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Resumo

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune, cronica e mutissistémica,
caracterizada por periodos de atividade e remissao. As manifestagdes neuropsiquiatricas
(NP) ocorrem em 12-95% dos pacientes. Estudos recentes t€ém demonstrado a alta
especificidade do anticorpo anti-P ribossomal para o LES, podendo ser também um marcador
para atividade de doenca. Os anticorpos anti-P ribossomal sdo capazes de ligar-se em células
neuronais em dreas relacionadas com o sistema limbico que estdo associadas ao olfato.
Objetivo: Analisar a prevaléncia de disturbio olfatério no LES, correlacionar essas alteracoes
olfatérias com a presenca de manifestacdes NP e atividade e dano da doencga. Associar a
presenca do anticorpo anti-P ribossomal com distarbios olfatorios, presenca de manifestacoes
NP e atividade da doencga. Pacientes e métodos: Foi realizado um estudo transversal aberto,
com um grupo controle. Foram convidados pacientes com diagnoéstico de LES, seguidos no
ambulatério de reumatologia do HC-UNICAMP, no periodo de marco de 2011 a dezembro
de 2013. O grupo controle foi constituido por voluntarios sadios com idade e género
semelhantes aos do grupo de pacientes com LES. A atividade da doenca [SLE Disease
Activity Index (SLEDAI)], dano cumulativo [Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index (SDI)] foi determinado para cada
paciente. Os transtornos de humor foram determinados através dos inventarios de Depressao
(BDI) e Ansiedade (BAI) de Beck. A dosagem do anticorpo anti-P ribossomal foi realizada
por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). A fungdo olfatéria foi avaliada pelo
Sniffin’Sticks kit.Resultados: Foram incluidos 120 pacientes com LES, e 135 voluntarios
sadios. Ansiedade foi encontrada em 81 (67,5%) pacientes e em 49 (39,2%) controles
(p<0,001) e depressao foi identificada em 56 (46,6%) pacientes e em 39 (28,8%) controles

(p=0,004). Alteracdo olfatéria foi observada em 62 (51,6%) pacientes e em 40 (29,6%)

Xiv



controles (p<0,001). O anticorpo anti-P ribossomal foi identificado exclusivamente em
pacientes e estava presente em 13 (10,8%) deles (p<0,001). Os pacientes tiveram médias
significativamente menores nas trés fases da avaliacdo olfatéria. A alteracdo olfatéria
associou-se inversamente com ansiedade (p=0,004; R=-0,18), depressao (p=0,01; R=-0,232),
dano da doenca (p=0,002; R=-0,282) e idade (p<0,001; R=-0.353). Nao encontramos
associacdo entre alteracio olfatdria e género (p=0,891) ou atividade da doenga (p=0,914).
Pacientes com manifestacdes NP tinham média de LDI de 28,35 (DP+5,30) pontos, enquanto
que pacientes sem manifestacoes NP tinham média de LDI de 30,8 (DP+4,51) pontos
(p<0,001). Pacientes com anticorpo anti-P ribossomal positivos tiveram desempenho
significativamente melhor na avaliacdo olfatéria que pacientes com anticorpo anti-P
negativos (p=0,010). A presenca de anticorpo anti-P ribossomal associou-se ainda com
psicose (p=0,046) e intensidade da atividade da doenca (p=0,036). Conclusdo: Observamos
uma diminui¢do do olfato no LES quando comparados a controles sadios. A presenca de
alteracoes do olfato associou-se com historico de manifestacdes NP, presenca de ansiedade,
depressdo, dano da doenca e idade. O anticorpo anti-P ribossomal foi identificado
exclusivamente em pacientes e associou-se com psicose e atividade da doenca, mas ndo com

alteracdes do olfato.
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Abstract

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune, chronic, multisystemic disorder
characterized by periods of activity and remission. The neuropsychiatric manifestations
occur in 12-95 % of SLE patients. Recent studies have demonstrated the high specificity of
antiribosomal P antibodies for SLE, suggesting that antiribosomal P antibodies may be a
biomarker for disease activity. The antiribosomal P antibodies are able to bind to neuronal
cells in areas of the limbic system which are associated to the olfactory. Objective: To
analyze the prevalence of olfactory disorders in SLE and to correlate olfactory abnormalities
with the presence of neuropsychiatric manifestations, disease activity and damage. To
associate the presence of antiribosomal P antibodies with olfactory abnormalities, presence
of neuropsychiatric manifestations and disease activity. Patients and methods: We performed
open cross-sectional study with a control group. We invited patients with SLE followed at
the outpatient rheumatology unit of State Hospital UNICAMP, from March 2011 to
December 2013. The olfactory function was assessed by Sniffin'Sticks kit. The control group
consisted of healthy volunteers with similar age and gender. Disease activity [SLE Disease
Activity Index (SLEDAI)], cumulative damage [Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index (SDI)] was determined for each
patient. Mood disorders were determined through Beck’s Depression inventory (BDI) and
anxiety (BAI) inventory. The presence of antiribosomal P antibody was performed by
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). Results: 120 SLE patients and 135 healthy
volunteers were included. Anxiety was observed in 81(67.5%) SLE patients and in 49
(39.2%) controls (p<0.001) and depression was identified in 56 (46.6%) SLE patients and in
39 (28.8%) controls (p=0.004). Olfactory deficit were observed in 62 (51.6%) SLE patients

and in 40 (29.6%) controls (p<0.001). Anti-ribosomal P antibodies were identified
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exclusively in SLE patients and were present in 13 (10.8%) (p<0,001) their. The patients had
significantly lower mean in all three phases of the olfactory assessment, consequently, in the
total sum test (TDI). The olfactory deficit was also inversely associated with anxiety
(p=0.004, R=-0.18), depression (p=0.01, R =-0.232), cumulative damage (p=0.002, R =-
0.282) and age (p<0.001, R=-0.353). We did not observe an association between olfactory
deficit and gender (p=0.914). Patients with neuropsychiatric manifestations had mean TDI
of 28.35 (SD + 5.30) points, whereas patients without neuropsychiatric manifestations had a
mean TDI of 30.8 (SD % 4.51) points (p<0.001). Patients with positive antiribosomal P
antibodies had improved performance in the olfactory assessment what patients with negative
antiribosomal P antibodies (p=0.010). The presence of antiribosomal P antibodies also
associated with psychosis (p=0.046) and disease activity (p=0.036). Conclusion: SLE
patients have a significant decrease of smell when compared to healthy controls. Olfactory
changes are associated with a history of neuropsychiatric manifestations, anxiety, depression,
cumulative damage, and age. Antiribosomal P antibodies were exclusively observed in SLE
patients compared to healthy controls and they were associated with psychosis and disease

activity, but not with olfactory deficit.
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1. Introducao

1.1 Definicao

O Iipus eritematoso sist€émico (LES) €é uma doenca do tecido conjuntivo com
manifestacdes clinicas diversas, caracterizada por periodos de remissao e exacerbagao.
(Dubois, 1964; West, 1994; Ruiz-Irastorza, 2001; Rahman, 2008; Lanna, 2008; O’Neill,
2010). A presenca de autoanticorpos, particularmente anticorpos antinucleares, sugere
rupturados mecanismos de vigilancia imunoldgica levando a uma perda da tolerancia (Borba,

2008; Pons-Estel, 2010).

1.2 Epidemiologia

O género, a etnia e o estatus socioecondmico interferem consideravelmente na
incidéncia e prevaléncia do LES. A prevaléncia do LES € de aproximadamente 0,1% na
populacdo geral (Lee, 1973; Petri, 2002; Shim, 2013; Nasonov, 2014). A incidéncia mundial
estimada € 1 a 22 casos num grupo de 100 mil pessoas. J4 a prevaléncia € de 7 a 160 casos
num grupo de 100.000 pessoas (D Cruz, 2007; Pons-Estel, 2010).

No Brasil, ha um estudo que relata uma incidéncia de 8,7 adultos com LES para cada
100 mil habitantes (Villar, 2002).

Em relacdo as diferentes ragas, observa-se a frequéncia de 1 caso para cada 250
mulheres afroamericanas; 22,4 casos para cada 100.000 asidticos e 10,3 casos para cada
100.000 caucasianos (Fessel, 1974; Hopkinson, 1994; Alarcon, 2001; Petri, 2002).

Apresenta-se, entretanto, como uma doenga rara entre os negros africanos (Molina, 1997;
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Molokhia, 2001). Estudos na regido sudeste apontaram maior frequéncia do LES em
caucasoides (Chahade, 1995).
A doenca acomete, principalmente, mulheres (9:1) em idade fértil, entre 15 e 50 anos

de idade (Rahman, 2008; Chiu, 2010; Habibi, 2011; Silva, 2012; Feldman, 2013; Lim, 2014).

