma escassez de estudos com
biomarcadores no LESj'%, devido talvez a variabilidade de fenotipos clinicos
apresentados, dificultando ainda mais a descoberta de um biomarcador sensivel e
especificol®’, sendo comumente observado o uso de biomarcadores utilizados em
pacientes adultos'®. Logo, perfis de biomarcadores em diferentes modalidades como
moleculares, psicométricos e em neuroimagem tornaram-se cada vez mais necessarios de
modo que, auxiliem no diagnostico de lesdes bem como no prognostico do envolvimento
do sistema nervoso’31%1% No LESj; ha apenas uma ferramenta neuropsicométrica
validada atualmente!*®. O primeiro estudo utilizando a ferramenta traduzida para a lingua
portuguesa realizado no Brasil mostrou uma maior prevaléncia de disfuncdo cognitiva,
especialmente nos subtestes que avaliam a memoria e atengdo em pacientes com lipus de
inicio adulto comparado a controles saudaveis'!'*'2; dentre outros achados vale destacar
a prevaléncia de distdrbio cognitivo nos pacientes juvenis, a0 compararem a outros
estudos que utilizaram a mesma ferramenta, sendo de 19,5%, semelhante ao observado
em literatura'!., Apesar de menos dispendiosos e simples de serem obtidos, ao
compararmos a biomarcadores liquoricos e neurolégicos, poucos biomarcadores séricos
provaram ser confiaveis o bastante para ajudar no diagndstico de lGpus neuropsiquiatrico;
sendo frequentemente utilizados em conjunto quando ha suspeita de quadro
neuropsiquiatrico'®’, dentre os quais estd o anticorpo anti-P como mencionado
anteriormente. No lipus, o primeiro relato de caso ocorreu em 1986*3; logo apds, uma
série de casos associando a presenca de anti-P a psicose lupica péde ser observado,
especialmente em adolescentes!**. Adicionalmente, vale ressaltar que no primeiro relato
de depressdo experimental realizada em camundongos fémeas (C3H/HeJ), os resultados
implicaram areas olfativas e limbicas associadas a depressédo e disfuncdo do sistema

nervoso central*'®, entretanto, ensaios clinicos sobre a utilidade do anti-P como indicador
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de manifestagGes difusas no LESj apresentaram variacdes''®!'’. No que diz respeito as
citocinas, como mencionado anteriormente, existem fortes evidéncias que apoiam seu
papel para a patogénese do lipus neuropsiquiatricol!®1° sobretudo devido a presenca
inerente de citocinas em doengas de carater inflamat6rio'®. Logo, iniimeras investigactes
tem sido feitas com o intuito de caracterizd-las como possiveis biomarcadores de
manifestacdes neuropsiquiatricas no sistema nervoso central, sendo observados niveis
liqudricos elevados de TGF-p, IFN-a, IL-1, IL-8 e IL-17'%, Outra associagio importante
pdde ser observada em um estudo mais recente, que demonstrou niveis sericos elevados
de IL-6 e IL-10 em pacientes com lGpus de inicio adulto comparado a controles

saudaveist?t,

2. JUSTIFICATIVA

Ao que conhecemos, nenhum estudo investigou os niveis sericos de NR-2 em
pacientes com LESj, tampouco em conjunto com citocinas dos eixos Thl e Th2 e
anticorpo anti-P ribossomal. Logo, este estudo possibilita uma maior compreensao acerca
de sua participacdo para a patogénese de manifestacdes neuropsiquiatricas em pacientes
com LES;.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar se 0s niveis séricos de NR-2, citocinas dos eixos Thl e Th2 e
anticorpos anti-P ribossomal estdo associados a manifestacdes neuropsiquiatricas em
pacientes com LES;.
3.2 Objetivos especificos

1. Realizar a dosagem sérica de NR-2 e citocinas IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-

4, 1L-6, IL-10;

2. Analisar a presenca de anticorpos anti-P em soro;



33

3. Auvaliar se a presenca de manifestacfes neuropsiquiatricas tém associacao
com os niveis séricos de NR-2, citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10
e IL-12 e com a positividade de anticorpos anti-P em soro;

4. Avaliar se a presenca de disturbio cognitivo (e seus subtestes e indices de
validade de desempenho) tém associacdo com as concentracgdes sericas de
NR-2 e citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo transversal.
4.2 Selegdo dos pacientes

Foram incluidos pacientes consecutivos com diagnostico de LESj segundo 0s
critérios estabelecidos pelo ACR?*3, acompanhados no Ambulatério de Reumatologia
do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, que
concordaram em participar do estudo.

4.3 Critérios de ndo inclusado

N&o foram incluidos individuos que ndo tinham diagndstico definitivo de

LESj e que ndo concordaram em participar do estudo.

4.4 Aspectos éticos do estudo

Todos os participantes foram previamente informados sobre o estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e/ou termo de
assentimento livre e esclarecido (TALE) em acordo com a normatizacao ética. O estudo

foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas,
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Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (CAAE: 26428619.9.0000.5404/
82701517.0.0000.5404) (ANEXO 1).

4.5 Analise clinico-laboratorial

Foram analisadas as seguintes manifestacdes clinicas de acordo com as
definicBes estabelecidas pelo ACR?!®: presenca de adinamia; emagrecimento (>4 kg);
febre (>37,8°C); artrite (ndo erosiva em duas ou mais articulacGes periféricas, vista pelo
médico); necrose asséptica (documentada por radiografia simples, cintilografia ou
ressonancia nuclear magnética); deformidades articulares (geralmente redutiveis vistas
pelo médico); eritema malar (eritema fixo sobre as eminéncias malares e/ou pregas
nasolabiais); lesbes discoides (placas eritematosas com descamacédo, podendo ocorrer
atrofia nas lesdes antigas); alopecia; Ulcera oral e/ou nasal (ulceracdo oral e/ou em
nasofaringe, geralmente dolorosa, observadas por médico); fotossensibilidade (eritema
cuténeo resultado da exposicéo a luz solar, relatado na histdria clinica ou observada por
médico); nefrite (definida pela presenca de proteiniria maior que 0,5 g/L em 24 horas,
aumento progressivo de creatinina sérica, presenca de sedimento urinario, hematuria com
dimorfismo eritrocitario ou ainda alteracdes histopatologicas quando compativeis com
nefrite lGpica, segundo critérios da Organizacdo Mundial de Saude); sindrome nefrética
foi definida quando a proteindria ultrapassou 3,0g/dia; hipertensdo arterial (HAS):
pressdo sistélica maior que 140 mmHg e/ou pressdo diastolica maior que 110 mmHg;
serosite (presenca de pleurite, pericardite ou ambas documentadas no exame clinico e por
imagem); outras manifestacbes pulmonares como hipertensdo pulmonar, pneumonite e
hemorragia pulmonar; manifestacdes cardiacas como miocardite, endocardite propria do
lipus e infarto do miocardio; miopatia (revelada por fraqueza muscular, alteracGes
enzimaticas, alteracdes da biopsia muscular e/ou da eletromiografia). Outros fatores
avaliados foram envolvimento intestinal, hepatico, e do sistema reticulo-endotelial,
presenca de tromboembolismo pulmonar, alteracfes oculares e a presenca do fen6meno
de Raynaud.

O hemograma e a titulagdo de autoanticorpos, solicitados rotineiramente no
diagndstico e monitoramento do LESj, foram realizados de acordo com as técnicas

utilizadas no Laboratorio de Patologia Clinica e no Laboratorio de Investigagdo em
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Alergia e Imunologia do hospital de clinicas da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP. Foram considerados: leucopenia (<100.000 célulass/mmq); FAN (por
imunofluorescéncia indireta utilizando células HEp 2 como substrato, sendo considerado
positivo em titulos maiores que 1:80); anticorpo anti-dsDNA (por imunofluorescéncia
indireta utilizando Crithidia luciliae como substrato, sendo considerados positivo em
titulos maiores que 1:20); anticorpos precipitantes para antigenos nucleares extraiveis,
incluindo Ro/SSA (sindrome de Sjogren), La/SSB e anti-Sm, detectados por
imunodifusdo e imunofluorescéncia indireta. Os anticorpos anticardiolipina de
imunoglobulina G, imunoglobulina M ¢ a glicoproteina B2, foram medidos por método
imunoenzimatico'??; o anticoagulante lupico foi detectado por ensaios de coagulagdo em
plasma sem plaquetas obtidas pela dupla centrifugacdo, seguindo a recomendacao da
Scientific and Standardization Committee of the International Society of Thrombosis and

Homeostasis!?3.

4.6 Andlise de atividade de doenca e dano cumulativo

A atividade de doenca foi avaliada pelo Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index (SLEDAI 2K) (ANEXO 3). A doenga foi considerada ativa quando
a somatdria de pontos do SLEDAI foi igual e/ou superior a trés pontos?#%, O dano
cumulativo foi avaliado por um questionario especificamente desenvolvido para este fim,
o Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) American College of
Rheumatology Damage Index (ACR-DI) (SDI)'%® (ANEXO 4). O SDI consiste em 38
itens e a pontuacdo pode variar de 0 a 47 pontos. Foi considerada a presenca de dano se

a pontuacdo foi igual e/ou superior a 1.
4.7 Avaliacéo neuroldgica
Os pacientes foram separados em trés grupos:

Grupo MNP recente: com a presenca de manifestacdes neuropsiquiatricas

durante o periodo de coleta de sangue venoso;
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Grupo MNP pregressa: sem a presenca de manifestacGes neuropsiquiatricas
durante o periodo de coleta de sangue venoso, contudo com a presenca de manifestacao
neuropsiquidtrica pregressa;

Grupo MNP ausente: sem a presenca de manifestagdes neuropsiquiatricas.

As manifestacGes neuropsiquiatricas foram determinadas através de uma
revisdo cuidadosa dos prontuarios médicos, seguindo os critérios estabelecidos pelo
ACRY™%, Além disso, os sintomas de depressdo, ansiedade e distdrbio cognitivo foram

avaliados através dos instrumentos de triagem descritos abaixo.

4.7.1 Avaliagéo dos transtornos do humor e ansiedade

O humor e a ansiedade dos participantes foram avaliados através dos
inventarios de depressio Becks Depression Inventory (BDI)'?"12¢ (ANEXO 5) e
ansiedade Beck Anxiety Inventory (BAI) (ANEXO 6)°1%, Essas escalas consistem em
21 itens, descrevendo a ansiedade e depressdo, respectivamente. O entrevistado foi
convidado a avaliar o quanto foi incomodado por cada sintoma durante 0 més anterior em
uma escala de 4 pontos variando de 0 a 3. Os itens sdo somados para obter uma pontuacgéo
total que pode variar de 0 a 63. Os valores de corte utilizados para o0 BDI séo: 0 a 13:
sem/minimo de sintomas de depressdo; 14 a 19: sintomas leves de depressao; 20 a 28:
sintomas moderados de depresséao e 29 a 63: sintomas severos de depresséo; e para o BAI:
0 a 7: sem/minimo de sintomas de ansiedade; 8 a 15: sintomas leves de ansiedade; 16 a

25: sintomas moderados de; 26 a 63: sintomas severos de ansiedade.

4.7.2 Avaliacdo cognitiva

A avaliacdo cognitiva foi previamente agendada com todos os participantes
ou responsaveis legais; sendo realizada no Ambulatério de Reumatologia do Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, com duracdo aproximada
de 30 a 45 minutos.

Os disturbios cognitivos foram avaliados por meio de dois instrumentos, o

software Pediatric Automated Neuropsychological Assessment Metrics (Ped-ANAM),
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sendo aplicado por psicdlogo habilitado utilizando testes cognitivos validados em
portugués, de acordo com a faixa etaria'112,

A versao pediatrica Ped-ANAM foi delineada para aplicagdo em criangas com
testes similares a versdo do adulto, porém modificados para idade levando em
consideracdo o desenvolvimento cognitivol!*!3L, O teste tem sido considerado um valioso
instrumento para avaliacdo de eficiéncia neurocognitiva, sendo composto por uma bateria
de subtestes autoadministrados por computador32,

Os subtestes incluem medidas de tempo de reacdo simples, tempo de reagédo
processual, substituicdo de codigo — aprendizado, relagdes logicas, processamento
espacial, memoria de execugdo, processamento matematico, grades correspondentes,
correspondendo a amostra, pesquisa de memoria e substituicdo de cddigo — atrasado.
Cada subteste fornece trés principais pontuacdes acerca do desempenho como acuracia,
velocidade e rendimento!1 133134135136 Além disso, o software fornece outras pontuagdes
compostas para interpretacdo como a Performance Validity Index (PVI) e a Cognitive
Performance Score (CPS)*°.

A PVI baseia-se em uma analise de distribuicio dos dados!®’, sendo
constituida pelos resultados ponderados de cada subteste!!!, sabe-se que o uso de
pontuacdes compostas fornecidas pelo software tem sido mais eficiente para a deteccao
de comprometimento cognitivo, comparado ao uso de pontuacdes isoladas, encorajando
0 uso de métricas compostas como o PVI*¥, que fornece sobretudo; um indicador acerca
do desempenho do participante, avaliando se estaria dentro de uma faixa esperada para
alguém com bom desempenho de esforco; sendo formada uma pontuacédo que varia entre
0 a 33 pontos'®. Por padrdo, o grupo de referéncia utilizado seria uma amostra
ambulatorial com ponto de corte de 14 pontos; sendo de 0 a 13 considerado um bom
desempenho de esforco.

Logo, resultados mais baixos sdo indicativos de bom desempenho e
resultados mais altos sdo indicativos de possiveis sinais de disturbio cognitivo; visto que,
por ser considerado uma ferramenta de triagem, os resultados de cada subteste ou suas
combinacdes de pontuacdes podem sinalizar o distlrbio cognitivo em pacientes com
LESjlll’l33’135.

A CPS, sendo constituida por quatro indices: PedANAM-CPSuwa (calculado

pela média de nove pontuagdes de precisdo do software), PedANAM-CPSrca (calculado
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pela andlise dos componentes principais do software), PedANAM-CPSiogit (calculado
pelo método de regressdo logistica de todos os escores de precisdo dos subtestes) e, por
fim, PedANAM-CPSmutiscore (calculado pelo método de regressdo logistica com
parametros de desempenho de subtestes selecionados )% Para analise do
comprometimento cognitivo, os resultados dos indices foram padronizados em um
declinio de DP<2 abaixo da média estimada do grupo controle.

O Montreal Cognitive Assessement (MoCA) foi aplicado em sua versao
traduzida e validada para a lingua portuguesa®® (ANEXO 7), e avaliou oito dominios
como memoria de curto prazo, habilidades visuoespaciais, funcdo executiva, atencao,
concentracdo e memdria de trabalho, idioma, orientacéo e orientacdo espacial; com uma
pontuacdo que varia de 0 a 30 pontos, sendo que, quanto maior a pontuacdo, melhor a
funcéo cognitiva do participante. Assim, um participante com a pontuagdo maior ou igual

a 26 pontos pdde ser considerado normal*3,

4.8 Tratamento

Foram consideradas as medicacdes prescritas nas datas das coletas das
amostras de sangue dos pacientes. As medicacdes consideradas foram corticosterdides
(prednisona, prednisolona), anti-malaricos (cloroquina/hidroxicloroquina/difosfato de
cloroquina) e outras drogas imunossupressoras (azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina,

metotrexato, micofenolato sdédico ou mofetil).

4.9 Coleta de sangue venoso

Foram coletados 8mL de sangue venoso em tubo seco, no dia de consulta
ambulatorial do paciente. As amostras de soro foram centrifugadas a 3.000g por 15
minutos a temperatura ambiente, aliquotadas e conservadas em biofreezer a -80°C para
posterior analise no Laboratério de Reumatologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

4.10 Determinacéo dos niveis séricos de NR-2
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Os niveis séricos de NR-2 foram dosados em duplicata, utilizando-se o
método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) [Human N-Methyl-D-Aspartate
Receptor 2 ELISA Kit, MyBiosource (San Diego, CA, EUA)], conforme o protocolo do
fabricante e apresentado a seguir.

4.10.1 Técnica de ELISA

4.10.1.1 Preparo de reagentes

1. Solucéo de lavagem: 20mL do concentrado de fosfato salino (PBS) foram previamente
diluidos em 480mL de &gua deionizada, para obter um volume final de 500mL.

2. Curva padréo: foram adicionados 120ul de solucdo diluente no frasco de curva padrao,
atingindo uma solucdo padrdo 40ng/ml ap6s homogeneizacdo. Em seguida, 120ul de
solucdo diluente foram pipetadas em quatro tubos de polipropileno. Foi realizada uma
diluicdo seriada de curva, adicionando 120uL de solucdo padrdo no primeiro tubo,
homogeneizando, e realizando a transferéncia de 120ul para o tubo seguinte, repetindo o

procedimento até o quarto tubo.

