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“Por oposicao aos gerontologistas, que

analisam a velhice como um processo bioldgico, eu estou interessado
na velhice como um acontecimento estético. A velhice tem

a sua beleza, que € a beleza do crepusculo. A juventude eterna,

gue é o padrao estético dominante em nossa sociedade, pertence

a estética das manhas. As manhas tém uma beleza unica, que lhes
€ prépria. Mas o crepusculo tem um outro tipo de beleza, totalmente
diferente da beleza das manhés. A beleza do crepusculo é

tranquila, silenciosa — talvez solitaria. No crepusculo tomamos
consciéncia do tempo. Nas manhéas o céu € como um mar azul,
imovel. No crepusculo as cores se pdem em movimento: o azul

vira verde, o verde vira amarelo, o amarelo vira abébora, o ab6bora
vira vermelho, o vermelho vira roxo — tudo rapidamente. Ao

sentir a passagem do tempo nos apercebemos que é preciso viver o
momento intensamente. Tempus fugit — o tempo foge — portanto,
carpe diem — colha o dia. No crepusculo sabemos que a noite esta
chegando. Na velhice sabemos que a morte estd chegando. E isso
nos torna mais sabios e nos faz degustar cada momento como

uma alegria Unica. Quem sabe que esté vivendo a despedida olha
para a vida com olhos mais ternos...”

Trecho do livro As cores do Crepusculo: a Estética do Envelhecer.
Rubem Alves, 2001



RESUMO

Introducéo: teldmeros sdo complexos proteicos localizados no topo de cada brago dos
Cromossomos, essenciais para a manutencdo da estabilidade do genoma. O
encurtamento dos telémeros € encontrado no envelhecimento fisiolégico e na
senescéncia relacionada ao lupus eritematoso sistémico (LES). Objetivo: comparar o
comprimento relativo dos teldbmeros (CT) em pacientes com LES e controles;
correlacionar o CT de pacientes com LES com desfechos clinicos, comorbidades e
tratamentos. Métodos: estudo transversal comparando pacientes com LES e controles,
com idade entre 18 e 60 anos, pareados por sexo e idade. Os dados clinicos e
demograficos foram sexo, idade, escolaridade, classificacdo étnico-racial, comorbidades,
medidas antropométricas e comprimento relativo do teldmero, pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Esta técnica se baseia na determinacdo da
média dos cycle thresholds (Cts), ou valor do ciclo limiar, que corresponde ao numero do
ciclo no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reacdo ultrapassa o limiar de
fluorescéncia. A média dos Cts do DNA telomérico é normalizada pela média dos Cts do
gene de copia Unica (36B4) a fim de garantir o controle endégeno das reacdes e resulta
no comprimento relativo dos telémeros. Além disso, para 0s casos, avaliamos
manifestacdes clinicas e tratamentos anteriores e atuais, atividade da doenca (SLEDAI-
2K), dano (SLICC/ACR-DI), cognigdo (mini-exame do estado mental, teste de fluéncia,
teste do relégio Schulman, lista de palavras do CERAD, fadiga (FACIT-Fadiga),
depressdo, ansiedade e estresse (DASS21) e atividade fisica (IPAQ-SF). As
comparacoes das variaveis foram realizadas por meio do teste t de Student ou do teste
de Mann-Whitney. As correlagbes foram avaliadas com o coeficiente de correlagao de
Spearman. As caracteristicas com valor-p inferior a 0,25 na andlise univariada foram
inseridas no processo de ajuste do modelo multivariado inicial. Foram realizados cinco
modelos de analise multivariada. Quando presente mais de uma caracteristica cognitiva,
foram incluidas no modelo separadamente mantendo no modelo inicial aguela com
menor valor-p. Em seguida, foram acrescentadas todas as outras, aplicado o método
stepwise backward e foram sendo retiradas uma a uma até que restaram no modelo final

apenas aquelas com significancia estatistica (valor-p < 0,05). Por fim, objetivando



encontrar modelos alternativos, foi testada a troca da caracteristica de cogni¢cdo que
permaneceu no modelo pelas demais que sairam na etapa I; foi testada também a
inclusdo uma a uma de todas as outras variaveis com valor-p inferior a 0,25 na univariada.
As andlises foram realizadas pelos programas R versdo 3.6.3 e MINITAB. Foi
considerado nivel de significancia de 5%. Resultados: Sessenta pacientes com LES e
cinquenta e cinco controles foram incluidos. Entre os pacientes, 75% foram
diagnosticados com LES na idade adulta, 25% diagnosticados na infancia; 86,7% eram
do sexo feminino (média de idade de 37 anos); 15% tinham sindrome antifosfolipidica
(SAF), 51,7% tinham historia prévia de nefrite e 23,3% tinham envolvimento
neuropsiquiatrico. Entre os controles, 87,3% eram do sexo feminino (média de idade de
38 anos). Nao houve diferenca entre os grupos quanto ao sexo (p=0,924) e idade
(p=0,737). Pacientes com LES tiveram CT significativamente menor que 0s controles,
com mediana de CT de 0,80 e 1,07, respectivamente (p=0,005). No modelo de regresséo
multipla (R?=18,4%), os pacientes com SAF apresentaram teldmeros mais longos quando
comparados aos pacientes sem SAF (p=0,007). Em contrapartida, os pacientes com
sintomas de ansiedade em grau moderado apresentaram CT menor (p=0,015) quando
comparados aos pacientes sem sintomas de ansiedade ou com sintomas leves. Nao
houve associacao com atividade de doenca ou dano. Conclusdes: este estudo mostrou
gue pacientes com LES possuem comprimento relativo de teldmeros menores que 0s
controles, como evidenciado em estudos prévios, assim como pacientes com LES e
sintomas moderados de ansiedade, associacdo ja descrita em outras populacdes. Nao
ha dados na literatura que corroborem com o achado de teldmeros mais longos em
pacientes com LES e SAF, o que demanda estudos futuros para elucidar esta associacao.
Estudos longitudinais sdo essenciais para avaliar as implicacdes clinicas relacionadas ao
CT.

Palavras-chave: lUpus eritematoso sistémico; teldbmero; senescéncia; envelhecimento.



ABSTRACT

Introduction: telomeres are protein complexes located at the top of each arm of
chromosomes, essential for maintaining the stability of the genome. Telomere shortening
is found in physiological aging and senescence related to systemic lupus erythematosus
(SLE). Objective: to compare the relative telomere length (TL) in SLE patients and
controls; to correlate TL of SLE patients with clinical outcomes, comorbidities, and
treatments. Methods: cross-sectional study comparing patients with SLE and controls,
aged 18 to 60 years, matched by sex and age. Clinical and demographic data were sex,
age, education level, ethnic-race classification, comorbidities, anthropometric measures
and relative TL, assessed by the real-time polymerase chain reaction (QPCR). This
technique is based on determining the average cycle thresholds (Cts), which corresponds
to the cycle number in which the fluorescence generated within a reaction exceeds the
fluorescence threshold. The average Cts of telomeric DNA is normalized by the average
Cts of the single-copy gene (36B4) in order to guarantee endogenous control of reactions.
Additionally, for cases, we evaluated previous and current clinical manifestations and
treatments, disease activity (SLEDAI-2K), damage (SLICC/ACR-DI), cognitive
assessment (mini-mental state examination, fluency test, Schulman clock test, word list),
fatigue (FACIT-Fatigue), depression, anxiety and stress (DASS21), and physical activity
(IPAQ-SF). Comparisons of variables were performed using Student's t-test or Mann-
Whitney test. Correlations were evaluated with Spearman’'s correlation coefficient.
Characteristics with a p-value lower than 0.25 in the univariate analysis were included in
the adjustment process of the initial multivariate model. Five multivariate models were
performed. When more than one cognitive characteristic was present, they were included
in the model separately, keeping the one with the lowest p-value in the initial model. Then,
all the others were added, the stepwise backward method was applied and they were
removed one by one until only those with statistical significance (p-value < 0.05) remained
in the final model. Finally, aiming to find alternative models, the exchange of the cognition
characteristic that remained in the model for the others that left in stage | was tested; the
inclusion one by one of all other variables with a p-value less than 0.25 in the univariate

was also tested. The analyzes were made in the R version 3.6.3 and MINITAB programs.



A significance level of 5% was considered. Results: Sixty SLE patients and fifty-five
controls were included. Among patients, 75% were diagnosed with SLE in adulthood, 25%
diagnosed in childhood; 86.7% were female (average age 37 years); 15% had
antiphospholipid syndrome (APS), 51.7% had a previous history of nephritis and 23.3%
had neuropsychiatric involvement. Among controls, 87.3% were female (mean age 38
years). There was no difference between the groups regarding gender (p=0.924) and age
(p=0.737). Patients with SLE had significantly lower TL than controls, with a median TL of
0.80 and 1.07, respectively (p=0.005). By the multiple regression model (R?*=18.4%),
patients with APS had longer telomeres when compared to patients without APS
(p=0.007). On the other hand, patients with moderate anxiety symptoms had lower TL
(p=0.015) when compared to patients without or with mild anxiety symptoms. There was
no association with disease activity or damage. Conclusions: this study showed that
patients with SLE have shorter telomeres than controls, as evidenced in previous studies,
as well as patients with SLE and moderate symptoms of anxiety, an association already
described in other populations. There are no data in the literature that corroborate the
finding of longer telomeres in patients with SLE and APS, which requires future studies to
elucidate this association. Longitudinal studies are essential to evaluate the clinical

implications related to TL.

Keywords: systemic lupus erythematosus; telomere; senescence; aging.
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1. INTRODUCAO

1.1LUpus Eritematoso Sistémico

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria autoimune cronica, com
fendtipo clinico muito variado. Caracteriza-se pela hiperativacéo de células B, deposicao
de imunocomplexos, elevada produgdo de autoanticorpos e dano multi-organico!. Sua
etiopatogénese envolve multiplos fatores entre eles a predisposicdo genética, a
regulacdo epigenética pos-transcricional, o desbalanco hormonal, os estimulos
ambientais como infec¢des e agentes fisicos, e 0 estresse psiquico. Nos Estados Unidos,
segundo dados publicados no ano de 2016, a prevaléncia da doenca era,
aproximadamente, 241 pessoas por 100.000 habitantes® 3. Ao redor do mundo, as
maiores incidéncias estimadas estdo na América do Norte (23,2/100.000 pessoas/ano) e
as menores na Africa (0,3/100.000 pessoas/ano)3 4. No Brasil, a prevaléncia estimada é
de 150.000 a 300.000 adultos com LES, com incidéncia aproximada de 98/100.000
pessoas/ano® °. Afeta mais mulheres que homens (6:1), mais pretos que brancos, com
maior incidéncia entre a terceira e a sétima décadas de vida em mulheres, e entre a
quinta e sétima décadas em homens, predominando em adultos jovens®. A doenca que
se inicia antes dos 18 anos é chamada de lapus juvenil ou pediatrico e representa 10-
20% dos casos de LES nos Estados Unidos. O IUpus eritematoso sistémico juvenil € mais
grave, com mais altos indices de atividade de doenca, mais reativacées, maior dano e
maiores taxas de hospitalizacdo, quando comparado com o lupus de inicio na idade

adulta? .

1.2 Senescéncia Celular e Imunossenescéncia

Envelhecimento ou aging € definido como o processo de degeneracao progressiva e
declinio funcional de o6rgédos e tecidos. Marcos do envelhecimento sabidamente
conhecidos sdo a erosdo do teldmero, a instabilidade do genoma, desregulacdo génica
por alteracdes epigenéticas (como acetilacdo de histonas, metilacdo do DNA e

remodelamento de cromatina), a perda da proteostase, a exaustdo de células-tronco, a
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disfuncdo mitocondrial, a senescéncia celular e o inflammaging’. As alteracdes da funcéo
imunologica relacionadas ao envelhecimento, chamada imunossenescéncia, se
caracterizam pela habilidade reduzida em reconhecer novos antigenos e em manter a
auto tolerancia, e cursa com alteracdes estruturais do sistema imune, como a involugéo
do timo, e disfuncdo das respostas imunes tanto inata quanto adaptativa’: & °. Mudancas
na imunidade inata envolvem a reducdo no numero de mondcitos e células dendriticas
(CDs) circulantes, declinio da atividade fagocitica dos macréfagos e neutrofilos, reducao
da expressao de receptores semelhantes a Toll, afetando vias de sinalizacao intracelular,
e comprometimento na capacidade de apresentar antigenos pelas CDs'°. Embora o
envelhecimento afete globalmente as células do sistema imunoldgico, as células T
parecem ser as mais afetadas. Uma caracteristica marcante do envelhecimento é a perda
progressiva da expressao da molécula coestimuladora CD28, importante para ativacdo e
proliferacéo de linfécitos T7. Ocorrem ainda mudangas nos receptores de células T (TCR),
além do acumulo de células T senescentes e alteracdes no repertdrio de subpopulacdes
de linfécitos. Nota-se reducéo de células T naives, aumento de células T regulatérias —
Tregs CD4*FoxP3* — e expansado oligo clonal, com fenétipo efetor de memoaria proé-

inflamatério, com baixa diversidade de receptores de membrana® 1% 1112,

Entre as fungdes timicas estédo a selecdo negativa de células T auto reativas via apoptose
e a producdo de Tregs, diretamente relacionadas a supressdo da auto reatividade para
corrigir eventuais falhas na selecdo negativa®. A perda destes mecanismos regulatérios
e 0 consequente escape de células T auto reativas para a periferia, em associacdo ao
acumulo de células somaticas senescentes resultantes do processo de envelhecimento
fisiologico, levam a um estado pré-inflamatério de baixo grau, mas acima do normal,
condicao chamada de fenétipo secretdrio associado a senescéncia (do inglés SASP —
senescence-associated secretory phenotype), também denominada inflammaging®. Este
ambiente inflamatério e o acumulo de células sométicas senescentes (funcionalmente
inertes, mas secretorias) predispdem a condi¢cdes degenerativas, como o diabetes
mellitus (DM) tipo II, a doenca de Alzheimer (DA) e a aterosclerose® °. Além disso, as

células CD4*CD28 estdo aumentadas em condi¢gdes inflamatdrias cronicas como a artrite
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reumatoide (AR), as doencas cardiovasculares, a doenca renal cronica (DRC) e as

infeccdes cronicas como a infecgdo pelo citomegalovirus??.

Alguns outros mecanismos de senescéncia celular sdo sugeridos como 0 estresse
oxidativo e as infeccdes cronicas, especialmente as virais. Ativacao persistente do
sistema imune por infec¢des virais crbnicas, sejam ativas ou latentes, leva a um estado
pré-inflamatério de baixo grau que causa exaustédo funcional de linfocitos T, telomerase
mal funcionante e consequente encurtamento do teldmero® 10 13 14 O resultado mais
deletério deste encurtamento precoce € a inducdo de células T senescentes, com
incapacidade replicativa e resistentes a apoptose!4. O estresse oxidativo prolongado e as
espécies reativas de oxigénio estdo relacionados ao encurtamento do telémero,
possivelmente pela reducéo da atividade da telomerase, e fazem parte do mecanismo
patogénico de diversas doencas, como aterosclerose, infarto do miocardio e doencas
imunomediadas, como a artrite reumatoide, a artrite idiopatica juvenil e o LES, entre

outras 9 1516

Como consequéncia, ha pior resposta imune a novos antigenos, resposta prejudicada as
vacinas, maior susceptibilidade a infec¢des e neoplasias, além de menor habilidade para
distinguir antigenos préprios de antigenos nao-proprios, levando a quebra da

autotolerancia® 9 11: 1315,

1.3 LES e senescéncia celular

Muitas semelhancas sédo encontradas entre o processo fisiolégico de envelhecimento e
a senescéncia relacionada ao LES. Ocorrem mudancgas no repertério de células imunes
com diminuicdo de células T naive, expansao oligoclonal de células T de memdria e
ativacdo de linfocitos B, levando a hipergamaglobulinemia e a producdo de
autoanticorpos® % 1317 Analise de biomarcadores de senescéncia em pacientes com LES
demonstram aumento da subpopulacéo de linfécitos T senescentes (CD4*CD28°), além
de aumento da razdo IL-6/TGF-B que acarreta a producdo de IL-22, polarizando a
resposta celular T para o eixo Thl7, perpetuando a inflamacdo (Tabela 1)°.

Comparativamente, em idosos, a expressao de CD28 cai em 85-90% das células T CD4*
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e em 40-50% das células T CD8* 18, Ugarte e colegas avaliaram, em uma coorte de
pacientes com LES, a associacdo entre células CD4*CD28" e dano e encontraram uma
associacado estatisticamente significativa com dano ocular [1,051 (ICes% 1,008-1,095;
p=0,018)], dano renal [1,025 (ICos% 1,006—1,044; p=0,009)], dano vascular periférico
[1,056 (ICes% 1,008-1,107; p=0,022)], dano cardiovascular [1,057 (ICgs% 1,019-1,096;
p=0,003)] e faléncia gonadal precoce [1,026 (ICe5% 1,003—1,049; p=0,025)]*2.

Tabela 1. Mecanismos da inflamacéo e efeitos fisiopatologicos em pacientes com lupus

eritematoso sistémico

Bases moleculares da inflamacéao

Efeitos

Reducéo da expresséo de receptores de
membrana de células T

Aumento na susceptibilidade a infeccbes

Reducdo no reconhecimento de novos

Reducéao da relacao células : .
B » > antigenos e aumento de anticorpos
naive/células de memoéria e
especificos
Reducdo de células angiogénicas : .
, Aumento do dano endotelial e morbidade
CD4*/CD28* e aumento de células

angiogénicas CD4*/CD28" cardiovascular

Desbalanco IL-6/TGF-8
Aumento Th17
Adaptado: Tsai, C. Y. etal, 2019.

Aumento de IL-22, autoimunidade
Aumento da inflamacéao

Além disso, estdo presentes no LES outros marcadores de senescéncia celular como
aumento de dano e reparo do DNA, aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio mediada pela disfungcdo mitocondrial e producdo de citocinas pro-
inflamatorias'®. Os disturbios funcionais das células imunes também podem potencializar
0 estresse oxidativo, assim como as disfungdes mitocondriais, contribuindo para a
capacidade reduzida de clarear as espécies reativas de oxigénio, aumentando o dano ao
DNA e a autofagia, e, consequentemente, potencializando a senescéncia® °. O dano
endotelial, a aterosclerose acelerada e o risco cardiovascular aumentado sdo condi¢cbes
relacionadas ao LES e néo explicadas somente por fatores de risco tradicionais. A
inflamacé&o crénica, a desregulagéo de citocinas e o perfil de subpopulacdes de células T

alterado tém sido propostos como gatilhos para este desequilibrio entre dano e reparo
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endotelial®®. Além disso, a inflamacéo contribui também para a eroséo do teléomero, tanto

pelo aumento do turnover celular, quanto pela interferéncia na acéo da telomerase?®.

A queda na timopoiese e as consequentes alteracdes funcionais do sistema imune, as
alteragcbes epigenéticas, a disfuncdo mitocondrial, a comunicacao intracelular alterada e
a instabilidade gendmica secundaria a erosao do teldomero sdo condi¢cdes presentes nos

pacientes com LES e biomarcadores do processo de envelhecimento® 1115,

1.4Telbmeros

Teldbmeros sdo complexos proteicos, essenciais para manter a estabilidade do genoma.
Localizam-se no topo de cada brago dos cromossomos e, em mamiferos, sdo compostos
por sequéncias altamente conservadas de DNA (TTAGGG)n, que variam desde 0,5
quilobases (kb) a mais de 20kb?!, organizados em uma estrutura em forma de alca,
chamada T-loop (Figura 1)°. Esta estrutura se liga a proteinas especificas, formando o
complexo shelterina (Figura 2)'6. Interacdes entre estas proteinas e o telémero permitem
que as extremidades dos cromossomos sejam distinguidas de quebras de DNA18,
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Figura 1. Diagrama simplificado que descreve a estrutura do teldbmero e sua localizagéo

no cromossomo e na célula. Fonte: Zhu H et al, 2011

/ shelterin complex

Figura 2. Esquema simplificado representando o complexo shelterina. Fonte: Zhu H et al, 2011
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A estrutura do telébmero foi inicialmente descrita por Hermann Muller, em 1938, seguido
de Barbara McClintock, em 1941, através de seus estudos em Drosophila e milho,
respectivamente??. O comprimento dos teldomeros néo é sé geneticamente determinado,
mas fatores externos como idade, estresse oxidativo, inflamacgé&o e resposta imunoldgica,
tabagismo, etilismo, obesidade e alta replicacéo celular interferem na eroséo telomérica'®
22,23,24:25 O comprimento do teldomero é muito variavel entre individuos de mesma idade
e a depender do tecido humano avaliado, sendo o teldmero mais longo na pele, no

intestino, no cérebro entre outros.

Além disso, parece ser maior em afro-americanos que caucasianos, maior em mulheres
que em homens!®, Devido a incapacidade da DNA polimerase em replicar o fim da
extremidade 3’ da fita complementar de DNA, os telébmeros encurtam naturalmente a
cada ciclo celular, perdendo progressivamente 30-150 pares de bases a cada ciclo e,

consequentemente, com o avancar da idade® 15 16: 26,

Nas células com alta atividade mitética, como as células-tronco, é importante que haja
manutenc¢do do tamanho do teldmero e isto é possivel através da acdo da telomerase?.
A telomerase é um complexo ribonucleoproteico composto de uma subunidade catalitica
transcriptase reversa (TERT — telomerase reverse transcriptase) que sintetiza novas
repeticdes teloméricas a partir de uma fita molde do componente de RNA intrinseco
(TERC - telomerase RNA component)!® 25, Broer et al. descrevem que polimorfismos
génicos em TERT e TERC estdo associados ao comprimento do telébmero e a
longevidade?®. A telomerase ndo esta ativa na maior parte das células somaticas e,

nestas células, o encurtamento ou a perda do telémero é um processo inexoravel®: 26,

A finitude da capacidade replicativa das células sométicas foi primeiramente reconhecida
por Leonard Hayflick, nos anos 60 (limite de Hayflick)'®, e atualmente é bem conhecido o
papel da eroséo do teldmero no processo de envelhecimento. Quando o teldmero se torna
criticamente curto (<5 quilobases em células de mamiferos?’), perde a capacidade de
sustentar as proteinas especializadas do complexo shelterina, implicando instabilidade

gendbmica e dano ao DNA, sinalizando a saida do ciclo mitdtico e a entrada na
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senescéncia (células inertes) ou na apoptose® 2% 27, O acimulo de células senescentes
acarreta a perda da capacidade de crescimento e reparo dos tecidos, assim como a
liberac&o de proteases, fatores de crescimento e citocinas. A medida que o sistema imune
envelhece pelos mecanismos descritos anteriormente, sua capacidade de “limpeza” das
células senescentes também fica prejudicada®®. O encurtamento do telémero é

considerado um biomarcador da senescéncia celular® 22 24:28: 29,

Diversos outros fatores podem impactar o comprimento dos teldmeros. Habitos de vida
como tabagismo, inatividade fisica e a obesidade podem interferir em seu tamanho6. Em
contrapartida, habitos de vida saudaveis impactam positivamente no encurtamento do
telomero e interferem na diminuicdo da incidéncia de doencas degenerativas, como o
DM, a hipertenséo arterial sistémica (HAS) e as doencas cardiovasculares!® 16:30, Sabe-
se também que o estresse fisico e psiquico se relacionam diretamente com o estresse
oxidativo e consequente reducdo da acado da telomerase e encurtamento acelerado do

telébmero?,

1.4.1 Encurtamento dos telébmeros e outras condi¢cdes relacionadas

Os disturbios da biologia dos teldmeros, também chamados de sindrome do telémero
curto ou telomeropatias, sdo um grupo heterogéneo de doencas decorrentes de
mutacdes que afetam os genes envolvidos nha homeostase dos teldmeros, implicando
envelhecimento precoce, com varias manifestacdes como a anemia aplasica, a fibrose
pulmonar, a cirrose hepatica criptogénica e o aumento do risco de neoplasias®®.