1.3 Critérios classificatorios do LES

Nao existem critérios definitivos para o diagnéstico do LES. O Colégio Americano
de Reumatologia (ACR) adotou critérios classificatorios, sendo necessarios, no minimo,
quatro critérios clinicos e/ou laboratoriais dentre onze existentes (Tan, 1982). Estes critérios
foram revisados em 1997, e o item “presenca de células LE”, presente no critério “alteragdes
imunoldgicas”, foi excluido assim como o teste falso positivo para sifilis que foi substituido
pela presenga de anticorpos antifosfolipides (Hochberg, 1997). Nos ultimos anos, o aumento
do conhecimento sobre a fisiopatologia, imunologia e manifestacdes clinicas no LES, tornou
necessario a revisao dos critérios anteriormente propostos. As ultimas alteracdes foram

propostas em 2012 (Tabela 1).
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Tabela 1. Revisao historica dos critérios classificatorios de LES

1971 ACR 1982 ACR 1997 ACR 2012 SLICC
Manifestacoes 6 itens 4 itens 4 itens 4 itens
Cutaneas Eritema facial, Alopécia Rash Malar, Rash malar, LEAC/LECS,
Rash discoide, Raynaud Rash discoide, Rash discoide, LECC,
Fotossensibilidade, Fotossensibilidade, Fotossensibilidade, Ulcera oral,

Ulcera oral ou nasofatingea

1 item
Artrite sem deformacao, = 1
articulagao periférica,
caracterizada por dor,
sensibilidade ou edema

Articulacoes

Serosite 1 item

Serosite

Disordem 2 itens
Renal Proteinuria = 3,5g/dia,

Disordem 1 item

Hematologica Anemia hemolitica, leucopenia

(< 4000/mm?3) = 2 eventos,
trombocitopenia ( < 100.000/mm3)
Anormalidades 2 itens

Imunoldgicas Células LE, teste sorolégico

Ulcera oral

1 item
Artrite ndo erosiva, = 2
articulacdes periféricas,
caracterizadas por dor,
sensibilidade ou edema

1 item
Serosite

1 item
Proteinuria = 0,5 g/dia,

1 item
Anemia hemolitica, leucopenia
(<4000/mm?3), trombocitopenia

( < 100.000/mm?)

2 itens

FAN positivo,

Ulcera oral

1 item
Artrite ndo erosiva, = 2
articulacdes periféricas,
caracterizadas por dor,
sensibilidade ou edema

1 item
Serosite

1 item
Proteinuria = 0,5 g/dia,

1 item
Anemia hemolitica com
reticulécitos elevados,
leucopenia
< 4000/mm? em duas ou
mais

ocasides, trombocitopenia <

100.000/mm?
2 itens

Anti-DNA, anti-SM,

Alopécia sem cicatriz

1 item
Sinovite = 2 articulagdes
periféricas, caracterizadas
por dor, edema ou
rigidez matinal > 30 min

1 item
Serosite

1 item
Prot/Crea 0,5g/24hrs,

Presenca de hemécias dismoérficas

3itens
Anemia hemolitica,
leucopenia ou linfopenia

(<4000/mm3, < 1000/mm3),
trombocitopenia (100.000/mm?)
6 itens

FAN positivo, Anti-Sm positivo,

Falso positivo para sifilis Anti-DNA de fita dupla, anti-

Sm ou falso positivo para sifilis.

ou anti-fosfolipides positivos.
FAN positivo

Anti-DNA (2x), anti-fosfolipide,
Hipocomplementemia, testes de
Coombs direto na auséncia de

hemolitica

Diagnodstico 4 ou mais itens 4 ou mais itens 4 ou mais itens 4 ou mais itens (com no minimo

um clinico e um imunoldégico)

ACR: American College of Rheumatology; SLICC: Systemic Lupus International Collaborating Clinics; LECA: Lupus eritematoso cutaneo agudo;
LESA: Lapus eritematoso subcutaneo agudo; LECC: Lupus eritematoso cuténeo cronico; FAN: Fator Antinuclear; Anti-DNA de fita dupla: anti &cido
desoxirribonucleico de dupla fita; Anti-SM: Anticorpo Anti-Smith; Prot/Crea: Relagéo proteina/creatinina; mm3 milimetros cubicos; g: gramas.



1.4 Apresentacodes clinicas do LES

As apresentacdes clinicas do LES variam de manifestacdes mucocutaneas a
manifestacdes do sistema nervoso central (SNC), como convulsdes e psicose. Os sintomas
constitucionais como fadiga, perda de peso e febre sdo frequentemente observados e tem um
impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes (Tench, 2000; Rahman, 2008).

O envolvimento cutineo € muito comum no LES, e acomete até 90% dos pacientes.
Além do rash malar e das lesdes discoides, a fotossensibilidade também € frequentemente
observada. A Alopecia tende a ser transitdria e associada com a atividade da doenga, que por
sua vez pode ocasionar cicatrizes quando associada a lesdo discéide. Outra caracteristica de
doenga ativa sao ulceras orais recorrentes (Manson, 2006; Rahman, 2008; Renner, 2009;
Kuhn, 2011).

A Artralgia e mialgia acometem a maioria dos pacientes. A Artrite acomete
geralmente as pequenas articulacOes das maos. A classica "Artropatia de Jaccoud", resulta
em deformidade e incapacidade funcional significativa (Manson, 2006; Rahman, 2008; Ball,
2011).

As manifestacOes renais acometem cerca de 30% dos pacientes com LES (Rahman,
2008; O’Neill, 2010). O desenvolvimento da nefrite lipica € mais comum nos primeiros anos
da doenca. A nefrite lipica € caracterizada por proteindria (>0,5 gramas/24 horas), presenca
de sedimento urindrio (hemécias dismorficas, leucocitiria na auséncia de infec¢ao) e achados
histol6gicos. Como o envolvimento renal é muitas vezes assintomdtico, 0os exames rotineiros

de urina e monitoramento da pressdo arterial tornam-se importantes (O’Neill, 2010).
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As alteracdes hematoldgicas incluem anemia hemolitica, trombocitopenia e
leucopenia. A doenca hematoldgica grave pode ocorrer, mas € relativamente rara (Sultan,
2003; Rahman, 2008). A trombocitopenia é definida quando a contagem de plaquetas é
inferior a 100.000 células/mm? sendo um achado frequente no LES. A trombocitopenia
transitéria muitas vezes aparece durante uma fase de exacerbac¢do da doenca sem causar
tendéncia hemorrdgica (Sultan, 2003; Rahman, 2008). A leucopenia é comum e pode ser
resultado da doenga ativa ou de a reacdo adversa a drogas (Sultan, 2003; Rahman, 2008).

A pleurite é a manifestacdo pulmonar mais comum no LES (Paran, 2004) e seus
sintomas podem estar relacionados diretamente a atividade da doenca. A embolia pulmonar
deve ser sempre considerada principalmente em individuos com anticorpos antifosfolipides
positivos (Paran, 2004; Torre, 2011).

As complicacdes cardiacas incluem pericardite, doengas valvares, endocardite de
Libman-Sacks, miocardite, cardiomiopatia, doengas da artéria corondria e distirbios da
conducdo (Yeh, 2007). Vinte e cinco por cento dos pacientes com LES apresentam
envolvimento cardiovascular em algum momento da doenca. As complicacdes
cardiovasculares representam a terceira maior causa de mortalidade nestes pacientes, sendo
que uma significativa porcentagem dos casos € atribuida a aterosclerose (Urowitz, 1997;
Jacobsen, 1998).

O sistema nervoso € acometido frequentemente no LES, e estd associado a um pior

progndstico e a presenca de danos cumulativos (Brey, 2007).
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1.5 Manifestacoes neuropsiquiatricas

As manifestagdes neuropsiquidtricas (NP) no LES sdo complexas e podem ser
definidas como manifesta¢des neurolégicas do SNC ou psiquidtricas. As manifestacdes do
SNC podem comprometer o SNC, o sistema nervoso periférico (SNP) ou o sistema nervoso
autondmico em pacientes com LES (ACR, 1999; Hanly, 2005; Hanly & Harrison, 2005;
Postal, 2011; Abdul-Sattar, 2013; Beltrao, 2013). Estas manifestacdes podem preceder o
inicio da doenga ou ocorrer em qualquer momento durante o curso da doenca (Ward, 1991;
Van Dam, 1994), apresentando-se como eventos neuroldgicos unicos ou multiplos no mesmo
individuo (ACR, 1999; Morrison, 2014).