4.10.1.2 Procedimento

O principio do ensaio baseia-se em uma detec¢do quantitativa precisa de NR-
2 humano em soro, para tal, as placas foram pré-revestidas com o anticorpo anti-NR-2
humano. A amostra é adicionada logo, 0 NR-2 presente em cada amostra liga-se aos
anticorpos pré-revestidos nos po¢os. Logo em seguida, um segundo anticorpo NR-2
biotinilado humano € adicionado ligando-se ao NR-2 presente em cada amostra.

A estreptavidina-HRP (conjugado) é adicionada ligando-se ao anticorpo NR-
2 biotinilado. Apo0s a incubacédo, a estreptavidina-HRP ndo ligada é removida durante a
etapa de lavagem. Adiciona-se entdo, um substrato que desenvolve uma reacéo colorida
proporcional a quantidade de NR-2 humano presente, finalmente a reacdo de cor pode ser

determinada pela adicdo de uma solucdo de parada sendo medida a 450mn.
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1. Todos os reagentes, amostras e padroes foram preparados previamente, conforme
indicado nas sec¢des anteriores.

2. 50ul de solugbes de curva padrdo foram acrescentados nos respectivos pocos da
microplaca. Foram adicionados 50l de solucéo diluente nos pocos de controle negativo.
3. Foram adicionados 40ul de amostra aos pocos de amostras e, em seguida, foram
adicionados 10pul de anticorpo anti-NR2 aos pogos de amostra.

4. Em seguida foram adicionados 50pul de estreptavidina-HRP a todos os pocos da
microplaca, que foi coberta por um selo adesivo e incubada por 1h a 37°C.

5. Para a lavagem, o liquido de cada um dos pog¢os da microplaca foi retirado por inverséo.
Adicionou-se 350pul de solugdo de lavagem em cada um dos pogos da microplaca. O
liquido impregnado foi removido da microplaca por inversdo e o procedimento foi
repetido mais quatro vezes. Na ultima lavagem, a placa foi invertida e o liquido restante
dos pocos foi retirado por inversdo da microplaca, segurando firmemente a mesma e
pressionando-a em papel toalha cinco vezes.

6. Adicionou-se 50ul do substrato A e 50ul do substrato B em cada poco, incubando por
10 minutos a 37°C, com protecéao da luz.

8. Adicionou-se 50l de solugéo de parada em cada um dos pogos.

9. A densidade dptica a 450nm foi mensurada com uma leitora de microplacas do
Laboratorio de Hemostasia do Centro de Doacbes de Sangue (Hemocentro) da
UNICAMP.

4.10.1.3 Obtencao de resultados
Para calcular as concentracfes de NR-2 nas amostras, foi utilizada a plotagem
de dados de densidade Gtica e concentracdo da curva padrdo (ambas em log), obtendo

uma linha de tendéncia e uma equacao, ao qual foram calculadas as concentracGes em

cada amostra.

4.11 Determinacao dos niveis séricos das citocinas Thl e Th2

Os niveis séricos de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a e IFN-y foram

dosados em duplicata, utilizando-se 0 método de Imunoensaio Luminex (XMAP) [Kit



41

Human High Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel (MILLIPLEX, EMD Millipore
Corporation, EUA)], conforme o protocolo do fabricante e apresentado as seguir.

4.11.1 Técnica de Imunoensaio Luminex

4.11.1.1 Preparo de reagentes

1. Solucdo de lavagem: 60mL do concentrado de solucdo para lavagem foram
previamente diluidos em 540mL de &gua deionizada, para obter um volume final de
600mL.

2. Matriz sérica (MXHSM-7): foram adicionados 1mL de agua destilada, sendo
homogeneizada por inversdo por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 3mL de
tampao de ensaio, sendo homogeneizado novamente.

3. Controle de qualidade (QC1 e QC2): os controles de qualidade foram reconstituidos
com 250pL de matrix sérica, sendo homogeneizados por inversdo por 10 minutos.

4. Curva padréo: o frasco com os padrdes proteicos (que contém todas as citocinas que
foram estudadas em concentracdo conhecida) foi reconstituido com 250uL de matrix
sérica, sendo homogeneizando por inversdao durante 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 150pL de matrix sérica em sete microtubos, para realizar as diluices
seriadas da curva padrdo. Foram adicionados 50uL de padréo proteico ao primeiro tubo,
sendo homogeneizado posteriormente. Em seguida, foram utilizados 50uL do conteddo
do primeiro tubo para transferir para o segundo, sendo homogeneizando novamente.
Foram repetidos todos os procedimentos sequencialmente até o sétimo tubo.

5. Microesferas magnéticas contendo anticorpos de captura: os frascos de microesferas
foram sonicados por 30 segundos e homogeneizados no agitador de tubos por 1 minuto.
Em seguida, para o preparo do mix, foram adicionados 70uL de cada solucdo de
microesferas magnéticas e 3080uL de diluente de microesferas em um novo tubo, sendo

homogeneizando posteriormente.

4.11.1.2 Procedimento
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O principio do ensaio baseia-se em obter-se ligantes como proteinas que
ligam-se a beads fluorescentes, que emitem tonalidades diferentes de vermelho de acordo
com a intensidade emitida pelos corantes fluorescentes, podendo ser criados até cem
conjuntos de microesferas com tons diferentes, para tal, os ligantes ligam-se a analitos
especificos presentes em cada amostra, e posteriormente ligam-se a um anticorpo de
deteccdo biotinilado, finalmente o resultado serd amplificado através de uma incubacao
com a estreptavidina-ficoeritrina (conjugado), e quantificado pelo sinal fluorescente

emitido.

1. Todos os reagentes, amostras e padrdes de trabalho foram preparados previamente,
conforme indicado nas sec¢des anteriores.

2. 200uL do tampéo de lavagem foram adicionados em cada um dos pogos. A microplaca
foi coberta com selo adesivo e incubada no agitador de placas por 10 minutos em
temperatura ambiente.

3. O liquido dos pocos foi removido por inversdo da microplaca, descartando o conteudo.
O excesso de liquido foi retirado, segurando firmemente a microplaca, pressionando-a em
toalha de papel limpa, por 5 vezes.

4. 50uL da curva padrdo foram adicionados em cada um de seus pocos.

5. Foram adicionados 50pL de controles de qualidade diluidos em seus respectivos pocos.
6. Foram adicionados 25uL de tampéo de ensaio (Assay Buffer) em cada pogo contendo
as amostras.

7. Foram adicionados 25uL de cada amostra, previamente homogeneizada no agitador de
tubos.

8.Foram adicionados 25uL do mix de microesferas magnéticas (previamente
homogeneizadas no agitador de tubos).

9. A microplaca foi coberta com selo adesivo e incubada no agitador de placas; protegida
da luz, 16a 18h a 4°C.

10. No dia seguinte, a lavagem automatizada da placa foi realizada trés vezes.

11. Foram adicionados 50uL de solucdo de anticorpos de deteccdo em cada poco.

12. A microplaca foi coberta com selo adesivo e incubada no agitador de placas; protegida

da luz por 1h em temperatura ambiente.
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13. Foram adicionados 50uL de solucdo de conjugado Estreptavidina-Ficoeritrina em
cada poco contendo 50uL de anticorpos de detec¢do, sem remover o conteudo da
incubacéo anterior.

14. A microplaca foi coberta com selo adesivo e incubada no agitador de placas; coberta
com papel aluminio por 30 minutos em temperatura ambiente.

15. A lavagem automatizada da placa foi realizada trés vezes.

16. Foram adicionados 150uL de fluido de condugéo (sheath fluid) em todos os pogos,

ressuspendendo as esferas no agitador de placas por 5 minutos.

4.11.1.3 Obtencao de resultados

A intensidade de fluorescéncia mediana (IFM) de cada poco foi determinada
por uma leitora de microplacas BIO-PLEX 200 (Bio-Rad, EUA) no Laboratorio Central
de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), na UNICAMP.
Para calcular as concentragbes das citocinas nas amostras, foi utilizado um método
logistico de cinco parametros da curva padrdao. Cada amostra, por ter sido diluida duas
vezes durante o procedimento, foi multiplicada por dois para a obtencdo das
concentragoes.

Os limites de detec¢do do kit foram 0,48pg/mL para IFN-y, 1,12pg/mL para
IL-4, 0,11pg/mL para IL-6, 0,56pg/mL para IL-10, 0,15pg/mL para IL-12 (p70) e
0,16pg/mL para TNF-o. Para fins de analise estatistica, quando a dosagem foi

indetectavel, o valor atribuido correspondeu a metade do limite inferior de deteccéo.

4.12 Determinacao dos niveis séricos de anti-P

Os niveis séricos de anti-P foram dosados em duplicata, utilizando-se o
método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA, Quanta Lite™ Ribosome P,
Inova, San Diego, CA, EUA, conforme o protocolo do fabricante e apresentado a seguir.

4.12.1 Técnica de ELISA

4.12.1.1 Preparo de reagentes
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1. Solucéo de lavagem: a solucdo de lavagem foi diluida em 1:40, adicionando todo o
contetido do frasco de solugdo de lavagem a 975ml de &gua deionizada.

2. Amostras: as amostras de cada paciente foram diluidas em 1:100, misturando 5ul de
amostra para 495ul do diluente das amostras.

3. Controle de qualidade: os controles Positivo Baixo, Positivo Alto e o Negativo ja
estavam pré-diluidos no kit, e foram introduzidos em todos os ensaios, servindo de padrao
para analise das densidades dpticas.

Para que os resultados dos testes realizados fossem considerados validos,
alguns critérios listados a seguir deveriam ser cumpridos. A absorbancia do controle
Positivo Alto foi maior que a absorbancia do Positivo Baixo, que por sua vez foi maior
que a absorbancia do Negativo. O controle Positivo Alto apresentou uma absorbancia
maior que 1,0, enquanto que a absorbancia do Negativo néo ultrapassou 0,2. O controle
Positivo Baixo teve absorbancia duas vezes maior que o Negativo e/ou oscilou entre 0,25

e 0,6 unidades de densidade Optica.

4.12.1.2 Procedimento

1. Todos os reagentes, amostras e padroes foram preparados previamente, conforme
indicado nas secdes anteriores.

2. Foram adicionados a placa 100ul de controles Positivo Baixo, Positivo Alto e Negativo
e das amostras diluidas aos respectivos micropogos da placa. Em seguida, a placa foi
incubada durante 30 minutos em temperatura ambiente, em uma superficie nivelada.

3. O liquido dos pocos foi removido por inversdo da microplaca, descartando o conteudo,
sendo adicionados 200-300pul de solucdo de lavagem a todos os pocos. O excesso de
liquido foi retirado, segurando firmemente a microplaca, pressionando-a em toalha de
papel limpa, por 3 vezes. Depois da Gltima lavagem, a placa foi invertida e colocada sobre
um papel absorvente para retirar qualquer liquido residual.

4. Foram adicionados 100ul do conjugado HRP em cada micropogo da placa, incubando
por 30 minutos.

5. A lavagem se repetiu depois da incubagdo e 100ul do Cromogeno tetrametilbenzina
(TMB) foi adicionado em cada micropoco.

6. A placa foi incubada por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente.
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7. Ao término da incubacdo, foram adicionados 100pl de solucdo de parada em cada
MICcropogo.

8. A densidade dptica a 450nm foi determinada pela leitora de microplacas Multiskan FC
(Thermo Fisher Scientific, EUA) imediatamente apds a Gltima incubacao.

4.12.1.3 Obtencao de resultados

O valor unitério de cada amostra foi dado pela seguinte raz&o:

Densidade 6ptica amostra x 25

Densidade oOptica controle positivo baixo

Em seguida, as amostras foram classificadas em negativa (nimero de

unidades menor que 20) e positiva (nimero de unidades maior que 20).

4.13 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada com o software estatistico IBM® SPSS
Statistics 22 (SPSS, Chicago, USA). As variaveis continuas foram expressas em mediana,
minimo e méaximo. As comparacfes entre grupos foram realizadas pelos testes nao
paramétricos de Mann-Whitney, Kruskall-Wallis e Comparacdes Multiplas. O teste de
Qui-quadrado foi empregado para avaliar as associa¢@es entre variaveis nominais. Foram
considerados significados valores de p menores que 0,05. A correlacdo entre as
concentracBes séricas de NR-2 e citocinas foram avaliadas utilizando a correlacdo de

Spearman.

5. RESULTADOS

5.1 Dados sociodemograficos

Foram coletados dados de 155 pacientes com LESj'?!3. Os dados

sociodemograficos dos trés grupos conforme elucidado no item 3.7, estdo apresentados
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na tabela 1. A mediana de idade foi semelhante entre os grupos, e ndo houve diferenca

quanto a distribuicdo por cor autodeclarada, escolaridade ou género entre 0s grupos.

Tabela 1. Dados sociodemograficos dos pacientes com LESj, separados em trés grupos: pacientes
com MNP recente, MNP pregressa e MNP ausente.

MNP recente MNP pregressa MNP ausente p valor
N 62 61 32
Idade (anos) » 23 (11-48) 22 (11-45) 23 (6-42) 0,523
Cor autodeclarada b 0,982
Branca 45 (72,6%) 42 (68,9%) 23 (71,9%)
Parda 15 (24,2%) 16 (26,2%) 8 (25,0%)
Preta 2 (3,2%) 3 (4,9%) 1(3,1%)
Nivel de escolaridade © 0,340
Fundamental 13 (21,0%) 17 (27,9%) 10 (31,3%)
Meédio 37 (59,7%) 29 (47,5%) 19 (54,9%)
Superior 12 (19,4%) 15 (24,6%) 3(9,4%)
Geénero © 0,970
Feminino 54 (87,1%) 54 (88,5%) 28 (87,5%)
Masculino 8 (12,9%) 7 (11,5%) 4 (12,5%)

LESj: Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil; MNP: Manifestacdo neuropsiquiatrica; N: niumero.

a. Mediana; intervalo (minimo — méaximo), o teste Kruskall-Wallis foi empregado, o valor de p foi considerado significativo
se <0.05.

b. Frequéncia (%), o teste Qui-quadrado foi empregado, unindo os grupos pardo + preto, o valor de p foi considerado
significativo se <0.05.

c. Frequéncia (%), o teste Qui-quadrado foi empregado, o valor de p foi considerado significante se <0.05.

5.2 Idade de inicio e tempo de doenca, pontuacdo de atividade e dano cumulativo

A idade de inicio, o tempo de doenca e as pontuacdes de atividade e dano dos
trés grupos estdo apresentados na tabela 2. Ndo houve diferenca significativa quanto a
idade de inicio, tempo de doenca, bem como quanto a presenca de doenca ativa, dano

cumulativo e suas respectivas pontuacgdes entre 0s grupos.
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Tabela 2. Idade de inicio e tempo de doenca, presenca de atividade e dano dos pacientes com LESj, separados em trés grupos: pacientes com MNP recente,

MNP pregressa e MNP ausente.

MNP recente MNP pregressa MNP ausente p valor

N 62 61 32
Idade de inicio doenca (anos) 2 13 (6-18) 14 (7-18) 14 (5-18) 0,545
Tempo de doenca (anos) 2 10 (1-35) 8 (1-31) 8 (1-26) 0,199

Pontuacio de atividade e dano
SLEDAI = 0 (0-14) 0 (0-12) 0 (0-17) 0,494
Com doenga ativa® 21 (33,9%) 15 (24,6%) 10 (31,3%) 0,518
SLICC/ACR (DI) 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2)

Com dano ® 18 (29,0%) 21 (34,4%) 4 (12,5%) 0,077

LESj: Lapus Eritematoso Sistémico Juvenil; MNP: Manifestagdo neuropsiquidtrica; N: nimero; SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; SLICC/ACR (DI): Systemic Lupus
International Collaborating Clinics/ AmericanCollege of Rheumatology Damage Index.

a. Mediana (minimo — maximo), o teste Kruskall-Wallis test foi empregado, o valor de p foi considerado significativo se < 0,05.

b. Frequéncia (%), o teste Qui-quadrado foi empregado, o valor de p foi considerado significativo se < 0,05.
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5.3 Manifestac0es clinico-laboratoriais e tratamento

As manifestagdes clinico-laboratoriais e o tratamento dos trés grupos estdo
apresentados na tabela 3. As manifestacfes neuropsiquiatricas mais observadas foram
sintomas de ansiedade, depressédo, distarbio cognitivo e cefaleia. Ndo foram observadas
outras manifestacGes definidas pelo ACR?.