A disceratose congénita € uma heranca recessiva ligada ao X, protétipo entre os
distarbios da biologia dos telémeros, primeiramente descrita por Ferdinand Zinsser, no
inicio do século XX, e se manifesta com a triade de pigmentacdo cutanea, distrofia
ungueal e leucoplasia oral®t 32, A fibrose pulmonar é a manifestacéo clinica mais comum

entre estes distlrbios, com padrdo de pneumonia intersticial usual®.
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As caracteristicas clinicas aparecem frequentemente na infancia. Anormalidades na
pigmentacdo da pele e a distrofia ungueal sdo as primeiras manifestacées, geralmente
em idade menor que 10 anos. Grande parte dos pacientes evolui com insuficiéncia
medular até os 30 anos de idade. A expressao fenotipica € muito varidvel entre os
pacientes, o que causa atraso diagnostico®?.

1.4.2 Técnicas para afericdo do comprimento dos teldmeros

Existem diversas técnicas para afericdo do comprimento do telémero, incluindo terminal
restriction fragmentation (TRF) — considerado padrdo-ouro?* - medido por Southern
blotting (SB), reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), single telomere
length analysis (STELA), fluorescéncia quantitativa de hibridizagéo in situ (Q-FISH) e
flow-FISH, entre outras. A gPCR é uma das técnicas mais comumente empregadas por
ser de facil execucdao e por necessitar de pequena quantidade de DNA gendmico, quando
comparada a outras técnicas® 2% 28, Baseia-se na determinac¢do da média dos cycle
thresholds (Cts), ou valor do ciclo limiar, que corresponde ao numero do ciclo no qual a
fluorescéncia gerada dentro de uma reacéo ultrapassa o limiar de fluorescéncia. A reacao
consiste em trés etapas: desnaturacao do DNA, anelamento das sequéncias iniciadores
a sequéncia alvo a ser amplificada, e extensdo pela enzima Taq DNA polimerase. A
média dos Cts do DNA telomérico (T) € normalizada pela média dos Cts do gene de cépia
Unica (S). Esse comprimento € mensurado a partir de duas rea¢des de gPCR para cada
amostra, com amplificacdo para a sequéncia telomérica e do gene 36B4. O valor obtido
através da razao entre as duas reacdes (razao T/S) se associa ao comprimento relativo

médio dos teldomeros da amostra com relacdo a uma populagdo estudada?l 2% 33,

1.5 Antecedentes cientificos

1.5.1 LES e teldbmeros

O encurtamento dos teldbmeros em pacientes com LES j4 foi descrito. Lee e

colaboradores, em meta-analise, mostrou a diferenca entre o comprimento dos teldbmeros
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de pacientes com LES quando comparados a controles (DP médio -0,835 IC95% -1,291
a -0,380, p=0,0033), a despeito de etnia, tamanho amostral e técnica utilizada na
avaliacdo do comprimento do telémero!. Bridges e colaboradores compararam o
comprimento do teldmero de pacientes com LES diagnosticado na idade adulta versus
na faixa etaria pediatrica e demonstrou que havia encurtamento mais pronunciado em
pacientes com LES pediatrico e isto estava relacionado ao tempo de doenca (b = -0.008;
IC95%: —0.016 a —0.001; p<0,001)?. Haque e colaboradores descreveram que pacientes
com LES (n=63) apresentaram teldbmero menor quando comparados com individuos
saudaveis (n=63) (mediana 0.97 - intervalo interquartil 0,47-1.57 versus mediana 1,53 -
intervalo interquartil 0.82—2.29; p=0.0008, respectivamente), medidos através da técnica
de gPCR?, Fatores relacionados ao menor comprimento do teldomero foram presenca de
anti-Ro (B + SE -0,36 = 0,16; p=0,023) e uso atual de corticoide (8 £ SE 0,29 £ 0,14;
p=0,046), e aumento do indice de massa corporal (3 £+ SE 0,07 £ 0,01; P < 0.0001),
tabagismo (B + SE 0,64 + 0,26; p=0,016), e a presenca de placas ateroscleréticas em
cardtidas (B + SE 0,203 + 0,177; p=0,032) foram associados ao maior comprimento do

telomero. Nao houve correlagdo com atividade de doenca e dano?.

Os teldmeros sdo considerados marcadores de senescéncia celular, mas a definicdo do
seu comprimento como biomarcador de mortalidade ou dano no LES requer avaliacao

longitudinal.

1.5.2 LES, imunossenescéncia e cognicao

Estudos sobre a prevaléncia de comprometimento cognitivo no LES tém evoluido
substancialmente, com prevaléncia relatada variando entre 14% e 75%3. Déficits em
atencdo complexa, bem como déficits na aprendizagem e evocacéo verbal e ndo verbal,
fluéncia verbal e néo verbal, funcbes psicomotoras complexas, habilidades
visuoespaciais e psicomotricidade séo fungdes comprometidas no LES e frequentemente
reportadas®* 3. Maciel e colegas relatam frequéncia de 72,2% de disfuncéo cognitiva em
54 pacientes com LES, sendo a disfungéo executiva a alteragdo mais proeminente nesta
amostra®®. Santos e colegas encontraram comprometimento em pelo menos um dominio

da cognicdo em 87,2% dos pacientes com LES juvenil, sendo a atencdo (64,1%), a
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memoria (46,2%) e a funcédo executiva (38,5%) os dominios mais afetados®’. Kalim e
colegas evidenciaram correlacdo entre disfuncéo cognitiva, especialmente atencdo e
memoria, e marcadores de imunossenescéncia em pacientes com LES. Houve uma
correlacao negativa entre células T de memoria (CD4*CD45R0O*) com memoria (r=-0,204,
p=0,039) e orientacado visual e espacial (r=-0,250, p=0,033) no mini-exame do estado
mental (MEEM). Além disso, marcadores de células T CD8* senescentes (CD28") tiveram
uma significativa correlacdo negativa com atencéo (r=-0,255, p=0,024) e memoéria (r=-
0,326, p=0,005)3&,

1.6 Justificativa

A senescéncia relacionada ao LES ainda € assunto pouco discutido. H& caréncia de
dados sobre o encurtamento dos teldmeros em pacientes com LES e sua relagdo com
desfechos clinicos. Nao ha dados sobre o encurtamento dos teldmeros em pacientes com

LES na populacéo brasileira.
Portanto, o presente estudo foi desenvolvido para testar as seguintes hipoteses:
1. Hipotese nula: o comprimento relativo do teléomero de pacientes com LES é igual ao

comprimento relativo do telébmero de individuos sem doencas inflamatorias cronicas

imunomediadas;

2. Hipdtese alternativa: o comprimento relativo do teldbmero de pacientes com LES é
diferente do comprimento relativo do teldmero de individuos sem doencas inflamatorias

cronicas imunomediadas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario

O objetivo principal deste estudo é comparar o comprimento relativo do teldmero de
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pacientes com LES com um grupo controle, sem doencas inflamatérias crénicas

imunomediadas.

2.2 Objetivos secundarios

Caracterizar a populacdo e correlacionar o comprimento relativo do telémero dos
pacientes com LES com:

- Sexo;

- [dade;

- Diagnostico de LES na infancia versus LES na idade adulta;

- Tempo de doenca, em anos, desde o diagndstico até a data da incluséo;

- Tratamentos (anos de uso e dose acumulada de antimalarico, dose acumulada de
glicocorticoide e dose acumulada de ciclofosfamida);

- Atividade da doenca;

- Dano provocado pela doenca;

- Diagnéstico de nefrite lUpica e lapus neuropsiquiatrico (LENP);

- Presenca de SAF;

- Numero de infeccdes graves, desde o diagnostico;

- Numero de internacfes hospitalares por infeccao;

- Presenca de comorbidades;

- Presenca de neoplasias;

- Presenca de comprometimento cognitivo (CD);

- Presenca de sintomas depressivos, ansiosos e estresse;

- Presenca de fadiga;

- Prética de atividade fisica.

3. METODOS

3.1 Desenho do Estudo
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Trata-se de estudo transversal para o qual foram selecionados individuos com LES, que
preencheram critérios classificatorios do Systemic Lupus International Collaborating
Clinics (SLICC) 20122 (Apéndice |) e/ou dos European League Against Rheumatism /
American College of Rheumatology (EULAR / ACR) de 20194° (Anexo Il), e controles,
com idade entre 18 e 60 anos, pareados por sexo e idade. Os participantes foram
selecionados consecutivamente, entre fevereiro e outubro de 2022. Foram excluidos os
individuos com infec¢éo aguda ou crbnica, gestantes e/ou lactantes, pacientes em terapia
renal substitutiva, cirréticos, transplantados de medula 6ssea ou 6rgéo soélido, pacientes
com sindrome de sobreposi¢éo, a excecao da sindrome antifosfolipide (SAF) e sindrome
de Sjogren secundaria, pacientes com doencas inflamatorias crénicas imunomediadas
nao-reumaticas e pacientes com lesdo estrutural em sistema nervoso central (SNC).
Foram selecionados para o grupo controle os acompanhantes de pacientes atendidos no
Hospital das Clinicas da UFMG, que ndo apresentavam doencas inflamatdérias crbnicas
imunomediadas de qualguer natureza sabidamente conhecidas, além de ndo preencher

0s critérios de exclusao acima descritos.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CAAE
50147321.9.0000.5149) (Anexo 1) e todos os participantes concordaram e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice IlI) antes de qualquer

procedimento do estudo.

Em visita Unica, foram coletados dados clinicos e demograficos de todos os participantes
da pesquisa, mediante entrevista e revisdo de prontuario (dos pacientes). Estes dados
foram catalogados e armazenados no banco de dados REDCap (Research Eletronic Data

Capture, https://project-redcap.org). A classificacdo étnico-racial e os anos de

escolaridade foram dados autodeclarados, conforme definicdo do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE)*!.

Além do preenchimento da ficha clinica (Apéndice Ill), foi coletada amostra de sangue
total de cada participante, para realizagdo dos exames laboratoriais necessarios, alvo de

estudo desta pesquisa.
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3.2 Amostra (n)

O célculo amostral foi feito baseado em estudo que também avaliou o comprimento do
teldomero em pacientes com LES e controles saudaveis*?. O célculo foi realizado em

calculadora online, disponivel em: https://clincalc.com/stats/samplesize.aspx , avaliando

dois grupos de estudo independentes, com uma variavel continua como endpoint
primério, incluindo os parametros estatisticos do grupo de estudo (grupo 1) a média de
comprimento do teldbmero de 4,38+3,58 e da populacdo de comparac¢do (grupo 2) a média

de 6,37, considerando a =5% e =80% (n casos = 51; n controles = 51).

3.3 Avaliacéo de Atividade de Doenca

Atividade de doenca foi avaliada através do Systemic Lupus Disease Activity Index 2000
(SLEDAI-2K) modificado*® (Apéndice IV). Foram considerados em remissdo clinica
agueles pacientes com SLEDAI igual a zero independente da sorologia, Physician Global
Assessment (PhGA) < 0,5, podendo o paciente estar em uso de antimaléricos,
prednisona < b5mg/dia e/ou imunossupressores em doses estaveis incluindo
imunobioldgicos, conforme Definitions of Remission in SLE (DORIS)*. Foram
classificados como pacientes em baixa atividade de doenca aqueles com SLEDAI < 4
sem atividade renal, em SNC, cardiopulmonar e vasculite — e sem anemia hemolitica ou
atividade do trato gastrointestinal e sem atividade nova desde a Ultima avaliacéo e dose
atual de prednisona (ou equivalente) < 7,5mg e doses estaveis de imunossupressor,
segundo critérios de baixa atividade de doenca®. Foram considerados pacientes com
atividade cronica persistente aqueles ativos por mais de 6 meses e que nao preencheram
critérios para baixa atividade de doenca. Foram considerados em exacerbacao aqueles
pacientes com manifestacdes clinicas e/ou laboratoriais novas de doenca ou piora de

atividade, que tenha ocorrido nos ultimos 6 meses.

3.4 Avaliagéo de Dano


https://clincalc.com/stats/samplesize.aspx
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O dano provocado pela doenga foi mensurado através do Systemic Lupus International
Collaborating Clinics / American College of Rheumatology Damage Index (SLICC/ACR -
DI1)*¢ (Apéndice V). Foi considerada auséncia de dano SLICC-DI igual a zero e presenca

de dano, maior ou igual a 1.

3.5 Diagnostico de Nefrite Lupica e LENP

Foi considerada nefrite lUpica a presenca de sedimento urinério ativo, definido por
hematuria glomerular e/ou cilindros celulares, e/ou proteinuria 2 500mg, medida em 24
horas, ou relacao proteina/creatinina = 0,5, em amostra isolada de urina, e/ou bidpsia
renal compativel, conforme definicdo da Sociedade Brasileira de Reumatologia®’. Foram
considerados com nefrite aqueles pacientes com sinais de nefrite ativa no momento da
inclusdo e aqueles com histérico prévio descrito no prontuério. Foi considerado IUpus
neuropsiquiatrico as sindromes neurolégicas do sistema nervoso central, periférico e
autonémico, desde que excluidas outras causas, seguindo a definicdo do Colégio
Americano de Reumatologia®®. Foram incluidos aqueles pacientes com histérico prévio

de LENP descrito no prontuario.

3.6 Presenca de SAF

Foram considerados aqueles pacientes com pelo menos um dos critérios clinicos e um

dos critérios laboratoriais, como descrito por Sapporo e atualizado em Sydney*°:

1. Critérios clinicos:

1.1 Trombose vascular: um ou mais episédios clinicos de trombose arterial,
venosa ou de pequenos vasos, em qualquer tecido ou 6rgdo. A trombose deve ser
confirmada por critérios validados (ou seja, resultados inequivocos de estudos de
imagem ou histopatologia apropriados). Para confirmacgéo histopatologica, a trombose

deve estar presente sem evidéncia significativa de inflamacéo na parede do vaso;
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1.2 Morbidade na gravidez: uma ou mais mortes inexplicaveis de um feto
morfologicamente normal na ou apés a 10? semana de gestacdo, com morfologia fetal
normal documentado por ultrassom ou por exame direto do feto, OU um ou mais
nascimentos prematuros de um recém-nascido morfologicamente normal antes da 342
semana de gestacdo devido a eclampsia ou pré-eclampsia grave ou insuficiéncia
placentaria OU trés ou mais abortos espontaneos consecutivos e inexplicaveis antes da

102 semana de gestacao.

2. Ciritérios laboratoriais:

2.1 Anticoagulante lapico (AL) presente no plasma, em duas ou mais ocasides

com pelo menos 12 semanas de intervalo;

2.2 Anticorpo anticardiolipina (aCL) do isotipo IgG e/ou IgM no soro ou plasma,
presente em titulo médio ou alto (ou seja, >40 GPL ou MPL, ou > 99.° percentil), em duas

ou mais ocasifes, com pelo menos 12 semanas de intervalo;

2.3 Anticorpo anti-b2 glicoproteina-I do isotipo IgG e/ou IgM no soro ou plasma (em titulo
> percentil 99), presente em duas ou mais ocasides,

com pelo menos 12 semanas de intervalo, medido por um ELISA padronizado.

3.7 Avaliacédo de Infec¢cBes Graves e Oportunistas

Foram consideradas infec¢Oes graves aquelas que motivaram internacao hospitalar, com
ou sem passagem por Unidade de Terapia Intensiva, comprovadas por sumario de alta e
descritas em prontuario médico, além das infeccdes oportunistas (10s), presenciadas
pela equipe assistente. Foram consideradas IOs aquelas que ocorrem mais gravemente
e/ou mais frequentemente em individuos imunocomprometidos® e causadas por
bactérias, fungos, virus e parasitas, tais como tuberculose, sifilis, toxoplasmose,
candidiase orofaringea e esofageana, criptococose, infeccdo por Pneumocystis jiroveci,

criptosporidiose, microsporidiose, aspergilose, doenca invasiva por citomegalovirus,
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infeccbes por herpes simples, infecgbes por virus varicela-zoster, infeccdo pelo
papilomavirus humano, leishmaniose e doenca de Chagas, seguindo recomendac¢des do

Center for Disease Control and Prevention (CDC)>%% 52,

3.8 Numero de Interna¢gBes Hospitalares por Infecgbes

Foram consideradas as internacdes hospitalares comprovadas por sumario de alta ou
que tenham sido presenciadas pela equipe médica assistente, desde o inicio do

acompanhamento em nosso Servigo.

3.9 Presenca de Comorbidades

Comorbidade foi definida como condigcdo mérbida associada ao LES, com diagndstico
definitivo registrado em prontuario médico. As comorbidades avaliadas foram (1)
hipertensédo arterial sistémica, (2) DM, (3) dislipidemia, (4) doenca aterosclerética
(doenca arterial coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica), (5)
doenca pulmonar cronica, (6) doenca renal crbnica ndo dialitica, (7) etilismo, (8)
tabagismo, (9) insuficiéncia cardiaca e (10) obesidade. Doenca renal crénica ndo dialitica
foi definida como taxa de filtragdo glomerular < 45ml/min/1,73m?2 53, Etilismo foi definido
como a ingestdo de mais de trés doses de alcool por dia ou mais de 21 doses por semana,
como define a Organizacdo Mundial de Salde (OMS)**. Foi considerado tabagismo
qualquer carga tabagica. Foram considerados obesos aqueles individuos com indice de

massa corporea (IMC) maior ou igual a 30kg/m?, segundo a OMS.

3.10 Presenca de Neoplasias

Foram consideradas as neoplasias com diagndstico definitivo (histologico) registrado em

prontuario.

3.11 Avaliagéo Cognitiva
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Foram realizados, no momento da inclusédo de cada paciente no estudo:

- MEEM: para triagem cognitiva, que avalia orientacdo temporal, espacial, atencao,
linguagem, praxia (capacidade de executar, formular, coordenar e executar gestos),
gnosia (percepcgédo de estimulos auditivos e tateis)®®. Os pontos de corte e normalidade
utilizados, corrigidos para anos de escolaridade foram: 0 a 3 anos = 18; 4 a 7 anos = 24;

8 anos ou mais = 26°° (Apéndice VI);

- Teste de fluéncia verbal: para avaliagdo da memoria semantica (que se relaciona a
fatos, conceitos, nomes de coisas e suas relacfes). Neste teste o individuo é solicitado a
enumerar o maximo de animais e frutas que conhece e consegue lembrar, em um periodo
de um minuto para cada uma das categorias®®. Os pontos de corte dependem da
escolaridade (9 para individuos sem escolaridade e 13, com 8 anos ou mais de estudo);

- Teste do reldgio de Schulman: para avaliacdo de habilidades visuais e espaciais
(capacidade de realizar tarefas construtivas que envolvem coordenacgéo entre a atividade
manual e visual), praxia e fun¢cdes executivas. No teste do reldgio o paciente € orientado
a desenhar um reldgio com ponteiros e todos os numeros € marcar “11 horas e 10

minutos”’: %8, Sdo consideradas normais as gradacdes 4 ou 5 (Apéndice VII);

- Memodria da lista de palavras do Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s
Disease (CERAD): avalia, de maneira fidedigna, o aprendizado e a memoéria episédica®>®

(Apéndice VIII). E dividido em trés etapas:

Trés tentativas: avalia a curva de aprendizagem. O examinador |é em voz alta uma lista
de 10 palavras a um ritmo de 2 segundos por palavra. Apés a leitura é feita a evocacao
livre, por um periodo maximo de 90 segundos. O procedimento € repetido outras duas

vezes. A pontuacdo é obtida pela soma das palavras evocadas nas trés tentativas:

espera-se que a soma das trés tentativas seja maior ou igual a 14 palavras;
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Evocacéo tardia da lista de palavras: avalia a capacidade de consolidagdo da memoria
de longo prazo. A evocacéo tardia da lista de palavras apresentada anteriormente é feita
por periodo maximo de 90 segundos. Cada palavra lembrada corresponde a um ponto,
sendo, portanto, a pontuacdo maxima de 10 pontos. Espera-se um escore maior ou igual
a4,

Reconhecimento da lista de palavras: apés a evocacao espontanea, as 10 palavras sao
apresentadas em meio a 10 distratores e o participante deve apontar quais sdo as
palavras pertencentes a lista apresentada anteriormente. Cada "sim" e "ndo" corretos
equivalem a um ponto, totalizando 20 pontos. O escore final é calculado subtraindo-se
10 do namero de respostas corretas, evitando o efeito de acerto ao acaso. Portanto, o

escore maximo final desse teste é 10 pontos. Espera-se um escore = 8 palavras.

Foi considerada disfuncdo cognitiva o déficit em um ou mais dos seguintes dominios:
atencdo complexa, habilidades executivas (planejamento, organizacdo e
sequenciamento), memoria (aprendizado e evocacgdo), orientacdo visual e espacial,
linguagem (fluéncia verbal) e psicomotricidade, conforme definicdo do Colégio Americano

de Reumatologia3* 4,

3.12 Avaliagdo de Sintomas de Depresséao, Ansiedade e Estresse

Todos os pacientes foram avaliados quanto a presenca de sintomas de depresséo,
ansiedade e estresse através do DASS-21. O DASS-21 é uma escala baseada em
autorrelato do paciente, que contém trés subescalas que sao pontuadas de acordo com
a escala Likert (0, 1, 2 e 3), variando de 0 (“n&o aconteceu comigo”) a 3 (“aconteceu
comigo a maior parte do tempo”). Cada subescala do DASS-21 é composta por sete itens

gue avaliam cada dominio acima citado.