As manifestacdes NP podem ser causadas diretamente pela atividade do LES ou
secundérias a comorbidades como hipertensdo arterial sistémica, diabetes melito, uremia e
infeccdo (Hanly, 2004; Hanly, 2005; Hanly & Harrison, 2005; Postal, 2011). Para serem
consideradas decorrentes do LES, causas secundarias necessitam ser excluidas (Hanly, 2005;
Hanly & Harrison, 2005; Postal, 2011). As manifestacoes NP primdrias correspondem a
aproximadamente 40% das manifestacoes NP observadas em pacientes com LES (Hanly,
2004) e estao associadas a uma maior mortalidade, pior qualidade de vida e um aumento nos
danos permanentes (Feng, 1973; Cheatum, 1973; Sergent, 1975; Lee, 1977; Ginzler, 1982;
Sibley, 1992; Kovacs, 1993; Carlomagno, 2000; Jonson, 2002; Mikdashi e Handwerger,
2004, Bernatsky, 2006).

As queixas cognitivas e o distirbio cognitivo sdo frequentemente observados em
pacientes com LES, e acometem entre 17-87% dos pacientes (Hanly, 1997; Denburg, 2003;

Hanly, 2006).
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A cefaleia e as desordens do humor sdo as manifestacoes NP mais frequentemente
observadas no LES (Mirsikostas, 2004; Abdul-Satar, 2013, Beltrao, 2013, Hanly, 2014). O
uso de questiondrios de autorrelatos pode ser ttil na identificagao desses sintomas (Bachen,

2009). A vasculite é raramente observada (Hanly, 2014).

1.5.1 Classificacao

Em 1999, o ACR elaborou um novo consenso para terminologia e defini¢do das
sindromes NP no LES, com a ajuda de reumatologistas, neurologistas, hematologistas,
psquiatras e psicologos (ACR, 1999) foram definidas 19 sindromes mais prevalentes no LES
(tabela 2), cada defini¢ao incluindo critérios diagndsticos e métodos para investigacao. Estes
critérios apresentaram uma sensibilidade de 91% e uma especificidade de 46% (Ainiala,
2001). A baixa especificidade pode ser explicada pela presenca de ansiedade, cefaleia,
depressdao leve, distirbio cognitivo leve e polineuropatia ndo confirmada por
eletroneuromiografia (Ainiala, 2001). Quando estas manifestacOes foram excluidas,

observou-se uma especificidade de 93% (Ainiala, 2001).
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Tabela 2. Manifestacdes neuropsiquiatricas no LES.

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

Desordens de ansiedade Mononeuropatia

Desordens de humor Neuropatia craniana
Desordens de movimento Plexopatia

Distirbio cognitivo Polineuropatia

Doenca cerebrovascular Polirradiculopatia inflamatdria

desmielinizante aguda

Estado confusional agudo

Meningite asséptica

Mielopatia

Psicose

Sindromes desmielinizantes
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1.5.2 Prevaléncia

A prevaléncia de manifestagdes NP no LES varia de 14 a 90%, dependendo dos
critérios de diagndsticos aplicados (Arnett, 1996; Zandman-Goddard, 2007; Appenzeller,
2008; Postal, 2011). O prognéstico do LES melhorou consideravelmente nas ultimas
décadas, no entanto, as complica¢des decorrentes de manifestacdes NP continuam sendo
umas das principais causas de morbidade e mortalidade nesses pacientes (Cervera, 2003;

O’Neill, 2010).

As manifestacdes NP primarias do LES podem ocorrer em qualquer época da doenga,
no entanto, em aproximadamente 50% dos pacientes, elas aparecem nos primeiros dois anos

apos o diagndstico (Stajonovich, 2007; Bertsias, 2010; Postal, 2011).

1.5.3 Fisiopatogenia

O LES é caracterizado pelo envolvimento de mais de 150 anticorpos diferentes, sendo
que 20 deles agem especificamente no cérebro e alguns t€ém sido associados com
manifestacdes NP (Senecal, 2004; Sherer, 2004).

A fisiopatogenia das manifestacoes NP no LES € multifatorial e envolvem vérios
mecanismos patogénicos, incluindo danos vasculares e neuronais mediados por anticorpos
(Antifosfolipides, anti-ribossomal P, anti-receptor de N-metil-D-aspartato), a producao
intratecal de citocinas inflamatorias e aterosclerose (Costallat, 1990; Muscal, 2007; Toubi,
2007; Efthimiou, 2009; Bertsias, 2010; Aldar, 2012; Rekvig, 2012). Em modelo animal foi
demonstrado que anticorpos antineuronais induzem déficits de memoria, convulsdes e

alteracdes neuropatoldgicas (Kobiler, 1976; Morris, 1986).
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Em pacientes com manifestacdes do SNC observou-se um aumento dos anticorpos
N-metil-D-aspartato (NMDA), NR2a e NR2b, sugerindo que a lesdo neural encontrada
nesses pacientes, possa ser desencadeada, em partes, por uma desregulacio causada por estes
anticorpos (Lipton 1994). Estes anticorpos sdo capazes de ligar-se em neurdnios do
prosencéfalo, regido relacionada aos processos de aprendizagem e memoria (Akbarian,
1996). Foi demonstrado que os anticorpos anti-NR?2 estdo associados a déficit de memoria
(Akbarian, 1996), e psicose (Teh, 1998). Estudos in vitro e in vivo t€m demonstrado efeitos
citotoxicos em células neuronais (Diamont, 2001; Kowal, 2004), levando a um possivel
mecanismo para o acometimento NP no LES (Hanly, 2006).

Os anticorpos antifosfolipides estdo relacionados primariamente a manifestagcoes
focais. No LES, sdo associados a doenca cerebrovascular, porém ja foram descritas
associacOes com convulsdo, coreia, mielite transversa e disfun¢do cognitiva (Love, 1990;
Menon, 1999; Chapman, 1999; Hanly, 2003; Hanly, 2005). A positividade deste anticorpo é
associada a uma variedade de alteracdes nas plaquetas, nas proteinas de coagulacio, e as
células endotelias contribuindo para o desenvolvimento de trombose e de outras
manifestacdes NP (Robin, 2007), como migranea e epilepsia além de manifestacdes difusas
como disturbios cognitivos (Costallat, 1990; Brey, 1993; Sanna, 2003; Kang, 2008).

Os anticorpos anti-P ribosomais apresentam uma prevaléncia de 6-46% no LES,
dependendo do grupo étnico, idade e varidveis clinicas analisadas (Arnett, 1996), e estdo
associados ao envolvimento do SNC, especialmente a psicose, depressao e ansiedade (Bonfa,

1987; Tzioufas, 2000; Gerli, 2002; Pego-Reigosa, 2008; Aldar, 2012; Govoni, 2012).
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1.6 Anticorpo anti-P ribossomal

A proteina ribossomal P € um pentamero constituida por trés fosfoproteinas
ribossomal, PO, P1 e P2, e desemprenha um papel importante em todas as fases da sintese de
proteinas (Elkon, 1985). As fosfoproteinas sdo encontradas no meio intracelular, fazendo
parte do componente 60S dos ribossomos de células eucariéticas (Elkon, 1985; Elkon, 1986).
Os anticorpos anti-P ribossomal ligam-se em células T, a mondcitos, hepatdcitos e neurdnios
(Nagai, 2005; Toubi, 2007). No SNC desregulam a sintese de proteinas, levando a apoptose.
Esses anticorpos sdo altamente especificos para o LES e podem ser marcadores para atividade
da doenca (Mahler, 2006; Toubi, 2007; Haddouk, 2009). A presenca de anticorpo anti-P
ribossomal em paciente com LES tem sido associada com menor idade de inicio da doenca
e diversas outras manifestacoes, dentre elas o acometimento do SNC (Gerli, 2002; Mahler

2006; Toubi, 2007; Mahler 2008; Heinlen, 2010; Doria, 2010; Aldar, 2012).