As manifestacdes mucocutaneas mais observadas nos trés grupos foram
Ulcera oral, alopecia e fotossensibilidade. Quanto as manifestacBes renais foram
observadas a presenca de proteinaria, nefrite e hematdria; além de outras manifestacdes
clinico-laboratoriais menos presentes como vasculite e artrite.

As manifestacdes hematoldgicas e os achados imunolégicos mais observados
foram a presenca de hipocomplementemia e anticorpos anti-P ribossomal em soro, que
ndo diferiram entre os grupos (teste de Qui-quadrado, p=0,392 e p=0,466,
respectivamente).

Quanto ao tratamento, ndo houve diferenca significativa para a frequéncia de
uso de anti-malarico (teste de Qui-quadrado, p=0,112), imunossupressor (teste de Qui-
quadrado, p=0,410 ou glicocorticdide entre os trés grupos (teste de Qui-quadrado,
p=0,262).
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Tabela 3. Manifestac¢oes clinico-laboratoriais e tratamento dos pacientes com LESj, separados em trés grupos: pacientes com MNP recente, MNP pregressa e
MNP ausente.

MNP recente MNP pregressa MNP ausente
N 62 61 32
Manifestagdes neuropsiquiatricas
Ansiedade 2 40 (64,5%) 0 0
Depressao (Transtorno do humor) 2 28 (45,2%) 0 0
Disttrbio cognitivo P 17 (27,4%) 0 0
Cefaleia 7 (11,3%) 0 0
Manifesta¢des mucocutaneas
Ulcera oral 19 (30,6%) 10 (16,4%) 6 (18,8%)
Alopécia 6 (9,7%) 3 (4,9%) 4 (12,5%)
Fotossensibilidade 5(9,1%) 3 (4,9%) 1 (3,1%)
Rash malar 3 (4,8%) 1 (1,6%) 1 (3,1%)
Lesao discéide 0 3 (4,9%) 1 (3,1%)
Manifestagoes renais
Nefrite 16 (25,8%) 7 (11,5%) 4 (12,5%)
Proteintria 9 (14,5%) 6 (9,8%) 3(9,4%)
Hemattria 4 (6,5%) 2 (3,3%) 1(3,1%)
Outras manifestacdes clinico-laboratoriais
Vasculite 3 (4,8%) 2 (3,3%) 0
Artrite 1 (1,6%) 1(1,6%) 2 (6,3%)

Manifestagdes hematologicas e imunoldgicas

Hipocomplementemia 14 (22,6%) 8 (13,1%) 6 (18,8%)



Presenca de anti-P ribossomal 14 (22,6%) 8 (13,1%) 5 (15,6%)
Anemia hemolitica 5 (8,1%) 2 (3,3%) 0
Linfopenia 2 (3,2%) 1(1,6%) 1(2,7%)
Presenca de anti-dsDNA 1 (1,6%) 1 (1,6%) 0
Leucopenia 1 (1,6%) 0 0
Trombocitopenia 0 1 (1,6%) 0
Medicagao
HCQ 52 (83,9%) 45 (73,8%) 29 (90,6%)
GC 35 (56,5%) 43 (70,5%) 21 (65,6%)
Aza 15 (24,2%) 13 (21,3%) 13 (40,6%)
MMEF 9 (14,5%) 8 (13,11%) 2 (6,3%)
nenhum 7 (11,3%) 6 (9,8%) 2 (6,3%)
MMS 6 (9,7%) 9 (14,7%) 1(3,1%)
CEM 2 (3,2%) 1(1,6%) 1(3,1%)
CsA 2 (3,2%) 1(1,6%) 0
MTX 1(1,6%) 1(1,6%) 0
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LESj: Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil; MNP: Manifestacdo neuropsiquiatrica; N: numero; Aza: azatioprina; MMS: micofenolato de sodio; MMF: micofenolato de mofetila; CFM: ciclofosfamida;
CsA: ciclosporina; MTX: metotrexato; GC: glicocorticoide; HCQ: hidroxicloroquina.

a. Trinta e trés pacientes nao foram avaliados quanto aos inventarios para ansiedade e depressao, porém nao houve relato de sintomas no atendimento médico.

b. Para disttrbio cognitivo, N para o numero de pacientes que foram avaliados com os instrumentos de triagem para o distirbio cognitivo=86.
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5.4 Concentragdes séricas de citocinas e NR-2

A tabela 4 apresenta as concentracdes séricas de citocinas e NR-2 nos trés
grupos. Houve diferenca significativa entre os grupos quanto a dosagem de IL-12
(p=0,006), IFN-y (p=0,008) e TNF (p=0,039). Em seguida, foi realizada a comparacao de
pares com o teste de comparacdo multiplas ndo paramétricas, de forma que o grupo MNP
recente apresentou maior concentracdo sérica de IL-12 (p=0,006) e IFN-y (p=0,012)
comparado ao grupo MNP ausente. Quanto as concentracdes séricas de TNF, o teste de
comparacdo multiplas ndo paramétricas utilizado, ndo pode identicar em qual grupo a

diferenca se encontrava.

Tabela 4: Concentragdes séricas de citocinas e NR-2 dos pacientes com LES;j, separados em trés
grupos: pacientes com MNP recente, MNP pregressa e MNP ausente.

MNP recente MNP pregressa MNP ausente p valor
IL-4 (pg/mL) b 53,2 (0,6-1.547,6) 54,0 (0,6-2.043,7) 54,8 (0,6-2.075,5) 0,986
IL-6 (pg/mL) » 2,5 (0,1-122,0) 1,9 (0,1-139,2) 2,3(0,1-90,5) 0,999
IL-10 (pg/mL) » 11,2 (0,3-81,2) 10,1 (0,3-52,7) 6,4 (0,3-110,6) 0,068
IL-12 (p70) (pg/mL) » 3,4(0,1-12,5) 3,0 (0,1-8,3) 2,3(0,1-9,9) 0,006
IFN-y (pg/mL) » 12,0 (0,2-140,7) 9,9 (0,2-118,2) 9,2 (0,2-53,2) 0,008
TNF (pg/mL) 2 8,8 (0,1-43,8) 7,0 (0,1-37,9) 6,5(0,1-33,1) 0,039
NR-2 (ng/mL) ¢ 9,2 (4,1-33,3) 8,5 (4,1-24,8) 8,9 (5,2-38,8) 0,414

NR-2: Subunidade 2 do receptor N-metil-D-aspartato; LESj: Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil; MNP: Manifestagao
neuropsiquidtrica; IL-4: Interleucina 4; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; IL-12: interleucina 12; IFN-y: interferon
gama; TNF: fator de necrose tumoral.

a. Mediana (minimo — méaximo), o teste Kruskall-Wallis test foi empregado, o valor de p foi considerado significativo se
<0,05.

b. Para citocinas, N para o grupo com MNP recente=61; N para o grupo com MNP pregressa=60; N para o grupo sem
MNP=32.

c.ParaNR-2, N para o grupo com MNP recente=31; N para o grupo com MNP pregressa=36; N para o grupo sem MNP=17.

5.5 Concentracdes séricas de citocinas e NR-2 de acordo com a presenca ou auséncia

de ansiedade e depressao

A tabela 5 apresenta as concentracdes séricas de citocinas e NR-2 de acordo

com a presenca ou auséncia de sintomas de ansiedade e depressdo durante o periodo de
coleta de sangue venoso. Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto a

dosagem de citocinas e NR-2 de acordo com a presenca ou auséncia de sintomas de

ansiedade e depressédo entre 0s grupos.
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Tabela 5: Concentragao de citocinas e NR-2 de acordo com a presenca ou auséncia de sintomas de ansiedade e depressao nos pacientes com LES;.

Presenca de ansiedade® Auséncia de ansiedade  p valor Presenca de depressdo Auséncia de depressio p valor

IL-4 (pg/mL) 2 82,2 (5,7-1547,6) 47,2 (0,6-2075,5) 0,209 45,6 (5,7-1547,6) 58,4 (0,6-2075,5) 0,662
IL-6 (pg/mL) 2 2,8 (0,1-122,0) 2,4 (0,1-107,2) 0,962 4,5 (0,1-122,0) 1,9 (0,1-107,2) 0,239
IL-10 (pg/mL) » 10,7 (0,3-81,2) 11,5 (0,3-110,6) 0,956 9,6 (0,3-39,0) 11,8 (0,3-110,6) 0,977
IL-12 (p70) (pg/mL) = 3,4 (0,1-12,5) 3,0 (0,1-9,9) 0,060 3,4(0,1-11,8) 2,9 (0,1-12,5) 0,211
IFN-y (pg/mL) » 12,4 (1,6-140,7) 10,4 (0,2-118,2) 0,110 10,8 (5,1-56,4) 11,0 (0,2-140,7) 0,826
TNF (pg/mL) » 8,9 (1,9-43,8) 8,3 (0,1-38,5) 0,923 10,7 (1,9-43,8) 8,2 (0,1-37,9) 0,099
NR-2 (ng/mL) = 9,3 (4,1-33,3) 8,5 (4,1-38,8) 0,098 9,3 (5,9-18,4) 8,5 (4,1-38,8) 0,162

NR-2: Subunidade 2 do receptor N-metil-D-aspartato; LES;j: Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil; IL-4: Interleucina 4; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; IL-12: interleucina 12; IFN-y: interferon
gama; TNF: fator de necrose tumoral.

a. Mediana (minimo — maximo), o teste Mann-Whitney test foi empregado, o valor de p foi considerado significativo se < 0,05.

b. Para citocinas, N para o grupo com a presenca de ansiedade=39; N para o grupo com auséncia de ansiedade=82. Para NR-2, N para o grupo com a presenca de ansiedade=16; N para o grupo com
auséncia de ansiedade=45.

c. Para citocinas, N para o grupo com a presenca de depressao=27; N para o grupo com auséncia de depressao=93. Para NR-2, N para o grupo com a presenca de depressao=14; N para o grupo com
auséncia de depressao=47.
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5.6 Concentracgdes sericas de citocinas, NR-2, subtestes do ANAM e indices de
validade de desempenho de acordo com a presenga ou auséncia de disturbio

cognitivo

A tabela 6 apresenta as concentragdes séricas de citocinas, NR-2, subtestes
do Ped-ANAM e seus respectivos indices de desempenho, de acordo com a presenga ou
auséncia de distarbio cognitivo durante o periodo de coleta de sangue venoso. Houve
diferenca significativa entre os grupos quanto a dosagem de IL-4 (p=0,036) e IL-6
(p=0,019), ambas com maior concentracdo em pacientes sem distirbio cognitivo.

Em relacdo aos subtestes do Ped-ANAM, houve diferenca significativa entre
0S grupos quanto aos subtestes que avaliam o tempo de reacdo processual (p=0,003),
substituicdo de codigo — aprendizado (p=0,001), processamento espacial (p=0,002),
processamento matematico (p=0,009), correspondendo a amostra (p=0,014) e pesquisa
de memoria (p=0,002), todos com menor pontuacdo em pacientes com disturbio
cognitivo. Quanto ao tempo de reacdo simples, houve grande variabilidade entre os
pacientes com distarbio cognitivo (p=0,014).

Em relacdo aos indices de desempenho, houve diferenca entre 0s grupos
somente quanto ao indice PVI (p<0,001), havendo maior pontuacdo em pacientes com

disturbio cognitivo, como esperado.
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Tabela 6: Citocinas, NR-2, subtestes e indices de validade de desempenho do Ped-ANAM de acordo com a presenga ou auséncia de distarbio cognitivo nos

pacientes com LES;.

Presenca de distarbio cognitivo N Auséncia de distarbio cognitivo N p valor
IL-4 (pg/mL) 36,0 (0,6-407,2) 17 70,8 (0,6-2075,5) 68 0,036
IL-6 (pg/mL) 1,6 (0,1-46,8) 17 4,4 (0,1-122,0) 68 0,019
IL-10 (pg/mL) 10,1 (0,3-40,9) 17 13,2 (0,3-110,6) 68 0,348
IL-12 (p70) (pg/mL) 3,6 (0,1-7,5) 17 3,4 (0,1-12,5) 68 0,987
IFN-vy (pg/mL) 13,3(0,2-51,0) 17 12,0 (0,2-140,7) 68 0,672
TNF (pg/mL) 8,4 (0,1-38,5) 17 9,5 (0,1-43,8) 68 0,733
NR-2 (ng/mL) 9,2 (8,0-33,3) 1 9,3 (4,1-38,8) 34 0,473
Subtestes do ANAM (% de acerto)
Tempo de reacio simples 100 (0-100) 10 100 (0-100) 68 0,014
Tempo de reagdo processual 90 (32-100) 9 100 (85-100) 64 0,003
Substituicdo de codigo — aprendizado 89,5 (51-99) 8 99 (33-100) 67 0,001
Relagdes 16gicas 95 (50-100) 8 100 (70-100) 66 0,085
Processamento espacial 80 (25-90) 8 90 (50-100) 64 0,002
Memoéria de execugio 59,3 (16-99) 9 90,1 (41-100) 55 0,057
Processamento matematico 80 (45-100) 8 95 (60-100) 66 0,009
Grades correspondentes 90 (65-100) 8 95 (50-100) 66 0,282
Correspondendo a amostra 67,5 (45-100) 8 90 (30-100) 67 0,014
Pesquisa de memoria 71,7 (0-97) 10 93,3 (0-100) 68 0,002
Substituicdo de codigo - atrasado 72 (47-97) 9 86 (22-100) 60 0,120
Performance Validity Index (PVI) 16 (15-25) 10 4 (0-13) 68 <0,001
PedANAM-CPSuwa 79,9 (53,3-98,4) 9 90,7 (25,4-98,2) 60 0,521
Ped ANAM-CPSrca 236,8 (164,9-284,8) 2649 (80,7-284,8) 60 0,682
Ped ANAM-CPSiogit -105,3 (-119,5 - 0) 10 -106,1 (-138,8 — -49,7) 60 0,737
9 60 0,735

Ped ANAM-CPSmultiscore

-8,3(-10,4 — -1,1)

-6,5(-18,4 — +11,9)
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NR-2: Subunidade 2 do receptor N-metil-D-aspartato; PedANAM: Pediatric Automated Neuropsychological Metrics; N: niimero de individuos dos quais foram realizadas as analises.

IL-4: Interleucina 4; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; IL-12: interleucina 12; IFN-vy: interferon gama; TNEF: fator de necrose tumoral; PVI: Performance Validity Index; PedANAM-CPSuwa: média
nao ponderada; PedANAM-CPSPcA: analise de components principais; PedANAM-CPSlogit: método de regressao logistica; Ped ANAM-CPSmultiscore: método de regressao logistica multiscore.
Para todas as variaveis: Mediana (minimo — maximo), o teste Mann-Whitney test foi empregado, o valor de p foi considerado significativo se < 0,05.
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5.7 Correlagéo de citocinas e NR-2 nos pacientes

A tabela 7 apresenta a correlagdo de citocinas nos pacientes. Houve
correlacdo entre todas as citocinas, sendo a IL-4 e IL-6; IL-10 e IFN-y; IL-12 e IFN-y as
que correlacionaram-se mais fortemente.

Em relacéo a dosagem de NR-2, ndo houve correlacdo entre as concentragdes
de citocinas e 0s subtestes e indices do Ped-ANAM.



Tabela 7: Correlagao entre as concentragdes séricas de citocinas nos pacientes com LES;.

IL-4

IL-6

IL-10

IL-12

IFN-gama

IL-4 (pg/mL) @

IL-6 (pg/mL)

IL-10 (pg/mL) *
IL-12 (p70) (pg/mL) =
IFN-y(pg/mL) *

TNF (pg/mL) 2

p<0,001, r6=0,800
p<0,001, r6=0,565
p<0,001, r6=0,322
p=0,001, r6=0,270
p=0,018, r6=0,191

p<0,001, r6=0,517
p<0,004, r6=0,233
p<0,009, r6=0,212
p<0,001, r6=0,153

p<0,001, r6=0,572
p<0,001, r6=0,606
p<0,001, r6=0,507

p<0,001, r6=0,608
p=0,004, r6=0,233

p<0,001, r6=0,153
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LESj: Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil; IL-4: Interleucina 4; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; IL-12: interleucina 12; IFN-vy: interferon gama; TNF: fator de necrose tumoral.
a. O teste de Correlagdo de Sperman foi empregado, sendo reportado o coeficiente de correlagio rd, o valor de p foi considerado significativo se < 0,05.
N: ntmero de individuos dos quais foram realizadas as analises=153.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo objetivou-se avaliar se ha associagdo entre o0s niveis
séricos de NR-2, citocinas, anticorpo anti-P ribossomal a presenca de manifestacGes
neuropsiquiatricas em pacientes com LESj. Nossa coorte foi caracterizada por pacientes
com LES;j, entre seis e quarenta e oito anos, separados em trés grupos com caracteristicas
sociodemograficas semelhantes: | - MNP recente (com a presenca de manifestaces
neuropsiquiatricas durante o periodo de coleta de sangue venoso; Il - MNP pregressa (sem
a presenca de manifestagdes neuropsiquiatricas durante o periodo de coleta de sangue
venoso, contudo com a presenca de manifestacdo neuropsiquiatrica pregressa; e 111 - MNP
ausente (sem a presenca de manifestacdes neuropsiquiatricas).