Sua versao original completa contém 42 perguntas (divididas em 14 perguntas para cada
dominio)®® mas sua versdo curta (DASS-21) mantém boa acuracia em classificar os

pacientes, sendo mais rapida de ser aplicada. Para a construgdo desta escala, outros
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instrumentos ja validados foram utilizados, como o Beck Depression Inventory — BDI°%: 62
e 0 Beck Anxiety Inventory — BAI®3, Vignola e Tucci validaram esta escala para o

portugués brasileiro®.

Os pacientes sao classificados quanto a presenca de sintomas como normais ou graus
leve, moderado, grave e muito grave (Tabela 2)%4. Na analise multivariada, os graus grave

e muito grave foram analisados como um mesmo grupo, pela similaridade entre eles.

Tabela 2. Classificacao da Gravidade dos Sintomas de Depressao, Ansiedade e Estresse

de acordo com o Depression, Anxiety and Stress Score

Z-Escore Percentil Depressdao Ansiedade Estresse
Normal <0,5 0-78 0-9 0-7 0-14
Leve 0,5-1,0 78-87 10-13 8-9 15-18
Moderado 1,0-2,0 87-95 14-20 10-14 19-25
Grave 2,0-3,0 95-98 21-27 15-19 26-33
Muito grave >3,0 98-100 28+ 20+ 34+

3.13 Avaliacéo de Fadiga

A fadiga foi avaliada através da subescala (FACIT-Fatigue) do escore Functional
Assesment of Chronic liness Therapy (FACIT), validada em populacao de pacientes com
LES®5. A pontuacdo total varia de 0 a 52, sendo que as pontuacdes mais altas denotam
menos fadiga. O FACIT-Fatigue foi autorizado para utilizacdo de sua versdo em

portugués para este estudo (http://www.facit.org) (Anexo lIlI).

3.14 Avaliagdo de Atividade Fisica

Todos os pacientes responderam a versdo curta do International Physical Activity
Questionnaire (IPAQ), elaborado para ser aplicado em adultos entre 18 e 65 anos,

baseado no auto-relato da atividade fisica nos ultimos sete dias. A versao curta, composta
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por nove itens, questiona sobre caminhada, atividades de intensidade moderada e
vigorosa e tempo sentado, relativos aos Ultimos sete dias®® 67, Os pacientes séo
classificados como representados na Tabela 3. Na andlise multivariada, foram agrupadas
as categorias sedentario / irregularmente ativos e ativos / muito ativos, pela similaridade

entre as categorias.

Tabela 3. Classificacéo da pratica de atividade fisica de acordo com International Physical

Activity Questionnaire

Caminhada Moderada Vigorosa Classificacao

F D F D F D

- - - - - - Sedentario

4 20 1 30 - - Irregularmente ativo A
3 30 - - - - Irregularmente ativo B
3 20 3 20 1 30 Ativo

5 45 - - - - Ativo

3 30 3 30 3 20 Muito ativo

- - - - 5 30 Muito ativo

F = frequéncia (dias); D = duracéo (minutos)

Fonte: IPAQ Brasil ( www.celafiscs.com.br )

3.15 Avaliagdo Laboratorial

Foram coletados 5 ml de sangue total dos pacientes, em tubo gel. Apds centrifugacéo a
4°C a 3.000 rpm por 15 minutos e posterior refrigeracdo entre 2°C e 8°C, foram
realizados:

- Pesquisa do anticorpo anti-DNA dupla hélice, através de imunofluorescéncia indireta
utilizando o antigeno de Crithidia luciliae;

- Dosagem das fracdes de complemento C3 e C4, através do método de turbidimetria.

Foram coletados 4 ml de sangue periférico em tubo contendo o anticoagulante EDTA.
Apbs centrifugacdo a 4°C a 3.000 rpm por 15 minutos, as amostras foram levadas ao
Laboratério de Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade Federal

de Minas Gerais (UFMG) e armazenadas, em temperatura ambiente, para extracdo do


http://www.celafiscs.com.br/
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DNA gendmico e posterior avaliagdo do comprimento relativo do telomero. Os

procedimentos estao descritos a seguir.

3.15.1 Extracdo de DNA Gendmico

O DNA foi extraido através do método salino, descrito por Lahiri e Numberger (1991)%8,
modificado por Cavalli et al. (1996)%° e Salazar et al. (1998)7°, como descrito a seguir. As
amostras de sangue foram delicadamente homogeneizadas e em seguida foram
transferidas para um tubo Falcon de 15 ml onde foi adicionado 4 ml de solucdo tampao
TKM contendo 3% de Triton X-100 (concentracao final de 15% de Triton) para lavagem
do sangue, retirando o excesso de plasma e de hemacias de cada amostra. O volume de
TKM-Triton (4,27 ml de TKM para 130 pl de Triton X-100 para 1 amostra) adicionado foi
proporcional ao volume de sangue coletado e homogeneizado por inversdo dos tubos
cerca de 30 vezes para lise das membranas celulares dos leucdcitos. Os tubos foram
centrifugados a 1.200 g (forca gravitacional) por 10 minutos a 22°C e o sobrenadante foi

descartado ao final.

Os tubos, entdo contendo apenas o pellet (parte sedimentada contendo DNA), foram
ressuspensos em 4 ml de TKM e agitados cerca de 30 vezes por inversao e,
posteriormente, centrifugados a 1.200 g por 10 minutos a 22°C para separagdo dos
leucécitos livres de hemacias. Este procedimento foi repetido trés vezes. Em seguida
foram adicionados 850 pl de solucdo TKM- SDS (800 pl para 50 yl de SDS 10% para 1
amostra) com posterior agitacdo manual para desfragmentacéo do pellet e incubacdo em
“banho maria” a 55°C por 10 minutos com objetivo de se romper a membrana plasmatica

e nuclear dos leucécitos.

Apébs a incubacao, os tubos foram agitados novamente e centrifugados a 400 g por 1
minuto para coleta do conteudo e transferéncia para um micro tubo de 1,5 ml. Neste tubo
foram adicionados 300 ul de solucdo de NaCl 6 molar (6M) de forma a homogeneizar a
mistura por inverséo lenta cerca de 10 vezes para auxiliar na dissociacao das proteinas

ligadas aos acidos nucleicos (histonas), romper ligacbes ibnicas nas cadeias
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polipeptidicas e neutralizar a carga negativa do DNA permitindo que as moléculas de
DNA presentes na solucado se agregassem e formassem um precipitado visivel em etanol.
O tubo foi centrifugado a 12.000 g por 5 minutos a 22°C e seu conteudo foi posteriormente
transferido para um tubo final com tampa de rosca de 2 ml. Foram adicionados 450 ul de
isopropanol ao sobrenadante e homogeneizados por inversao até a precipitagdo do DNA.
Os tubos de 2 ml foram centrifugados a 16.000 g por 15 minutos a 22°C com posterior
descarte do sobrenadante. Para lavagem do pellet foram adicionados 1 ml de etanol 70%.
Os tubos foram centrifugados a 12.000g por 5 minutos a 22°C com descarte do
sobrenadante ao final do processo. Esta etapa foi realizada duas vezes a fim de se
eliminar o restante dos sais presentes no tubo que séo solaveis no etanol e precipitacdo

do DNA, que é insolavel neste meio.

Por fim, os tubos foram mantidos por cerca de uma hora sobre papel toalha até a
completa evaporagao do alcool e ressuspensos em 400 ul TE (pH 8.0 5 ml Tris-HCI 1mM;
1 ml EDTA 0,5mM para 500ml de solucdo) para dissolucdo do DNA precipitado em
“‘pbanho maria” a 55°C durante uma semana. Apos este periodo as amostras foram

armazenadas a 4°C.

3.15.2 Quantificacdo das Amostras de DNA

A quantificagao e avaliacdo da qualidade do DNA foi realizada através do NanoDrop™
2000/2000c (ThermoScientific®, Waltham, MA, USA) pelas razdes de absorbancia
260/280 e 260/230 e a concentracdo ajustada para a técnica de qPCR.

3.15.3 Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) € uma técnica ja padronizada

no Laboratério de Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG, onde foram

realizados os experimentos.
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As amostras de DNA obtidas pelo método de extracdo foram padronizadas para
concentracéo final de 75 ng em 20 pl, sendo cada amostra analisada em triplicata. Para
cada placa, trés controles negativos foram incluidos para detectar presenca de
contaminagao por erro de manipulagéo (controle sem amostra - NTC), controles sem
iniciadores e sem Taq DNA polimerase (NPC).

Para a reacédo foi utilizado um mix (50 nM ROX, 0,2 x SYBR Green | (Invitrogen), Kit
Invitrogen Platinum® Tag DNA polymerase 1,25 U; Buffer 1 x; MgCI2 2 ml, 0,2 mM de
cada dNTP, 27 nM do iniciador direto telomérico e 90 nM do reverso) contendo 0s
reagentes que foram subdivididos em dois tubos - um para o par de iniciadores para o
DNA telomérico e outro para o gene constitutivo 36B432 (Tabela 4). As reacdes foram

realizadas em duas placas de 96 pocos (uma para cada gene) com volume final de 50 pl

por poco.

Tabela 4. Iniciadores teloméricos especificos utilizados na reacdo de gPCR

Genes Iniciadores
Direto (5’ — 3’) Reverso (3’ — 5’)

Teldbmero GGTTTTTGAGGGTGAGGGT TCCCGACTATCCCTATCCC
GAGGGTGAGGGTGAGGGT TATCCCTATCCCTATCCCTA

36B4 CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA

36B4: gene constitutivo

Os ciclos foram programados para 95°C por 10 minutos para ativagao da Taq polimerase
em ambas as amplificacbes tanto para o gene constitutivo quanto para o produto
telomérico. Para a PCR do teldmero foram utilizados 18 ciclos de 95°C por 15 segundos
e 54°C durante 2 minutos, e para as reac¢des do 36B4, 30 ciclos de 95°C durante 15
segundos, e 58°C durante 1 minuto. As leituras de fluorescéncia foram feitas por aparelho
de PCR em tempo real ABI 7500 PCR da Applied Biosystems® (7500 Real-Time CR
System; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e os Cts para cada triplicata foram
analisados ao final. As amostras que apresentaram desvio padrdo superior a 0,25 foram

repetidas.
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Os resultados das médias dos Cts, tanto teloméricos quanto do gene 36B4, foram obtidos
ao final das reacdes e normalizados pela média geométrica dos Cts através do céalculo
2~ (Ct(Telomeros) - Ct (36B4)) que determina a quantidade de ciclos a mais que o gene 36B4 de
copia Unica necessita para alcancar a fluorescéncia maxima33. Este valor relativo final foi

utilizado para comparacgéo entre os grupos estudados (Figura 3).
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Figura 3. llustracdo da amplificacdo da reacéo pela PCR em tempo real
CT: Cycle thresholds

3.16 Andlise Estatistica
Os resultados foram obtidos utilizando frequéncias e porcentagens para as

caracteristicas qualitativas e medidas de tendéncia central (média e/ou mediana) e

medidas de dispersdo (desvio-padrdo) para as quantitativas. As comparagbes do
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comprimento relativo do teldmero e demais varidveis foram realizadas a partir do teste t-
Student, quando as suposi¢cdes de normalidade e homoscedasticidade foram satisfeitas,
e Mann-Whitney, caso contrario. A normalidade foi avaliada por meio do teste Shapiro-
Wilk e homoscedasticidade, pelo teste Levene. A comparacao entre 0S Sexos e 0S grupos

foi realizada a partir do teste de duas proporc¢des.

Para a analise univariada foi realizado um ajuste de modelo de regressao linear entre
cada uma das caracteristicas de interesse (caracterizagdo da amostra, comorbidades,
historia pregressa de nefrite e LENP, doses acumuladas, atividade de doenca, dano,
cognicao, fadiga, depresséo, ansiedade, estresse e atividade fisica) e a variavel resposta

“comprimento relativo do teldmero”.

As caracteristicas com valor p inferior a 0,25 na andlise univariada foram inseridas no
processo de ajuste do modelo multivariado inicial. Foram realizados cinco processos de
modelagens. Quando presente no modelo inicial mais de uma caracteristica cognitiva,
elas foram modeladas separadamente mantendo no modelo inicial apenas aquela com
menor valor p. Em seguida, foram acrescentadas a ela todas as outras e foi aplicado o
meétodo stepwise backward, ou seja, estas caracteristicas foram incluidas no modelo
inicial e foram retiradas uma a uma até que restaram no modelo final apenas aquelas

com significancia estatistica (p<0,05).

A adequacédo do modelo de regressao linear foi avaliada a partir da analise dos residuos.
Destaca-se que o grau de depressédo, ansiedade e estresse, assim como atividade fisica

tiveram as categorias agrupadas nessas analises.

As correlagbes foram avaliadas a partir do célculo do coeficiente de correlacdo de

Spearman.

As analises foram realizadas nos programas R versao 3.6.3 e MINITAB. Foi considerado

nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da amostra

Foram avaliados 60 pacientes com LES e 55 controles. Entre os pacientes, 45 (75%)
tiveram o diagnoéstico na idade adulta e 15 (25%), na faixa etaria pediatrica, com tempo
meédio (DP) de diagndstico de 12 (5,8) anos; 52 (86,7%) eram do sexo feminino, com
média de idade de 37 (11,5) anos (Tabela 5); 56,7% tinha até duas comorbidades. Entre
0s controles, 48 (87,3%) eram do sexo feminino, com média de idade de 38 (10,5) anos
e 89,1% ndo apresentavam comorbidades. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, considerando sexo e idade (p=0,923 e p=0,737, respectivamente). Houve
diferenca estatistica na classificacédo etnico-racial e na presenca de comorbidades entre
0s grupos (p=0,026 e p<0,05, respectivamente). As caracteristicas da amostra estao

descritas na tabela 5.



Tabela 5. Caracteristicas demograficas e clinicas de 60 pacientes com lapus eritematoso sistémico e 55 controles

49

Caracteristicas Casos (n=60) Controles (n=55) Valor-p
Categoria, n (%)
Pediatrico 15 (25) - -
Adulto 45 (75) - R
Sexo, n (%) 0,924*
Feminino 52 (86,7) 48 (87,3) -
Idade em anos, média (DP) / mediana (minimo—maximo) 37 (11,5) / 35 (19-60) 38 (10,5) / 37 (18-60) 0,737*
Classificacado étnico-racial, n (%) 0,026~
Branca 17 (28,3) 10 (18,2) -
Preta 14 (23,3) 9(16,4) -
Parda 28 (46,7) 29 (52,7) -
Amarela 0 (0) 7(12,7) -
Indigena 1(,7) 0 (0) -
Anos de estudo, n (%) 0,855*
l1a3 3 (5) 0 (0) -
4a7 8 (13,3) 11 (20,4) -
8al0 5 (8,4) 6 (11,1) -
11a14 36 (60) 24 (44,4) -
15 ou mais 8 (13,3) 13 (24,1) -
Dados antropométricos, média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Peso 73,04 (17,19) / 69 (44-139) 71,29 (14,00) / 72(40-105) 0,552**
IMC, em Kg/m? 28,03 (6,31) / 28 (17-51) 27,48 (5,36) / 28 (17-46) 0,620™
Comorbidades, n (%) <0,005*
Nenhuma 25 (41,7) 49 (89,1) -
Até 2 35 (58,3) 6 (10,6) -
3 ou mais 3(5) 0(0) -
Comorbidades, n (%)
Diabetes mellitus 6 (10) 2 (3,6) -
Dislipidemia 11 (18,3) 1(1,8) -
DPOC 3 (5) 0(0) -
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Tabela 5. Continua...

Caracteristicas

DRC 2 (3,3) 0 (0) -
HAS 13 (21,7) 5(9.1) -
Obesidade 18 (30) 15 (27,3)

Tabagismo 6 (10) 3(55) -
Etilismo 1(1,7) 0(0)

Neoplasia*** 1(1,7) 0(0) -

Os dados da tabela estao apresentados como n (%), média (DP), mediana (valores minimo e maximo).
cm: centimetros; DP: desvio-padrao; DPOC: doenca pulmonar crénica; DRC: doenca renal cronica; IMC: indice de massa
corporal; HAS: hipertenséo arterial sistémica; kg: quilogramas; m?2: metro ao quadrado.

*U de Mann-Whitney; **Teste-T; **Carcinoma in situ de vulva
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No momento da inclusao, 35 (58,3%) pacientes estavam sem atividade clinica e
laboratorial, 4 (6,7%) em baixa atividade de doenca (65% da amostra em remissao clinica
ou em baixa atividade de doenca), 8 (13,3%) em atividade cronica persistente ha 21
meses, em meédia, 12 (20%) com nefrite ativa e com média de SLEDAI-2K de 4 (4,14).

Em relagc&o ao tratamento, 45 (75%) em uso de antimalarico (sulfato de hidroxicloroquina
ou difosfato de cloroquina), 34 (56,7%) em uso de prednisona e 36 (60%) com dose

estavel de imunossupressor ha, pelo menos, seis meses (Tabela 6).

Vinte e sete pacientes (45,0%) apresentaram infeccédo grave e/ou oportunistica ao longo
do curso da doenca, sendo que 16 (26,7%) pacientes necessitaram de internacéo

hospitalar.



Tabela 6. Caracteristicas clinicas dos 60 pacientes com lUpus eritematoso sistémico
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Caracteristicas

Diagnéstico
Tempo do diagnéstico em anos, média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Tempo do diagnéstico em anos, n (%)
Até 5 anos
Entre 6 e 10 anos
Acima de 10 anos
Idade ao diagnéstico (anos), média (DP) / mediana (minimo-méaximo)
Idade do inicio dos sintomas (anos), média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Sindrome Antifosfolipide, n (%)
Evento gestacional
Evento venoso
TVP
TEP
Infeccdes, n (%)
Numero de infeccbes/paciente, média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Internacdes hospitalares por infecg¢éo, n (%)
Numero de internacdes/paciente, média (DP) / mediana (minimo-méximo)
Manifestacfes acumuladas*, n (%)
AlteragBes mucocutaneas
Alteraces articulares
Acometimento cardiopulmonar
Nefrite
Numero de episédios, média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Idade do primeiro episddio (anos), média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Tempo desde o primeiro episédio (anos), média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Acometimento neuropsiquiatrico
Numero de episddios, média (DP) / mediana (minimo-maximo)
Idade do primeiro episddio (anos), média (DP) / mediana (minimo-méximo)
Tempo desde o primeiro episédio (anos), média (DP) / mediana (minimo-maximo)

12 (5,8) / 11 (1-27)

9 (15)

20 (33,3)

31 (51,7)

25 (10,1) / 22 (6-53)
24 (11,2) / 23 (6-52)
9 (15)

2 (3,3)

9 (15)

8 (13,3)

2 (3,3)

27 (45)

0,78 (1,26) / 0 (0-6)
16 (26,7)

0,32 (0,46) / 0 (0-5)

50 (83,3)

49 (81,7)

18 (30)

31 (51,7)

1,4 (0,66) / 1 (1-3)
31 (9,5) / 30 (13-50)
8 (6,16) / 8 (1-25)
14 (23,3)

0,3 (0,61) / 1 (0,6)
23 (9,46) / 22 (6-40)
8 (4,15) / 7 (2-16)




Tabela 6. Continua...

Caracteristicas

AlteracGes hematoldgicas® 48 (80)
Vasculite cutédnea 17 (28,3)
ManifestagOes atuais, n (%)
Alteracdes mucocutaneas 5(8,3)
Alteracdes articulares 5(8,3)
Alteragdes cardiopulmonares 7(11,7)
Nefrite 12 (20)
Atividade de doenca, n (%)
Remisséao clinica** 35 (58,3)
Tempo de remiss&o clinica em meses, média (DP) / mediana (minimo-maximo) 38 (37,8) 1 20 (3-129)
Baixa atividade de doenca 4 (6,7%)
Tempo de baixa atividade de doenca em meses, média (DP) / mediana (minimo-maximo) 12 (12,8) / 9 (0-30)
Exacerbacao 13 (21,7)
Atividade crbnica persistente 8 (13,3)

Tempo de atividade crdnica persistente em meses, média (DP) / mediana (minimo-maximo) 21 (20,4) / 12 (2-65)
SLEDAI-2K, média (DP) / mediana (minimo-méaximo)

Diagndstico 11 (6,1) / 10 (2-25)

Incluséo 4 (4,14) / 2 (0-18)

PGA 0,25 (0,55) / 0 (0-2)
SLICC-DI, média (DP) / mediana (minimo-maximo)

Inclusao 1(1,55)/1(0-6)
C3 (mg/dl), média (DP) / mediana (minimo-méaximo) 104 (30) / 106 (31-172)
C4 (mg/dl), média (DP) / mediana (minimo-méaximo) 20 (12) / 17 (2-54)
Anti-DNA nativo, n (%) 31 (51,7)
Tratamento prévio, n (%)

Antimalarico 60 (100)

Azatioprina 44 (73,3)




Tabela 6. Continua...

Caracteristicas

Belimumabe 1(1,7)
Ciclosporina 19 (31,7)
Dapsona 4 (6,7)
Imunoglobulina Humana Endovenosa 6 (10)
Leflunomida 3 (5)
Metotrexato 29 (48,3)
Micofenolato de mofetila ou de sddio 16 (26,7)
Prednisona 60 (100)
Pulsoterapia

Metilprednisolona 36 (60)

Ciclofosfamida 42 (70)
Rituximabe 7 (11,7)
Talidomida 1(1,7)
Sem imunossupressao 0 (0)

Tratamento atual, n (%)

Antimalarico 45 (75)
Azatioprina 12 (20)
Ciclosporina 11 (18,3)
Dapsona 1(1,7)
Leflunomida 1(,7)
Metotrexato 11 (18,3)
Micofenolato de mofetila ou de sddio 12 (20)
Prednisona

<7,6mg 17 (28,3)

>7,5mg 11 (18,3)
Pulsoterapia

Ciclofosfamida 3(5)

Rituximabe 4 (6,7)
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Tabela 6. Continua...

Caracteristicas

Talidomida 1(1,7)
Sem imunossupressao 2 (3,3)

Imunossupressor estavel (6 meses) 36 (60)

Doses acumuladas, média (DP) / mediana (minimo—-méaximo)
Antimalarico (anos de uso) 10 (5,71) / 9 (1-26)
Antimalarico (em mg) 1.266.205 (1.649.784) / 990.737 (244.626-12.778.589)
Corticosteroide (em mg) 44.809 (33.516,47) / 37.088 (3.600-202.522)
Ciclofosfamida (em mq) 6.216 (5618,68) / 6.600 (800-23.600)

Os dados da tabela estdo apresentados como n (%), média (DP), mediana (valores minimo e maximo).