1.6.1 Prevaléncia

A prevaléncia do anticorpo anti-P ribossomal na populagdo de LES varia de 6 a 46%,
sendo maior em populacdes asidticas € menor em negros e caucasianos (Sato 1991; Koscec,
1997; Sun, 2001; Mahler, 2003; Olesinska, 2010; Aldar 2012; Calich, 2013). Fatores
genéticos e ambientais provavelmente influenciam nessa discrepancia (Olesinska, 2010). A
variabilidade étnica € atribuida a associacao com certos alelos da classe II do complexo de
histocompatibilidade (MHC 1II), especialmente o HLA-DQB1 * 0602 (Arnett, 1996), por
exemplo, de 30 a 42% dos pacientes com LES na China e no Japao apresentam positividade

para o anticorpo anti-P ribossomal (Nojima, 1992; Teh 1993; Arnett, 1996). Na maioria dos
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estudos, a prevaléncia para o anticorpo anti-P ribossomal fica entre 6 e 20% (Gerli, 2002;
Mabhler, 2006; Toubi, 2007; Mahler, 2008; Olesinska, 2010, Aldar 2012). Em estudos com
pacientes asidticos, esta prevaléncia € maior, atingindo 46% (Isenberg, 1997).

O anticorpo anti-P ribossomal € altamente especifico para o LES, porém pode ser
encontrado em titulos baixos em outras doencas autoimunes e até em individuos saudaveis
(Press, 1996; Agmon-Levi, 2009; Moscavitch, 2009).

Observa-se ainda uma maior prevaléncia do anticorpo anti-P ribossomal em pacientes
com LESj e LES adultos com idade de inicio da doenca inferior a 23 anos (Press, 1996;
Reichlin, 1999; Gerli, 2002; Olesinska, 2010).

No LES, a presenca do anticorpo anti-P ribossomal € associada com a atividade da
doenca (Mahler, 2004; Toubi, 2007; Haddouk, 2009), ansiedade (Aldar, 2012), nefrite
(Chindalore, 1998; Reichlin, 1999; Nascimento, 2006; Mahler, 2006; Olesinska, 2010;
Quintana, 2010), presenca de anti-dsDNA (Hulsey, 1995; Sun, 1995; Chindalore, 1998;
Reichlin, 1998; Reichlin, 1999; Takeda, 1999; Tzioufas, 2000; Frampton, 2000; Caponi,
2002; Nascimento, 2006; Olesisnka, 2010; Quintana, 2010), linfopenia (Hoffman, 2004;
Garcia-Valladares, 2006), alopecia (Hoffman, 2004); anemia hemolitica (Hoffman, 2004);
artrite (Isenberg, 1997; Haddouk, 2009); hipocomplementeria (Tzioufas, 2000; Mabhler,
2010; Olesinska, 2010), anticorpos antifosfolipides (Ghirardello, 2000; Tzioufas, 2000;
Gerli, 2002; Briani, 2009; Haddouk, 2009), anticorpos anti endotélio (Frampton, 2000), rash
malar (Gerli, 2002; Mahler, 2006; Olesinska, 2010), rash discéide (Gerli, 2002),
fotossensibilidade (Gerli, 2002), anti-UI-RNP (Reichlin, 1999), anti-Sm (Reichlin, 1999),

vasculite (Shinjo, 2010) e inversamente associados a serosite (Mahler, 2006).
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1.6.2 LES, Anti-P ribossomal e manifestacoes neuropsiquiatricas

A primeira associa¢do entre o anticorpo anti-P ribossomal e manifestagdes NP no
LES foi descrita em 1987 (Bonf4, 1987). Neste estudo observou-se uma associa¢ao entre o
anticorpo anti-P ribossomal e a psicose em pacientes com LES. No acompanhamento
longitudinal, observou-se que os niveis de anticorpo anti-P ribossomal aumentaram em até
30 vezes antes e durante as fases ativas de psicose, permanecendo seus titulos inalterados
durante outras manifestagdes da doenca (Bonfa, 1987).

Esta associagdo entre anticorpos anti-P ribossomal e psicose foi confirmada em outras
coortes (Nojima, 1992; Press, 1996; Chan, 1998; Isshi, 1998; Kao, 1999; Tzioufas, 2000;
Ebert, 2005; Yoshio, 2005; Mahler, 2006; Hirohata, 2007; Shoenfeld, 2007; Abdel-Nasser,
2008; Hanly, 2008; Briani, 2009; Olesinka, 2010; Hanly, 2011), porém alguns estudos nao
conseguiram encontrar estas mesmas associacoes, possivelmente pelos diferentes métodos
utilizados para a dosagem de anti-P ribossomal, pela diversidade étnica dos grupos estudados,
diferencas no curso da doencga apresentando periodos de atividade e remissdo e pelas
diferentes defini¢des de disturbios neuropsiquidtricos adotados (Derksen, 1990; Van Dam,
1991; Teh, 1992; Teh, 1994; Yoshio, 1995; Gerli, 2002; Almeida, 2002; Conti, 2004;
Karassa, 2006; Nery, 2007; Fragoso-Loyo, 2008; Haddouk, 2009; Mahler, 2010; Carmona-
Fernandes, 2013). Estudos multicéntricos observaram a associa¢io entre os anticorpos anti-
P ribossomal e manifestacdes NP focais e difusas, incluindo psicose (Mahler, 2006; Hanly,
2008; Hanly, 2011).

A associagdo entre anticorpoanti-P ribossomal e transtornos do humor também foram
relatadas (Scheneebaum, 1991; Kao, 1999; Shoenfeld, 2007; Abdel-Nasser, 2008; Aldar,

2012).
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Yoshio, et al (2005) observou alta frequéncia de anticorpo anti-P ribossomal no
liquido cefaloraquidiano de pacientes com LES NP. Esta observagao fortaleceu o papel

patogénico do anticorpo anti-P ribossomal em pacientes com LES e manifestacdes NP.

1.6.3 Patogénese

Viérios mecanismos patogénicos tém sido propostos para o anticorpo anti-P
ribossomal, tais como ligacdo aos epitopos da membrana de superficie das células,
desregulacdo intracelular, inibicio de sintese proteica, producdo de citocinas pro-
inflamatorias e apoptose celular (Koscec, 1997; Reichlin, 1998; Matus, 2007; Shoenfeld,
2007; Toubi, 2007; Bonfd, 2008). No entanto o maior avanco na compreensao do possivel
mecanismo fisiopatoldgico foi resultado de um trabalho experimental em camundongos que
demonstrou a ligacdo do anticorpo anti-P ribossomal a uma proteina presente na superficie
de neurdnios do cortex piriforme e cingulado, hipocampo e amigdala. Estas dreas estdo
associadas com a memoria e o conhecimento e as emog¢des. Em cultura celular, a adi¢do do
anticorpo anti-P ribossomal nesses neurdnios resultou no aumento do influxo de fons célcio,
levando a morte neuronal por apoptose (Matus, 2007).

Em modelos animais, a injecdo intraventricular do anticorpo anti-P ribossomal, levou
ao desenvolvimento de comportamento depressivo e diminui¢do da resposta a estimulos
olfatérios (Katzav, 2007). Quando posteriormente tratados com antidepressivos, estes
animais voltaram ao seu estado de humor normal, porém as respostas a estimulos olfatdrios
permaneceram reduzidas (Katzav, 2007). A anélise histolégica do cérebro desses animais
revelou a presenca do anticorpo anti-P ribossomal nos neurdnios do hipocampo, da amigdala,

do cértex cingulado e piriforme e das camadas neocorticais II, V, VI (Katzav, 2008). Estes
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achados sugerem que o anticorpo anti-P ribossomal pode estar associado a uma ampla gama

de disfuncdes do SNC (Moscavitch, 2009).

1.7 Olfato

O olfato € um processo complexo do SNC que envolve varias dreas especificas do
cérebro, principalmente regides do sistema limbico como amigdala e hipocampo (Shoenfeld,
2009). O coértex olfativo inclui o nudcleo olfativo anterior, o tubérculo olfativo, cortex
entorrinal, cortex periamigdaliano e os nucleos corticais da amigdala (Cleland, 2003). O
sistema limbico, amigdala e cortex orbifrontal sdo associados com o sistema olfatério e
depressao (Licznerski, 2013).

Nas ultimas trés décadas observou-se um aumento crescente no niumero de pesquisas
envolvendo o olfato e suas associagdes, principalmente com o SNC (Doty, 2012). Sem a
percepg¢do do cheiro, experiéncias como sentir fome, provocar atragdo ou repulsdo, memoria,
e ativacao do estado de alerta para perigos sao prejudicadas (Cullen, 1999; Shoenfeld, 2009).

O poder de percepgdo e discriminacdo do olfato humano € extremamente elevado
(Shepherd 2004, Yeshurum, 2010). A variedade de odores que uma pessoa pode sentir €
imensa. No homem sdo cerca de 25 milhdes de receptores olfativos, o que leva a um poder
de distin¢do de cerca de 1 trilhdo de odores diferentes (Bushdid, 2014), o que possibilita
diferenciar moléculas odoriferas com diferenca de concentracdo de apenas 7% (Cain, 1977;
Sela, 2010). Em animais em que o olfato apresenta-se como um dos sentidos mais
importantes, como por exemplo, em caes de caca, a quantidade de receptores olfativos pode

chegar a 220 milhdes, (American Rescue Dog Association, 2002).
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Na ultima década tem crescido as evidéncias da inter-relacdo entre o sistema
imunolégico e o SNC (Rothermundt, 2003; Diamond, 2006; Kowal, 2006; Nishimura, 2008),
em especial o sistema olfatério (Strous, 2006; Shoenfeld, 2007).