Ainda, a idade de inicio, e o tempo de doenca em anos, bem como a presenca
de doenca ativa, dano cumulativo e suas respectivas pontuagdes ndo diferiram entre os
grupos. Em literatura, ha evidéncias de que danos cumulativos sejam mais prevalentes
em pacientes que apresentam maior tempo de doenca em anos**°.

Ao avaliarmos as manifestacGes neuropsiquiatricas, observou-se uma maior
frequencia de sintomas de ansiedade e depressdo, corroborando com achados em
literatura no LESj?"?82%30 A presenca de disfungio cognitiva foi outro achado frequente
nos pacientes; sabe-se que a disfuncdo cognitiva possui uma tendéncia de piora
progressiva ao longo do tempo, logo diversos estudos enfatizam a importancia em
utilizar-se testes de triagem para o comprometimento cognitivo nos pacientes!*°, como os
instrumentos utilizados no presente estudo. Além disso, a frequéncia de distarbio
cognitivo observada em nosso estudo assemelha-se aos achados recentes em litaratura no
LESj4’112’134.

Quanto aos sintomas de ansiedade e depressdo, sabe-se que niveis elevados
de ansiedade e pouca idade, representam fatores de risco para depressiol*!, em nosso
estudo observou-se uma alta frequéncia de sintomas de ansiedade e depressdo
corroborando com achados em literatura*?; logo questionarios autoavaliativos podem ser
Uteis para a identificagdo de sintomas de ansiedade e depressdo’*® visto que, muitas vezes
0S pacientes sentem-se desencorajados em relatar publicamente tais sintomas. Alguns

estudos, apontam que a presenca de depressdo ao longo do tempo, associa-se
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significativamente com a ideacdo suicidal**, logo o rastreio torna-se vital no cuidado
rotineiro dos pacientes, possibilitando sua prevengdo por meio do tratamento adequado®#,

As manifestagdes mucocutaneas mais observadas nos trés grupos foram
Ulcera oral, alopecia, fotossensibilidade e rash malar. Em um estudo que comparou o
perfil clinico e laboratorial de pacientes com lGpus de inicio juvenil e adulto, observou-
se uma maior frequéncia de manifestacfes cutaneas em pacientes juvenis, com a presenca
de rash malar, fotossensibilidade e Glceras orais'“®. Além disso, outros estudos relatam a
presenca de ambas manifestacdes (Ulcera oral, alopecia, fotossensibilidade e rash malar)
como sendo as apresentagdes cutaneas mais observadas no LES;j82%3¢,

As manifestacdes renais mais observadas nos trés grupos foram a presenca de
nefrite, proteindria e hematiria; sabe-se que no LESj a presenca de envolvimento renal
domina o quadro clinico, caracterizando a nefrite como a manifestacdo primaria da
doenca, além de representar um forte indicador de morbidade e mortalidade nos
pacientes’*”148 vale ressaltar que nossa amostra ndo representa em sua totalidade a
doenca grave, visto que incluimos majoritariamente pacientes ambulatoriais.

Outras manifestacdes clinico-laboratoriais como vasculite e artrite também
puderam ser observadas em nossa amostra, apesar de menos frequentes. Em um estudo
que comparou o perfil clinico e imunoldgico de pacientes com lpus de inicio juvenil e
adulto, observou-se uma maior frequéncia de vasculite cutdnea em pacientes juvenis,
enquanto que, a artrite esteve significativamente presente em pacientes adultos'#°.

As manifestacdes hematoldgicas e os achados imunoldgicos mais observados
em nossa amostra foram a presenca de hipocomplementemia, anti-P ribossomal, anemia
hemolitica, linfopenia, anti-dsDNA, leucopenia e trombocitopenia. Conforme descrito
anteriormente, a determinacdo dos niveis séricos de complemento mostra-se Util tanto
para o diagndstico quanto para a avaliacdo de doenga ativa®®; além disso, observa-se
frequentemente niveis reduzidos de complemento bem como, niveis elevados de anti-
dsDNA em pacientes com LESj**° sobretudo, caracterizando a reducio do complemento
como um fator de risco para o desenvolvimento de nefrite lipica e a positividade de anti-
dsDNA a sua recidiva, especialmente renal*®11%2,

Quanto as demais manifestacdes hematoldgicas observadas em nossa
amostra, ha concordancia nos achados em literatura quanto a prevaléncia de anemia

hemolitica, que embora mais rara que a anemia por doenca crénica pode ser encontrada
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em cerca de um terco dos pacientes, contudo a linfopenia, a leucopenia e a
trombocitopenia somam-se as manifestacdes hematologicas mais observadas no LES;j2,

Conforme descrito anteriormente, estudos que investiguem a associacdo de
anticorpos anti-P ribossomal a presenca de manifestacdes neuropsiquiatricas no LESj séo
escassos, como em um estudo recente em que pode ser observada uma maior frequéncia
de anti-P ribossomal em pacientes juvenis comparados a pacientes adultos; associando
sua positividade somente a duas manifestacGes clinicas sendo a primeira alopecia e a
segunda rash cuténeo (ndo discoide)®2.

Em nosso estudo observou-se uma alta frequéncia de positividade do
anticorpo anti-P ribossomal em pacientes com MNP recente, seguida de pacientes com
MNP pregressa; sabe-se que sua positividade tornou-se altamente especifica para o
diagnostico em ambas as faixas etarias, sendo frequentemente observado durante a fase
ativa de doenca, associando-se especialmente a presenca de manifestacdes
neuropsiquiatricas, como observado em nossa amostra®,

As recomendacdes acerca do tratamento no LESj envolve principalmente o
uso de glicocorticoides, sequido de imunossupressores, anti-malaricos e biologicos, que
objetivam sobretudo assegurar uma sobrevida maior, prevenir lesées organicas e atenuar
comorbidades'®. Tal informacdo estd em concordancia com nossa amostra, visto que
apesar de ndo ter sido obervada diferenca quanto a frequéncia de uso de glicocorticoides
entre 0s trés grupos ambos os grupos foram tratados em algum momento com
glicocorticoides.

No Brasil, a hidroxicloroquina tem sido o anti-malarico mais comumente
usado no tratamento de sintomas leves, especialmente erupgdo cutanea e artrite®®, além
de reduzir danos no sistema nervoso central, rins e no tecido 6sseo®’.

Em nossa amostra ndo houve diferenca significativa quanto a frequéncia de
uso de anti-malaricos e imunossupressores, observou-se sobretudo o wuso de
hidroxicloroquina em quase a totalidade dos pacientes como observado em estudos
anteriores no LESj*°8:1%°,

Conforme descrito anteriormente, existem fortes evidéncias que apoiam o
papel de citocinas para a patogénese do IGpus neuropsiquiatrico'®°, Ao avaliarmos as
concentragdes séricas de citocinas e NR-2 nos trés grupos, observou-se uma diferenca

significativa entre os grupos quanto a dosagem de IL-12, IFN-gama e TNF em seguida,
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foi realizada uma comparagdo de pares com o teste de comparagdo multiplas nédo
paramétricas, de forma que o grupo com MNP recente apresentou maior concentracdo
sérica de 1L-12 e IFN-y comparado ao grupo MNP ausente.

Como descrito anteriormente, alguns estudos demonstram haver diferencas
no perfil de manifestacdes clinicas e laboratoriais de forma abrangente no lUpus; porém
sem observar um envolvimento no perfil de citocinas’2148:160.161,162

Outro estudo, que objetivou analisar de forma observacional e longitudinal o
perfil de citocinas Thl e Th2, manifestacdes clinicas, laboratoriais e tratamento em ambas
as faixas etarias (adulto e juvenil) e controles saudaveis ndo observou diferencas
significativas quanto ao padréo de citocinas séricas em ambas as faixas etarias, contudo,
observou-se niveis de IL-6 associados a artrite e rash malar em pacientes juvenis, além
de niveis de IL-12 significativamente mais elevados nos pacientes comparado a controles
saudaveis®.

Em outro estudo, que objetivou avaliar de forma observacional e longitudinal
0s niveis séricos de citocinas Thl e Th2, manifestac6es clinicas, laboratoriais e tratamento
no lupus de inicio adulto, observou a presenca de INF-gama, IL-4 e IL-10 em pacientes
que apresentavam envolvimento do SNC, caracterizando especialmente a IL-12 como um
possivel biomarcador de dano cerebral nos pacientes'®, corroborando com nossos
resultados, visto que apos ter sido realizada a comparacdo de pares evidenciou-se a
elevacdo de ambas as citocinas em pacientes com MNP recente a0 compararmos com o
grupo MNP ausente.

Ao analisarmos as concentracdes séricas de citocinas e NR-2 de acordo com
a presenca ou auséncia de sintomas de ansiedade e depressao, ndo observamos diferenca
significativa entre os grupos quanto a dosagem de citocinas e NR-2.

Neste ponto da discussdo, cabe destacar alguns achados encontrados em um
estudo descrito anteriormente, em que observou-se uma associacdo entre IL-4 e IL-10 aos
sintomas de ansiedade e depressdo, contudo no lupus de inicio adulto, além de uma
associacdo entre IL-12 a progressdo de atrofia cerebral*®®, Quanto a primeira associagdo
observada, uma possivel explicacdo seria de que estimulos neuroinflamatérios poderiam
induzir processos que estimulam a liberacdo de mediadores como as citocinas, que por
sua vez, poderiam influenciar o comportamento e o humor nos pacientes!®41%, Como

descrito anteriormente, niveis elevados de anticorpos contra a subunidade NR-2 foram



62

observados em pacientes com crise convulsiva e disturbio cognitivo; especialmente
decréscimos no funcionamento motor e processamento visuespacial®84,

Além disso, disturbios relacionados a atividade do receptor glutamatérgico,
foram associados a diversas doencas neuroldgicas e psiquiatricas como acidente vascular
cerebral isquémico (AVCi)®, primeiro episddio psicotico (PEP)®, esquizofrenia e
depressdo®51%7. Apesar de serem doencas causadas por diferentes mecanismos, ambas
compartilham de uma via final comum para a lesdo neuronal, o receptor glutamatérgico.
N&o ha relatos em literatura até o momento de medidas no sangue periférico do receptor
e suas subunidades no lupus. Nos trazendo diversos questionamentos acerca do seu papel
para a etiopatogenia do lUpus neuropsiquiatrico, 0 que enseja novas pesquisas.

Outras diferencas significativas observadas entre os grupos, foram a dosagem
de IL-4 e IL-6, que apresentaram maior concentragdo em pacientes sem distdrbio
cognitivo, sendo este outro achado inedito encontrado em nossa amostra, ndo sendo
observado relatos anteriores em literatura.

No ldpus ha diferentes formas de realizar a triagem e/ou diagnostico de
comprometimento cognitivo em ambas as faixas etarias, dentre as quais esta o software
ANAM33168.189 Como descrito anteriormente, uma maior prevaléncia de disfuncio
cognitiva, especialmente nos subtestes que avaliam a memdria e atencdo pdde ser
observada em pacientes com Idpus de inicio adulto comparado a controles
saudaveis'!12: dentre os achados vale resaltar a prevaléncia de distdrbio cognitivo nos
pacientes juvenis, ao compararem a outros estudos que utilizaram a mesma ferramenta;
sendo de 19,5% semelhante ao observado em literatura®.

Nossos resultados assemelham-se em parte com os achados observados, visto
gue em nosso estudo os pacientes com distdrbio cognitivo apresentaram uma baixa
porcentagem de acertos somente nos subtestes que avaliam o processamento
visuoespacial, a memdria de trabalho e a memoria visual de reconhecimento de curto
prazo (correspondendo a amostra), seguido do subteste que mensura a memdoria de curto
prazo e a atencdo (pesquisa de memdria), contudo para os demais subtestes que avaliam
o tempo de reacdo simples, o tempo de reacdo processual, substituicdo de codigo —
aprendizado, processamento espacial e processamento matematico ndo houve semelhanca
entre os dois estudos, sendo este outro achado inédito encontrado em nossa amostra, ndo

sendo observado relatos anteriores em literatura.
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Quanto aos indices de desempenho, nosso estudo utilizou os indices PVI e
CPS’s: (PedANAM-CPSuwa, PedANAM-CPSpca, PedANAM-CPSlogit € PedANAM-
CPSmuttiscore) para calcular a pontuagéo de escala do desempenho cognitivo dos pacientes
110_

Nossos resultados apresentaram diferenca significativa somente quanto ao
indice PVI com maior pontuacdo nos pacientes com distarbio cognitivo (dezesseis
pontos) quando comparado a pacientes sem distrbio cognitivo (quatro pontos) como
esperado considerando-se seu ponto de corte (quatorze pontos)*!+1331% em outro estudo
descrito anteriormente, comparando a mediana do PV entre pacientes juvenis e controles
saudaveis dentre os achados, vale ressaltar a mediana observada nos pacientes, que
mostrou-se maior quando comparado a controles saudaveis (sete versus cinco pontos)*!,
sabe-se que algumas condicdes neuropsiquiatricas especialmente ansiedade e depressédo
foram associadas ao aumento de prevaléncia de disttrbio cognitivo nos pacientes!’%"2,

Logo, estudos que investiguem sua correlacdo com outras manifestacdes
clinicas séo essenciais para pratica clinica, refletindo sobretudo quanto a efetividade do
tratamento nos pacientes’’?>. Nosso estudo ndo abordou tal correlagdo, optando por
investigar parametros mais amplos incluindo citocinas, NR-2, subtestes e seus respectivos
indices de desempenho sendo este um ponto importante a ser investigado em analises
futuras.

Quanto a analise de correlacao realizada entre as concentragdes de citocinas
nos pacientes, houve correlacdo direta entre todas as citocinas Thl e Th2, sendo este outro
achado inédito encontrado em nossa amostra, ndo sendo observado relatos anteriores em
literatura, sendo a IL-4 e IL-6 (r=0,80, p<0,001), IL-10 e IFN-gama (r=0,60, p<0,001),
IL-12 e IFN-gama (r=0,60, p<0,001), IL-10 e IL-12 (r=0,57, p<0,001), IL-4 e IL-10
(r=0,56, p<0,001), IL-6 e IL-10 (r=0,51, p<0,001), IL-10 e TNF-gama (r=0,50, p<0,001),
as que se correlacionaram mais fortemente, contudo em relacdo a dosagem de NR-2 néo
pode ser observada nenhuma correlacédo significativa.

Algumas limitacdes do estudo precisam ser reconhecidas, como o fato de
termos realizado uma avaliacdo transversal do distarbio cognitivo, visto que no lapus
observam-se flutuacGes, podendo ter sido sub ou superestimada sua correlacdo entre os

achados observados.
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Outra limitacdo foi o nimero de pacientes que realizaram a avalia¢éo
cognitiva, contemplando em parte nossa amostra, contudo a utilizacdo de ambos o0s
instrumentos em conjunto Ped-ANAM e MoCA, levou-nos a uma maior confiabilidade
quanto a avaliacdo cognitiva, principalmente em relacdo a bateria de testes cognitivos que

nos permitiu identificar os dominios cognitivos mais afetados.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados mostraram uma maior concentragdo sérica
de IL-12, IFN-gama e TNF no grupo com MNP recente comparado ao grupo MNP
ausente.

Houve diferenca significativa entre os grupos quanto a dosagem de IL-4 e IL-
6, ambas com maior concentracao em pacientes sem distlrbio cognitivo.

Houve uma maior frequéncia de positividade do anticorpo anti-P ribossomal
em pacientes com MNP recente, seguida de pacientes com MNP pregressa.

Os pacientes com disturbio cognitivo apresentaram uma menor pontuagao nos
subtestes que avaliam o tempo de reacdo processual, substituicdo de codigo —
aprendizado, processamento espacial, processamento matematico, correspondendo a
amostra e pesquisa de memdria. Além de uma grande variabilidade no subteste que avalia
o tempo de reacdo simples entre os pacientes com disturbio cognitivo.

Quanto aos indices de desempenho, houve diferenca significativa entre os
grupos somente quanto ao PVI, com maior pontuacdo nos pacientes com disturbio
cognitivo, como esperado.