DP: desvio-padrao; mg: miligramas; mg/dl: miligramas por decilitros; PGA: Physician Global Assessment; SLEDAI-2K:
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index - 2000; SLICC-DI: Systemic Lupus International Collaborating Clinics
— Damage Index; TEP: tromboembolismo pulmonar; TVP: trombose venosa profunda.

*Manifestacfes do LES acumuladas desde o diagnostico até o periodo de inclusdo no estudo.

**Remissao clinica de acordo com DORIS.

LAnemia hemolitica autoimune, leucopenia, plaguetopenia
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Na avaliacdo cognitiva, 37 (61,7%) pacientes apresentaram alteracdes no MEEM. Trinta
e oito (63,3%) dos pacientes tiveram, pelo menos, um teste cognitivo alterado (Tabela 7).
No que tange a presenca de sintomas de depresséo, ansiedade e estresse, avaliados
pelo DASS21, 25 (41,6%) pacientes apresentaram sintomas de depressao moderada a
muito grave; 12 (20%), sintomas de ansiedade moderada e 15 (25%), grave a muito
grave; e 33 (55%) apresentaram algum grau de estresse, variando de leve a muito grave

(Tabela 7).
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Tabela 7. Avaliacdo cognitiva, fadiga, depressao, ansiedade e estresse dos 60 pacientes com lUpus eritematoso sistémico

Caracteristicas

MEEM, n (%), média (DP), mediana (minimo-maximo)
Atencdo e Célculo
Cognicao geral, n (%)
Orientacao espacial, n (%)
Orientacao temporal, n (%)
Fluéncia verbal, n (%)
Animais, média (DP), mediana (minimo-méaximo)
Frutas, média (DP), mediana (minimo-maximo)
Reldgio de Schulman, n (%), média (DP), mediana (minimo-maximo)
Lista de palavras CERAD, n (%), média (DP), mediana (minimo-méaximo)
3 tentativas
Evocacéo
Reconhecimento de palavras
Testes de cognicdao alterados*, n (%)
FACIT — Fatigue, média (DP), mediana (minimo-méximo)
DASS21, média (DP), mediana (minimo-maximo)
Depresséo, média (DP), mediana (minimo-maximo)
Normal, n (%)
Leve, n (%)
Moderada, n (%)
Grave, n (%)
Muito grave, n (%)
Ansiedade, média (DP), mediana (minimo-maximo)
Normal, n (%)
Leve, n (%)
Moderada, n (%)
Grave, n (%)
Muito grave, n (%)

37 (61,7) / 26 (2,67) / 27(19-30)
24 (40) / 3 (1,79) / 3 (0-5)

13 (21,7)

2(2,7)

2(2,7)

9 (15)

18 (5,93) / 18 (9-35)

15 (4,38) / 15 (8-27)

15 (25) / 3 (1,32) / 4 (0-5)

15 (25) / 19 (3,68) / 19 (10-26)
12 (20) / 6 (2,22) / 6 (2-10)
1(1,7)/9(1,43) /9 (5-10)
38 (63,3)

36 (12,47) / 38 (2-52)

42 (34,18) / 36 (0-42)

15 (14) / 12 (0-42)

27 (45)

8 (13,3)

8 (13,3)

1(1,7)

16 (26,7)

11 (10,9) / 8 (0-40)

29 (48,3)

4 (6,7)

12 (20)

5 (8,3)

10 (16,7)
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Tabela 7. Continua...
Caracteristicas

Estresse, média (DP), mediana (minimo-maximo) 16 (12,2) / 14 (0-42)
Normal, n (%) 27 (45)
Leve, n (%) 12 (20)
Moderada, n (%) 7 (11,7)
Grave, n (%) 8 (13,3)
Muito grave, n (%) 6 (10)

Os dados da tabela estdo apresentados como n de pacientes (%), média (DP), mediana (valores minimo e maximo).
DP: desvio-padréo; DASS: Depression Anxiety Stress Scale; FACIT: Functional Assessment of Chronic lliness Therapy;
MEEM: mini-exame do estado mental

*Considerado pelo menos um teste cognitivo alterado
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Em relacdo a atividade fisica, observou-se que 45 pacientes (75% da amostra) foram
classificados como ativos e apenas 3 (5%), como sedentarios, como explicitado na tabela
8.

Tabela 8. Classificacdo dos 60 pacientes com IUpus eritematoso sistémico em relacao a
atividade fisica
Caracteristicas, n (%)

Muito ativo 4 (6,7%)
Ativo 45 (75%)
Irregularmente ativo A 5 (8,3%)
Irregularmente ativo B 3 (5%)
Sedentério 3 (5%)

4.2 Comprimento relativo do telomero

Os pacientes do grupo LES apresentaram mediana de comprimento relativo do teldmero
de 0,80, enquanto os participantes do grupo controle apresentaram mediana de 1,07. Os
pacientes do grupo controle apresentaram a mediana do comprimento do teldmero 0,27
maior que a do grupo caso (ICes%: 0,07 a 0,38; p=0,005). Nao houve diferenca estatistica
entre o comprimento do teldmero dos pacientes com LES de inicio na infancia e daqueles
com inicio na idade adulta (Tabela 9 e Figura 4). Na execuc¢ao dos experimentos, do total
de participantes incluidos (73 casos e 64 controles), houve perda de 13 casos e 9
controles (16,05% do total da amostra).

Tabela 9. Comparac¢des do comprimento relativo do teldmero entre os pacientes com

lGpus eritematoso sistémico e o grupo controle

Caracteristicas Casos (n = 60) Controles (n = 55) Valor-p
CT 0,91 (0,51) /0,80 (0,29-2,94) 1,10 (0,45) /1,07 (0,38-2,32) 0,005
Comparacao dos casos 0,591*
CT LES juvenil 0,83 (0,45) /0,70 (0,33-1,95) - -

CT LES adulto 0,93 (0,54) /0,82 (0,29-2,94) - -

Os dados da tabela estdo apresentados como média (DP), mediana (valores minimo e
maximo). CT: comprimento do telébmero; LES: lUpus eritematoso sistémico
*U de Mann-Whitney
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Figura 4. Box-plot representando a distribuicdo do comprimento relativo do telémero de

pacientes com lUpus eritematoso sistémico em comparacao com controles

4.3 Andlise univariada e multivariada

A Tabela 10 mostra a analise univariada para o comprimento relativo do telémero
dos 59 pacientes com LES. Apds avaliacdo dos residuos (ndo normais) (Figura 5),
optou-se pela exclusédo do outlier mais extremo, com valor do comprimento relativo do
teldmero igual a 2,94. As varidveis com valores de p inferiores a 0,25 foram indicadas

para compor os modelos multivariado de regressao linear.



Tabela 10 — Analise univariada para o comprimento relativo do teldbmero (n = 59)
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Caracteristicas Coeficiente 1Cos9% Valor-p
Caracterizacao da amostra
Sexo (feminino) -0,007 -0,373; 0,358 0,969
Idade 0,006 -0,005; 0,016 0,274
Tempo do diagnéstico (anos) 0,017 -0,003; 0,036 0,102
Tempo do diagnédstico (anos)
Entre 6 e 10 anos 0,058 -0,306; 0,423 0,750
Acima de 10 anos 0,203 -0,138; 0,544 0,237
Idade ao diagnéstico (anos) 0,002 -0,009; 0,014 0,691
IMC (kg/m?) 0,001 -0,018; 0,021 0,889
Numero de comorbidades
Até 2 comorbidades -0,042 -0,294; 0,210 0,738
2 ou mais comorbidades -0,106 -0,603; 0,391 0,671
Etilismo -0,313 -1,225; 0,599 0,495
Tabagismo -0,094 -0,518; 0,330 0,660
Presenca de SAF 0,392 0,080; 0,704 0,015
Numero de infeccBes desde o diagndstico -0,057 -0,150; 0,036 0,226
Infeccbes (SIM) -0,167 -0,401; 0,067 0,158
Nur_nero,dg internagdes hospitalares por infeccdo desde 0,053 -0,173: 0,067 0.381
o diagndstico
Internagdes hospitalares (SIM) -0,140 -0,409; 0,129 0,301
Histéria pregressa
Nefrite -0,032 -0,268; 0,204 0,786
LENP -0,190 -0,463; 0,083 0,169
Tratamento
Antimalarico — anos de uso 0,010 -0,011; 0,032 0,330
Antimalarico — dose acumulada (em mg) -4,68E-08 -1,18E-07; 2,41E-08 0,191
Corticosteroide — dose acumulada (em mg) -1,04E-06 -4,58E-06; 2,50E-06 0,560
Ciclofosfamida — dose acumulada (em mgq) -1,02E-05 -3,31E-05; 1,27E-05 0,376
Atividade e dano
SLEDAI-2K — diagnéstico 0,006 -0,014; 0,026 0,532
SLEDAI-2K — incluséo -0,007 -0,035; 0,022 0,646
SLICC-DI —inclusao 0,010 -0,066; 0,086 0,786
Cognicéo, fadiga, depressdo, ansiedade e estresse
MEEM 0,004 -0,003; 0,083 0,066
Relégio de Schulman -0,064 -0,151; 0,024 0,152
Fluéncia - Animais -0,017 -0,037; 0,002 0,082
Fluéncia - Frutas -0,003 -0,031; 0,025 0,828
Lista de palavras
Aprendizagem 0,003 -0,029; 0,036 0,829
Evocacédo -0,008 -0,061; 0,045 0,761
Reconhecimento 0,019 -0,063; 0,101 0,645




Tabela 10 — Continua...
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Caracteristicas Coeficiente [Cos% Valor-p
Atencéo e calculo 0,055 -0,010; 0,120 0,096
Orientacéo espacial (SIM) -0,448 -1,090; 0,194 0,168
Orientacéo temporal (SIM) -0,221 -0,973; 0,631 0,559
Atencao e calculo (SIM) -0,125 -0,363; 0,114 0,299
Cognicéao geral (SIM) -0,134 -0,417; 0,149 0,346
Aprendizagem (SIM) -0,095 -0,365; 0,176 0,487
Fluéncia (SIM) -0,180 -0,505; 0,146 0,274
Reldgio (SIM) -0,058 -0,329; 0,213 0,671
Teste cognitivo alterado -0,088 -0,334; 0,158 0,478
FACIT - Fatigue -0,006 -0,015; 0,004 0,227
DASS21 3,06E-04 -0,004; 0,003 0,861
Depresséo 3,66E-05 -0,008; 0,009 0,993
Classificacéo
Moderada -0,204 -0,560; 0,152 0,257
Grave ou muito grave -0,020 -0,289; 0,249 0,882
Ansiedade 0,002 -0,008; 0,013 0,650
Classificacao
Moderada -0,353 -0,645; 0,061 0,019
Grave ou muito grave 0,056 -0,214; 0,326 0,679
Estresse -0,003 -0,013; 0,007 0,552
Classificacao
Moderada -0,411 -0,771; 0,050 0,026
Grave ou muito grave -0,078 -0,352; 0,196 0,572
Atividade fisica
Irregularmente ativo -0,161 -0,499; 0,178 0,346
Sedentério 0,422 -0,106; 0,950 0,115

DASS: Depression Anxiety Stress Score; IC:

intervalo de confiancga; IMC: indice de massa

corporal; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico; SAF: sindrome antifosfolipide;

SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; SLICC: Systemic Lupus

International Collaborating Clinics — Damage Index.
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Figura 5. Gréfico dos residuos do modelo completo (n=60)

A. Grafico de probabilidade normal dos residuos; B. Residuos versus valores ajustados;
C. Histograma dos residuos; D. Residuos versus ordem dos dados.

foram cada um contendo

Na andlise multivariada, realizados cinco modelos,

caracteristicas especificas.

No primeiro processo de ajuste do modelo multivariado, com a exclusdo de atencao e
calculo e mantendo as demais caracteristicas cognitivas, foram inseridos os itens: tempo
do diagnéstico, SAF (sim), infeccbes (sim), histéria pregressa de LENP (sim), dose
acumulada de antimalarico, MEEM, relégio de Schulman, fluéncia — animais, orientacéo
espacial, FACIT — Fatigue, grau de ansiedade, grau de estresse e Atividade fisica. As
etapas do ajuste do modelo final de regresséo linear sdo apresentadas na tabela 12.
Permaneceram no modelo as caracteristicas: SAF, fluéncia — animais e grau da

ansiedade (tabela 13).
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Os pacientes com SAF apresentaram comprimento relativo do teléomero, em média, 0,432
(ICos%: 0,145 a 0,718; p=0,004) maior do que os pacientes sem SAF; a cada 10 unidades
a mais no teste de fluéncia — animais o comprimento do telédmero diminui, em média, 0,21
(ICos%: -0,38 a -0,03; p=0,022); os pacientes com grau de ansiedade moderada
apresentaram comprimento relativo do teldomero, em média, 0,381 (ICos%: -0,648 a -0,114;
p=0,006) menor do que os pacientes sem ansiedade ou com grau leve. Para os pacientes
com ansiedade grave ou muito grave nao foi observada diferenca com significancia
estatistica no comprimento relativo do teléomero quando comparado aos pacientes sem

ansiedade ou com grau leve (valor-p=0,546).

Apods a andlise dos residuos observou-se que o modelo esta bem ajustado (figura 6).



Tabela 11. Etapas para o ajuste do modelo multivariado de regressao linear (n = 59, primeiro modelo)
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Caracteristicas

Valores-p das etapas do ajuste

Il " v \Y VI VIl VIII X Xl Xl Xl Xlv XV XVI  XVII XV

Tempo do diagnostico X 0,480 X X X X X X X X X 0,532 X X X X X
SAF X 0,08 0,064 0,048 0,063 0,044 0,024 0,003 0,006 0,010 0,010 0,008 0,007 0,004 0,006 0,012 0,007
Infeccdes (SIM) X 0,226 0,249 X X X X X X X X X 0,394 X X X X
HP LENP X 0,170 0,174 0,239 X X X X X X X X X 0,239 X X X
Antimalarico X 0,174 0,190 0,201 0,215 0,215 X X X X X X X X 0,387 X X
MEEM 0,034 X X X X X X X 0,094 X X X X X X X X
Reldgio de Schulman 0,053 X X X X X X X X 0,314 X X X X X X X
Fluéncia - Animais 0,032 0,062 0,053 0,068 0,063 0,035 0,028 0,025 X X X 0,026 0,019 0,021 0,026 0,023 0,043
Orientacao espacial 0,099 X X X X X X X X X 0,138 X X X X X X
FACIT - Fatigue X 0,047 0,041 0,042 0,032 0,029 0,044 0,131 X X X X X X X X X
Grau da ansiedade

Moderada X 0,150 0,126 0,071 0,049 0,027 0,032 0,002 0,039 0,014 0,009 0,010 0,015 0,017 0,005 0,049 0,016

Grave ou muito grave X 0,898 0,915 0,865 0,807 0,694 0,891 0,611 0,282 0,634 0,557 0,530 0,467 0,405 0,698 0,458 0,425
Grau do estresse

Moderada X 0,290 0,227 0,199 0,073 0,064 0,078 X X X X X X X X 0,230 X

Grave ou muito grave X 0,524 0,452 0,352 0,172 0,157 0,206 X X X X X X X X 0,811 X
Atividade fisica

Irregularmente ativo X 0,998 0,895 0,832 0,787 X X X X X X X X X X X 0,778

Sedentario X 0,147 0,173 0,200 0,355 X X X X X X X X X X X 0,344

RZajustado 24,6

FACIT: functional assessment chronic illness therapy; HP: histéria pregressa; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico;

MEEM: mini-exame do estado mental; SAF: sindrome antifosfolipide; X: ndo incluido na etapa.
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Figura 6. Gréfico dos residuos do primeiro modelo ajustado (n=59)
A. Grafico de probabilidade normal dos residuos; B. Residuos versus valores ajustados;

C. Histograma dos residuos; D. Residuos versus ordem dos dados.

No segundo processo de ajuste do modelo multivariado, mantendo apenas MEEM e
excluindo as demais caracteristicas cognitivas, foram inseridos os itens: tempo do
diagnéstico, SAF, infeccBes, historia pregressa de LENP, dose acumulada de
antimalarico, MEEM, FACIT — Fatigue, grau da ansiedade, grau do estresse e atividade
fisica. As etapas do ajuste do modelo final de regressédo linear sdo apresentadas na
tabela 12. Permaneceram no ajuste final as caracteristicas: SAF (ICos% 0,120; 0,715;
p=0,010) e grau da ansiedade (ICes% -0,620; -0,069; p=0,030), com ajuste adequado

(Figura 7).
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Tabela 12. Etapas para o ajuste do modelo multivariado de regressao linear (n = 59, segundo modelo)

Valores-p das etapas do ajuste
Caracteristicas

I Il I A% \Y, VI Vi VIII IX X Xl Xl Xl XIv o XV XV

Tempo do diagnostico 0,444 X X X X X X X 0,456 X X X X X X
SAF 0,119 0,086 0,067 0,078 0,053 0,070 0,007 0,006 0,013 0,010 0,007 0,011 0,006 0,02 0,013
InfeccBes (SIM) 0,349 0,388 X X X X X X X 0,575 X X X X X
HP LENP 0,305 0,320 0,393 X X X X X X X 0,279 X X X X
Antimalarico 0,142 0,155 0,163 0,168 0,171 0,172 X X X X X 0,326 X X X
MEEM 0,288 0,262 0,241 0,144 0,174 X X X X X X X 0,094 X X
FACIT - Fatigue 0,075 0,069 0,070 0,065 0,056 0,023 X 0,122 X X X X X X X
Grau da ansiedade

Moderada 0,320 0,286 0,199 0,178 0,097 0,052 0,015 0,006 0,025 0,030 0,038 0,013 0,039 0,09 0,038

Grave ou muito grave 0,879 0,852 0,888 0,900 0,927 0,778 0,410 0,710 0,397 0,367 0,303 0,570 0,282 0,34 0,284
Grau do estresse

Moderada 0,267 0,203 0,180 0,081 0,067 0,062 X X X X X X X 0,23 X

Grave ou muito grave 0,605 0,528 0,452 0,318 0,268 0,131 X X X X X X X 0,77 X
Atividade fisica

Irregularmente ativo 0,773 0,651 0,604 0,540 X X X X X X X X X X 0,726

Sedentéario 0,094 0,113 0,130 0,193 X X X X X X X X X X 0,181

R2 ajustado 18,4

FACIT: functional assessment chronic illness therapy; HP: histéria pregressa; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico;

MEEM: mini-exame do estado mental; SAF: sindrome antifosfolipide; X: ndo incluido na etapa.
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Figura 7. Gréfico dos residuos do segundo modelo ajustado (n=59)
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A. Grafico de probabilidade normal dos residuos; B. Residuos versus valores ajustados;

C. Histograma dos residuos; D. Residuos versus ordem dos dados.

No terceiro processo de ajuste do modelo multivariado, com a exclusdo de MEEM e

mantendo as demais variaveis de avaliacdo de cognicdo, foram inseridos os itens: tempo

do diagnéstico, SAF, infeccbes, HP LENP, dose acumulada de antimalérico, atencéo e

calculo, relégio de Schulman, fluéncia — animais, orientacédo espacial, FACIT — Fatigue,

grau da ansiedade, grau do estresse e atividade fisica. As etapas do ajuste do modelo

final de regresséo linear sdo apresentadas na tabela 13. Permaneceram no modelo as

mesmas caracteristicas do primeiro modelo: SAF (ICes% 0,145; 0,718, p=0,004), fluéncia

— animais (ICes% -0,038; -0,003; p=0,022) e grau da ansiedade (ICos% -0,648; -0,114;

p=0,006).



Tabela 13. Etapas para o ajuste do modelo multivariado de regressao linear (n = 59, terceiro modelo)
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Caracteristicas

Valores-p das etapas do ajuste

1 11l v V VI VI VI X Xl Xl Xl Xlv XV XVI  XVII XV

Tempo do diagnostico X 0,480 X X X X X X X X X 0,532 X X X X X
SAF X 0,089 0,064 0,048 0,063 0,044 0,024 0,003 0,010 0,004 0,010 0,008 0,007 0,004 0,006 0,012 0,007
InfeccBes (SIM) X 0,226 0,249 X X X X X X X X X 0,394 X X X X
HP LENP X 0,170 0,174 0,239 X X X X X X X X X 0,239 X X X
Antimalarico X 0,174 0,190 0,201 0,215 0,215 X X X X X X X 0,387 X X
Relégio de Schulman 0,072 X X X X X X X 0,314 X X X X X X X X
Fluéncia - Animais 0,061 0,062 0,053 0,068 0,063 0,035 0,028 0,025 X X X 0,026 0,019 0,021 0,026 0,023 0,043
Atencéo e célculo 0,107 X X X X X X X X 0,105 X X X X X X X
Orientacao espacial 0,076 X X X X X X X X X 0,138 X X X X X X
Facit - Fatigue X 0,047 0,041 0,042 0,032 0,029 0,044 0,131 X X X X X X X X X
Grau da ansiedade

Moderada X 0,150 0,126 0,071 0,049 0,027 0,032 0,002 0,014 0,039 0,009 0,010 0,015 0,017 0,005 0,049 0,016

Grave ou muito grave X 0,898 0,915 0,865 0,807 0,694 0,891 0,611 0,634 0,282 0,557 0,530 0,467 0,405 0,698 0,458 0,425
Grau do estresse

Moderada X 0,290 0,227 0,199 0,073 0,064 0,078 X X X X X X X X 0,230 X

Grave ou muito grave X 0,524 0,452 0,352 0,172 0,157 0,206 X X X X X X X X 0,811 X
Atividade fisica

Irregularmente ativo X 0,998 0,895 0,832 0,787 X X X X X X X X X X X 0,778

Sedentario X 0,147 0,173 0,200 0,355 X X X X X X X X X X X 0,344

RZajustado 24,6

FACIT: functional assessment chronic illness therapy; HP: histéria pregressa; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico;

SAF: sindrome antifosfolipide; X: ndo incluido na etapa.
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No quarto processo de ajuste do modelo multivariado, mantendo apenas atencéo e
calculo e excluindo as demais variaveis de avaliagdo cognitiva, foram inseridos os itens:
tempo do diagndstico, SAF, infeccdes, historia pregressa de LENP, dose acumulada de
antimalarico, atencéo e calculo, FACIT — Fatigue, grau de ansiedade, grau de estresse e
atividade fisica. As etapas do ajuste do modelo final de regresséao linear séo apresentadas

na tabela 16.