Em abelhas, cujo sistema imunolégico foi parcialmente inibido, observou-se a
diminui¢do da associa¢do de odor com a recompensa de agucar, concluindo-se que efeitos
sobre a resposta imune podem afetar o olfato e posteriormente a formagao da memoria
(Mallon, 2003).

A bulbectomia olfativa bilateral em camundongos resultou em inimeras alteragoes
imunoldgicas, incluindo a reducdo da fagocitose por neutréfilos, mitogénese de linfdcitos,
aumento da adesividade de leucdcitos, da fagocitose de mondcitos, de proteinas da fase aguda

positivas, dentre outras (Kelly, 1997).

1.7.1 Prevaléncia e classificacdao das alteracées olfatorias

A prevaléncia de disfunc¢do olfatdria na populacdo em geral € controversa, porém
acredita-se que cerca de 1% da populacdo tenha anosmia (perda severa de olfato) e de 5 a
13,3% tenham hiposmia (perda moderada de olfato) (Mombaerts, 2004). H4 uma maior
prevaléncia de disfun¢do olfatéria no género masculino e uma piora com o avanco da idade
em ambos os géneros (Shoenfeld, 2009).

Embora raramente relatadas pelos pacientes com doencas autoimunes, o olfato é
frequentemente prejudicado e pode ser correlacionado com a gravidade do comprometimento
neurolégico (Zivadinov, 1999).

Em um estudo prévio, observou-se uma diminuic¢ao do olfato em pacientes com LES

quando comparado ao grupo controle (46% vs 25%). A disfungdo olfatéria correlacionou-se
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com indice de dano e manifestacdes do SNC, sugerindo um mecanismo autoimune na

patogénese do distirbio olfatério (Shoenfeld, 2009).
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2. Justificativa

Existe apenas um estudo que avalia a prevaléncia de alteragdo olfatéria no LES
associadas a manifestacdes NP, assim, a andlise da inter-relacdo do sistema olfatério, das
manifestacdes NP e dos niveis de anticorpo anti-P ribossomal pode contribuir na elucidag¢ao

da fisiopatologia do envolvimento do SNC no LES.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Analisar a prevaléncia de disturbio olfatério em pacientes com LES.

3.2 Objetivos Especificos

a) Correlacionar a presenga de alteracdes olfatorias a presenga de manifestacoes NP e

atividade e dano do LES.

b) Associar a presenca doanticorpo anti-P ribossomal com os disturbios olfatérios, presenca

de manifestacdes NP e atividade de doenca.
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4. Hipoteses

A prevaléncia de disturbios olfatdrios € maior no LES.

Atividade da doenca, alteracdes de humor e distirbio cognitivo estdo associados a

alteracao olfatdria.

Anticorpos anti-P ribossomal sd@o mais frequentemente encontrados em pacientes com

distdrbios olfatdrios e estdo associados a manifestacdes NP no LES.
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5. Pacientes e Métodos

5.1 Tipo de Estudo.

Trata-se de um estudo transversal, aberto, com grupo controle.

5.2 Selecao dos pacientes

Foram convidados pacientes com diagnéstico de LES acompanhados no ambulatério
de reumatologia do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), no periodo de mar¢o de 2011 a dezembro de 2013, cujas manifestacdes clinicas

e laboratoriais foram rotineiramente estudadas de acordo com um protocolo estabelecido.

5.2.1 Critério de Exclusao

Foram excluidos pacientes que:

1. Nao concordaram em participar da pesquisa,

2. Apresentavam alteragcdes estruturais de vias aéreas superiores,

3. Relataram algum tipo de resposta alérgica a odores presentes no teste do olfato,

4. Apresentavam infec¢des de vias aéreas superiores (VAS) ou com qualquer alteragdo

que pudesse levar a um pior desempenho na avaliagdo olfatdria.
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5.3 Selecao do Grupo Controle

O grupo controle foi constituido por voluntdrios sadios com idade e género
semelhantes aos do grupo de pacientes com LES, que nao apresentavam histérico de doengas

autoimunes. Os critérios de exclusdo foram os mesmos apresentados no item 5.2

5.4 Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Todos pacientes e controles foram previamente informados e assinaram o TCLE,
aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM)

da UNICAMP (n°920/2007).

5.5 Analise Clinica e Laboratorial

As manifestacdes clinicas, laboratoriais e de tratamento pregressas foram analisadas
através da revisdo do prontudrio médico. Foram analisadas: presenca de adinamia;
emagrecimento (perda ponderal > 4 kg); febre (>37,8° C); artrite (ndo erosiva em duas ou
mais articulagdes periféricas, vista pelo médico); necrose asséptica (documentada por
radiografia simples, cintilografia ou ressondncia magnética); deformidades articulares
(geralmente redutiveis vistas pelo médico); eritema malar (eritema fixo sobre as eminéncias
malares e/ou pregas naso-labiais); lesdes discoides (placas eritematosas com descamagdo
podendo ocorrer atrofia nas lesdes antigas); alopecia; dlcera oral e/ou nasal (ulceragdo oral
e/ou em nasofaringe, geralmente dolorosa, observadas por médico); fotossensibilidade

(“rash” cutaneo resultado da exposi¢do a luz solar, relatado na histéria clinica ou observada
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por médico); nefrite (definida pela presenca de hematiria dismérfica, proteintria maior que
0,5 g/l em 24 horas, aumento progressivo de creatinina sérica ou ainda alteracdes
histopatolégicas quando compativeis com nefrite lipica, segundo critérios da organizacio
mundial da saide (OMS); HAS: pressdo sistélica maior que 130 mmHg e/ou pressio
diastélica maior que 90 mmHg; sindrome nefrética (proteintiria maior que 3 g/L. em 24
horas); serosite (presenca de pleurite, pericardite ou ambas documentada no exame clinico e
por imagem); outras manifestagdes pulmonares como hipertensdo pulmonar, pneumonite
hemorragia pulmonar; outras manifestacdes cardiacas como miocardite, endocardite propria
do LES e infarto do miocardio; miopatia (revelada por fraqueza muscular, alteracdes
enzimaticas, alteragdes da bidpsia muscular e/ou da eletromiografia). Outros fatores
avaliados foram: envolvimento intestinal, hepatico, e do sistema reticuloendotelial, presenca
de tromboembolismo pulmonar e alteracdes oculares e a presenca do fendomeno de Raynaud.

Os seguintes exames, solicitados rotineiramente no diagndstico € monitoramento do
LES foram realizados de acordo com as técnicas utilizadas no Laboratorio de Patologia
Clinica e no Laboratorio de Investigagdo em Alergia e Imunologia -UNICAMP. Foram
considerados: leucopenia (< 4000 células/mm?); linfopenia (< 1500 celulas/mm?®); anemia
hemolitica (Coombs direto positivo); trombocitopenia (< 100000 celulas/mm?); proteina C
reativa (por PCR — ultra sensivel); velocidade de hemossedimentag¢do (VHS) (por Método de
Westergren automatizado); fator anti-nicleo (FAN) (por imunofluorescéncia indireta em
células de Hep 2, positivo em titulos maiores que 1:80); anticorpo anti-DNA (por
imunofluorescéncia indireta com Crithidia luciliae como substrato); anticorpo anti-Sm (por
imunodifusdo dupla); Anticorpo anti-cardiolipina (por método imunoenzimatico);

anticoagulante lipico (por TTPA e Russel).
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5.6 Analise de Indicadores de doenca

5.6.1 Indice de atividade da doenca

Definiu-se como atividade da doenga todas as manifestacdes reversiveis que
resultaram diretamente do processo inflamatério. A atividade da doenga foi avaliada pelo
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) (Bombardier, 1992),
composto por 24 itens. O indice utiliza uma pontuacido ponderada com escores variando de
0-105. A doenca foi considerada em atividade se o somatdrio de pontos do SLEDAI

resultasse em valores > 3 (Yee, 2011).