As citocinas Thl e Th2 apresentaram uma correlacdo direta, sendo a IL-4 e
IL-6 (r=0,80, p<0,001), IL-10 e INF-gama (r=0,60, p<0,001), IL-12 e INF-gama (r=0,60,
p<0,001), IL-10 e IL-12 (r=0,57, p<0,001), IL-4 e IL-10 (r=0,56, p<0,001), IL-6 e IL-10
(r=0,51, p<0,001), IL-10 e IFN-gama (r=0,50, p<0,001) as que correlacionaram-se mais

fortemente.
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9. APENDICE

9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (18 anos)

Titulo: “Avaliagao da frequéncia do anticorpo anti-NR2 no Lupus Eritematoso
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SistémicoJuvenil (LESj) e Associa¢gdes com Manifestagdes Clinicas e Laboratoriais”

Nome do responsavel: Profa. Dra. Simone Appenzeller
Numero do CAAE: 26428619.9.0000.5404

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa.
Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), visa
assegurar seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera
ficar com vocé e outra com o0 pesquisador.

Por favor, leia com atencdo 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 havera
nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo se vocé ndo aceitar participar ou retirar sua

autorizacdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

Vaérios estudos tém avaliado o papel do anticorpo anti-NR2 (proteina
presente no soro) noLupus Eritematoso Sistémico de inicio adulto (LES) e observado
associacdo com manifestacbes neuropsiquiatricas, porém a frequéncia do anticorpo
anti-NR2 e sua associacdo com manifestacdes clinicas e laboratoriais no Lupus
Eritematoso Sistémico Juvenil (LES]j) ainda ndo foi estudada. Queremos com essa
pesquisa avaliar a frequéncia do anticorpo anti-NR2 e associa-la a essas possiveis
manifestacdes clinicas e laboratoriais.

Outro aspecto a ser investigado € se o anticorpo anti-NR2 esta associado a

presenca de distdrbios cognitivos no Ldpus Eritematoso Sistémico Juvenil (LES)),
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visto que a frequéncia desses disturbios cognitivos tém sido grande, trazendo
implicagdes importantes no desempenho escolar e inser¢do no mercado de trabalho.

Procedimentos:

Procedimentos laboratoriais especificos serdo realizados para analise do
anticorpo anti- NR2 para verificarmos se este se encontra em quantidades elevadas (etapa
que participa apenas o pesquisador).

Os distarbios cognitivos serdo avaliados pelo PedANAM, (Automated
Neuropsychological Assessment Metrics) versdo pediatrica, uma espécie de biblioteca
computadorizada composta por testes neuropsicolégicos que irdo avaliar as funcdes

neurocognitivas.

Desconfortos e riscos:

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 braco 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.

N&o ha riscos associados a aplicacdo dos testes cognitivos, sera utilizado
apenas um computador padrdo sem a necessidade de equipamento especializado,
tornando a aplicacdo muito mais eficiente e rapida. A aplicacdo serd realizada por
profissional treinado e devidamente habilitado em um tempo estimado de 20 a 30

minutos.

Beneficios:

Os resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para
os individuos diagnosticados com Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil (LES]) e Lupus
Eritematoso Sistémico Adulto (LES), possibilitando um melhor diagnostico e um
tratamento mais adequado. Os resultados do exame de sangue ficardo a disposi¢céo dos
médicos responsaveis pelo tratamento em pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico

Juvenil (LESj) e Lapus Eritematoso Sistémico Adulto (LES) e poderao ser Uteis no futuro.
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O paciente ndo terd nenhuma vantagem direta com a participacdo nesse
estudo e o diagnostico e tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, 0s
resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
com LUpus Eritematoso Sistémico Juvenil e Lupus Eritematoso Sistémico Adulto (LES),
possibilitando um melhor diagnostico e um tratamento mais adequado. Os resultados do
exame de sangue ficardo a disposicdo dos médicos responsaveis pelo tratamento, e

poderdo ser Uteis no futuro.

Acompanhamento e assisténcia:
Os participantes da pesquisa terdo direito a assisténcia integral e gratuita dados pelo
Ambulatorio de Reumatologia HC/Unicamp, devido a danos diretos e indiretos, imediatos

e tardios, pelo tempo que for necessario.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma
informacao serd dada a outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores.
Na divulgacéo dos resultados desse estudo, seu nome néo sera citado.

Todas as informacBGes médicas decorrentes desse projeto de pesquisa seréo
submetidas aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informacéo

médica.

Ressarcimento e Indenizacgéo:

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo controle (sem a doenca)
e seu responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de
dados seré realizada durante a rotina (consulta), neste caso vocé estard acompanhando o
paciente.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo caso (com a doenca) e seu
responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de dados sera
realizada durante a rotina (consulta).

Caso 0s participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo controle (sem a
doenca) e os participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo caso (com a doenca) e
seus respectivos representantes legais tenham gastos para participar da pesquisa, serao

ressarcidos integralmente de suas despesas, como por exemplo, transporte e alimentacao.
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Armazenamento de material:

O armazenamento seguro de materiais biolégicos humanos ap6s o término de
realizacdo dos exames, tem a finalidade de atender a possiveis interesses em realizar
pesquisas futuras.

Sendo que toda nova pesquisa a ser realizada com o material biolégico
humano armazenado sera submetida para aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

O prazo de armazenamento do material biolégico humano no Biorrepositorio
consta no cronograma da pesquisa correspondente e sera por 10 anos.

Sendo assim vocé:

( ) concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material biologico, devendo o mesmo ser descartado ao final
desta pesquisa.

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o
armazenamento do meu material biologico, sendo necessario meu consentimento a cada
nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela
CONEP.

Sendo o descarte do material armazenado autorizado nas seguintes situacdes:

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o

material armazenado deverdo ser dados a:

Contato:

Em caso de davidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a
pesquisadora Simone Appenzeller, Rua Alexander Fleming. Hospital de Clinicas da
UNICAMP. Ambulatorio de Reumatologia Pediatrica. 3° andar.

Em caso de dendncias ou reclamacdes sobre sua participacédo 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 regulamentacdo 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 funcéo de 6rgéo
consultor na &rea de ética em pesquisas.

Consentimento livre e esclarecido:

Apo6s ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus
objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa
acarretar, aceito participar e declaro estar recebendo uma via original deste documento

assinada pelo pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nos rubricadas:

Nome do (a) participante: Data: _/ /

Assinatura do participante:

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

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 (TCLE). Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP
perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando 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: /1

(Assinatura do pesquisador)

9.2 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (7 a 10 anos)
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Titulo: “Avaliacdo da frequéncia do anticorpo anti-NR2 no Lupus Eritematoso
Sistémico Juvenil (LESj) e Associa¢cdes com Manifestagdes Clinicas e Laboratoriais”
Nome do responsavel: Profa. Dra. Simone Appenzeller Numero do CAAE:
26428619.9.0000.5404

Seus pais permitiram que vocé participasse, entdo iremos explicar como vocé
ird participar. Queremos com essa pesquisa avaliar a frequéncia de uma molécula
protetora bem pequenininha chamada anti-NR2 e associa-la com manifestagdes clinicas

e laboratoriais.

Lapus é uma doenca causada pelo
nosso sistema de defesa (que sdo
aqueles soldadinhos de defesa que
nos protegem contra as doencas),
nos protegendo do nosso préprio
corpo. O Lupus tem como
caracteristica duas fases da doenca,
uma que ela fica dormente e outra
que ela aparece causando varias
doencas. Ele afeta varias partes do
COrpo como 0 sangue, sistemas
neuroldgicos  (relacionados a
cabeca), pele, figado, coracdo, rins,
sensibilidade a luz e varias outras
doencas.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se nao quiser, é um direito seu, e nao
terd nenhum problema se vocé desistir, nem para VOcé e nem para seus pais.

Esta pesquisa serd feita no Laboratério de Reumatologia da Unicamp e a
coleta vai ser feita no Ambulatério de Reumatologia Pediatrica no Hospital das Clinicas/
Unicamp. Para isso vamos precisar tirar um pouguinho do seu sanguinho, por uma
amiguinha enfermeira, que fard uma picadinha com uma agulhinha no seu braco. VVocé
ndo precisara ficar sem comer, pelo contrario € sempre bom vir de barriguinha cheia.

Para vocé entender melhor como isso sera feito, veja as figuras a seguir:
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Para isso, sera utilizada uma seringa com agulhinha bem fininha e depois
vamos colocar seu sanguinho em dois tubinhos vermelhinhos.

O uso da agulhinha é considerado muito seguro, mas é possivel ocorrer riscos
como deixar seu bracinho um pouquinho roxo, que colocando um gelinho sai rapidinho.

Caso aconteca algo errado, vocé e seus responsaveis, podem nos procurar
pelos telefones (19) 3521- 9421 e/ou (19) 3521-7106 com a Dra. Simone Appenzeller em
dias Uteis da semana, no horario entre 8 e 17 horas.

Ha coisas boas que podem acontecer quando vocé participa deste estudo, 0s
resultados podem em longo prazo, possibilitar um melhor diagnostico e um tratamento
mais adequado para as criancas diagnosticadas com LuUpus Eritematoso Sistémico
Juvenil, e assim possivelmente contribuir com a melhora do diagndstico e tratamento.

O paciente nao terd nenhuma vantagem direta com a participacdo nesse
estudo e o diagnostico e tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, 0s
resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
com LUpus Eritematoso Sistémico Juvenil, possibilitando um melhor diagnostico e um
tratamento mais adequado. Os resultados do exame de sangue ficardo a disposicdo dos
médicos responsaveis pelo tratamento, e poderéo ser Gteis no futuro.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo controle (sem a doenga)
e seu responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de
dados seré realizada durante a rotina (consulta), neste caso vocé estara acompanhando o
paciente.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo caso (com a doenga) e seu
responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de dados sera
realizada durante a rotina (consulta).

Caso os participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo controle (sem a

doenca) e os participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo caso (com a doenca) e
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seus respectivos representantes legais tenham gastos para participar da pesquisa, seréo
ressarcidos integralmente de suas despesas, como por exemplo, transporte e alimentagéo.
NOs garantimos que ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, nao
falaremos a outras pessoas, para que voceé se sinta a vontade e nem daremos a estranhos
as informacgdes que vocé nos der. Tudo serd mantido em segredo e s6 a Dra. Simone
Appenzeller sabera destas informacoes e ela as guardara em um local seguro.

Os resultados desta pesquisa vao ser publicados em revistas e jornais para que
outros pesquisadores possam saber o que fizemos, mas ndo havera nenhuma informacéo
que possa identificar voce.

Se vocé tiver alguma davida, pode perguntar para a pesquisadora Samara
Sepresse ou para a pessoa responsavel Dra. Simone Appenzeller.

Se vocé ndo quiser assinar agora, vocé pode levar este documento para casa,
conversar com 0S Seus pais e trazer na proxima vez que vier ao Ambulatorio de
Reumatologia Pediatrica/Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Seus pais também assinardo um termo sobre a pesquisa e eles serdo
esclarecidos de tudo 0 que ird acontecer com vocé. Queremos que VOCé se sinta 0 mais

seguro e confortavel possivel.

Muito obrigada!

(Local e Data)

Assinatura do Pesquisador

Assinatura da Crianca
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9.3 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (11 a 14 anos)

Titulo: “Avalia¢do da frequéncia do anticorpo anti-NR2 no Lupus Eritematoso
Sistémico Juvenil (LESj) e Associagdes com Manifesta¢des Clinicas e Laboratoriais”
Nome do responsavel: Profa. Dra. Simone Appenzeller Nimero do CAAE:
26428619.9.0000.5404

Seus pais permitiram que vocé participasse, entdo iremos explicar como vocé
ird participar. Queremos com essa pesquisa avaliar a frequéncia de uma molécula
protetora bem pequenininha chamada anti-NR2 e associa-la com manifestacdes clinicas

e laboratoriais.

Lapus é uma doenca causada pelo
nosso sistema de defesa (que séo
aqueles soldadinhos de defesa que
nos protegem contra as doencas),
nos protegendo do nosso proprio
corpo. O Lupus tem como
caracteristica duas fases da doenca,
uma que ela fica dormente e outra
que ela aparece causando varias
doencas. Ele afeta varias partes do
COrpo como 0 sangue, sistemas
neurolégicos  (relacionados a
cabeca), pele, figado, coracdo, rins,
sensibilidade a luz e varias outras
doencas.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se nao quiser, é um direito seu, e nao
terd nenhum problema se vocé desistir, nem para vOcé e nem para seus pais.

Esta pesquisa serd feita no Laboratério de Reumatologia da Unicamp e a
coleta vai ser feita no Ambulatério de Reumatologia Pediatrica no Hospital das Clinicas/
Unicamp. Para isso vamos precisar tirar um pouguinho do seu sanguinho, por uma
amiguinha enfermeira, que fara uma picadinha com uma agulhinha no seu braco. Vocé
ndo precisara ficar sem comer, pelo contrario é sempre bom vir de barriguinha cheia.

Para vocé entender melhor como isso sera feito, veja as figuras a seguir:
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Para isso, sera utilizada uma seringa com agulhinha bem fininha e depois
vamos colocar seu sanguinho em dois tubinhos vermelhinhos.

O uso da agulhinha é considerado muito seguro, mas é possivel ocorrer riscos
como deixar seu bracinho um pouquinho roxo, que colocando um gelinho sai rapidinho.

Caso aconteca algo errado, vocé e seus responsaveis, podem nos procurar
pelos telefones (19) 3521- 9421 e/ou (19) 3521-7106 com a Dra. Simone Appenzeller em
dias Uteis da semana, no horario entre 8 e 17 horas.

Ha coisas boas que podem acontecer quando vocé participa deste estudo, 0s
resultados podem em longo prazo, possibilitar um melhor diagndstico e um tratamento
mais adequado para as criancas diagnosticadas com LuUpus Eritematoso Sistémico
Juvenil, e assim possivelmente contribuir com a melhora do diagndstico e tratamento.

O paciente ndo terd nenhuma vantagem direta com a participacdo nesse
estudo e o diagnostico e tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, 0s
resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
com LUpus Eritematoso Sistémico Juvenil, possibilitando um melhor diagnostico e um
tratamento mais adequado. Os resultados do exame de sangue ficardo a disposicdo dos
médicos responsaveis pelo tratamento, e poderéo ser Gteis no futuro.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo controle (sem a doenca)
e seu responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de
dados seré realizada durante a rotina (consulta), neste caso vocé estara acompanhando o
paciente.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo caso (com a doencga) e seu
responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de dados sera
realizada durante a rotina (consulta).

Caso os participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo controle (sem a

doenca) e os participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo caso (com a doenga) e
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seus respectivos representantes legais tenham gastos para participar da pesquisa, seréo
ressarcidos integralmente de suas despesas, como por exemplo, transporte e alimentacao.
NOs garantimos que ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, nao
falaremos a outras pessoas, para que voceé se sinta a vontade e nem daremos a estranhos
as informagdes que vocé nos der. Tudo serd mantido em segredo e sé a Dra. Simone
Appenzeller sabera destas informacoes e ela as guardara em um local seguro.

Os resultados desta pesquisa vao ser publicados em revistas e jornais para que
outros pesquisadores possam saber o que fizemos, mas ndo havera nenhuma informacéo
que possa identificar voce.

Se vocé tiver alguma ddvida, pode perguntar para a pesquisadora Samara
Sepresse ou para a pessoa responsavel Dra. Simone Appenzeller.

Se vocé ndo quiser assinar agora, vocé pode levar este documento para casa,
conversar com 0S Seus pais e trazer na proxima vez que vier ao Ambulatorio de
Reumatologia Pediatrica/Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Seus pais também assinardo um termo sobre a pesquisa e eles serdo
esclarecidos de tudo 0 que ird acontecer com vocé. Queremos gque VOcé se sinta 0 mais

seguro e confortavel possivel.

Muito obrigada!

(Local e Data)

Assinatura do Pesquisador

Assinatura da Crianca
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9.4 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (15 a 17 anos)

Titulo: “Avalia¢do da frequéncia do anticorpo anti-NR2 no Lupus Eritematoso
Sistémico Juvenil (LESj) e Associagdes com Manifesta¢des Clinicas e Laboratoriais”
Nome do responsavel: Profa. Dra. Simone Appenzeller Numero do CAAE:
26428619.9.0000.5404

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa
“Avaliagdo da frequéncia do anticorpo anti-NR2 no Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil
(LES)) e Associagdes com Manifestacoes Clinicas e Laboratoriais” para a Universidade
de Campinas (Unicamp).

Varios estudos tém avaliado o papel do anticorpo anti-NR2 (proteina presente
no soro) no Lupus Eritematoso Sistémico de inicio adulto e observado associagdo com
manifestacdes neuropsiquiatricas, porém a frequéncia desse anticorpo anti-NR2 e sua
associagdo com manifestacdes clinicas e laboratoriais no LUpus Eritematoso Sistémico
Juvenil (LES]) ainda ndo foi estudada. Queremos com essa pesquisa avaliar a frequéncia
do anticorpo anti-NR2 e associa-la a essas possiveis manifestagdes clinicas e
laboratorialis.