Permaneceram no modelo as caracteristicas: fadiga e grau do estresse (tabela 14). A
cada 10 unidades a mais na fadiga, o comprimento do teldmero diminui, em média, 0,17
(ICo5%: -0,29 a -0,05, p=0,006); os pacientes com grau de estresse moderado
apresentaram comprimento relativo do telémero, em média, 0,594 (ICgs%: -0,957 a -0,230;
p=0,003) menor do que 0s pacientes sem estresse ou com grau leve e 0s pacientes com
grau de estresse grave ou muito grave apresentaram comprimento relativo do telémero,
em média, 0,416 (ICos%: -0,767 a -0,064; p=0,040) menor do que 0s pacientes sem

estresse ou com grau leve.



Tabela 14. Etapas para o ajuste do modelo multivariado de regressao linear (n = 59, quarto modelo)
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Caracteristicas

Valores-p das etapas do ajuste

[ 1 " v V VI Vil VI IX Xl Xl X XV XV XVI

Tempo do diagnostico 0,465 X X X X X X X X X X X X X
SAF 0,103 0,074 0,082 0,062 X 0,065 0,038 0,074 X X X X X X
Infeccdes (SIM) 0,259 0,285 0,335 X X X X X 0,229 X X X X X
HP LENP 0,357 0,376 X X X X X X X 0,619 X X X X
Antimalarico 0,131 0,143 0,147 0,156 X 0,143 X X X X 0,100 X X X
Atencéo e célculo 0,194 0,170 0,086 0,111 X 0,078 0,087 X X X X 0,182 X X
FACIT - Fatigue 0,056 0,051 0,045 0,044 0,006 0,019 0,024 0,013 0,006 0,008 0,005 0,010 0,018 0,006
Grau da ansiedade
Moderada 0,350 0,317 0,276 0,176 X X X X X X X X 0,108 X
Grave ou muito grave 0,921 0,897 0,928 0,977 X X X X X X X X 0,988 X
Grau do estresse

Moderada 0,261 0,199 0,090 0,086 0,002 0,010 0,014 0,008 0,003 0,006 0,001 0,046 0,020 0,005

Grave ou muito grave 0,572 0,499 0,335 0,275 0,021 0,140 0,209 0,087 0,040 0,040 0,012 0,182 0,045 0,040
Atividade fisica

Irregularmente ativo 0,767 0,650 0,578 0,558 X X X X X X X X X 0,521

Sedentario 0,084 0,100 0,152 0,163 X X X X X X X X X 0,132

R2 ajustado 15,9

FACIT: functional assessment chronic illness therapy; HP: histéria pregressa; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico;

SAF: sindrome antifosfolipide; X: ndo incluido na etapa.
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Apés a andlise dos residuos observou-se que o modelo esta bem ajustado (figura 8).

A Normal Probability Plot of the Residuals B Residuals Versus the Ftted Values
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Figura 8. Gréfico dos residuos do quarto modelo ajustado (n=59)
A. Grafico de probabilidade normal dos residuos; B. Residuos versus valores ajustados;

C. Histograma dos residuos; D. Residuos versus ordem dos dados.

No quinto processo de ajuste do modelo multivariado, excluindo a caracteristica SAF,
foram inseridos os itens: tempo do diagndstico, infeccdes, histéria pregressa de LENP,
dose acumulada de antimalarico, MEEM, atencdo e calculo, relégio de Schulman,
fluéncia verbal — animais, orientacéo espacial, FACIT — Fatigue, grau da ansiedade, grau
do estresse e atividade fisica. As etapas do ajuste do modelo final de regressao linear
sdo apresentadas na tabela 18. Permaneceram no modelo as mesmas caracteristicas do
quarto modelo: fadiga (ICos%: -0,29 a -0,05, p=0,006) e grau de estresse (ICos%: -0,957 a
-0,230; p=0,003) (tabela 15).



73

Tabela 15. Etapas para o ajuste do modelo multivariado de regressao linear (n = 59, quinto modelo)

Valores-p das etapas do ajuste
Caracteristicas

[ 1 " v \Y VI VI VI IX X Xl Xl X1 Xlv XV XVI  XVII XVl

Tempo do diagnostico X 0,320 X X X X X X X X X X 0,378 X X X X
InfeccBes (SIM) X 0,161 0,183 0,256 0,236 X X X X X X X X X X X X
HP LENP X 0,227 0,246 X X X X X X X X X X 0,619 X X X
Antimalarico X 0,093 0,103 0,117 0,113 0,115 X X X X X X X X 0,100 X X
MEEM 0,162 X X X X X X X 0,163 X X X X X X X X
Relégio de Schulman 0,054 X X X X X X X X 0,364 X X X X X X X
Fluéncia - Animais 0,032 0,0900 0,078 0,074 0,040 0,055 0,046 0,070 X X X X X X X X X
Atencéo e célculo 0,769 X X X X X X X X X 0,182 X X X X X X
Orientacao espacial 0,100 X X X X X X X X X X 0,108 X X X X X
FACIT - Fatigue X 0,023 0,019 0,015 0,013 0,012 0,021 0,009 0,015 0,008 0,010 0,007 0,009 0,008 0,005 0,018 0,006
Grau da ansiedade

Moderada X 0,240 0,208 0,138 0,086 0,050 0,065 X X X X X X X X 0,108 X

Grave ou muito grave X 0,861 0,880 0,817 0,679 0,636 0,880 X X X X X X X X 0,988 X
Grau do estresse

Moderada X 0,139 0,081 0,024 0,018 0,015 0,018 0,001 0,003 0,004 0,003 0,001 0,006 0,006 0,001 0,020 0,005

Grave ou muito grave X 0,256 0,173 0,069 0,054 0,035 0,048 0,020 0,072 0,021 0,046 0,016 0,038 0,040 0,012 0,045 0,040
Atividade fisica

Irregularmente ativo X 0,879 0,715 0,673 X X X X X X X X X X X X 0,521

Sedentario X 0,122 0,158 0,288 X X X X X X X X X X X X 0,132

R? ajustado 15,9

FACIT: functional assessment chronic illness therapy; HP: histéria pregressa; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico;

MEEM: mini exame do estado mental; SAF: sindrome antifosfolipide; X: ndo incluido na etapa.



Tabela 16.

Compilado de modelos multivariados de regressao linear iniciais e finais (n = 59)
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Caracteristicas

Primeiro modelo

Segundo modelo

Modelo inicial

Modelo final

Modelo inicial

Modelo final

Coef. (ICgs5%) p Coef. (ICos5%) p Coef. (ICgs%) p Coef. (ICos%) p
Tempo do diagnostico 0,007 (-0,012; 0,026) 0,480 -— - 0,008 (-0,012; 0,027) 0,444 - -
SAF 0,274 (-0,043; 0,591) 0,089 0,432 (0,145;0,718) 0,004 |0,256 (-0,069; 0,581) 0,119 0,418 (0,120; 0,715) 0,007
Infecgbes (SIM) -0,135 (-0,357; 0,087) 0,226 - - -0,107 (-0,334; 0,120) 0,349 - -
HP LENP -0,199 (-0,487; 0,089) 0,170 - - -0,159 (-0,467; 0,149) 0,305 - -
, L. -4,41E-08 (-1,09E-07; -4,89E-08 (-

Antimalarico 2.02E-08) 0,174 1 15E-07: 1,69E-08) 0,142
MEEM * - - - * - - -
Relégio de Schulman * - - - - - - -
Fluéncia - Animais -0,017 (-0,035; 0,001) 0,062 -0,021 (-0,038; -0,003) 0,022 |- - - -
Atencéo e célculo - - - - - - - -
Orientacao espacial * - - - - - - -
FACIT - Fatigue -0,013 (-0,026; -0,001) 0,047 - - -0,012 (-0,025; 0,001) 0,075 - -
Grau da ansiedade

Moderada -0,231 (-0,549; 0,087) 0,150 -0,381 (-0,648; -0,114) 0,006 |-0,164 (-0,493; 0,165) 0,320 -0,344 (-0,620; -0,069) 0,015

Grave ou muito grave  -0,022 (-0,362; 0,318) 0,898 0,075 (-0,174; 0,324) 0,546 |0,027 (-0,325; 0,378) 0,879 0,106 (-0,151; 0,364) 0,410
Grau do estresse

Moderada -0,222 (-0,639; 0,195) 0,290 - - -0,239 (-0,669; 0,19) 0,267 - -

Grave ou muito grave -0,124 (-0,514; 0,266) 0,524 - - -0,105 (-0,511; 0,301) 0,605 - -
Atividade fisica

Irregularmente ativo 3,07E-04 (-0,312; 0,313) 0,998 - - -0,047 (-0,376; 0,281) 0,773 - -

Sedentario 0,381 (-0,139; 0,901) 0,147 - - 0,448 (-0,079; 0,974) 0,094 - -
R2 ajustado 26,4 18,4

*: testado, mas néo incluido na etapa; -: ndo incluido na etapa; Coef.: coeficiente; HP: histéria pregressa; FACIT: functional

assessment of chronic ilness therapy; IC: intervalo de confianga; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico; MEEM: mini-

exame do estado mental; P: valor-p; SAF: sindrome antifosfolipide.
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Terceiro modelo

Quarto modelo

Caracteristicas Modelo inicial Modelo final Modelo inicial Modelo final
Coef. (ICos%) p Coef. (ICos5%) p Coef. (ICgs5%) p Coef. (ICos%) p
Tempo do diagnostico 0,007 (-0,012; 0,026) 0,480 -— - 0,007 (-0,012; 0,027) 0,465 - -
SAF 0,274 (-0,043; 0,591) 0,089 0,432 (0,145;0,718) 0,004 |0,267 (-0,056; 0,591) 0,103 - -
Infecgbes (SIM) -0,135 (-0,357; 0,087) 0,226 - - -0,129 (-0,355; 0,098) 0,259 - -
HP LENP -0,199 (-0,487; 0,089) 0,170 - - -0,143 (-0,451; 0,166) 0,357 - -
—07- -5,00E-08 (-1,15E-07;
Antimalérico ~4,41E-08 (-1,098-07; 0,174 - - ( 0,131 - -
2,02E-08) 1,55E-08)

MEEM - - - - - - -
Reldgio de Schulman * - - - - - - -
Fluéncia - Animais -0,017 (-0,035; 0,001) 0,062 -0,021 (-0,038; -0,003) 0,022 |— - - -
Atencéo e célculo * - — — 0,043 (-0,023; 0,109) 0,194 - -
Orientacao espacial * - — — - — — -
FACIT - Fatigue -0,013 (-0,026; -0,001) 0,047 - - +0,013 (-0,026; 3,29E-04) 0,056 -0,017 (-0,029; -0,005) 0,006
Grau da ansiedade

Moderada -0,231 (-0,549; 0,087) 0,150 -0,381 (-0,648; -0,114) 0,006 |-0,154 (-0,482; 0,174) 0,350 - -

Grave ou muito grave  -0,022 (-0,362; 0,318) 0,898 0,075 (-0,174; 0,324) 0,546 |0,017 (-0,330; 0,364) 0,921 - -
Grau do estresse

Moderada -0,222 (-0,639; 0,195) 0,290 - - -0,241 (-0,668; 0,185) 0,261 -0,594 (-0,957; -0,230) 0,002

Grave ou muito grave  -0,124 (-0,514; 0,266) 0,524 - - -0,113 (-0,513; 0,287) 0,572 -0,416 (-0,767; -0,064) 0,021
Atividade fisica

Irregularmente ativo 3,07E-04 (-0,312; 0,313) 0,998 - - -0,048 (-0,372; 0,276) 0,767 — -

Sedentario 0,381 (-0,139; 0,901) 0,147 - - 0,457 (-0,064; 0,978) 0,084 - -
R2 ajustado 26,4 15,9

*: testado, mas nao incluido na etapa; —: nado incluido na etapa; Coef.: coeficiente; HP: historia pregressa; FACIT: functional

assessment of chronic ilness therapy; IC: intervalo de confian¢a; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico; MEEM: mini-

exame do estado mental; P: valor-p; SAF: sindrome antifosfolipide.
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Quinto modelo

Caracteristicas Modelo inicial Modelo final
Coef. (ICos%) p Coef. (ICos%) p
Tempo do diagnostico 0,01 (-0,01; 0,029) 0,320 - -
SAF - - - -
Infeccoes (SIM) -0,159 (-0,384; 0,066) 0,161 - -
HP LENP -0,178 (-0,471; 0,115) 0,227 - -
. L. -5,49E-08 (-1,19E-07;

Antimalarico 9,59E-09) 0,093
MEEM * - - -
Reldgio de Schulman * - - -
Fluéncia - Animais -0,016 (-0,034; 0,003) 0,090 - -
Atencéo e célculo * - - -
Orientacdo espacial * - - -
FACIT - Fatigue -0,015 (-0,028; -0,002) 0,023 -0,017 (-0,029; -0,005) 0,006
Grau da ansiedade

Moderada -0,189 (-0,51; 0,131) 0,240 - -

Grave ou muito grave -0,03 (-0,377; 0,316) 0,861 - -
Grau do estresse

Moderada -0,309 (-0,723; 0,105) 0,139 -0,594 (-0,957; -0,230) 0,002

Grave ou muito grave -0,218 (-0,601; 0,164) 0,256 -0,416 (-0,767; -0,064) 0,021
Atividade fisica

Irregularmente ativo -0,024 (-0,342; 0,294) 0,879 - -

Sedentéario 0,414 (-0,115;0,944) 0,122 - -
R2 ajustado 159
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*: testado, mas ndo incluido na etapa; —: néo incluido na etapa; Coef.: coeficiente; HP:

histéria pregressa; FACIT: functional assessment of chronic ilness therapy; IC: intervalo

de confianca; LENP: lUpus eritematoso neuropsiquiatrico; MEEM: mini-exame do estado

mental; P: valor-p; SAF: sindrome antifosfolipide.
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5. DISCUSSAO

Pacientes com LES tém comprimento relativo do teldomero menor que controles sem
doencas inflamatdérias crénicas e imunomediadas, o que foi encontrado em nosso estudo
e em estudos publicados previamentel: % 28 42 71 Este é o primeiro estudo que avalia o

comprimento do teldmero em pacientes com LES na populacao brasileira.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o comprimento do teldmero de
pacientes com LES de inicio na idade adulta e LES de inicio na infancia, possivelmente
pelo tamanho da amostra de pacientes com LES pediatrico. Também néo foi encontrada
associacao entre o tempo de diagnéstico e o CT, diferente de Bridges e colaboradores,
que mostraram que ndo houve associacdo entre o diagnéstico na infancia e CT mas
houve associacédo inversa entre tempo de diagnostico e comprimento do teldmero quando
se comparou 0s pacientes com lupus diagnosticado na infancia e os diagnosticados na
idade adulta?.

Discutindo ainda as caracteristicas de nossa amostra, € importante ressaltar que o
pareamento entre 0s grupos casos e controles foi homogéneo no que tange sexo e idade
mas o0s grupos foram diferentes com significancia estatistica em relacéo a classificacéo
etnico-racial e as comorbidades. Como ja exposto anteriormente, sabe-se que
comorbidades como DM, DAC, tabagismo e obesidade podem interferir no CT e este
achado pode ter interferido nos resultados encontrados. H4 poucos dados na literatura
qgue discutem comparacdes interraciais do CT. Ainda ndo esta claro se o CT esta
relacionado a condicdes de saude associadas ao envelhecimento em populacfes
multiétnicas. Brown e colegas demonstraram que o CT esta associado a relativamente
poucos indicadores de saude entre brancos e ndo estéd associado a indicadores de saude

entre grupos negros ou latinos, sem diferenca entre o CT e a etnia’?.

Na andlise de regressdo multipla, foram construidos cinco modelos, com o objetivo de
encontrar o melhor modelo que explicasse as relagbes encontradas na andlise
univariada, além de minimizar interferéncias entre as variaveis cognitivas que estivessem

inseridas em um mesmo modelo.
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Consideramos o segundo modelo aquele que melhor explica estas associacoes, levando
em consideracdo o fato de o MEEM ter sido o teste cognitivo mais alterado entre todos
os avaliados e 0 achado de que 24 de 60 pacientes (40%) tiveram alteracdes na avaliagéo
de atencdo e célculo, que se trata de uma subanalise do teste acima referido. Importante
ressaltar que o MEEM € um teste de rastreio cognitivo global e, possivelmente, isto

implicou o fato dele ser o teste mais alterado entre todos 0s outros.

Pacientes com SAF apresentaram comprimento do teldmero maior que pacientes sem
SAF. Nao ha dados na literatura que respaldem este achado, sendo necessarios estudos

adicionais, com amostra mais robusta, para avaliar esta associacao.

Encontramos uma relagéo negativa direta entre a presenca de sintomas ansiosos e 0 CT
(p=0,015), relacéo ja descrita em outros trabalhos, estudando outras populagdes’® 74.
Pousa, em sua metanalise, evidenciou sete estudos com relacdo negativa entre
ansiedade e CT (n=9.103 pacientes)’®. Darrow e colegas observaram uma forte
associacdo entre doengas psiquiatricas, incluindo estresse pds-traumatico, depressao e
ansiedade, e teldomeros mais curtos’4. Os mecanismos propostos para esta associacao
incluem a disfuncdo mitocondrial e a inativacdo da telomerase!®. Estima-se que,
aproximadamente 10-25% dos adultos e 25-45% das criangas tenham envolvimento
neuropsiquiatrico como manifestacado clinica do LES, sendo o humor deprimido o sintoma
mais comum®. Depressao e a ansiedade geralmente tém impactos importantes na salde
e bem-estar dos pacientes com LES, incluindo aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares, diminuicdo da qualidade de vida e maior mortalidade’. O sofrimento
esta diretamente relacionado a inflamacéo e ao estresse oxidativo, condi¢cdes ligadas ao

encurtamento dos teldmerosi® 73 e também ao LES.

Na populacdo estudada, 61,7% apresentou alteracdo na triagem cognitiva avaliada
através do MEEM. Frequéncia alta de CD é descrita em diversos estudos’® 77: 78 79,
Inconsisténcias na prevaléncia do CD entre os estudos sdo em grande parte

metodoldgicas, incluindo diferencas entre as amostras estudadas, a utilizacdo de
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diferentes testes de avaliacdo, além da falta de uma definicdo acerca do termo disfungéo
cognitiva no LES3> 78, A despeito da alta prevaléncia relatada, o rastreamento para
disfuncéo cognitiva e uma avaliacédo cognitiva formal dos pacientes com LES ainda nao
estdo incorporados na pratica clinica®® além de ndo haber uma bateria padrdo-ouro.
Escolhemos o MEEM como teste de triagem cognitiva por ser rapido e de facil
aplicabilidade. Em nosso estudo, ndo houve relacdo entre o CT e a presenca de
alteracdes nos testes cognitivos aplicados. No protocolo de avaliacdo cognitiva as
funcdes executivas ndo foram avaliadas de forma mais detalhada assim como nao
houve avaliagdo neuropsicoldgica. O que determinou a escolha dos testes cognitivos
foi a possibilidade de aplicacdo pelo médico assistente, como uma tentativa de
desenhar um modelo de triagem clinica para encaminhamento ao especialista em

neurocognicao.

N&o encontramos relacdo entre o comprimento relativo do teldbmero e atividade de
doenca, ao contrario do que demonstrou Wu e colegas’?, assim como ndo encontramos
relacdo com o dano causado pela doenca. Haque e colegas encontraram um telomero
mais longo em pacientes com LES em uso atual de esteroide, tabagistas e com mais alto
IMC, em comparagdo com controles saudaveis?®®. Em nosso estudo, ndo houve
associacdo do CT com as comorbidades estudadas e nem com o tratamento avaliado
(anos de uso de antimalérico, doses acumuladas de antimalarico, corticoide e de
ciclofosfamida).

Por ultimo, A gPCR é uma das técnicas mais comumente empregadas para analise do
comprimento dos teldmeros por ter mais simples execucao e ser necessario pouco DNA
genbmico se comparada a outras técnicas, como o TRF por southern blotting (SB),
fluorescéncia quantitativa de hibridizacdo in situ (Q-FISH e flow-FISH) e andlise do
comprimento Unico de telémeros (STELA)®. Além disso, é uma técnica ja padronizada
no Laboratorio de Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG, onde foram
realizados os experimentos. A correlacéo entre as proporcdes relativas de T/S medidas
por PCR quantitativo e os comprimentos medidos por TRF, considerado padrdo-ouro?t

22, reforca a ideia de que o método de gPCR mede com acuracia os comprimentos
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relativos dos teldmeros33. E uma técnica, assim como as outras, com limitagdes. Requer
amostras de DNA de alta qualidade (sem degradacdo) para que sua execucao seja
possivel. Mesmo quando realizado por especialistas, pode haver variacdo, tanto
diferencas na eficiéncia da amplificacdo quanto variagdo na medicdo entre as
aliquotas??. Por ser um experimento que demanda alta pureza da amostra além de
concentracdo adequada de DNA, houve perda de 14% da amostra, embora tenhamos

mantido o niamero de participantes maior que aquele indicado pelo calculo amostral.

As principais vantagens deste estudo s&o a inclusdo de um numero consideravel de
pacientes e controles, superior ao valor estimado no célculo amostral, os dados terem
sido coletados em uma populacdo adscrita em hospital terciario, com boa qualidade de
registro dos dados recuperados dos prontuarios médicos e, por fim, a experiéncia do
laboratério na realizacao da técnica do gPCR para avaliagao do CT.

As principais limitacdes do presente estudo sdo a pequena representatividade de
pacientes com LES pediatrico, comprometendo as analises comparativas entre os dois
grupos de pacientes (pediatricos em relacdo ao LES de inicio na idade adulta), o desenho
transversal do estudo pode ter impactado nos resultados das ndo associacfes entre
atividade e dano pelo LES no CT. Além disso, no que tange o CD, néo foi realizada bateria
neuropsicolégica e avaliacdo detalhada de fungbBes executivas. Ressaltamos que o
calculo amostral foi realizado baseado em dados da literatura que compara o
comprimento do teldmero de pacientes e controles. Nao houve um calculo amostral para
comparacao das variaveis dos desfechos secundarios e o CT, o que pode ter influenciado

os resultados encontrados.

Concluindo, este estudo mostrou que pacientes com LES tém teldmero mais curto que
controles. Além disso, mostrou também que a presenca de sintomas ansiosos esta
relacionada ao encurtamento dos teldmeros. E preciso que tenhamos atencdo especial
para a presenca de transtornos de humor em pacientes com LES, o que guarda relacéo
direta com bem-estar, estresse oxidativo e inflamacao. Pacientes com LES precisam ter

um controle rigoroso da doenca e comorbidades, minimizando seu impacto fisico e
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mental e, consequentemente, reducdo do dano e do aparecimento de novas

comorbidades, como as doencas cardiovasculares, as infeccdes e as neoplasias.
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Abstract

Objectives: To compare the relative telomere length (TL) in patients with systemic lupus
erythematosus (SLE) and controls and to correlate it with clinical characteristics,
treatments, disease activity, and damage.