5.6.2 Indice de Dano Cumulativo

Definiu-se como dano as alteracdes persistentes e irreversiveis presentes por pelo
menos 6 meses (anatOmicas, fisiologicas ou patoldgicas) (Gladman, 1997). O dano
cumulativo foi avaliado pelo Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American
College of Rheumatology- damage index (SLICC/ACR-DI) no dia dos exames laboratoriais

(Gladman, 1996). Os escores variam de 0 a 47 e a presenca de dano foi definida pelo escore

> 1.

5.7 Avaliacdo neuropsiquiatrica

As manifestacdes NP foram analisadas segundo as defini¢cdes do ACR (ACR, 1999),

através da revisao de prontudrios médicos e de aplica¢do de questiondrios especificos.
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5.7.1 Avaliacao dos transtornos de humor

Todos os individuos completaram os Inventéarios de Ansiedade (BAI) (Beck, 1988;
Cunha, 2001) e Depressao de Beck (BDI) (Beck, 1961; Cunha, 2001). Estas escalas
consistem em 21 itens, cada um descrevendo um sintoma comum de ansiedade/depressao. O
participante ranqueou o quanto ele ou ela tem sido incomodado por cada sintoma na dltima
semana em uma escala variando de 0 a 3. Os valores obtidos em cada item foram somados.
A pontuacao total pode variar de 0 a 63 pontos. Os limiares utilizados para o BDI foram: 0 a
13 sem depressdao ou depressdao minima; de 14 a 19 depressao leve; de 20 a 28 depressao
moderada; e de 29 a 63 depressdo grave (Beck, 1961; Kovacs, 1985; Cunha, 2001). Para o
BALI, os limiares utilizados foram: de O a 7 sem ansiedade ou nivel minimo de ansiedade; de
8 a 15 ansiedade leve; de 16 a 25 ansiedade moderada; e de 26 a 63 ansiedade grave (Beck,

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

5.8 Avaliacao do olfato

Avaliamos a funcdo olfatéria através dos trés estdgios do teste Sniffin’Sticks kit
(Burghart Medizintechnik, Wedel, Germany) (Hummel, 1997). O teste € realizado através de
um dispositivo em forma de caneta, que dispensa diversos odores. E avaliado o limiar
olfatério, a capacidade de discriminacdo entre dois odores diferentes e a capacidade de
identificacdo de odores. No primeiro estdgio, o limiar olfatério foi avaliado pelo n-butanol.
Para a referida avaliac@o utilizamos dezesseis trios de canetas, sendo que em cada trio, havia
uma caneta com o odor de n-butanol (com diferentes concentracdes em cada trio) e duas

canetas continham substancias inodoras. Era solicitado que o individuo, apds apresentado as
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trés canetas, informasse qual caneta continha o odor do n-butanol. No segundo estdgio era
avaliada a capacidade de discriminacdo entre dois odores diferentes. Novamente utilizamos
dezesseis trios de canetas, sendo que em cada trio, continham duas canetas com o mesmo
odor e uma com odor diferente. No terceiro estdgio era apresentada uma caneta com odor
conhecido e, em seguida, fornecido quatro opg¢des de resposta para identificacdo do odor
apresentado. A pontuacdo mdxima em cada estigio era de 16 pontos, resultando numa
pontuacdo maxima de 48 pontos. Os participantes que tiveram o somatorio total das trés fases
superior a 30 pontos foram classificados com olfato normal (normosmia), entre 15-30 pontos
com diminui¢do do olfato (hiposmia) e pontuagdo total menor que 15 pontos com anosmia

(perda severa de olfato).

5.9 Investigacao laboratorial

Foram coletados 10 ml de sangue periférico dos participantes da pesquisa. Estas
amostras permaneciam 30 minutos em temperatura ambiente para coagular, sendo em
seguida centrifugadas a 3000 rotacOes por minuto (rpm) durante 15 minutos. Apds a
centrifugacdo, o soro foi imediatamente separado do precipitado de células vermelhas e
aliquotado em tubos graduados (2 ml). Estes tubos contendo o soro foram armazenados em
um freezer a -80° C para posterior dosagem dos anticorpos anti-P ribossomal por técnica de

Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA).
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5.9.1 Técnica de ELISA

ELISA € um teste imunoenzimatico que permite a deteccao de anticorpos especificos
no plasma sanguineo. O método utilizado para realizar o teste baseia-se na interacio

anticorpo-antigeno.

5.9.1.1 Lavagem e incubacéao

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

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

Para a lavagem, os conteudos de cada cavidade foram aspirados completamente e
adicionados 200-300 microlitros de solug@o de lavagem HRP a todos os pocos, seguida por
uma nova aspiracao. Este procedimento foi repetido mais duas vezes, totalizando um total de
trés lavagens. Depois da ultima lavagem, a placa foi invertida e colocada sobre um papel
absorvente para retirar qualquer liquido residual. Ap6s este procedimento, foram adicionados
100 microlitros do conjugado IgG HRP em cada micropogo da placa que permaneceram

incubadas por 30 minutos. A lavagem repetiu-se depois da incubacdo e 100 microlitos do

44



cromdgeno tetrametilbenzina (TMB) foram adicionados em cada micropogo. A placa foi
incubada por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente. Ao término da incubacdo
foram adicionados 100 microlitros de solucdo de parada HRP em cada micropogo. A leitura

de absorbancia (DO) de cada pogo foi feita a 450nm em até 1 hora apds a tltima incubacao.

5.9.1.2 Controle de qualidade

O Positivo Baixo ELISA, Positivo Alto ELISA e o Controle Negativo ELISA pré-
diluidos foram introduzidos em todos os ensaios, servindo de padrdo para andlise das DO.
Para que os resultados dos testes realizados fossem considerados vélidos, todos os
critérios listados abaixo deveriam ser cumpridos:
a) A absorbancia do Positivo Alto ELISA pré-diluido teve que ser maior que a absorbancia
do Positivo Baixo ELISA pré-diluido, que por sua vez teve que ser maior que a absorbancia
do Controle Negativo ELISA.
b) O Positivo Alto ELISA pré-diluido para os diferentes anticorpos pesquisados teve que
apresentar uma absorbancia maior que 1,0 enquanto que a absorbéancia do Controle Negativo
ELISA néao poderia ultrapassar 0,2.
c) O Positivo Baixo ELISA deveria ter absorbancia duas vezes maior que o Controle
Negativo ELISA e/ou ter oscilado entre 0,25 e 0,6 unidades de DO. O Controle Negativo

ELISA e o Positivo Alto ELISA serviram para monitorar falhas substanciais nos reagentes.

5.10 Analise Estatistica

Para a determinacdo dos resultados foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-

Wilk. Para as varidveis de distribuicao normal utilizamos o teste T. As varidveis categéricas
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foram analisadas pelos testes de Qui-quadrado e Exato de Fisher. Para as varidveis nao-
normais categdricas utilizamos o teste de Kruskal-Wallis, e o teste de Mann—Whitney para
comparar as varidveis categoricas. As correlacdes de Pearson e Spearman foram realizadas
para analisar as varidveis continuas. Para todas as andlises, p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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6. Resultados

6.1 Dados demograficos

Foram avaliados 120 pacientes com LES (93,3% mulheres) com idade média de 0,31
anos [Desvio Padrido (DP)*11,37 anos, intervalo: 21-67 anos] e 135 voluntarios sadios
(91,1% mulheres) com idade média de 37,68 anos (DP+12,42 anos, intervalo: 19-75 anos).
Nao observamos diferencas estatisticamente significantes entre pacientes e individuos sadios

ndo aparentados e idade (p=0,075) e sexo (p=0,275) (Tabela 3).

6.2 Caracteristicas clinicas e laboratoriais

Na data da avaliacdo olfatoria e coleta de sangue, 55 (45,83%) pacientes com LES
apresentavam doenca ativa (SLEDAI > 3), com pontuacdo média de SLEDAI de 7,24
(DP+3,27, intervalo: 3-18 pontos). Pacientes com doencga inativa [N=65 (54,17%)]
apresentavam uma média de pontuacdo de SLEDAI de 0,53 (DP+0,85, intervalo: 0-2 pontos).

A Ansiedade foi identificada em 81 (67,5%) pacientes e em 53 (39,2%) controles
(p<0,001) e depressdao em 56 (46,6%) pacientes e em 39 (28,8%) controles (p=0,004) (Tabela
3).