Outro aspecto a ser investigado é se o anticorpo anti-NR2 esta associado a
presenca de distarbios cognitivos no Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil (LES)), visto
que a frequéncia desses distirbios cognitivos tém sido grande, trazendo implicacbes

importantes no desempenho escolar e inser¢cdo no mercado de trabalho.

Procedimentos:

Procedimentos laboratoriais especificos serdo realizados para analise do
anticorpo anti-NR2 para verificarmos se este se encontra em quantidades elevadas.

Os disturbios cognitivos serdo avaliados pelo PedANAM, (Automated
Neuropsychological Assessment Metrics) versdo pediatrica, uma espécie de biblioteca
computadorizada composta por testes neuropsicolégicos que irdo avaliar as funcbes
neurocognitivas. Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e

assinar o Termo de Consentimento. Porém, voce tera o direito de ndo aceitar participar se
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caso ndo desejar. Pode também levar este termo para casa e discutir a sua participacdo
com a sua familia.

O responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a sua
participacdo a qualgquer momento sem prejuizos.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo controle (sem a doenca)
e seu responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de
dados seré realizada durante a rotina (consulta), neste caso vocé estara acompanhando o
paciente.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo caso (com a doencga) e seu
responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de dados sera
realizada durante a rotina (consulta). Caso os participantes da pesquisa que fizerem parte
do grupo controle (sem a doenga) e os participantes da pesquisa que fizerem parte do
grupo caso (com a doenca) e seus respectivos representantes legais tenham gastos para
participar da pesquisa, serdo ressarcidos integralmente de suas despesas, como por
exemplo, transporte e alimentacéo.

A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido(a) pelo pesquisadora
Dra. Simone Appenzeller.

Este estudo pode apresentar riscos minimos durante a coleta como
desconforto com a agulha, e apds podera ocorrer de deixar o braco (local da perfuragéo)
um pouco roxo, caso aconteca aconselhamos colocar um gelo. Esses pequenos riscos ndo
irdo gerar consequéncias danosas para sua saude/integridade).

N&o ha riscos associados a aplicacdo dos testes cognitivos, sera utilizado
apenas um computador padrdo sem a necessidade de equipamento especializado,
tornando a aplicacdo muito mais eficiente e rapida. A aplicacdo serd realizada por
profissional treinado e devidamente habilitado em um tempo estimado de 20 a 30
minutos.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada e seréo
publicados em revistas e jornais da comunidade cientifica. Seu nome nao sera divulgado
em hipdtese nenhuma.

O Comité de Etica em Pesquisa- CEP estd presente em instituicdes de

pesquisa que envolva seres humanos. Tem como objetivo defender os participantes,
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preservando integridade e dignidade, bem como permitir o desenvolvimento da mesma
dentro dos principios éticos.

Este Termo de Assentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma via sera arquivada pelo pesquisador (a) responsavel Dra. Simone Appenzeller e a
outra serd dada para vocé.

Eu, fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Avaliagdao da frequéncia do
anticorpo anti-NR2 no LUpus Eritematoso Sistémico Juvenil (LES]j) e Associacdes com
Manifestagdes Clinicas e Laboratoriais”, de maneira clara pela pesquisadora Dra. Simone
Appenzeller e esclareci todas as minhas davidas. Sei que, a qualquer momento poderei
solicitar novas informag6es/esclarecimentos de duvidas sobre a minha participacéo, e o
meu responsavel podera modificar a decisdo de participar se eu assim desejar. Com o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do meu responsavel ja assinado,
declaro que concordo em participar voluntariamente desse estudo e que recebi uma via
deste termo assentimento devidamente assinado pela pesquisadora Dra. Simone
Appenzeller. E que, em caso de duvidas, ou qualquer outra necessidade, poderei entrar

em contato com a mesma.

(Local e Data)

Assinatura do Pesquisador(a)

Assinatura do Adolescente

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé
podera consultar:

Endereco eletrénico do CEP: http://www.fcm.unicamp.br/fcm/pesquisa/comite-de-etica-

em-pesquisa/projeto-de-pesquisa

Endereco Comercial: Rua Tesséalia Vieira de Camargo, 126 — Cidade
Universitaria Zeferino Vaz. CEP: 13083-887 — Campinas, SP, Brasil.
Telefones: (19) 3521-8936 e (19) 3521-7187 (dias Uteis da semana, entre 8

horas as 17 horas).
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E-mail para contato: cep@fcm.unicamp.br

Nome do Pesquisador(a) responsavel: Profa. Dra. Simone Appenzeller.

Endereco Comercial: Rua Alexander Fleming, 181 — Cidade Universitaria
Zeferino Vaz. CEP 13083-881 — Campinas, SP, Brasil.

Telefones: (19) 3521-9421 e (19) 3521-7106 (dias Uteis da semana, entre 8
horas e 17 horas).

E-mail para contato: appenzel@fcm.unicamp.br


mailto:cep@fcm.unicamp.br
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9.5 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (Responsavel legal)

Titulo: “Avalia¢do da frequéncia do anticorpo anti-NR2 no Lupus Eritematoso
Sistémico Juvenil (LESj) e Associagdes com Manifesta¢des Clinicas e Laboratoriais”
Nome do responsavel: Profa. Dra. Simone Appenzeller Numero do CAAE:
26428619.9.0000.5404

O menor pelo qual vocé é responsavel legal esta sendo convidado a participar
de uma pesquisa, podendo fazer parte do grupo controle (sem a doenga) ou do grupo caso
(com a doenga). Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), visa assegurar os direitos e deveres como participante e € elaborado em duas
vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas
duvidas. Se houverem perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera
esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e consultar seus
familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé ndo quiser participar ou
retirar sua autorizacdo, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de penalizacdo ou

prejuizo.

Justificativa e objetivos:

Varios estudos tém avaliado o papel do anticorpo anti-NR2 (proteina presente
no soro) no Lupus Eritematoso Sistémico de inicio adulto (LES) e observado associacdo
com manifestacGes neuropsiquiatricas, porém a frequéncia desse anticorpo anti-NR2 e
sua associacdo com manifestacGes clinicas e laboratoriais no Lupus Eritematoso
Sistémico Juvenil (LES]) ainda ndo foi estudada. Queremos com essa pesquisa avaliar a
frequéncia do anticorpo anti-NR2 e associa-la a essas possiveis manifestacdes clinicas e
laboratoriais.

Outro aspecto a ser investigado é se o anticorpo anti-NR2 esta associado a
presenca de distarbios cognitivos no Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil (LES)), visto
que a frequéncia desses disturbios cognitivos tém sido grande, trazendo implicacGes

importantes no desempenho escolar e inser¢do no mercado de trabalho.
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Procedimentos:

Participando do estudo, serd coletado uma amostra de sangue venoso 16ml,
na visita ao ambulatério de reumatologia. O sangue sera identificado por um nimero e
sera congelado. Procedimentos laboratoriais especificos serdo realizados para analise do
anticorpo anti-NR2 para verificarmos se este se encontra em quantidades elevadas.
Acessaremos somente o prontudrio médico do grupo caso, para observar alguns itens
como idade, data de diagnéstico e quando se iniciou o tratamento medicamentoso além
de como estéo os resultados de exames laboratoriais.

Os distlrbios cognitivos serdo avaliados pelo PedANAM, (Automated
Neuropsychological Assessment Metrics) versdo pediatrica, uma espécie de biblioteca
computadorizada composta por testes neuropsicolégicos que irdo avaliar as funcdes

neurocognitivas.

Desconfortos e riscos:

Os riscos associados a coleta de sangue sdo minimos, podendo ocorrer dor
emanchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto sera minimo,
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco que sera realizada por
profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento. Caso haja
dor e observe-se o0 surgimento de machas roxas o responsavel podera realizar uma
compressa fria no local.

N&o ha riscos associados a aplicacdo dos testes cognitivos, sera utilizado
apenas um computador padrdo sem a necessidade de equipamento especializado,
tornando a aplicacdo muito mais eficiente e rapida. A aplicacdo serad realizada por
profissional treinado e devidamente habilitado em um tempo estimado de 20 a 30

minutos.

Beneficios:

Os resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para
os individuos diagnosticados com LuUpus Eritematoso Sistémico Juvenil (LES)),
possibilitando um melhor diagndstico e um tratamento mais adequado. Os resultados do
exame de sangue ficardo a disposicdo dos médicos responsaveis pelo tratamento em

pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil (LESj) e poderdo ser Uteis no futuro.
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O paciente ndo terd nenhuma vantagem direta com a participacdo nesse
estudo e o diagnoéstico e tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, 0s
resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
com LUpus Eritematoso Sistémico Juvenil, possibilitando um melhor diagndéstico e um
tratamento mais adequado. Os resultados do exame de sangue ficardo a disposi¢cdo dos

médicos responsaveis pelo tratamento, e poderao ser Uteis no futuro.

Acompanhamento e assisténcia:
Os participantes da pesquisa terdo direito a assisténcia integral e gratuita
dados pelo Ambulatorio de Reumatologia HC/Unicamp, devido a danos diretos e

indiretos, imediatos e tardios, pelo tempo que for necessario.

Sigilo e privacidade:

O participante da pesquisa e vocé, como responsavel legal, terdo a garantia
de que suas identidades serdo mantidas em sigilo e nenhuma informacgéo sera dada a
outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgacdo dos

resultados desse estudo, seus nomes ndo serdo citados.

Ressarcimento:

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo controle (sem a doenca)
e Vocé, como responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta
de dados seréa realizada durante a rotina (consulta), neste caso estara acompanhando o
paciente.

O participante da pesquisa que fizer parte do grupo caso (com a doenca) e
vocé, como responsavel legal, ndo terdo gastos para participar da pesquisa, pois a coleta
de dados sera realizada durante a rotina (consulta).

Caso 0s participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo controle (sem a
doenca) e os participantes da pesquisa que fizerem parte do grupo caso (com a doenca) e
seus respectivos representantes legais tenham gastos para participar da pesquisa, serdo

ressarcidos integralmente de suas despesas, como por exemplo, transporte e alimentacao.

Armazenamento de material:



102

O armazenamento seguro de materiais biolégicos humanos ap06s o término de
realizacdo dos exames, tem a finalidade de atender a possiveis interesses em realizar
pesquisas futuras.

Sendo que toda nova pesquisa a ser realizada com o material biolégico
humano armazenado sera submetida para aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

O prazo de armazenamento do material biolégico humano no Biorrepositorio
consta no cronograma da pesquisa correspondente e serd por 10 anos.

Sendo assim:

( ) concordo com a participacdo da crianca no presente estudo, porém NAO
AUTORIZO o armazenamento do material biolégico, devendo o mesmo ser descartado
ao final desta pesquisa.

() concordo com a participacdo da crianca no presente estudo e AUTORIZO
0 armazenamento do material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada
nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela
CONEP.

Sendo o descarte do material armazenado autorizado nas seguintes situacdes:

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o

material armazenado deverdo ser dados a:

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com Dra.
Simone Appenzeller e Samara Sepresse, situados na Rua Alexander Fleming, 181 —
Cidade Universitaria Zeferino Vaz. CEP 13083-881 — Campinas, SP, Brasil, nos telefones
(19) 3521-9421 e (19) 3521- 7106.

Em caso de denuncias ou reclamac6es sobre sua participacdo no estudo, vocé
pode entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP): Rua:
Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-
8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Apos ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incOmodo que esta possa acarretar,

aceito participar:
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Nome do(a) participante: Data: [/ [

(Nome e Assinatura do Responsavel Legal)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugcdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP
perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando 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)
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10. ANEXOS

10.1 Parecer Consubstanciado do CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da frequéncia do anticorpo anti-NR2 no LESj e associagdes com
manifestagdes clinicas e laboratoriais

Pesquisador: Simone Appenzeller

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nédo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 3

CAAE: 26428619.9.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagao: Envio de Relatdrio Parcial

Detalhe:

Justificativa:

Data do Envio: 11/09/2021

Situacgado da Notificacdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.035.779

Apresentacao da Notificagao:

Apresentacgéo do relatério parcial do referido estudo.
Objetivo da Notificacao:

Apresentacéo do relatério parcial do referido estudo.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Mantidos em relagéo ao projeto original.

Comentarios e Consideragdes sobre a Notificacao:

Segundo informagdes contempladas no relatério parcial, a pesquisa encontra-se em andamento com
previsdo de conclusdo em 31/3/2022. Foram incluidos 85 participantes de pesquisa do total de 100
participantes contemplados na folha de rosto da CONEP.
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Nao houve intercorréncias com os participantes de pesquisa. De acordo com as informagdes do pesquisador
responsavel, os resultados ainda nao foram publicados, pois a pesquisa se encontra em fase de andlise de
resultados no momento presente, ndo possibilitando a publicagédo dos mesmos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Para avaliagdo desta notificagéo foi analisado o relatério parcial anexado no documento intitulado
"relatorio_parcial versdes doc e pdfi11/09/2021 20:05:15".

Recomendacgoées:

A Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), do Conselho Nacional de Satde (CNS) orienta a
adocgao das diretrizes do Ministério da Satde (MS) decorrentes da pandemia causada pelo Coronavirus
SARS-CoV-2 (Covid-19), com o objetivo de minimizar os potenciais riscos a saude e a integridade dos
participantes de pesquisas e pesquisadores.

De acordo com carta circular da CONEP intitulada “ORIENTACOES PARA CONDUCAO DE PESQUISAS E
ATIVIDADE DOS CEP DURANTE A PANDEMIA PROVOCADA PELO CORONAVIRUS SARS-COV-2
(COVID-19)" publicada em 09/05/2020, referente ao item Il. “Orientagdes para Pesquisadores”:

- Aconselha-se a adogdo de medidas para a prevencgdo e gerenciamento de todas as atividades de
pesquisa, garantindo-se as agdes primordiais a satde, minimizando prejuizos e potenciais riscos, além de
prover cuidado e preservar a integridade e assisténcia dos participantes e da equipe de pesquisa.

- Em observancia as dificuldades operacionais decorrentes de todas as medidas impostas pela pandemia do
SARS-CoV-2 (COVID- 19), é necessario zelar pelo melhor interesse do participante da pesquisa, mantendo-
o informado sobre as modificagdes do protocolo de pesquisa que possam afeta-lo, principalmente se houver
ajuste na condugao do estudo, cronograma ou plano de trabalho.

- Caso sejam necessarios a suspensao, interrupgéo ou o cancelamento da pesquisa, em decorréncia dos
riscos imprevisiveis aos participantes da pesquisa, por causas diretas ou indiretas, cabera aos
investigadores a submissdo de notificagdo para apreciacdo do Sistema CEP/Conep.