Methods: This cross-sectional study compared adult SLE patients and controls, from 18
to 60 years, matched by sex and age. Clinical and demographic data from all participants
were collected, and relative TL was measured by gPCR. Previous and current clinical
history, disease activity (SLEDAI-2K), damage (SLICC-DI), cognitive assessment (mini-
mental state examination, verbal fluency, Schulman’s clock test and CERAD word list),
fatigue (FACIT-Fatigue), depression, anxiety, stress symptoms (DASS21), and physical
activity (IPAQ-SF) from cases were analyzed. Variables were expressed by frequencies
and percentages (qualitative), and mean or median and standard deviation (quantitative).
Student's t or Mann-Whitney tests evaluated comparisons and Spearman's coefficient, the
correlations (p-value <0,05).

Results: Sixty SLE patients and 55 controls were included. SLE patients had a median
TL of 0.80 versus 1.07 in the control group (p=0.005), even after adjustments for
comorbidities. SLE patients with moderate anxiety symptoms had lower TL (p=0.015)
when compared to patients without or with low-grade anxiety symptoms. An unexpected
result was the longer telomere in patients with antiphospholipid syndrome (APS) patients
compared to patients without APS (p=0.007). There was no association with disease
activity or damage.

Conclusions: Brazilian SLE patients presented shorter telomeres than controls. Relative
TL in SLE patients was associated with anxiety symptoms and APS. Longitudinal studies
are essential to evaluate clinical implications related to TL.

Keywords: systemic lupus erythematosus; telomere; telomere shortening; senescence;
aging.

Rheumatology key messages

. SLE patients have shorter telomeres when compared to individuals without chronic
inflammatory immune-mediated diseases.

. Telomere shortening is probably related to anxiety symptoms in SLE, which have already
been described in other populations.

. A'longer TL was observed in APS patients.
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune inflammatory disease with
a diverse clinical phenotype. It is characterized by hyperactivation of B cells, deposition of
immune complexes, excess of pathogenic autoantibodies, and multiorgan damage (1, 2).

Chronic immune activation can accelerate the immunosenescence and remodel the
immune system. Many similarities are found between aging and SLE-related senescence.
The immune cell repertoire changes and includes decreased naive T cells and oligoclonal
expansion of memory T cells (3-6). Analysis of senescence biomarkers in patients with
SLE demonstrates an increase in the subpopulation of senescent T lymphocytes
(CD4*CD28"). Additionally, in a cohort of patients with SLE, an association between
CD4*CD28" cells and ocular, kidney, peripheral vascular, and cardiovascular damages,
as well as early gonadal failure was found (7).

Other markers of cellular senescence, such as increased cellular turnover, increased
production of reactive oxygen species mediated by mitochondrial dysfunction, and
production of pro-inflammatory cytokines, are present in SLE (8, 9).

Telomeres are protein complexes located at the top of each arm of chromosomes,
essential for maintaining genome stability. In mammals, they comprise highly conserved
DNA sequences (TTAGGG)n (10, 11), but TL is not only genetically determined. Age,
oxidative stress, inflammation, immune response to inflammation, smoking, alcoholism,
obesity, and high cell replication are external factors that interfere with telomere erosion
(12-15). Inflammation also contributes to telomere erosion by increasing cell turnover and
interfering with telomerase's action (10).

Telomere shortening has been described in SLE patients (16, 17). In a meta-analysis, Lee
et al. showed the difference between the TL of patients with SLE and controls (2). Bridges
et al. compared the TL of patients with childhood SLE and adulthood SLE and
demonstrated a more pronounced shortening in more prolonged disease (18). Haque et
al. described shorter telomeres in SLE patients when compared to healthy individuals.
Factors related to shorter TL were the presence of anti-Ro, current use of corticosteroids,
and increased body mass index. Smoking and atherosclerotic plaques in carotid arteries
were associated with longer TL. There was no correlation of TL with disease activity and
damage (19).

Although the telomere shortening described in SLE, data on its relationship with clinical
outcomes and treatments must be better studied. Telomeres are considered markers of
cellular senescence, but defining their length as a biomarker of mortality or damage in
SLE requires longitudinal evaluation.

The main objective of this study was to compare the relative TL of patients with SLE to
the control group. The association of the relative TL with clinical and treatment parameters
of SLE was also assessed.
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Methods

Patients

This is a cross-sectional study in which SLE patients, according to the classification criteria
of the Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) 2012 (20) and the
European League Against Rheumatism/American College of Rheumatology
(EULAR/ACR) 2019 (21) aged 18 to 60 years, were matched by gender and age. Controls
were patients' relatives without known chronic immune-mediated inflammatory diseases
in addition to the exclusion criteria mentioned below. Participants were selected
consecutively between February and October of 2022.

Exclusion criteria were acute or chronic infections, pregnant and nursing women, patients
undergoing renal replacement therapy, cirrhosis, bone marrow or solid organ transplanted
patients, non-rheumatic immune-mediated inflammatory diseases, patients with central
nervous system (CNS) structural damage and overlap syndromes, except
antiphospholipid syndrome (APS) and secondary Sjogren syndrome.

In a single visit, clinical and demographic data were collected from all research
participants through interviews and medical records review (of the patients), and these
data were stored in the REDCap database (Research Electronic Data Capture,
https://project-redcap.org). Ethnic-racial classification and years of schooling were self-
declared data, as defined by the Brazilian Institute of Geography and Statistics (22). A
whole blood sample was collected from each participant.

The Ethics and Research Committee of the Federal University of Minas Gerais has
approved the research protocol and written informed consent has been obtained from the
subjects (or their legally authorized representative).

Clinical Assessment

Demographic characteristics (sex, age, ethnic-racial classification, years of schooling),
anthropometric measures (weight and body mass index - BMI), and comorbidities,
including smoking and alcohol intake and neoplasms, were evaluated from all participants.
Clinical data from patients were also evaluated: duration (in years) of use of antimalarials,
accumulated doses of antimalarials, glucocorticoids and cyclophosphamide; disease
activity by the modified Systemic Lupus Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2K) (23);
damage by Systemic Lupus International Collaborating Clinics / American College of
Rheumatology Damage Index (SLICC/ACR - DI) (24); previous history of nephritis and
neuropsychiatric lupus (NPSLE); association with APS; previous history of infections
(number of severe infections since diagnosis and hospitalizations). Cognitive impairment
was assessed by the mini-mental state examination (MMSE) (25), verbal fluency test (26),
Schulman clock test (27), and Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease
(CERAD) word list (28). Authors assessed the presence of depressive, anxiety, and stress
symptoms by the Depression Anxiety Stress Scale (DASS21) (29), fatigue was evaluated
by the Functional Assessment Chronic Illiness Therapy — Fatigue Scale (FACIT — Fatigue)
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(30), the practice of physical activity by the International Physical Activity Questionnaire
(IPAQ) (31, 32).

Patients were considered in clinical remission when they fulfilled the Definitions of
Remission in SLE (DORIS) criteria (33). Patients with SLEDAI < 4 without renal, CNS,
cardiopulmonary, and vasculitis activity — and hemolytic anemia or gastrointestinal tract
activity and new activity since the last evaluation and current daily dose of prednisone (or
equivalent) < 7.5 mg and stable doses of immunosuppressant were considered in low
disease activity (LDA) (34). Patients with persistent chronic activity were those active for
more than six months and did not meet LDA criteria. Patients with new clinical or
laboratory manifestations of the disease or worsening of activity in the last six months
were considered to be exacerbating.

Laboratory Evaluation

A total blood sample of the patients was collected for dosages of anti-double strands DNA
antibody through indirect immunofluorescence using the Crithidia luciliae antigen, C3, and
C4 complement fractions through the turbidimetry method and for extraction of genomic
DNA by saline method and subsequent evaluation of relative TL through gPCR. The
procedures are described below.

Extraction of genomic DNA

DNA was extracted using the saline method, described by Lahiri and Numberger (1991)
(35), modified by Cavalli et al. (1996) (36) and Salazar et al. (1998) (37). Then, the
samples were stored at 4°C.

DNA samples were quantified, and evaluation of the DNA quality was performed using
the NanoDrop™ 2000/2000c¢ (ThermoScientific®, Waltham, MA, USA) at the absorbance
ratios 260/280 and 260/230 and the concentration adjusted for the gPCR technique.

We applied the Real-time Polymerase Chain Reaction (QPCR) technique, following the
technique to analyze the relative length of telomeres described by Cawthon (38). This
technique is based on determining the mean cycle thresholds (Cts), or cycle threshold
value, which corresponds to the cycle number in which the fluorescence generated within
a reaction exceeds the fluorescence threshold.

DNA samples were standardized to a final concentration of 75ng in 20ul, each analyzed
in triplicate. For each plate, three negative controls were included to detect the presence
of contamination due to handling error (no sample control - NTC), controls without primers,
and Taq DNA polymerase (NPC).

Statistical Analysis

Results were obtained using frequencies and percentages for qualitative characteristics
and measures of central tendency (mean and median) and dispersion (standard deviation)
for quantitative ones. Comparisons of relative TL and other variables were performed
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using the t-Student test when assumptions of normality and homoscedasticity were
satisfied and the Mann-Whitney test otherwise. Normality was assessed using the
Shapiro-Wilk test, and homoscedasticity was assessed using the Levene test.
Comparisons between sexes and groups were performed using the two-proportion test.

The sample calculation was based on previous data from the literature, a study that
evaluated TL in patients with SLE and healthy controls (16), considering a=5% and =80%
(n cases = 51; n controls = 51).

For the univariate analysis, a linear regression model adjustment was performed between
each of the characteristics of interest (sample characterization, comorbidities, previous
history of nephritis and NPSLE, accumulated doses, disease activity, damage, cognition,
fatigue, depression, anxiety, stress, and physical activity) and the response variable
“relative TL."

Characteristics with a p-value of less than 0.25 in the univariate analysis were included in
the adjustment process of the initial multivariate model (stepwise backward method).
Characteristics with statistical significance remained in the final model (p-value <0.05).
The adequacy of the linear regression model was evaluated from the residual analysis.
The degree of depression, anxiety, and stress, as well as physical activity, had categories
grouped for these analyses.

Correlations were evaluated based on the calculation of Spearman's correlation
coefficient.

Analyzes were performed using R version 3.6.3 and MINITAB programs. A significance
level of 5% was considered.

Results

Sample characteristics

Sixty SLE patients and 55 controls were included. In the case group, 45 (75%) were
diagnosed in adulthood and 15 (25%) under 18 years, with a mean disease duration (SD)
of 12 (5.8) years; 52 (86.7%) were female, with a mean age of 37 (11.5) years (Table 1).
Among controls, 48 (87.3%) were female, with a mean age of 38 (10.5) years. Thirty-five
(56.7%) patients had more than two comorbidities, and 49 (89.1%) controls had no
comorbidities. There was no statistical difference between groups regarding sex and age
(p=0.923 and p=0.737, respectively), but the groups were different considering
comorbidities (p<0.005), as shown in Table 1 with other sample characteristics.
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Characteristics Cases (n=60) Controls (n=55) p-value
Sample, n (%)
Pediatric 15 (25) - -
Adulthood 45 (75) - -
Sex, n (%) 0.924*
Female 52 (86.7) 48(87.3) -
Age (years), mean (SD) / median (minimum-maximum) 37 (11.5) / 35 (19-60) 38 (10,5) / 37 (18-60) 0.737**
Ethnic-racial classification, n (%) 0.026*
White 17 (28.3) 10 (18.2) -
Black 14 (23.3) 9 (16.4) -
Brown 28 (46.7) 29 (52.7) -
Yellow 0 (0) 7(12.7) -
Indigenous 1 (1.7) 0 (0) -
Years of schooling, n (%) 0.855*
Oneto3 3(5) 0 (0) -
Fourto 7 8 (13.3) 11 (20.4) -
Eightto 10 5 (8.4) 6 (11.1) -
Eleven to 14 36 (60) 24 (44.4) -
Fifteen or more 8 (13.3) 13 (24.1) -
Anthropometric data, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Weight 73.04(17.19) /69(44-139)  71.29(14.00)/ 72(40-105)  0.552**
BMI, Kg/m? 28.03 (6.31) / 28 (17-51) 27.48 (5.36) / 28 (17-46)  0.620**
Comorbidities, n (%) <0.005*
None 25 (41.7) 49 (89.1) -
Upto2 35(58.3) 6 (10.6) -
Three or more 3 (5) 0 (0) -
Comorbidities, n (%)
Obesity 18 (30) 15 (27.3) -
Hypertension 13 (21.7) 5(9.1) -
Dyslipidemia 11 (18.3) 1(1.8) -
Diabetes mellitus 6 (10) 2(3.6) -
Smoking 6 (10) 3(5.5) -
COPD 3 (5) 0 (0) -
CKD 2(3.3) 0 (0) -
Alcoholism 1 (1.7) 0 (0) -
Neoplasm*** 1 (1.7) 0 (0) -

Table data are presented as n (%), mean (SD), and median (minimum and maximum values). BMI: body mass index; CKD: chronic

kidney disease; cm: centimeters; COPD: chronic lung disease; kg: kilograms; m? meter squared; SD: standard deviation.

*U of Mann-Whitney; **T-Test; ***Carcinoma in situ of the vulva
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Thirty-nine (65%) patients were in remission or LDA, 8 (13.3%) had persistent chronic
activity for 21 months on average, and 12 (20%) had active nephritis, and mean SLEDAI-
2K of 4. Regarding treatment, 36 (60%) were in a stable dose of immunosuppressant for
at least six months. Twenty-seven (45.0%) patients had severe and opportunistic
infections during the disease, with 16 (26.7%) patients requiring hospitalization (Table 2).



Table 2. Clinical characteristics of 60 patients with systemic lupus erythematosus
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Characteristics

Diagnosis
Disease duration*, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Disease duration*, n (%)
Up to five years
Six to ten years
More than ten years
Age at diagnosis*, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Age at onset of symptoms*, mean (SD) / median (minimum-maximum)
APS, n (%)
Gestational event
Venous event
DVT
PTE
Infections, n (%)
Number of infections/patient, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Hospitalizations per infection
Number of hospitalizations/patient, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Previous history, n (%)
Mucocutaneous involvement
Joint involvement
Cardiopulmonar involvement

Nephritis
Number of episodes, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Age at first episode*, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Time since the first episode*, mean (SD) / median (minimum-maximum)
NPSLE

Number of episodes, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Age at first episode*, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Time since the first episode*, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Hematological involvement
Cutaneous vasculitis
Current history, n (%)
Mucocutaneous involvement
Joint involvement
Cardiopulmonar involvement
Nephritis
NPSLE
Cutaneous vasculitis
Disease activity
Clinical remission, n (%)
Duration**, mean (SD) / median (minimum-maximum)
LDA, n (%)
Duration**, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Exacerbation, n (%)
Persistent chronic activity, n (%)
Duration**, mean (SD) / median (minimum-maximum)
SLEDAI-2K, mean (SD) / median (minimum-maximum)
At diagnosis
In baseline

12 (5.8) / 11 (1-27)

9 (15)

20 (33.3)

31 (51.7)

25 (10.1) / 22 (6-53)
24 (11.2) / 23 (6-52)
9 (15)

2(3.3)

9 (15)

8 (13.3)

2(3.3)

27 (45)

0.78 (1.26) / 0 (0-6)
16 (26.7)

0.32 (0.46) / 0 (0-5)

50 (83.3)

49 (81.7)

18 (30)

31 (51.7)

1.4 (0.66) / 1 (1-3)
31 (9.5) / 30 (13-50)
8 (6.16) / 8 (1-25)
14 (23.3)

0,.3 (0.61) /1 (0,6)
23 (9.46) / 22 (6-40)
8 (4.15) / 7 (2-16)
48 (80)

17 (28.3)

5 (8.3)
5 (8.3)
7(1L.7)
12 (20)
0(0)
0(0)

35 (58.3)

38 (37.8) / 20 (3-129)
4 (6.7%)

12 (12.8) / 9 (0-30)
13 (21.7)

8 (13.3)

21 (20.4) / 12 (2-65)

11 (6.1) / 10 (2-25)
4 (4.14) / 2 (0-18)
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PGA
Damage
SLICC-DI, mean (SD) / median (minimum-maximum)
C3™, mean (SD) / median (minimum-maximum)
C4™, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Anti-native DNA positivity, n (%)
Previous treatment, n (%)
Antimalarials
Prednisone
Azathioprine
Cyclophosphamide
Methylprednisolone
Metothrexate
Cyclosporine
Mycophenolate
Rituximab
Intravenous Human Immunoglobulin
Dapsone
Leflunomide
Thalidomide
Belimumab
Current treatment, n (%)
Antimalarials
Prednisone < 7,5 mg
Azathioprine
Mycophenolate
Cyclosporine
Metothrexate
Prednisone > 7,5 mg
Rituximab
Cyclophosphamide
Dapsone
Leflunomide
Thalidomide
Belimumab
Stable immunosuppressant for at least six months
None immunosuppressant
Accumulated doses, mean (SD) / median (minimum-maximum)
Antimalarials*
Antimalarials**+*
Corticosteroids****
Cyclophosphamide****

0.25 (0.55) / 0 (0-2)

1 (1.55) /1 (0-6)
104 (30) / 106 (31-172)
20 (12) / 17 (2-54)

31 (51.7)

60 (100)
60 (100)
44 (73.3)
42 (70)
36 (60)
29 (48.3)
19 (31.7)
16 (26.7)
7(11.7)
6 (10)
4(6.7)
3%
1(1.7)
1(1.7)

45 (75)
17 (28.3)
12 (20)
12 (20)
11 (18.3)
11 (18.3)
11 (18.3)
4(6.7)
3(5)
1(1.7)
1(1.7)
1(1.7)

0 (0)

36 (60)
2(3.3)

10 (5.71) / 9 (1-26)
1.266.205 (1.649.784) / 990.737 (244.626-12.778.589)
44.809 (33.516,47) / 37.088 (3.600-202.522)

6.216 (5618.68) / 6.600 (800-23.600)

Table data are presented as n (%), mean (SD), and median (minimum and maximum values). APS: antiphospholipid syndrome; dl:
deciliter DVT: deep venous thrombosis; LDA: low disease activity; mg: milligrams; NPSLE: neuropsychiatric systemic lupus
erythematosus; PGA: Physician Global Assessment; PTE: pulmonary thromboembolism; SD: standard deviation; SLEDAI-2K:
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index — 2000; SLICC-DI: Systemic Lupus International Collaborating Clinics —

Damage Index.
*in years; **in months; ***in mg/dl; ****in mg
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Thirty-seven (61.7%) patients had cognitive dysfunction, according to MMSE. Thirty-eight
(63.3%) patients had at least one altered cognitive test. Regarding the presence of
symptoms of depression, anxiety, and stress, 25 (41.6%) patients had depression
symptoms from moderate to very severe grade; 12 (20%) patients had a moderate grade
of anxiety symptoms, and 15 (25%), severe to very severe grade. Thirty-three (55%)
patients had some degree of stress, ranging from mild to very severe. 45 (75%) patients
were classified as active, considering IPAQ-SF (Table 3).

Table 3. Cognitive assessment, fatigue, depression, anxiety and stress and physical activity of 60 patients with SLE

Characteristics

MMSE, n (%), mean (SD), median (minimum-maximum)
Attention and calculation, n (%)
General cognition, n (%)
Spatial orientation, n (%)
Verbal fluency test, n (%)
Animals, mean (SD), median (minimum-maximum)
Fruits, mean (SD), median (minimum-maximum)
Shulman clock test, n (%), mean (SD), median (minimum-maximum)
CERAD word list, n (%), mean (SD), median (minimum-maximum)
Three tries
Evocation
Words recognition
Altered tests*, n (%)
FACIT - Fatigue, mean (DP), median (minimum-maximum)
DASS21, mean (SD), median (minimum-maximum)
Depression, mean (SD), median (minimum-maximum)
Grade of severity, n (%)
Normal
Mild
Moderate
Severe and very severe
Anxiety, mean (SD), median (minimum-maximum)
Grade of severity, n (%)
Normal
Mild
Moderate
Severe and very severe
Stress, mean (SD), median (minimum-maximum)
Grade of severity, n (%)
Normal
Mild
Moderate
Severe and very severe
Physical activity
Very active
Active
Irregularly active
Sedentary

37 (61.7) / 26 (2.67) / 27(19-30)
24 (40) / 3 (1.79) / 3 (0-5)

13 (21.7)

2(2.7)

9 (15)

18 (5.93) / 18 (9-35)

15 (4.38) / 15 (8-27)

15 (25) / 3 (1.32) / 4 (0-5)

15 (25) / 19 (3.68) / 19 (10-26)
12 (20) / 6 (2.22) / 6 (2-10)
1(1.7)/9 (1.43)/ 9 (5-10)

38 (63.3)

36 (12.47) / 38 (2-52)

42 (34.18) / 36 (0-42)

15 (14) / 12 (0-42)

27 (45)

8 (13.3)

8 (13.3)

17 (28,4)

11 (10.9) / 8 (0-40)

29 (48.3)

4(6.7)

12 (20)

15 (25)

16 (12.2) / 14 (0-42)

27 (45)
12 (20)
7(11.7)
14 (23.3)

4(6.7%)
45 (75%)
8 (13.3%)
3 (5%)

Table data are presented as n (%), mean (SD), and median (minimum and maximum values). DASS: Depression Anxiety Stress Scale;
FACIT: Functional Assessment of Chronic lllness Therapy; MMSE: mini-mental state examination; SD: standard deviation; SLE:

systemic lupus erythematosus. *At least one altered cognitive test.
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Relative TL

SLE patients had a median relative TL of 0.80, while controls had a median of 1.07.
Controls had a median TL 0.27 greater than cases (95% CI: 0.07 to 0.38; p=0.005). There
was no difference between the TL of patients with childhood-onset SLE and those in
adulthood. Comparisons of relative TL are presented in Table 4 and illustrated in Figure
1.

Table 1. Comparisons of relative telomere length between patients and controls

Characteristics Cases (n = 60) Controls (n = 55) p-value
TL, mean (SD), median 0.91 (0.51) / 0.80 (0.29-2.94) 1.10 (0.45) / 1.07 (0.38-2.32) 0.005
Cases comparison
Childhood-onset SLE 0.83 (0.45) / 0.70 (0.33-1.95) - 0.591*
Adulthood-onset SLE 0.93 (0.54) /1 0.82 (0.29-2.94)

Table data are presented as n (%), mean (SD), and median (minimum and maximum values). SD: standard deviation; SLE: systemic
lupus erythematosus; TL: telomere length. *U of Mann-Whitney
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Figure 1. Box-plot representing the distribution of relative telomere length of patients with
systemic lupus erythematosus compared to controls

Univariate and multivariate regression models

The most extreme outlier (TL=2.94) was excluded after evaluating the (non-normal)
residues. Variables with p-values lower than 0.25 were indicated to compose the
multivariate linear regression models.