Observamos manifestagdes NP em 90 (75%) pacientes. Em ordem decrescente
observamos ansiedade (67,5%), depressdo (46,6%), cefaleia (19,1%), convulsdao (4,1%),
psicose (3,3%), transtorno de movimento (coreia) (2,5%), acidente vascular encefélico

(AVE) (2,5%) e sindrome confusional aguda (0,8%).
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Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e demogréficas

Pacientes Controles P
(n = 120) (n =135)
Género
Feminino (%) 112 (93,3) 123 (91,1) 0,275
Idade
40,31 £11,3 37,68 £ 12,4 0,075
(média + DP)
Tabagismo (%) 10 (8,3%) 11 (8,14%) 0,957
Ansiedade (BAI)
Leve 31 (25,83%) 28 (20,74%)
Moderada 22 (18,33%) 11 (8,14%)
Severa 28 (23,34%) 10 (7,41%)
Total 81 (67,5%) 53 (39,26%) 0,064
(média + DP) 16,67+13,72 9,09+10,42 <0,001
Depressao (BDI)
Leve 23 (19,16%) 21 (15,55%)
Moderada 20 (16,66%) 14 (10,37%)
Severa 13 (10,84%) 4 (2,96%)
Total 56 (46,66%) 39 (28,88%) 0,004
(média£DP) 14 51411,34 7,9948.82 <0,001
SLEDAI
mediana (intervalo) 2 (0-18) -
Sledai > 3 (%) 55 (45,83%) -
Sledai > 10 (%) 9(7,50%) -
SLICC
Slice > 1 (%) 82 (68,3%) -
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6.3 Alteracao Olfatdria, manifestacoes neuropsiquiatricas

As alteragdes olfatdrias foram observadas em 62 (51,6%) pacientes e em 40 (29,6%)
controles (p<0,001), sendo que a hiposmia estava presente em 60 (50%) pacientes e 39
(28,8%) controles(p<0,001) e a anosmia estava presente em 2 (1,6%) pacientes e em 1 (0,7%)
controle (p=0,603) (Tabela 4).

Os pacientes tiveram médias significativamente menores nas trés fases da avaliacio
olfatoria e, consequentemente, no somatorio total do teste (LDI) (Tabela 4). A alteragcdo
olfatoria associou-se inversamente com a presenca de ansiedade (p=0,004; R=-0,18),
depressao (p=0,001; R=-0,232), dano da doenca (p=0,002; R=-0,282) e maior idade
(p<0,001; R=-0,353). Nado encontramos associa¢do entre alteracao olfatoria e sexo (p=0,891)
ou atividade da doenca (p=0,914).

O LDI correlacionou com manifestagcdes NP pregressas, sendo que pacientes com
manifestacdes NP tinham média de LDI de 28,35 (DP+5,30) pontos, enquanto que pacientes

sem manifestacdes NP tinham média de LDI de 30,8 (DP+4,51) pontos (p=0,047).
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Tabela 4. Avaliacao olfatéria e fases do teste Sniffin’Sticks.

Pacientes Controles Valor P
(n =120) (n=135)
Alteracao de
Olfato (%) 62 (51,6%) 40 (29,6%) 0,001
Hiposmia 60 (50%) 39(28,8%) <0,001
Anosmia 2 (0,7%) 1(0,7%) 0,603
Teste do Cheiro
Limiar 7,01+3,30 8,74+3,73 <0,001
Discriminacao 11,01£2,47 11,8242,25 0,003
Identificacao 10,93+2,24 11,74+2,28 0,004
Total 28,97+5,20 32,2745,57 <0,001

6.4 Anticorpo Anti-P Ribossomal

O anticorpo anti-P ribossomal foi identificado exclusivamente em pacientes e estava

presente em 13 (10,8%) deles, sendo que 11 destes tinham histérico de manifestacdes NP no

decorrer da doenca (p<0,001).

Os pacientes com anticorpos anti-P ribossomal positivos tiveram desempenho
significativamente melhor na avaliag¢do olfatdria, sendo que estes obtiveram uma média de
LDI de 32,30 (DP+4,24) pontos, enquanto pacientes com anticorpo anti-P ribossomal
negativos obtiveram uma media de LDI de 28,56 (DP+5,18) pontos (p=0,010). Observando-

se as fases da avaliacdo olfatdria, pacientes com anticorpo anti-P ribossomal positivos
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tiveram desempenho significativamente superiores na fase de identificagdo (p=0,004)
somente, sendo que na fase de avaliacido de limiar olfatério (p=0,366) e discriminagdo de
odores (p=0,526), estes ndo foram estatisticamente significativos (Tabela 5).

O anticorpo Anti-P ribossomal ndo associou-se com a presenca de manifestacdes NP
pregressas (p=0,730), porém quando analisamos os subitens de manifestacbes NP
separadamente, observamos associa¢ao entre anticorpo anti-P ribossomal positivo e psicose
(p=0,046).

Observamos ainda associacdo do anticorpo anti-P ribossomal com intensidade da
atividade da doenca, sendo que pacientes com anticorpo anti-P ribossomal positivos tinham
média de SLEDAI de 6,07 (DP+4,59), enquanto pacientes com anticorpo anti-P ribossomal
negativos tinham média de SLEDAI de 3,37 (DP+3,96) (p=0,021). A presenca do anticorpo
anti-P ribossomal ndo foi associada com outras manifestagdes clinicas, laboratorias e de

tratamento.

Tabela 5. Avaliacio olfatdria e anticorpo anti-P ribossomal em pacientes.

Pacientes Pacientes P

Anti-P + (13) Anti-P - (107)

Teste do Cheiro
Limiar 8,07+£3,54 6,89+3,26 0,366
Discriminacao 11,61+2,36 10,9442 .47 0,526
Identificacao 12,61+1,76 10,7242.21 0,004
Total 32,3044,24 28,56+5,18 0,010
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7. Discussao

7.1 Alteracao Olfatoria no LES

O olfato tem um papel importantissimo no reconhecimento de ambiente, ativagao do
estado de alerta, humor e gustacdo (Buck, 1991).

As alteragdes olfatérias podem trazer, através de mecanismos complexos, efeitos
sobre o humor, comportamento, qualidade de vida e resposta imune nos pacientes com LES
(Moscavitch, 2009; Shoenfeld, 2009).

O processo de identificacdo do olfato € extremamente complexo (Strous, 2006).
Foram identificados 1000 genes em murinos € 350 em humanos que codificam os sinais
recebidos dos receptores de odor do epitélio olfativo que possibilitam a distincdo de
aproximadamente 1 trilhdo de odores diferentes (Buck, 1991; Bushdid, 2014).

Em pacientes com doenca de Parkinson, a alteracdo olfatéria é considerada um
marcador diagndstico pré-clinico (Doty, 1988; Becker, 2002; Braak, 2003; Siderowf, 2006;
Oka, 2010; Takashi, 2013) e estd presente em até 90% dos pacientes (Doty, 2007). Outro
estudo por tomografia por emissao de pésitrons apontou que o desempenho na identificagdao
de odores foi intimamente associado com uma ampla disfuncao cortical do cortex piriforme
e da amigdala (Baba, 2011).

As alteragdes olfatdrias também foram estudadas em doenca de Alzheimer (Graves,
1999; Wilson, 2007; Hawkes, 2009; Devanand, 2010; Schofield, 2012), esquizofrenia
(Malaspina, 1994; Malaspina, 2002; Malaspina, 2003; Seckinger, 2004; Compton, 2006;
Moberg, 2006) e outras doencas neurodegenerativas, associando-se principalmente com

surgimento de disfun¢des motoras e de acometimento neuropsiquidtrico.
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N

As alteragdes olfatorias estdo associadas a alteracdo da sensibilidade gustativa,
levando a uma diminui¢do do prazer de comer com consequente mudanca na dieta alimentar,
interferindo de forma significativa na qualidade de vida do individuo (Aschenbrenner, 2008).
As alteracdes olfatérias também estdo associadas com diversas alteracdes imunoldgicas,
como vem sendo descritos em modelos animais (Schiffman, 1999; Menzel, 2001; Song,
2002; Song, 2005).

A elucidag¢do das ligacdes neuroanatdomicas existentes entre o sistema olfatorio,
regides do sistema limbico e técnicas de imagem vém contribuindo para o fortalecimento da
proposta de que existe um mecanismo autoimune desencadeador de alteragdes olfativas.

No LES existe apenas um estudo que avaliou o sistema olfatério em 50 pacientes e
50 controles (Shoenfeld, 2009). Neste estudo, observou-se um déficit olfatério no LES
quando comparados a controles. Nos pacientes, o déficit olfatério associou-se com atividade
da doenca, envolvimento do SNC, sexo masculino e idade mais avangada, porém, este estudo
nao avaliou alteracdes de humor e ansiedade (Shoenfeld, 2009).