- Nos casos de ensaios clinicos, é permitida, excepcionalmente, a tramitagdo de emendas concomitantes a
implementagdo de modificagdes/alteragdes no protocolo de pesquisa, visando a seguranga do participante
da pesquisa, assim como dos demais envolvidos no contexto da pesquisa, evitando-se, ainda, quando
aplicavel, a interrupgdo no tratamento dos participantes da pesquisa. Eventualmente, na necessidade de
modificar o Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE), o pesquisador devera proceder com o novo consentimento, o mais breve possivel.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
Relatério parcial do estudo aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada ap6s analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.
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- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste

parecer de aprovagéo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugéo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Envio de Relatério |relatorio_parcial.pdf 11/09/2021 |SAMARA ROSA Postado
Parcial 20:05:08 |SEPRESSE
Envio de Relatério | relatorio_parcial.doc 11/09/2021 |SAMARA ROSA Postado
Parcial 20:05:15 |SEPRESSE

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 13 de Outubro de 2021

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao longitudinal de alteragoes funcionais cerebrais através da espectroscopia de
prétons por ressonéncia magnética, citocinas pré-inflamatérias e marcadores neuronais
em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico

Pesquisador: Simone Appenzeller

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 82701517.0.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.638.318

Apresentacdo do Projeto:

Adequada. O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga autoimune do tecido conjuntivo com
manifestagdes clinicas diversas, caracterizada por periodos de remissdo e exacerbagao, com participagdo
intensa do sistema imunolégico. Ha uma prevaléncia maior da doenca em mulheres durante a idade fértil, na
proporg¢ao de 9:1. As manifestagoes clinicas do LES s&o diversas e variam de sintomas constitucionais ao
comprometimento multiorganico severo. A doenca é predominantemente mais frequente na idade adulta, no
entanto, em torno de 20% dos pacientes sao acometidos antes da idade adulta. O Lapus Eritematoso
Sistémico Juvenil (LESj) € considerado a terceira doenga mais frequente nos ambulatérios de reumatologia.
Devido & ampla gama de possiveis manifestagdes clinicas da doenca, o diagnéstico pode ser dificil em
pacientes pediatricos. Criangas e adolescentes geralmente tém uma forma mais grave de apresentagdo da
doencga, tendo sua evolugdo mais rapidamente do que em adultos. O diagndstico precoce em criangas e
adolescentes é fundamental para iniciar o tratamento e evitar danos a érgaos importantes. Um dos érgaos
acometidos pela doenga é o Sistema Nervoso Central (SNC). O comprometimento do SNC no LES varia de
25-70%, dependendo dos critérios dos diagnosticos utilizados, do tipo de manifestagdes e do método
utilizado para a avaliagdo. Em pacientes pediatricos, logo no inicio do curso da doenga, as criangas
desenvolvem manifestagoes
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neuropsiquiatricas (NP) em frequéncias mais altas que os pacientes adultos. As apresentagoes clinicas
deste tipo de envolvimento podem variar e incluem, entre outras, crises epilépticas, acidentes vasculares
cerebrais (AVC), depressdo e psicose. Sintomas como cefaleia e alteragdes da concentragdo também sao
achados frequentes na pratica clinica. A disfungdo cognitiva observada nestes pacientes pode estar
relacionada com inflamagé&o, isquemia e os efeitos de autoanticorpos e o rompimento dos padrdes de
mielinizagdo normal durante o desenvolvimento, que agem diretamente nas estruturas de substancia branca
e cinzenta contribuindo assim para o déficit cognitivo. A avaliagdo das manifestagdes neuropsiquiatricas no
LES envolve uma série de testes neurofisiolégicos, técnicas laboratoriais e exames de neuroimagem, sendo
a ressonancia magnética (RM) considerada padrdo ouro para esta avaliagdo. Estudos recentes t&m
demonstrado que ha uma interagé@o entre o sistema imune periférico e o SNC no LES. Deste modo, &
crescente o interesse em identificar biomarcadores que se correlacionem com a atividade sistémica do LES
e que possam predizer um envolvimento organico futuro. E prevalente observar anormalidades cerebrais no
LES na substancia branca e cinzenta. Os padrées de lesdo de substéancia branca séo frequentes e
associados a isquemia focal, desmielinizagdo e vasculopatia, sendo relacionados com varias deficiéncias
como déficits cognitivos, problemas de marcha e equilibrio e depresséo. O envolvimento do SNC no LES
pode levar ainda, a graves danos cerebrais em outras estruturas do cérebro, sendo que uma das estruturas
comprometidas é o hipocampo, localizado nos lobos temporais, estando intimamente relacionado a
aprendizagem e memoria. Um dos métodos da ressonéncia funcional € a espectroscopia de prétons (ERM),
que permite uma quantificagdo ndo invasiva in vivo de alguns compostos quimicos de importancia biologica
que estdo presentes em concentragtes muito menores que a agua nos tecidos. Alguns dos principais
metabdlitos, de importancia clinica, avaliados pela ERM sédo: Nacetil- aspartato, Colina, Lactato, Creatina e
Mio-inositol. No LES, a ERM foi realizada na tentativa de detectar o envolvimento inicial do SNC ou para
demonstrar anormalidades em alguns pacientes com LES neuropsiquiatrico nos gquais RM estrutural nao
demonstrou quaisquer alteragtes focais. Varias evidéncias indicam que o N-acetil-aspartato pode ser usado
como um marcador neuronal, ja que é encontrado exclusivamente em neurdnios e processos neuronais. O
aumento de colina cerebral reflete um aumento na sintese de membranas, destruigdo da mielina e
principalmente infartos cerebrais. Pacientes com LES, sem manifestagdes neuropsiquiatricas aparentes,
apresentaram aumento de Colina/Creatina associado com distdrbios cognitivos e transtornos de humor.
Elevagédo do Lactato em doencas que afetam o sistema nervoso correlaciona-se aproximadamente com
taxas relativas de captagdo de glicose, porém sua diminuigdo ndo possui significado clinico estabelecido,

enquanto o mic-inositol &
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descrito como um marcador osmdlito e astrocitario. Como ja mencionado, a auséncia de biomarcadores no
LES é um fator que dificulta ndo somente a avaliagado precisa de atividade da doenga, mas também dificulta
a identificagdo de pacientes com riscos de agudizagdo e da ocorréncia de lesdo cumulativa em 6rgaos
alvos, principalmente no cérebro. Ha fortes evidéncias que suportam o papel das citocinas Th1 e Th2 na
predisposicao genética e na atividade do LES e especificamente no Lupus Neuropsiquiatrico, pois as
citocinas participam na quebra da barreira hematoencefalica. A identificacdo e quantificacao de
biomarcadores associados a lesdao neuronal no LES podem ajudar nao somente no diagnéstico de lesao,
mas também no prognéstico do comprometimento do SNC. Entre os principais biomarcadores neuronais
pode-se citar o anticorpo anti-proteina P ribosomal (anti-P), S100 e o neurofilamento. No projeto de
mestrado do pesquisador, constatou-se uma redugao significativa de N-acetil-aspartato/Creatina e
Lactato/Creatina em pacientes LESj quando comparados a controles saudaveis, e que o dano axonal estava
associado com atividade da doenga, ansiedade, depressao e uso de corticosteroide, porém foi um estudo
transversal. O objetido deste estudo é investigar, através de um estudo longitudinal, se essas alteragoes
funcionais de RM (N-acetil-aspartato, Colina, Creatina, Lactato e Mio-inositol) estao associadas a mudangas
nos niveis séricos de citocinas Th1 (INF-, TNF-, IL-12), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), marcadores neuronais (anti-P,
S$100 e NF-H) e manifestagdes clinicas, laboratoriais e de tratamento no LES e LES;.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar a concentragao de metabdlitos cerebrais (N-acetil-aspartato, Colina, Creatina,
Lactato, Mio-inositol) no hipocampo e na substancia branca longitudinaimente, durante o periodo de 2 anos,
em pacientes com LES, LESj e controles sadios, através da espectroscopia de prétons multivoxel por RM;
Correlacionar as alteragdes de metabdlitos cerebrais na substancia branca e hipocampo com biomarcadores
(citocinas inflamatérias e marcadores neuronais), atividade da doenga e as diferentes manifestacdes
clinicas, laboratoriais e de tratamento em pacientes LES e LESj; Determinar se metabdlitos cerebrais,
podem ser utilizado como biomarcadores no LES e sua relagdo com a presenga e progressao de atrofia
hipocampal e atrofia de substancia branca.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

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 sera 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. O exame de ressonancia magnética é
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indolor. O exame de ressonancia magnética & contraindicado nos casos de: claustrofobia e uso de
marcapasso cardiaco e/ou qualquer outro objeto metalico, que tenha sido implantado durante cirurgia. O
teste olfatério & indolor e ndo gera desconfortos.

Beneficios: O paciente ndo tera nenhuma vantagem direta com a participagao nesse estudo e o seu
diagnostico e tratamento provavelmente nao serdao modificados. Contudo, os resultados desse estudo
podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos com Lapus Eritematoso Sistémico,
possibilitando um melhor diagnostico e um tratamento mais adequado.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O protocolo esta bem escrito, detalhado e claro. A metodologia € adequada e factivel. Trata-se de um
estudo longitudinal, com grupo controle. Serdo convidados pacientes consecutivos com LES e LES;
acompanhados no ambulatério de Reumatologia e Reumatologia Pediatrica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), cujas manifestagdes clinicas e laboratoriais
sdo rotineiramente estudadas de acordo com protocolo ja estabelecido pelo ACR. Os pacientes serao
avaliados por 2 anos com intervalo de 4-6 meses, sendo realizados 4 exames de ressonéncia magnética
(RM) durante este periodo e 4 coletas de sangue (no mesmo dia do exame de RM). O grupo controle sera
constituido inicialmente por 80 voluntarios sadios (40 voluntarios pareados por idade e sexo com LES de
inicio adulto e 40 voluntérios pareados por idade e sexo com LES]j) que concordem em participar do projeto
de pesquisa. Serao excluidos voluntarios com doengas autoimunes e antecedentes familiares de doenga
autoimune, assim como voluntarios com hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus, acidente
vascular cerebral (AVC) prévio e pessoas com qualquer outra patologia que possa dificultar a interpretagao
adequada dos resultados. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Todos os pacientes e voluntarios
inicio adulto e 40 voluntarios pareados por idade e sexo com LESj) que concordem em participar do projeto
de pesquisa. Serdo excluidos voluntarios com doengas autoimunes e antecedentes familiares de doenga
autoimune, assim como voluntarios com hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus, acidente
vascular cerebral (AVC) prévio e pessoas com qualquer outra patologia que possa dificultar a interpretagéo
adequada dos resultados. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Todos os pacientes e voluntarios
serao previamente informados e assinarao o termo de consentimento livre e esclarecido. As variaveis
clinicas, laboratoriais e 0 uso de imunossupressores que se seguem serdo analisadas em diferentes
tempos: ao diagnostico do LES ou LES]j (definido como manifestag6es iniciadas durante os primeiros 6
meses apds o diagnéstico, durante a evolugdo da doenga (apds os primeiros 6 meses) e até o dia de cada
exame de RM e coleta de sangue. Analise do envolvimento do SNC: As manifesta¢des do SNC serédo
analisadas de acordo com a nomenclatura e classificagdo do ACR. Anélise da atividade da doenga e dano:
A atividade da doenca sera avaliada pelo Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) e
a doenca sera considerada ativa se a somatéria de pontos do SLEDAI for superior a trés pontos. O dano
cumulativo sera avaliado através de um questionario especificamente desenvolvido para este fim, o
Systemic Lupus International
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Collaborating Clinics/American College of Rheumatology Damage Index (SLICC/ACR-DI). Aquisigao das
imagens de Ressonancia Magnética: Todos os individuos (pacientes e controles) serdo convidados para
realizacdo de exame de RM. As imagens serdo obtidas em sistema de 3 Tesla, com aquisicdes nos planos
coronal, sagital e axial, além de aquisigées em 3D (volumétricas), para reconstrugdo multiplanar em
qualquer plano ou inclinagdo. O parametro de obtengao de imagem sera: Espectroscopia obtida em regido
supraventricular posterior (PRESS (Point Resolved Spectroscopy), TE=144ms, TR=1500ms, angulo de
exitacéo 900, nex=1, matriz de 20x1024, FOV=5x2cm; precedida por calibragdo com supressao de sinal de
agua e homogeneiza¢ao do campo magnético (Shimming).A ERM seré analisada no console do aparelho de
RM, e por programas desenvolvidos no laboratério de Neuroimagem da UNICAMP, por meio de
quantificagdo manual e automatica. Sera coletado um total de 40 mL (10 mL por coleta) de sangue venoso
de cada paciente, no centro de coleta, em conjunto com os exames de rotina solicitados regularmente para
avaliacé@o de atividade de doenga. A coleta de sangue dos controles sera realizada em conjunto com a
doacdo de sangue. As amostras de sangue, apos coagulagdo em temperatura ambiente de 30 minutos,
serao centrifugadas, aliquotadas e conservadas a —80°C, para posterior analise no Laboratdrio de
Reumatologia FCM/Unicamp. Seréo dosados os niveis de IL-12, INF-, TNF-, IL-4, IL- 6 e IL-10, anti-P, S100
e neurofilamento pelo método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), conforme previamente
apresentado na literatura.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Além do relatorio de pesquisa, foi encaminhada a folha de rosto da CONEP assinada pelo pesquisador e
complementada por autorizagdo do Coordenador de Assisténcia do HC/FCM//Unicamp. No TCLE a
linguagem é clara. Constam o titulo completo da pesquisa e o nome de um dos pesquisadores
responsaveis. A justificativa da necessidade da pesquisa esta clara. Ha a descrigdo dos procedimentos
envolvidos, sdo descritos os riscos e beneficios. Esta explicado como sera feito o acompanhamento. Esta
claro o direito de recusa, e que a recusa nao acarretara em consequéncias para o participante da pesquisa.
Esta claro que havera confidencialidade dos dados. Esta claro que o TCLE sera elaborado em duas vias, e
que o participante ira receber uma delas. Ha dados do CEP, e formas de contato com o pesquisador. Ha
campo para a rubrica do participante e do pesquisador nas paginas do TCLE. Constam no TCLE dados
sobre possiveis ressarcimentos e indenizagéo por danos decorrentes da pesquisa. Consta o Termo de
Responsabilidade do Pesquisador. Foram formulados termos de anuéncia adequados. Foi detalhado o
orgamento. Foi detalhado como sera feito o armazenamento do sangue e encaminhado o regulamento do
biorrepositério.

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Todas as pendéncias foram atendidas.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na

integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagado do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto & descontinuagao, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de agado imediata com intuito de proteger os

participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério

do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”™.

Y

ma

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 982149.pdf 16:37:01
QOutros carta_resposta_cep4.pdf 27/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito
16:35:54

Outros biorrepositoriod.pdf 27/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito
16:35:20

Qutros carta_resposta_cep2.pdf 19/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito
12:20:15

QOutros Biorepositorio_ok.pdf 19/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito
12:19:12

Projeto Detalhado / |projeto_doutorado_2018 com_modificac] 09/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito

Brochura oes_pdf.pdf 20:52:47

Investigador

TCLE/ Termos de |Termo_de_assentimento_15 a_ 17_pdf. | 09/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito

Assentimento / pdf 20:52:26

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | Termo_de_assentimento_11_a_14_pdf. | 09/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito

Assentimento / pdf 20:52:14

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |Termo_de_assentimento_7_a 10_pdf.p | 09/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito

Assentimento / df 20:51:47

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | TCLE_responsavel_legal_pdf.pdf 09/04/2018 | Simone Appenzeller Aceito

Assentimento / 20:51:30

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | TCLE_adulto_pdf.pdf 09/04/2018 |Simone Appenzeller | Aceito

Assentimento / 20:50:43

Justificativa de

Auséncia

Declaragéo de of238.pdf 13/12/2017 |Carlos Eduardo Aceito

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8036 Fax: (19)3521-7187 E-mail:

cep@fcm.unicamp.br
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concordancia 0f238.pdf 09:40:28 |Cavalcante Barros Aceito

Solicitagao of238Cpia.pdf 13/12/2017 |Carlos Eduardo Aceito

registrada pelo CEP 09:40:28 | Cavalcante Barros

Solicitagao Assinada | assinaturasimone.pdf 31/10/2017 |RENAN BAZUCO Aceito

pelo Pesquisador 14:09:32 |FRITTOLI

Responsavel

Declaragao de assinatura_simone.pdf 17/10/2017 |RENAN BAZUCO Aceito

Pesquisadores 16:51:51 |FRITTOLI

Declaragao de Declaracao_imaginologia.pdf 31/08/2017 |RENAN BAZUCO Aceito

Instituicao e 11:39:09 |FRITTOLI

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 28/08/2017 |RENAN BAZUCO Aceito
13:32:46  |FRITTOLI

Outros carteira.pdf 21/08/2017 |Simone Appenzeller | Aceito
17:34:57

Situacgdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:

CAMPINAS, 07 de Maio de 2018

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini

Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo

UF: SP
Telefone:

(19)3521-8936 Fax:

Municipio: CAMPINAS

(19)3521-7187

(Coordenador)

CEP: 13.083-887

E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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10.2 Verificacdo de plagio

€

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
(State University of Campinas)
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
(Faculty of Medical Sciences)

BIBLIOTECA
(Library)

Campinas, 14 de Julho de 2023

manifestagdes clinico-laboratoriais, subunidade NR2 do receptor N-metil-D-aspartato, citocinas e anticorpo anti-P

PARECER N2P155/2023

0 documento “Manifestacdes neuropsiguidtricas no llpus eritematoso sistémico juvenil: associacdo com

ribossomal” passou pela checagem de similaridade do sistema Turnitin. O resultado apontou 25% de semelhanca.
Taxa de semelhanga média, dentre os apontamentos do sistema, ha trechos inerentes ao discurse cientifico que,
obrigatoriamente, se repetem entre as producdes e devem ser desconsiderados para avaliacao de originalidade no

Programa de Pas-Graduagao da FCM-Unicamp.

Crientador(a): Prof?. Dre. Simone Appenzeller

Aluno (a): Samara Rosa Sepresse

Cleusa Telles

Bacharel em Biblioteconomia
Profissional para Assuntos Administrativos

Itens

Apontamentos do Sistema Turnitin

Sugestio

1.

A checagem da tese resultou em 25% de similandade, considerada media.