All univariate analysis and residue evaluation data are available in the Supplementary
material.
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Variables with p-values lower than 0.25 in the univariate analysis were indicated to
compose the multivariate linear regression models.

The first multivariate linear regression model was adjusted to evaluate the simultaneous
effects of variables group (SLE vs. control), ethnic-racial classification, and comorbidities
of the whole study population (114 participants) (predictor variables) on the relative TL
outcome (dependent variable) (Table 5). The final model is composed only of the case
group. SLE patients have a relative TL of 0.264 (Cl 95% -0.432 to -0.096, p=0.002) lower
than controls.

In the second multivariate linear regression model, maintaining just MMSE and excluding
other cognitive characteristics, the following variables were inserted in the initial model:
time since diagnosis, APS, infections, previous history of NPSLE, accumulated dose of
antimalarials, MMSE, FACIT — Fatigue, degree of anxiety and stress symptoms and
physical activity. APS (Cl 95% 0.120; 0.715; p=0.010) and degree of anxiety (Cl 95% -
0.620; -0.069; p= 0.030) remained in the final model (Table 6).

Patients with APS had a relative TL of 0.432 (C 195% 0.145 to 0.718; p=0.004) longer than
patients without APS; patients with a moderate degree of anxiety symptoms had a relative
TL of 0.381 (Cl 95% -0.648 to -0.114; p=0.006) shorter than patients without anxiety or
with a mild degree. For patients with severe or very severe anxiety symptoms, no
statistically significant difference was observed in the relative TL when compared to
patients without anxiety or with mild degree (p-value=0.546).

Table 5 — Multivariate linear regression model for relative telomere length outcome (first model, n = 114)

Adjustment
Characteristics Initial model Final model
Coef. (Closo) p Coef. (Clgse) p

SLE patients -0.182 (-0.386; 0.023) 0.081 -0.264 (-0.432; -0.096) 0.002
Ethnic-racial classification

White 0.084 (-0.126; 0.294) 0.427 - -

Black 0.097 (-0.129; 0.323) 0.397 - -

Others 0.330 (-0.012; 0.672) 0.059 - -
Comorbidities -0.116 (-0.322; 0.089) 0.265 - -
Adjusted R2 8,3

Coef: coefficient; Cl: confidence interval.
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Table 6. Multivariate linear regression model for relative telomere length outcome (second model, n=59)

Initial model Final model
Characteristics
Coef. (Closw) p Coef. (Closw) p
Time of diagnosis 0.008 (-0.012; 0.027) 0.444 - -
APS 0.256 (-0.069; 0.581) 0.119 0.418 (0.120; 0.715) 0.007
Infections -0.107 (-0.334; 0.120) 0.349 - -
NPSLE -0.159 (-0.467; 0,149) 0.305 - -
Antimalarials — accumulated dose | -4.89E-08 (-1.15E-07; 1.69E-08) 0.142 - -
MMSE 0.024 (-0.021; 0.068) 0.288 - —
FACIT - Fatigue -0.012 (-0.025; 0.001) 0.075 - —
Anxiety
Moderate | -0.164 (-0.493; 0.165) 0.320 -0.344 (-0.620; -0.069) 0.015
Severe or very severe | 0.027 (-0.325; 0.378) 0.879 0.106 (-0.151; 0.364) 0.410
Stress
Moderate | -0.239 (-0.669; 0.19) 0.267 - -
Severe or very severe | -0.105 (-0.511; 0.301) 0.605 - -
Physical activity
Irregularly active | -0.047 (-0.376; 0.281) 0.773 - —
Sedentary | 0.448 (-0.079; 0.974) 0.094 - -
Adjusted R2 18.4%

APS: antiphospholipid syndrome; Coef: coefficient; FACIT: functional assessment chronic illness therapy; IC: confidence interval,

MMSE: mini-mental state exam; NPSLE: neuropsychiatric systemic lupus erythematosus.



96

Discussion

In our study, patients with SLE have a shorter relative TL than controls without immune-
mediated inflammatory diseases. This is in agreement with previous studies (2, 16, 19)
but it is the first study evaluating TL in Brazilian SLE patients and its association with
clinical parameters as mood disorders and cognitive function.

There was no statistically significant difference between the TL of patients with adult-onset
SLE and childhood-onset SLE, possibly due to the sample size of pediatric SLE patients.
No association was found between the time of diagnosis and TL, unlike Bridges and
collaborators (18), that showed an inverse association between the time of diagnosis and
TL when comparing patients with childhood-onset lupus and those diagnosed in
adulthood.

It is essential to highlight that there were no differences between groups regarding sex
and age, but the groups were different concerning ethnic-racial classification and
comorbidities. SLE patients had smaller TL even after adjustments for comorbidities in the
first multivariate linear regression model. Little data discusses interracial comparisons of
TL. Whether TL is related to health conditions associated with aging in a multiethnic
population remains unclear. Brown and colleagues demonstrated that TL is associated
with relatively few health indicators among whites and is not associated with health
indicators among black or Latino groups, with no association between TL and ethnicity
(39). The Brazilian population has mixed genetic background, and our results regarding
the difference between groups in terms of ethnic-racial classification should be viewed
with caution as they were self-reported.

In the multiple regression analysis, we found a direct negative relationship between
anxiety symptoms and TL, which was already described in other studies evaluating other
populations (40, 41). Pousa showed seven studies (n=9,103) with a negative relationship
between anxiety and TL (40). Darrow and colleagues observed a strong association
between psychiatric illnesses, including post-traumatic stress, depression, and anxiety,
and shorter telomere length (41). It is estimated that 10-25% of adults and 25-45% of
children have neuropsychiatric symptoms as a manifestation of SLE, and depressed
mood is the most common one (42). Depression and anxiety usually have relevant
impacts on SLE patients' health and well-being, including higher incidence of
cardiovascular disease, low quality of life, and higher mortality (42). Emotional suffering
is directly related to inflammation and oxidative stress, conditions linked to telomere
shortening (10, 40) and SLE. Although the logistic regression model showed a relationship
between the presence of anxious symptoms and telomere shortening, it is not possible to
state a cause-effect relationship.

Furthermore, patients with APS had longer telomeres than patients without APS. No data
in the literature supports this finding, requiring additional studies with a more robust
sample to evaluate this association.



97

In the studied sample, 61.7% had altered cognitive function evaluated through the MMSE.
It is a screening test to detect cognitive impairment. As a clinical tool, it can be used to
detect cognitive losses, to follow-up diseases, and monitor treatment response (25). A
high frequency of cognitive impairment in SLE is described in several studies (42-46).
Inconsistencies in the prevalence of cognitive dysfunction among studies are primarily
methodological, including samples, different assessment tests, and lack of a clear
definition of cognitive dysfunction in SLE (43, 46). Despite the high reported prevalence,
screening for cognitive dysfunction is not incorporated into clinical practice, and there is
no definition of a gold standard cognitive battery (46). In our study, there was no
relationship between TL and alterations in the cognitive tests.

We found no relationship between relative TL and disease activity, unlike Wu et al. (17)
and damage. Haque and colleagues found a longer telomere in patients on current steroid
use, smokers, and with higher BMI compared to healthy controls (19). Our study showed
no association between TL and comorbidities or previous treatment. We chose
antimalarials, glucocorticoids, and cyclophosphamide to study the relative TL because
they are commonly used in SLE patients' treatment and related to damage, a clinical
outcome of interest. Also, there was no relationship between disease duration and relative
TL, unlike Bridges and colleagues, who showed an inverse association between diagnosis
time and TL when comparing childhood-onset lupus versus adulthood-onset (18).

The main limitation of the present study is the small representation of patients with
pediatric SLE, compromising the comparative analyses between the two groups of
patients. Furthermore, the cross-sectional design of the study may have impacted the
results of the lack of associations between activity and SLE damage in TL. Regarding the
CD, a neuropsychological battery and a detailed assessment of executive functions were
not performed. We emphasize that the sample size calculation was based on literature
data that compared the TL of patients and controls. There was no sample size calculation
to compare the secondary outcomes to TL, which may have influenced the results.

The main advantages of this study are the inclusion of a considerable number of patients
and controls, higher than the value estimated in the sample calculation, the data collected
from a population enrolled in a tertiary hospital, and the sound quality recording of data
recovered from medical records.

Furthermore, our experience carrying out the gPCR technique to evaluate TL is
reassuring. gPCR is one of the most used techniques for analyzing TL because it is simple
to perform and requires little genomic DNA when compared to other techniques, such as
TRF by southern blotting, quantitative fluorescence in hybridization situ (Q-FISH and flow-
FISH), and analysis of the unique TL (STELA) (38, 47).

Conclusions

This study showed that patients with SLE have shorter telomeres than controls,
independent of age at diagnosis. It also showed that anxious symptoms are related to
telomere shortening. It is still necessary to study the impact of TL on clinical outcomes
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such as disease activity, damage and comorbidities, such as cardiovascular diseases,
infections, and neoplasms.



99

Statements

Funding
The Brazilian Society of Rheumatology supported this study.

Conflict of interests
The authors declare that they have no competing interests.

Ethics

The Ethics and Research Committee of the Federal University of Minas Gerais has
approved the research protocol, and written informed consent has been obtained from the
subjects (or their legally authorized representative).

Data availability
The data underlying this article are available in the article and its online supplementary
material.

Acknowledgments
Special thanks to the Brazilian Society of Rheumatology for financing this study, which
would not have been possible without the funds granted by its Research Aid Fund.



Supplementary Material

Table 1 — Univariate analysis for relative telomere length of whole sample (n = 114)

Characteristics Coeficient Closw p-value
Patients -0.264 -0.432; -0.096 0.002
Sex (female) -0.040 -0.306; 0.227 0.769
Age (years) -0.002 -0.010; 0.006 0.624
Ethnic-racial classification
White -0.059 -0.156; 0.273 0.589
Black 0.089 -0.142; 0.319 0.448
Others 0.414 0.067; 0.761 0.020
Years of study
Zeroto 3 -0.163 -0.064; 0.316 0.501
Four to 10 -0.025 -0.226; 0.175 0.802
BMI (kg/m?) 0.003 -0.013; 0.018 0.740
Comorbidities (yes) -0.231 -0.406; -0.056 0.010
Comorbidities
Smoking (yes) -0.031 -0.373; 0.312 0.860
Hypertension (yes) -0.068 -0.307; 0.172 0.576
Diabetes mellitus (yes) -0.191 -0.531; 0.150 0.270
Dyslipidemia (yes) 0.028 -0.257; 0.313 0.847
Obesity (yes) 0.030 -0.147; 0.207 0.740
CKD (yes) -0.041 -0.979; 0.896 0.931
COPD (yes) -0.049 -0.595; 0.497 0.859

100

BMI: body mass index; Cl: confidence interval; CKD: chronic kidney disease; COPD: chronic

obstructive pulmonary disease.
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Sample Characterisitics Coeficient Clgso, p-value
Sex (female) -0.007 -0.373; 0.358 0.969
Age (years) 0.006 -0.005; 0.016 0.274
Time of diagnosis (years) 0.017 -0.003; 0.036 0.102
Time of diagnosis
Six to 10 years 0.058 -0.306; 0.423 0.750
More than 10 years 0.203 -0.138; 0.544 0.237
Age at diagnosis (years) 0.002 -0.009; 0.014 0.691
BMI (kg/m?) 0,001 -0,018; 0,021 0,889
Number of comorbidities
Upto 2 -0.042 -0.294; 0.210 0.738
Two or more -0.106 -0.603; 0.391 0.671
Alcohol intake -0.313 -1.225; 0.599 0.495
Smoking -0.094 -0.518; 0.330 0.660
APS 0.392 0.080; 0.704 0.015
Number of infections since diagnosis -0.057 -0.150; 0.036 0.226
Infections (yes) -0.167 -0.401; 0.067 0.158
N_umber_ of hospitalizations due to infections since -0.053 -0.173: 0.067 0381
diagnosis
Hospitalizations (yes) -0.140 -0.409; 0.129 0.301
Previous history
Nephritis -0.032 -0.268; 0.204 0.786
NPSLE -0.190 -0.463; 0.083 0.169
Treatment
Antimalarials — Years of use 0.010 -0.011; 0.032 0.330
Antimalarials — accumulated dose (in mg) -4.68E-08 -1.18E-07; 2.41E-08 0.191
Corticosteroids — accumulated dose (in mg) -1.04E-06 -4.58E-06; 2.50E-06 0.560
Cyclophosphamide — accumulated dose (in mg) -1.02E-05 -3.31E-05; 1.27E-05 0.376
Disease activity and damage
SLEDAI-2K at diagnosis 0.006 -0.014; 0.026 0.532
SLEDAI-2K in baseline -0.007 -0.035; 0.022 0.646
SLICC-DI in baseline 0.010 -0.066; 0.086 0.786
Cognition, fatigue, depression, anxiety and stress
symptoms
MMSE 0.004 -0.003; 0.083 0.066
Schulman’s clock -0.064 -0.151; 0.024 0.152
Verbal fluency - animals -0.017 -0.037; 0.002 0.082
Verbal fluency — fruits -0.003 -0.031; 0.025 0.828
CERAD word list
Learning 0.003 -0.029; 0.036 0.829
Recall -0.008 -0.061; 0.045 0.761
Recognition 0.019 -0.063; 0.101 0.645
Attention and calculation 0.055 -0.010; 0.120 0.096
Spacial orientation (yes) -0.448 -1.090; 0.194 0.168
Temporal orientation (yes) -0.221 -0.973; 0.531 0.559
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Attention and calculation (ves)
General cognition (yes)
Learning (yes)
Verbal fluency (yes)
Schulman’s clock (yes)
Altered cognitive test
FACIT — Fatigue
DASS21
Depression

Classification

Anxiety
Classification

Stress
Classification

Physical activity

Moderate
Severe or very severe

Moderate
Severe or very severe

Moderate
Severe or very severe

Irregularly active
Sedentary

-0.125
-0.134

-0.095
-0.180
-0.058
-0.088
-0.006
3.06E-04
3.66E-05

-0.204
-0.020
0.002

-0.353
0.056
-0.003

-0.411
-0.078

-0.161
0.422

-0.363; 0.114
-0.417; 0.149

-0.365; 0.176
-0.505; 0.146
-0.329; 0.213
-0.334; 0.158
-0.015; 0,004
-0.004; 0.003
-0.008; 0.009

-0.560; 0.152
-0.289; 0.249
-0.008; 0.013

-0.645; 0.061
-0.214; 0.326
-0.013; 0.007

-0.771; 0.050
-0.352; 0.196

-0.499; 0.178
-0.106; 0.950

0.299
0.346

0.487
0.274
0.671
0.478
0.227
0.861
0.993

0.257
0.882
0.650

0.019
0.679
0.552

0.026
0.572

0.346
0.115

APS: antiphospholipid syndrome; BMI: body mass index; CERAD: Consortium to Establish a
Registry for Alzheimer’'s Disease; Cl: confidence interval; DASS: Depression Anxiety Stress
Score; FACIT: Functional Assessment Chronic lliness Therapy; MMSE: mini-mental state
examination; NPSLE: neuropsychiatric systemic lupus erythematosus; SLEDAI: Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index; SLICC: Systemic Lupus International Collaborating Clinics

— Damage Index.
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Figure 1. Adjusted model residuals plot (n = 114). A. Normal probability plot of the residuals; B.
Residuals versus the fitted values; C. Histogram of the residuals; D. Residuals versus the order
of the data.
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Figure 2. Adjusted model residuals plot (n = 59). A. Normal probability plot of the residuals; B.
Residuals versus the fitted values; C. Histogram of the residuals; D. Residuals versus the order

of the data.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Inflamacéao, estresse oxidativo e aumento da replicagao celular sdo os principais fatores
ambientais associados ao encurtamento acelerado dos teldmeros?#?, condicdes presentes
no LES, tornando plausivel o estudo deste fendmeno nesta populacdo. Este é o primeiro
estudo que avalia o comprimento relativo dos teldbmeros em pacientes com LES na

populacao brasileira.

Esta é uma linha de pesquisa que se inicia com este trabalho mas existem perspectivas
futuras de seguimento desta linha, com proposta de avaliacdo de polimorfismos génicos

da telomerase e anticorpos anti-teldmero, como projeto de pesquisa de doutorado.

Por fim, estudos longitudinais sdo essenciais para avaliar desfechos clinicos
possivelmente relacionados ao CT no LES, como doengas cardiovasculares e

neurodegenerativas, além de neoplasias, infec¢cdes e resposta vacinal.
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I. Critérios Classificatorios Systemic Lupus International Collaborating Clinics
(SLICC) 2012

(

(

) Lapus cutaneo aguda
() Lupus bolhoso
() Necrolise epidérmica toxica - simile
() Lesdo maculopapular
() Fotossensibilidade
) Les&o cutanea cronica
) Leséo discoide
) LUpus verrucoso hipertréfico

) Paniculite

(
(
(
() Lupus discoide mucoso
() Lapus tumido
() Luapus vasculitico (chillblains)
() Leséo liguenoide
) Alopecia nédo-cicatricial
) Ulceras orais ou nasais
) Artrite (ou artralgia inflamatoria)
) Serosite
() pleurite
() pericardite
) Nefrite
() Cilindros hematicos
() Relagéo proteina/creatinina = 0,5
() Proteinuria = 500mg/24h
) Acometimento neuropsiquiatrico
() Convulsdo
() Psicose

() Mononeurite maltipla



() Mielite
() Neuropatia periférica/par craniano
() Estado confusional agudo
) Alteracdes hematolégicas
() Anemia hemolitica autoimune
() Leucopenia (<4.000)
() Linfopenia (<1.000)
() Plaquetopenia (<100.000)
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) FAN

) Anti-DNA

) Anti-Sm

) VDRL

) Anticoagulante lupico

) Anticorpo anticardiolipina IgM, IgG, IgA
) Anti-beta-2-glicoproteina | IgM, 1gG, IgA

~ AN N N N~ ~ ~ ~ ~| ~

) Coombs direto positivo
) Reducéo de C3 e/ou C4 e/ou CH50
) CRITERIO ISOLADO: biépsia compativel com nefrite IGpica
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II. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O Sr.(a) estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa “ESTUDO
COMPARATIVO DO COMPRIMENTO DOS TELOMEROS EM ADULTOS COM
DOENCAS REUMATICAS IMUNOMEDIADAS”, cujas pesquisadoras s&o Dra. Anna
Carolina Faria Moreira Gomes Tavares, Professora Dra. Adriana Maria Kakehasi e
Professora Dra. Gilda Aparecida Ferreira. O termo imunossenescéncia significa
envelhecimento do sistema imunoldgico. Acreditamos que pelo fato de o lUpus ser uma
doenca que causa inflamacdo em varios locais do organismo, isto também ocorra com o
sistema imune e por isto, com o passar do tempo, ele vai perdendo sua funcdo de
protecao.

Pedimos a sua autorizacdo para a coleta, o depésito, 0 armazenamento, a utilizacao e
descarte de sangue (aproximadamente 10mL de sangue total), que sera coletado no
Ambulatério Bias Fortes, Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, por profissional treinado. A utilizagdo do seu
material biolégico estad vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr.(a)
concordar em outros futuros. Além disto, precisaremos consultar seus dados em seu
prontuario, para inclusdo de algumas informacfes da sua historia e de sua doenca que
serdo importantes para a pesquisa. Com este projeto pretendemos investigar se 0s
pacientes com lUpus eritematoso sistémico apresentam um envelhecimento do sistema
imune mais acelerado, quando comparados com pessoas saudaveis.

Para esta pesquisa adotaremos 0s seguintes procedimentos: 1. coleta de amostra de
sangue (total=10mL, em dois frascos). Esta coleta sera realizada hoje, desde que haja
sua concordancia. Nao havera necessidade de retornar ao hospital para novas coletas;
2. a identificagdo das amostras sera feita através de um numero de identificacdo (sua
identidade n&o sera revelada); 3. as amostras serdo levadas ao Laboratério de
Neurociéncias e Genética Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG e a um
laboratorio externo, imediatamente apds a coleta; 4. sua amostra sera armazenada em

freezer até que a pesquisa seja concluida e depois este material sera descartado.
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Além disso, pedimos autorizagdo para revisdo de seu historico clinico através de seu
prontuario médico, para melhor verificacdo dos fatos relacionados a sua doenca desde o
diagnéstico até os dias de hoje.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem naqueles relacionados a pun¢do de veia
(como quando realiza exames de sangue no laboratério): medo, dor no local da puncéo,
hematomas e alergia ao curativo. Nao havera necessidade de permanecer internado ou
em observacao apos a punc¢ao. Apos a puncao sera colocado curativo no local e o local
devera ser comprimido por 2 minutos para minimizar o risco de hematomas. Existe
também o risco de alergia ao curativo e caso haja qualquer histéria prévia de alergia a
esparadrapo ou quaisquer outros produtos, isto deve ser comunicado a equipe para que
troquemos o material.

A pesquisa contribuira para a melhoria no atendimento ao paciente com ldpus
eritematoso sistémico, uma vez que conhecendo como se comporta o sistema imune dos
pacientes com lUpus e se ele estda mais envelhecido (ou seja, se esta mais deficiente,
perdendo a funcao por causa da doencga) quando comparado com o sistema imunologico
da populacdo saudavel. Isto permitira que desenvolvamos estratégias de prevencédo de
infeccdo, inclusive vacinacdo, sempre objetivando o aprimoramento do cuidado aos
pacientes com LES.

Para participar deste estudo o Sr.(a) ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. Caso o
Sr.(a) sinta que sofreu algum dano decorrente de sua participacdo na pesquisa, previsto
ou ndo neste termo de consentimento livre e esclarecido, podera pleitear na justica a
indenizacao.