Em nossa coorte, assim como no estudo prévio (Shoenfeld, 2009) observamos déficit
olfatério mais frequentemente em pacientes quando comparados aos controles. Nao
observamos correlacdo entre o LDI e atividade da doenca e sexo masculino, porém
observamos que o LDI correlacionou-se indiretamente com indice de ansiedade, de depressao

e com a presen¢a de manifestacdoes NP.
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7.2 Manifestacoes neuropsiquiatricas e anticorpos Anti-P Ribossomal

As manifestagdes NP estavam presentes em 75% dos pacientes estudados, sendo que
as mais frequentemente encontradas foram ansiedade (67,5%), depressao (46,6%), e cefaleia
(19,1%). A psicose estava presente em 4 (3,3%) pacientes.

Na literatura, as manifestacdes NP mais frequentemente observadas sdo transtornos
de humor (Ainiala, 2001; Brey, 2002; Afeltra, 2003; Sanna, 2003; Hanly, 2004; Nery, 2008;
Scinska, 2008), transtornos de ansiedade (Brey, 2002; Afeltra, 2003; Nery, 2008; Aldar,
2012), psicose (Ainiala, 2001; Brey, 2002; Sanna,2003; Hanly, 2004; Nery, 2008) e estado
confusional agudo (Brey, 2002; Hanly, 2004; Nery 2008).

Vinte anticorpos especificos para o cérebro tém sido associados com envolvimento
NP (Zandman-Goddard, 2007). No LES, o anticorpo anti-P ribossomal se destaca pela sua
alta especificidade para o LES e pela baixa prevaléncia e em baixos titulos em outras doengas
e individuos saudaveis (Isshi, 1996; Ghirardello, 2000; Mahler, 2006; Shovman, 2006).

Embora descrito hd mais de 30 anos, o anticorpo anti-P ribossomal nao é
rotineiramente dosado em pacientes com LES e ndo ha consenso quanto a sua correlagdo com
quadro clinico e quanto ao seu papel na patogénese de LES (Elkon, 1985; Caponi, 1995;
Conti, 2004; Nery, 2007; Fragoso-Loyo, 2008; Olesinska, 2010; Carmona-Fernandes, 2013).
Estes anticorpos ndo sao exclusivos do LES, tendo sido j4 descritos em esclerose sist€émica,
sindrome de Sjogren e dermatomiosite (Muro, 2009), estando também presentes no soro de
individuos sauddveis em estudos clinicos (Press, 1996; Agmon-Levin, 2009; Moscavitch,
2009) e laboratoriais (Stafford, 1995; Anderson, 1998; Pan, 1998). Especificamente no LES,

o anticorpo anti-P ribossomal estd associado a apoptose e neurodegeneracdo da amigdala e
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do hipocampo, regides relacionadas com emocdes, memoria, e sentido olfatério (Katzav,
2007; Matus, 2007; Appenzeller, 2006; Emmer, 2006).

O anticorpo anti-P ribossomal € altamente especifico para o LES e na maioria dos
estudos ele estd presente em 6 a 20% dos pacientes (Gerli, 2002; Mahler, 2004; Mahler, 2006;
Toubi, 2007; Aldar, 2012), sendo encontrado em 46% dos pacientes em um estudo asiatico
(Isenberg, 1997).

Um estudo multicéntrico, com 947 pacientes e 1113 controles, demonstrou a
especificidade do anticorpo anti-P ribossomal para o LES (99,3%) (Mahler 2006). As
discrepancias nas frequéncias de anticorpos anti-P ribossomal relatadas no LES podem estar
associadas a caracteristicas genéticas e ambientais das populagdes estudadas (Sato, 1991;
Nojima, 1992; Teh, 1993; Teh, 1994; Arnett, 1996; Reichlin, 1999; Gerli, 2002; Mahler,
2006; Ortega-Hernandes, 2009).

A associagdo entre anticorpo anti-P ribossomal e manifestacdes NP no LES ainda é
controversa (Derksen, 1990; Scheneebaum, 1991; Van Dam, 1991; Teh, 1992; Gerli, 2002;
Conti, 2004; Nery, 2007; Fragoso-Loyo, 2008; Haddouk, 2009). Diferentes técnicas de
dosagem e intervalos de tempo diferentes entre as manifestacdes e a dosagem dos anticorpos
podem explicar algumas das discrepancias relatadas (Agmon-Levin, 2009; Carvalho, 2010).
Ao contrério das dosagens de anticorpo anti-P ribossomal a partir do soro, dosagens a partir
do liquido cefalorraquidiano (LCR) parecem ser mais especificas (Yoshio, 2005; Hirohata,
2007).

Nas ultimas duas décadas, houve um grande avango na elucidag¢do do possivel papel
patogénico do anticorpo anti-P ribossomal e sua possivel associagdo com manifestacdes NP
no LES. Apesar de todas as evidéncias, nem todos pacientes com anticorpo anti-P ribossomal

tem psicose ou outras manifestacdes NP e estes anticorpos ndo estdo presentes em todos
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pacientes com psicose (Carvalho, 2010). Assim, outro estudo sugere que as lesdes neuronais
que supostamente provocam psicose € outras manifestacdes NP, ndo devam ser causadas
exclusivamente pelo anticorpo anti-P ribossomal, tendo como coadjuvantes citocinas (IL6 e
IL8), complexos imunes e outros autoanticorpos (DeGiorgio, 2001; Kowal, 2004; Yoshio,
2005; Carmona-Fernandes, 2013).

Em estudo animal, a inje¢@o intracerebral do anticorpo anti-P ribossomal, resultou em
desenvolvimento de comportamento depressivo e diminui¢do da resposta a estimulos
olfatorios (Katzav, 2007). A andlise histolégica do cérebro dos animais demonstrou a
presenca de anticorpo anti-P ribossomal em regides do sistema limbico, relacionadas com o
olfato e transtornos de humor e ansiedade (Katzav, 2008).

Em um estudo anterior do nosso grupo em pacientes com LESj, resultou em
associacao entre niveis de anticorpo anti-P ribossomal e ansiedade, sugerindo o envolvimento
da amigdala. Nao foi observada associacdo com quaisquer outras manifestacoes laboratoriais
e de tratamento (Aldar, 2012).

Nao observamos associa¢do entre positividade do anticorpo anti-P ribossomal e
presenca de manifestacoes NP, porém, em nossa coorte, tivemos 13 (10,8%) pacientes com
anticorpo anti-P ribossomal positivo, similar a porcentagem encontrada em outras coortes
(Gerli, 2002; Mahler, 2006; Toubi, 2007; Mahler, 2008; Olesinka, 2010; Hanly, 2011).
Quando analisamos separadamente os critérios de manifestacdes NP, observamos correlagdao
do anticorpo anti-P ribossomal com psicose, como previamente relatado (Nojima, 1992;
Press, 1996; Chan, 1998; Isshi, 1998; Kao, 1999; Tzioufas, 2000; Ebert, 2005; Yoshio, 2005;
Mahler, 2006; Hirohata, 2007; Shoenfeld, 2007; Abdel-Nasser, 2008; Hanly, 2008; Briani,
2009; Olesinka, 2010; Hanly, 2011). O anticorpo anti-P ribossomal também associou com

atividade da doencga, como vem sendo sugerido por diversos estudos (Bonfd, 1987; Hockberg,
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1997; Gerli, 2002; Arbuckle, 2003; Mahler, 2004; Mahler, 2006; Toubi, 2007; Olesinska,
2010; Carmona-Fernandes, 2013).

Ao contrario do que esperdvamos, observamos que pacientes com positividade para
o anticorpo anti-P ribosomal, tinham um desempenho significativamente melhor na avaliacio
olfatdria do que pacientes com anticorpo anti-P ribossomal negativos. Nao existe na literatura
estudos que avaliaram anticorpo anti-P ribossomal e olfato. Acreditamos que este achado
pode ser melhor compreendido em um estudo longitudinal, acompanhando o padrdo de
positividade do anticorpo anti-P ribossomal, podendo assim avaliar se esses pacientes com
anticorpo anti-P ribossomal positivo terdo o desenvolvimento de alteracdes olfatorias no

decorrer do tempo e/ou desenvolvimento de manifestacdes NP.
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8. Conclusoes

8.1 Observamos uma prevaléncia de distirbios olfatério significativamente maior no LES

(51,6%) quando comparados aos controles (29,6%).

8.2 A presencga de alteragdes olfatdrias correlacionou-se com ansiedade, depressdo, idade e

ao dano cumulativo no LES.

8.3 Os anticorpos anti-P ribossomal estavam presentes exclusivamente em pacientes (10,8%)
e associaram-se com psicose e atividade da doenga. Ndo observamos associacdo entre

anticorpos anti-P ribossomal e diminui¢do do olfato.
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