Fl teadback studia Samam Rnza Sepresse

&

[}
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10.3 Indice de Atividade da Doenca do Lupus Eritematoso Sistémico (SLEDAI 2 K)

SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index)

Escore Item

8 Convulsédo — inicio recente Excluir outras causas, tais como distirbios metabdlicos, infecgbes ou
medicamentos.

Psicose — distirbio na percepgao da realidade, incluindo alucinacdes, delirios, incoeréncias, perda de
8 associagbes, pensamento ndo légico, comportamento bizarro, desorganizado ou cataténico. Excluir
outras causas, tais como uremia ou medicagbes

Sindrome cerebral organica — alteragdo da funcdo mental, com prejuizo na orientagdo, memaria
ou outras fungdes intelectuais, com rapido surgimento e flutuagbes, incapacidade de sustentar a
8 atencdo, somado a pelo menos dois dos seguintes achados: disturbio da percepgao, dialogo
incoerente, instnia, sonoléncia e aumento ou diminuigdo da atividade psicomotora. Excluir outras
causas, tais como disturbios metabdlicos, infecgbes ou medicamentos

Visual — alteragdes no fundo do olho, como corpos citoides, hemorragias retinianas, exsudatos ou
8 hemorragias na coroide ou nervo Optico. Excluir outras causas, tais como hipertensao, infecgbes ou
medicamentos.

8 Nervos cranianos — surgimento de neuropatia sensitiva ou motora dos nervos cranianos.

8 Cefaleia lupica - persistente e grave, enxaquecosa, com pouca resposta a analgésicos opioides.

8 AVC — evento de inicio recente e ndo relacionado com aterosclerose ou hipertensao.

8 Vasculite — ulceragdo, gangrena, nodulo, infarto periungueal, hemorragias puntiformes, bidpsia ou
arteriografia compativeis com vasculite.

4 Artrite — duas articulagdes ou mais com sinais flogisticos.

4 Miosite — fraqueza ou dor muscular proximal com elevacdo de creatinofosfoquinase ou aldolase, ou

eletroneuromiografia compativel com miosite ou biépsia com infiltrado inflamatério em fibra muscular.

4 Cilindros — hematicos ou granulosos.

4 Hematuria — mais de 5 hemacias/campo de grande aumento. Excluir calculos, infeccbes ou outras
causas.

4 Proteinuria — acima de 0,5 g/24h.

4 Piuria — mais de 5 leucdcitos/campo de grande aumento. Excluir infecgao.

2 Rash malar novo.

2 Alopecia — perda de cabelo anormal, difusa ou localizada.

2 Membranas mucosas — ulceragdes nasais ou orais.

2 Pleurite — dor pleuritica com atrito pleural, ou derrame pleural ou espessamento pleural.

2 Pericardite — dor compativel com pericardite somada a pelo um dos seguintes achados: atrito
pericardico, derrame pericardico, eletrocardiograma ou ecocardiograma compativeis com pericardite.

2 Baixos complementos — diminuigdo do CH50, C3 ou C4 abaixo do limite da normalidade, de acordo
com 0s valores de referéncia do exame.

2 Anti-DNA nativo — aumento acima do valor considerado normal para este exame.

1 Febre (temperatura axilar acima de 38° C).Excluir infecgbes.

1 Trombocitopenia (menos de 100.000 plaguetas/mm?). Excluir outras causa, tais como medicamentos.

1 Leucopenia (menos de 3.000 leucocitos/mm?). Excluir outras causas, tais como medicamentos.

TOTAL

Fonte: Freire’*, 2011, p. 70. Yee'?, 2011, p. 982.



10. 4 Indice de Danos do Colégio Americano de Reumatologia (ACR-DI) (SDI)

Lesdo ocorrida desde o diagndstico de LES determinado por avaliagdo
clinica e presente pelo menos ha 6 meses podendo existir ha menos
tempo caso seja referenciado. Episddios repetidos tém de estar
separados por 6 meses para marcar score 2 A mesma lesdo nio pode ser
contada duas vezes

ITEM | Score (circulo)
OCULAR (qualquer olho, por avaliacao clinica)
Catarata 0 1
Alteracao retiniana ou atrofia optica 0 1

NEUROPSIQUIATRICO

Déficit cognitivo(Ex: perda de memoria, dificuldade 0 1
em calculos matematicos, ma concentragio,
dificuldade na linguagem escrita ou falada,
diminuicdo do nivel de performance) ou Psicose

Major
Convulsées requerendo terapéutica por 6 meses 0 1
Acidente vascular cerebral (alguma vez) (marcar 2 se 0 1 2

numero de episédios superior a 1) Ou ressecgdo nao
devida a malignidade

Neuropatia periférica ou craneana (excluindo nervo 0 1
Optico)
Mielite transversa 0 1
RENAL
Taxa de filtrado glomerular (TFG/GFR) medida ou 0 1
estimada <50%
Proteinuria das 24h > ou = a 3.5grs/24h 0 1
Insuficiéncia renal terminal) 3
PULMONAR
Hipertensao pulmonar (hipertrofia ventricular direita 0 1
ou acentuacéo de S2)
Fibrose pulmonar (radiografia e exame objectivo) 0 1
Shrinking lung (radiografia) 0 1
Fibrose pleural (radiografia) 0 1
Enfarte pulmonar (radiografia) ou ressecgao nao 0 1
devida a malignidade
CARDIOVASCULAR
Angina ou bypass arterial coronario 0 1
Enfarte do miocardio (alguma vez) (marcar 2 se 0 1 2
numero de episddios superior a 1)
miocardiopatia (disfuncio ventricular) 0 1
Doenga valvular /sopro diastélico, ou sopro sistolico 0 1
a1 7A%4))
Pericardite com duracédo superior a 6 meses ou 0 [ 1
pericardiectomia
VASCULAR PERIFERICO
Claudicagdo com duragdo superior a 6 meses 0 1
Perda minor de tecido (alguma vez) (Ex polpados |0 1
dedos)
Perda significativa de tecido (alguma vez) (Ex dedo |0 1 2
ou membro) (marcar 2 se nimero de episédios
superior a 1)
Trombose venosa com edema e ulceragéo ou estase |0 1

venosa

GASTROINTESTINAL

Enfarte ou resseccgao de intestino abaixo do duodeno, | 0 1 2
baco, figado, vesicula biliar (alguma vez) por
qualquer causa (marcar 2 se nimero de locais
superior a 1)
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Insuficiéncia mesentérica 0 1
Peritonite crénica 0 1
Estenose esofagica ou cirurgica do tracto 0 1
gastrointestinal superior (alguma vez)
Pancreatite 0 1
MUSCULOESQUELETICO
Atrofia ou fragueza muscular 0 1
Artrite erosiva ou deformante (incluindo deformidades 0 1
redutiveis, excluindo necrose avascular)
Osteoporose (radiografica) com fractura ou colapso 0 1
vertebral (excluindo necrose avascular)
Necrose avascular (marcar 2 se nimero de 0 1 2
episodios superior a 1)
Osteomielite 0 1
Ruptura tendinosa 0 1
PELE
Alopécia crénica cicatricial 0 1
Alopécia cicatricial extensa ou paniculo para além do 0 1
couro cabeludo e polpa digital
Ulceracao cutanea (ndo devida a trombose) por mais 0 1
de 6 meses
FALENCIA GONADAL PREMATURA 0 1
DIABETES (INDEPENDENTEMENTE DO TRATAMENTO) 0 1
MALIGNIDADE (EXCLUINDO DISPLASIA) (MARCAR 2 SE 0 1 2
NUMERO DE EPISODIOS SUPERIOR A 1)
0 1
TOTAL DO SCORE SLICC (0-49) [

Fonte: Gladman'?, 1997, p. 809.
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10.5 Inventario de Depressao de Beck (Beck’s Depression Inventory)

Estado Civil:
Pontuagdo:

Nome:
Profissdo:

Idade:
Data de aplicagdo:

Escolaridade:

Instrucoes
Neste questiondrio existem grupos de afirmagdes. Por favor leia cuidadosamente cada uma delas. A seguir seleccione a
afirmacdo. em cada grupo. que melhor descreve como se sentiu NA SEMANA QUE PASSOU. INCLUINDO O DIA DE
HOIJE. Desenhe um circulo em torno do niimero ao lado da afirmagdo seleccionada. Se escolher dentro de cada grupo varias

afirmagdes, faca um circulo em cada uma delas. Certifique-se que leu todas as afirmagdes de cada grupo antes de fazer a sua

escolha.
0 Nao me sinto triste.
1 Sinto-me triste.
2 Sinto-me triste o tempo todo e ndo consigo evita-lo.
3 Estou tdo triste ou infeliz que ndo consigo suportar.

2

0 Nio estou particularmente desencorajado{a) em relagio ao
futuro.

1 Sinto-me desencorajado(a) em relacio ao futuro.

2 Sinto que ndo tenho nada a esperar.

3 Sinto que o futuro ¢ sem esperanca e que as coisas ndo podem

melhorar.

3.

0 Nio me sinto fracassado(a).

1 Sinto que falhei mais do que um individuo médio.

2 Quando analiso a minha vida passada, tudo o que vejo ¢ uma
quantidade de fracassos.

3 Sinto que sou um completo fracasso.

4.

0 Eu tenho tanta satisfagdo nas coisas, como antes.

1 Nio tenho satisfacdes com as coisas, como costumava ter.
2 Nio consigo sentir verdadeira satisfagio com alguma coisa.

3 Estou insatisfeito(a) ou entediado(a) com tudo.

5.

0 Nio me sinto particularmente culpado(a).

1 Sinto-me culpado(a) grande parte do tempo.

2 Sinto-me bastante culpado(a) a maior parte do tempo.
3 Sinto-me culpado(a) durante o tempo todo.

6.

0 Nio me sinto que esteja a ser punido(a).
1 Sinto que posso ser punido(a).

2 Sinto que merego ser punido(a).

3 Sinto que estou a ser punido(a).

7.

0 Nao me sinto d do(a) (a).

=

1 Sinto-me d

do{a) comigo (a).

\

2 Sinto-me desgostoso(a) comigo mesmo(a).
3 Eu odeio-me.

8.

0 Nao me sinto que seja pior que qualquer outra pessoa.
1 Critico-me pelas minhas fraquezas ou erros.

pelas
3 Culpo-me de todas as coisas mas que acontecem.

inhas faltas.

2 Culpo-me

9.

0 Nao tenho qualquer ideia de me matar.

1 Tenho ideias de me matar, mas ndo sou capaz de as concretizar.
2 Gostaria de me matar.

3 Matar-me-ia se tivesse uma oportunidade.

10.

0 Nio costumo chorar mais do que o habitual.

1 Choro mais agora do que costumava fazer.

2 Actualmente, choro o tempo todo.

3 Eu costumava conseguir chorar, mas agora ndo consigo. ainda

que queira.



1.
0 Nio me 1rrito mais do que costumava.

1 Fico aborrecido(a) ou irritado(a) mais facilmente do que
costumava.
2 Actualment

sinto-me perm te irritado(a).

3 Ja nilo consigo ficar irritado(a) com as coisas que antes me

irritavam.

12.

0 Nio perdi o interesse nas outras pessoas.

1 Interesso-me menos do que costumava pelas outras pessoas.
2 Perdi a maior parte do meu interesse nas outras pessoas.

3 Perdi todo 0 meu interesse nas outras pessoas.

13.

0 Tomo decisoes como antes.

1 Adio as minhas decisoes mais do que costumava.

2 Tenho maior dificuldade em tomar decisdes do que antes.

3 Jando consigo tomar qualquer decisio.

14.

0 Nio sinto que a minha aparéncia scja pior do que costumava
ser.

1 Preocupo-me porque estou a parecer velho(a) ou nada atraente.
2 Sinto que ha mudangas permanentes na minha aparéncia que
me tornam nada atraente.

3 Considero-me feio(a).

15.

0 Nio sou capaz de trabalhar tdo bem como antes.

1 Preciso de um esforgo extra para comegar qualquer coisa.
2 Tenho que me forgar muito para fazer qualquer coisa.

3 Nio consigo fazer nenhum trabalho.

16.

0 Durmo tdo bem como habitualmente.

1 Nio durmo tdo bem como costumava.

2 Acordo 1 ou 2 horas antes que o habitual ¢ tenho dificuldade
em voltar a adormecer.

3 Acordo varias vezes mais cedo do que costumava ¢ nio

consigo voltar a dormir.

Total: Classificacgiio:

121

17.

0 Nio fico mais cansado(a) do que o habitual.

1 Fico cansado(a) com mais dificuldade do que antes.
2 Fico cansado(a) ao fazer quase tudo.

3 Estou demasiado cansado(a) para fazer qualquer coisa.

18.

0 O meu apetite ¢ 0 mesmo de sempre.

1 Nio tenho tanto apetite como costumava ter.
2 O meu apetite, agora, esta muito pior.

3 Perdi completamente o apetite.

19.

0 Nio perdi muito peso, se ¢ que perdi algum ultimamente.
1 Perdi mais de 2.5 kg.

2 Perdi mais de 5 kg.

3 Perdi mais de 7.5 kg.

Estou propositadamente a tentar perder peso, comendo menos.

Sim

Nio

20.

0 A minha saude ndo me preocupa mais do que o habitual.

1 Preocupo-me com problemas fisicos, como dores ¢ afligdes, ma
disposicdo do estémago, ou prisdo de ventre.

2 Estou muito preocupado(a) com problemas fisicos ¢ torna-se
dificil pensar em outra coisa.

3 Estou tio preocupado(a) com os meus problemas fisicos que ndo

consigo pensar cm qualquer outra coisa.

21.

0 Nio tenho observado qualquer alteragdo recente no meu
interesse sexual.

1 Estou menos interessado(a) na vida sexual do que costumava.

2 Sinto-me, actualmente, muito menos interessado(a) pela vida
sexual.

3 Perdi completamente o interesse na vida sexual.

Fonte: Beck'?, 1961, p. 561. Gomes'?®, 2012 p. 389
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10.6 Inventario de Ansiedade de Beck (Beck’s Anxiety Inventory)

Nome: Idade: Data: ] !

Abaixo esta uma lista de sintomas comuns de ansiedade. Por favor, leia cuidadosamente cada item da lista.
Identifique o quanto vocé tem sido incomodado por cada sintoma durante a semana, incluindo hoje, colocando um
“x" no espago correspondente, na mesma linha de cada sintoma.

12, Tromres nas mios | S [N

0 Medodeperderoconols || |
T R N N
Esp——— L IR R
L R A R

Fonte: Beck'?, 1988, p. 893. Quint&o™, 2013, p. 305.
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10.7 Avaliagéo Cognitiva de Montreal (MoCA)

MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Nome: — Data de nasciment YURY
Versao Experimental Brasileira Escol Data de avaliagdo: L [
Sexo: Idade:
VBLOESE RO | EXEUTI/A Copiar Desenhar um RELOGIO
o cubo (onze horas e dez minutos)
@ @ (3 pontos)
@ Fim
Inicio
[] [1 [] [] []
Contorno  Nameros Ponteiros —£5

NOMEACAO

MEMORIA Leia a lista de palawas, Rosto

0 sujeito de repeti-la,

'q. das A3 tartativa
Evocar apés 5 minutos 28 tantativa
ATENCAO Leia o sequéncia de nimercs O sujeko deve repetir asequénciaemordemdreta [ ] 21854

{1 ndmero por segundo) 0 sujeito deve repetir a : ordem [ ] 742

Leia a série de letras. O sujeito deve bater com a méo (na mesa) cada vez que ouvir 8 letra “A”. Nio se atribuem pontos se > 2 ermos.
[] FBEACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB

i
= |
srwaniomenenie [T (T8 (15 [1n T[] | _g
2

4 ou 5 subtraghes 1 comreta 1 ponto; 0 coreta 0

Repetr: Eu somente sei que é Jodo 0 gato semgre se do
quem sera sjudado hoje. [ ] Sofa quando o cacharro esti na sala. [ ]

Fluéncia verbal: dzer o maior nd ivel de palavras que pelatetraF (1minuto. [ ] N2 11 patovres) | /1
Semehanga p. ex. entre banana e laranja = fruts [ ] trem - biciclketa [ ] relégio - régua 2
Deve Veludo i argarid:
s p::::' o - ™ iy Pontuagio 5
SEM PISTAS (1] 0] [ 0] | 0] [[]] opensspes
OPCIONAL Pista de categoria SEM PISTAS
Pista de miltipla escoha
ACA []ouoomb[]mi-[]mo[]maam[]l.wu[]cm B
©Z. Nasreddine MD www.mocatest.org TOTAL 130
Versdo experimental Brasileira: Ana Luisa Rosas Sarmento m:d:: $12 sncs
Paulo Henrique Ferreira Bertolucci - José Roberto Wajman J

Fonte: Memoria®, 2013, p. 34.