O Sr.(a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer
prejuizos, pode retirar 0 consentimento de guarda e utilizacdo do material biolégico
armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacao
desta. A sua participacao € voluntaria, e a recusa em participar nao acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que o Sr.(a) é atendido(a) por mim e pela equipe

de Reumatologia, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os



121

resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biol6gico, estardo a sua
disposicédo quando finalizada. Os resultados da pesquisa seréo utilizados em trabalhos
cientificos publicados em revistas cientificas ou apresentados em congressos ou
palestras. Seu nome ou o material que indique sua participacdo ndo serd liberado sem a
sua permissdo. O(A) Sr.(a) ndo sera identificado(a) em nenhuma publicagdo que possa
resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Centro de Estudos Pedro Nava do
Servigco de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, e a outra sera fornecida ao Sr.(a). Os dados e os materiais utilizados na pesquisa
ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo minimo de 5 (cinco)
anos e maximo de 10 (dez) anos, no Centro de Estudos Pedro Nava do Servico de
Reumatologia e no Laboratorio Multiusuério da Faculdade de Medicina da UFMG e apo6s
esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo, atendendo a legislacéo brasileira (Resolu¢gdes N° 466/12; 441/11
e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando
as informacfes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, )

portador do documento de identidade ,

fui informado(a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa “ESTUDO
COMPARATIVO DO COMPRIMENTO DOS TELOMEROS EM ADULTOS COM
DOENCAS REUMATICAS IMUNOMEDIADAS?”, de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e
modificar minha deciséo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas
serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento

livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.
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Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo
de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu

a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante: Data: / /

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Anna Carolina Faria Moreira Gomes
Tavares

Endereco: Alameda Vereador Alvaro Celso, 175 — segundo andar — Ambulatério Bias
Fortes

CEP: 30.150-260 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3307-9532

E-mail: annacgtavares@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data: / /

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

COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antdnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.

Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpqg.ufmg.br. Tel: 34094592.


mailto:coep@prpq.ufmg.br
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Ill. Ficha Clinica

Numero de Identificacéo

Data da incluséo / /

Assinou TCLE? ( ) Sim () Nao

Coleta de amostra? ( ) Sim () Néo

() LES juvenil ( ) LES adulto () Controle
1. IDENTIFICACAO:

1.1 Identificacao:

1.2 Sexo: () Masculino ( ) Feminino

1.3 Data de Nascimento: / /

1.4 Idade (em anos):

1.5 Telefone de contato: ( )
1.6 Procedéncia: Estado:
1.7 Naturalidade: Estado:

1.8 Anos de estudo: ( ) Seminstrugcdo ( )1a3 ( )4a7 ( )8al0 ( )li1al4
( )150umais ( ) Nao determinados
1.9Classificacdo étnico-racial: ( ) branca ( ) preta ( ) parda ( ) amarela ( )
indigena
2. CRITERIOS CLASSIFICATORIOS
2.1 Critérios LES: ( ) SLICC 2012 ( ) ACR/EULAR 2019

2.2 Tempo do diagnostico (em anos):

2.3 Idade ao diagnostico (em anos):

2.4 ldade do inicio dos sintomas (em anos):

2.4 Data da primeira consulta: / /
3. COMORBIDADES
3.1 Hipertensao arterial sistémica ( ) Sim ( ) N&o
3.2 Diabetes mellitus ( ) Sim ( ) Nao
3.3 Obesidade ( ) Sim ( ) Nao
3.4 Dislipidemia ( ) Sim ( ) Néao
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3.5 Doenca renal crénica ndo dialitica ( ) Sim ( ) Nao
3.6 Doenca aterosclerética ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao avaliada
3.6.1 Definida: ( ) Sim ( ) Néo
3.6.1.1 Doenca arterial coronariana () Sim ( ) Nao
3.6.1.2 Doenca cerebrovascular () Sim () Nao
3.6.2.3 Doenca arterial periférica ( ) Sim ( ) Nao
3.6.2 Subclinica: ( ) Sim ( ) Néo
3.6.2.1 Doenca carotidea ( ) Sim ( ) Nao
3.6.2.2 Doenca aértica( ) Sim ( ) Nao
3.7 Tabagismo ( ) Sim ( ) Néo anos/maco
3.8 Etilismo (> 3 doses por dia ou mais de 21 doses por semana) ( ) Sim ( ) Néo
3.9 Sedentarismo (IPAQ) ( ) Sim ( ) N&o
3.10 Sindrome antifosfolipide ( ) Sim ( ) N&o
3.10.1 Evento clinico (critério) ( ) Sim ( ) Néo
3.10.1.1 ( ) Arterial: ( ) Sim ( ) Nao Local:
3.10.1.1.1 ( ) Periférico
3.10.1.1.2 ( ) Cerebral Territorio:
3.10.1.2( ) Venoso: ( )Sim ( )N&o Local:
3.10.1.2.1 ( ) Trombose venosa profunda
3.10.1.2.2 () Embolia pulmonar
3.10.1.2.3 ( ) Ouitro:

3.10.2 Evento gestacional (critério) ( ) Sim () N&o

3.11 Outras doencas autoimunes:
4. DADOS ANTROPOMETRICOS
Peso (em kg): Altura (em cm):

Circunferéncia abdominal (em cm): Quadril (em cm):

Relagé&o cintura/quadril
5. TRATAMENTO ATUAL

Medicamento Sim Nao Pulso Inicio

5.1 Hidroxicloroquina ( )NA A

5.2 Dif. de cloroquina ( )NA A
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5.3 Prednisona ( )NA N
5.4 Metilprednisolona ( )Sim( )Nao I
5.5 Ciclofosfamida ( )Sim( )Nao A
5.6 Metotrexato ( )NA I
5.7 Ciclosporina ( )NA I
5.8 Azatioprina ( )NA I
5.9 Micofenolato ( )NA I
5.10 Rituximabe ( )NA I
5.11 Belimumabe ( )NA I

Prednisona ( )<7,5mg ( )>7,5mg
Dose estavel de imunossupressor () Sim () Néo
6. TRATAMENTO PREVIO

Medicamento Sim Nao

Tempo de uso (em meses)

6.1 Ciclofosfamida

6.2 Metotrexato

6.3 Ciclosporina

6.4 Azatioprina

6.5 Micofenolato

6.6 Rituximabe

6.7 Belimumabe

a. Dose acumulada de prednisona ou equivalente: mg
b. Dose acumulada de ciclofosfamida: mg
c. Anos de antimalérico:
7. HISTORIA ATUAL
8.1 Cutaneomucosa ( ) Sim ( ) Nao
8.2 Articular ( ) Sim ( ) N&o
8.3 Hematoldgico ( ) Sim ( ) Néao
8.4 Nefrite ( ) Sim ( ) Néo
8.4.1 (CKD-EPI):

anos

Clearance de creatinina estimado

mL/min/1.73m? (Disponivel em: https://arquivos.sbn.org.br/equacoes/link/)



https://arquivos.sbn.org.br/equacoes/link/

126

8.4.2 Maior proteinuria de 24h neste episédio: mg

8.5 Neuropsiquiatrico ( ) Sim ( ) Néo

8.6 Exacerbacédo ( ) Sim ( ) Nao

8.7 Atividade cronica persistente ( ) Sim () Nao
8.7.1 H& quanto tempo (em meses):

8.8 Remissao clinica e laboratorial ( ) Sim ( ) N&o

8.8.1 Ha quanto tempo (em meses):

8.9 Baixa atividade de doenca sustentada (por, pelo menos, 2 visitas) ( ) Sim ( ) Nao
8.9.1 H& quanto tempo (em meses):
8. HISTORIA PREVIA

9.1 Cutaneomucosa ( ) Sim ( ) Nao

9.2 Articular ( ) Sim ( ) N&o

9.3 Hematoldgico ( ) Sim ( ) Nao

9.4 Nefrite ( ) Sim ( ) Néo
9.4.1 Numero de recidivas: Data do primeiro episodio: /[
9.4.2 Sindrome Nefrética ( ) Sim ( ) Nao
9.4.3 Alteracéo da funcdo renal ( ) Sim ( ) Nao

9.5 Neuropsiquiatrico ( ) Sim ( ) Néo
Numero de episodios: Data do primeiro episédio: /[

9.6 Total de exacerbacdes desde o diagnéstico:




IV. SLEDAI-2K
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Convulsdo: inicio recente, excluidas causas metabdlicas,
infecciosas ou medicamentosas

8 pts

Psicose: alucinagfes, incoeréncia, pensamento de conteudo
pobre, pensamento il6gico, comportamento bizarro, desorganizado
ou catatdnico, excluida uremia ou causas medicamentosas

8 pts

Sindrome cerebral organica: comprometimento da orientacéo,
memaria ou inteligéncia com flutuagcdo da consciéncia de ripida
evolugdo, incluindo pensamento nebuloso, perda da capacidade de
foco, incapacidade de manter a atencdo, com pelo menos 2 dos
seguintes: disturbio de percepcéao, discurso incoerente, insonia,
sonoléncia diurna, agitacdo psicomotora, excluidas causas
metabdlicas, infecciosas ou medicamentosas

8 pts

Disturbio visual: alteracfes retinianas incluindo corpos citoides,
hemorragias, exsudatos, neurite Optica, excluidos retinopatia
hipertensiva, infec¢cdo ou medicamentos

8 pts

Disturbio de nervo craniano: neuropatia motora ou sensitiva nova
envolvendo pares cranianos

8 pts

Cefaleia: cefaleia grave persistente, que ndo responde a terapia
com opioides

8 pts

Acidente cerebrovascular: evento novo, desde que excluida
doenca aterosclerética

8 pts

Vasculite: ulceracdo, gangrena, nddulos dolorosos em digitos,
infarto periungueal ou bidpsia ou arteriografia comprovando
vasculite

8 pts

Artrite: mais de 2 articulagcdes com dor e sinais de inflamacé&o —dor,
edema ou derrame

4 pts

Miosite: fragueza muscular proximal com elevacdo de
CPK/aldolase ou alterac@es a eletromiografia ou biépsia mostrando
miosite

4 pts

Cilindros urinéarios: cilindros hematicos

4 pts

Hematuria: >5 hemacias/campo excluidas nefrolitiase, infec¢éo ou
outras causas

4 pts

Proteinuria: >500mg/24h, inicio novo ou aumento 2 500mg/24h

4 pts

Pidaria: > 5 leucocitos/campo, excluida infeccao

4 pts
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Rash novo: aparecimento ou recorréncia de rash inflamatorio tipico 2 pts
Alopecia: aparecimento ou recorréncia de alopecia 2 pts
Ulceras mucosas: aparecimento ou recorréncia de Ulceras 2 pts
mucosas

Pleurisia: dor pleuritica ou atrito ou derrame ou espessamento 2 pts
pleural

Pericardite: .dor pericérdica~com pelo njeno,s. 2 dos seguintes: 2 pts
derrame, atrito ou confirmacao eletrocardiografica

Reducéo de complemento: reducao de C3, C4 e/ou CH50 2 pts
Aumento de anti-DNA nativo 2 pts
Febre: >38°C, excluidas causas infecciosas 1 pt
Plaquetopenia: <100.000/mm?3 1 pt
Leucopenia: <3.000/mm?3, excluidas causas medicamentosas 1 pt




V. SLICC Damage Index (SLICC-DI)
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Ocular

Catarata em qualquer olho, primaria ou secundaria a
corticoterapia, documentada por oftalmoscopia

Alteracédo retiniana documentada por oftalmoscopia OU

Atrofia 6ptica documentada por exame oftalmolégico

Neuropsiquiatrico

Disfuncéo cognitiva (prejuizo de memoria, dificuldade de calculo,
prejuizo da concentracao, dificuldade de linguagem falada ou
escrita) documentada por exame clinico ou teste neurocognitivo
ou

Psicose maior definida por distlirbios graves da percepcdo da
realidade caracterizada por delirios, alucinagcfes auditivas ou
visuais, incoeréncia, perda de associacdo de ideias,
empobrecimento de ideias, pensamento ilégico, comportamento
bizarro, desorganizado ou cataténico

Convulsdes caracterizadas por movimentos ténico e clénicos,
requerendo terapia anticonvulsivante por mais de 6 meses

Acidente vascular encefélico que resulte em achados focais como
paresia e fragueza ou resseccdo cirdrgica por outras causas,
exceto malignidade (escore 2 se mais de um evento)

1(2)

Neuropatia craniana ou periférica, excluindo-se neuropatia
Optica, resultando em distdrbio motor ou sensitivo

Mielite transversa (fraqueza de membros inferiores ou perda
sensitiva com perda do controle esfincteriano retal ou urinario)

Renal

Taxa de filtracdo glomerular < 50%

Proteinaria > 3,59/24h OU

Insuficiéncia renal terminal (mesmo em dialise ou transplante)

Pulmonar

Hipertensdo pulmonar (proeminéncia de VD ou ausculta em foco
pulmonar)

Fibrose pulmonar (radiografia e exame fisico)
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Sindrome do pulméo encolhido (radiografia) 1
Fibrose pleural 1
Infarto pulmonar (radiografia), ressecc¢ao por outra causa que nao 1
malignidade

Cardiovascular

Angina pectoris ou angioplastia 1
Infarto agudo do miocéardio documentado por eletrocardiograma 1(2)
e perfil enzimatico (escore 2 se mais de um evento)

Miocardiopatia (disfungéo ventricular documentada clinicamente) 1
Doenca valvular (sopro diastolico ou sistélico 3/6) 1
Pericardite por 6 meses ou pericardiectomia 1
Vascular periférico

Claudicacéo persistente por mais de 6 meses 1
Perda tecidual menor (perda de polpa tecidual) 1
Perda tecidual significante (p. ex. perda digital ou de membro) 1(2)
(escore 2 se mais de um sitio)

Trombose venosa com edema, ulceracédo ou evidéncia clinica de 1
estase venosa

Gastrointestinal

Infarto ou resseccdao intestinal abaixo do duodeno, baco, figado 1(2)
ou vesicula biliar por qualquer causa (escore se mais de um sitio)
Insuficiéncia mesentérica com dor abdominal difusa ao exame 1
clinico

Peritonite créonica com dor abdominal persistente e irritacao 1
peritoneal

Constricdo esofagica observada por endoscopia, ou cirurgia do

trato gastrointestinal superior como corre¢cdo da constrigéao, 1

cirurgia de ulcera etc., ou histdria de insuficiéncia pancreatica
requerendo reposi¢cdo enzimética ou por pseudocisto

Musculoesquelético
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Atrofia muscular ou fragueza muscular, demonstradas pelo

. 1
exame fisico
Atrite deformante ou erosiva (incluindo deformidades redutiveis 1
e excluindo osteonecrose) no exame fisico
Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo-se 1
osteonecrose) demonstrada radiograficamente
Osteonecrose demonstrada por qualquer técnica de imagem 1(2)
(escore 2 se mais de um sitio)
Osteomielite documentada clinicamente e confirmada por cultura 1
ou ruptura tendinea
Dermatol6gico
Alopecia cicatricial crénica documentada clinicamente 1
Cicatriz extensa ou paniculite em localizagdo diferente do couro 1
cabeludo ou polpa tecidual, documentada clinicamente
Ulceracdo cutanea (excluindo-se trombose) por mais de seis 1
meses
Faléncia gonadal prematura
Amenorreia secundaria antes dos 40 anos de idade 1
Diabetes
Requerendo tratamento e independente deste 1
Malignidade
Documentada por exame histopatolégico, excluindo displasia 1(2)

(escore 2 se mais de um sitio)
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VI. Mini Exame do Estado Mental (MEEM)

ANO

. ~ Més
Orientag&o Temporal

(05 pontos) Dia do més

Dé um ponto para cada item Dia da semana

Semestre / Hora aproximada

Estado

Cidade

Orientag&o Espacial Bairro ou nome de rua proxima

(05 pontos)

D& um ponto para cada item Local geral: que local é este aqui (apontando ao redor num

sentido mais amplo: hospital, casa de repouso, propria casa)

Andar ou local especifico: em que local nés estamos
(consultério, dormitdrio, sala, apontando para o ch&o)

Registro (3 pontos) Repetir: GELO, LEAO e PLANTA

Atencéo e Calculo (5 pontos)

~ Subtrair 1000-7=93-7=86-7=79-7=72-7=65
Dé 1 ponto para cada acerto.

Memoéria de Evocacéo (3

. . ) _ 3
pontos) Quais os trés objetos perguntados anteriormente?

Nomear dois objetos (2 pontos)|Reldgio e caneta

Repetir (1 ponto) “NEM AQUI, NEM ALI, NEM LA”

Comando de estagios

(3 pontos) “Apanhe esta folha de papel com a méo direita, dobre-a ao
Dé 1 ponto para cada acao meio e coloque-a no ch&o”

correta)

Ler a frase e fazer o que ela

pede (1 ponto) FECHE SEUS OLHOS

“Escreva alguma frase que tenha comego, meio e fim”
Escrever uma frase (1 ponto)

Copiar diagrama (1 ponto) Copiar dois pentdgonos com intersecao
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VII. Teste do Relégio de Schulman
“‘Desenhe um relégio com todos os numeros € marcando 11:10”

0

Inabilidade absoluta em representar o relégio

O desenho tem algo a ver com o relégio, mas com desorganizacgao visual e
espacial grave

Desorganizacao visual e espacial moderada que leva a uma marcacao de
hora incorreta, perseveracao, confusdo esquerda-direita, numeros faltando,
nameros repetidos, sem ponteiros, com ponteiros em excesso

Distribuicéo visual e espacial correta com marcacao errada da hora

Pequenos erros espaciais com digitos e hora corretos

g b W N

Reldgio perfeito




VIIl. Lista de Palavras do CERAD
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12 Tentativa 2° Tentativa 3% Tentativa
Manteiga Praia Cabana
Braco Braco Bilhete
Carta Cabana Poste
Rainha Manteiga Rainha
Cabana Poste Motor
Rainha Motor Carta
Poste Erva Erva
Bilhete Rainha Braco
Erva Bilhete Manteiga
Motor Carta Praia
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IX. Depression, Anxiety, Stress Scale (DASS21)

Por favor, leia cada afirmativa e marque um dos numeros (0, 1, 2 ou 3) que indique
quanto a afirmativa aconteceu com vocé na ultima semana. Nao ha respostas certas
ou erradas. Nao gaste muito tempo em nenhuma das alternativas.

0= n&o aconteceu comigo na ultima semana

1= aconteceu comigo algumas vezes na ultima semana

2= aconteceu comigo em boa parte do tempo na ultima semana

3= aconteceu comigo na maior parte do tempo na ultima semana

Pergunta 0 1 2
1. Eu tive dificuldade de me acalmar

2. Eu percebi que estava com a boca seca

3. Eu ndo conseguia ter sentimentos positivos

4. Eu tive dificuldade para respirar (por exemplo, tive respiragdo muito rapida ou falta de ar
sem ter feito esforc¢o fisico)

5. Foi dificil ter iniciativa para fazer as coisas

6. Em geral, tive reacBes exageradas as situacdes
7. Tive tremores (por exemplo, nas maos)

8. Eu senti que estava bastante nervoso (a)

9. Eu fiquei preocupado (a) com situacdes em que poderia entrar em panico e fazer papel de
bobo (a)

10. Eu senti que nédo tinha expectativas positivas a respeito de nada

11. Notei que estava ficando agitado (a)

12. Achei dificil relaxar

13. Eu me senti abatido (a) e triste

14. Eu néo tive paciéncia com coisas que interromperam o que estava fazendo
15. Eu senti que estava prestes a entrar em panico

16. Ndo consegui me empolgar com nada

17. Eu senti que ndo tinha muito valor como pessoa

18. Eu senti que estava muito irritado (a)

19. Eu percebi as batidas do meu coracdo mais aceleradas sem ter feito esforgo fisico (por
exemplo, a sensacdo de aumento dos batimentos cardiacos ou de que o coragdo estava
batendo fora do ritmo)

20. Eu me senti assustado (a) sem ter motivo

21. Eu senti que a vida néo tinha sentido
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X. Functional Assessment Chronic lliness Therapy — Fatigue Scale

Abaixo encontrara uma lista de afirmacdes que outras pessoas com a sua doencga

disseram ser importante.

Por favor, circunde ou margue um numero em cada uma das linhas para indicar a

resposta que melhor corresponde ao seu estado durante os ultimos 7 dias.

Pergunta

Sinto-me fatigado (a)
Sinto fraqueza generalizada

Sinto-me sem forgas (sem
vontade para nada)

Sinto-me cansado (a)

Tenho dificuldade em comegar
as coisas porque estou
cansado (a)

Tenho dificuldade em terminar
as coisas porque estou
cansado (a)

Tenho energia

Sou capaz de fazer as minhas
atividades normais

Preciso dormir durante o dia

Estou cansado (a) demais
para comer

Preciso de ajuda para as
minhas atividades normais

Estou frustrado (a) por estar
cansado (a) demais para fazer
as coisas que quero

Tenho de limitar a minha vida
social por estar cansado (a)

Nem um
pouco

0
0
0

Um
pouco

1
1
1

Mais ou
menos

2
2
2

Muito Muitissimo

3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
3 4
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XI. Questionario Internacional de Atividade Fisica — IPAQ Verséao Curta

Noés estamos interessados em saber que tipo de atividade fisica as pessoas fazem
como parte do seu dia-a-dia. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé
gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as
atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte,

por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no jardim.

Para responder as questdes lembre-se de que:

¥ das atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande

esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

¥, das atividades fisicas MODERADAS séo aquelas que precisam de algum esforgo

fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal.

Por favor responda cada questao mesmo que considere que nao seja ativo.

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo

menos 10 minutos continuos de cada vez.

la. Em quantos dias da dltima semana vocé CAMINHOU
por pelo menos 10 minutos continuos em casa ou no
trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para
outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b. Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou
caminhando por dia?

Horas: Min: ( )NA

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou
atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerobica leve, jogar vélei
recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos
na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar
do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar a
respiracdo ou batimentos do cora¢do (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA).

dias por SEMANA ( ) Nenhum
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2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas
por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo no
total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

3a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou
atividades VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerdbica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar
basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa, no
quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou
qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiracéo
ou batimentos do coracéo.

3b. Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas
por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total
vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas: Min: ( )NA
dias por SEMANA ( ) Nenhum
Horas: Min: ( )NA

Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no trabalho, na escola
ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado
enguanto descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo
TV. Nao inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em 6nibus, trem, metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um | dias por SEMANA ( ) Nenhum
dia de semana?
4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em | Horas: Min: ( )NA

um dia de final de semana?
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10. ANEXOS

|. Folha de Aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plaboformo
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO COMPARATIVO DO COMPRIMENTC DOS TELOMEROS EM ADULTOS
COM DOEMCAS REUMATICAS IMUNOMEDIADAS

Pesquisador: Gilda Aparecida Femeira

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 50147321.0.0000.5148

Instituigio Proponente: Hospital das Clinicas - Universidade Federal de Minas Gerais

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
MNumero do Parecer: 4.922 502

Apresentagio do Projeto:

Envelhecimento ou aging & definido como o processo de degeneragdo progressiva e declinio funcicnal de
orgaos e tecidos, incluindo o sistema imune [1.2,3].0 envelhecimento do sistema imune ou
imunossenescéncia & um processo gque 5 inicia apos o nascimento e se acelera apds a puberdade, devido
ao declinio da fungdo do timo. A conseguéncia disto € o comprometimento da resposta imune a novos
antigenos, resposta vacinal prejudicada e maior susceptibilidade a infecgles e neoplasias, além de uma
mienor habilidade para distinguir antigenos proprios de antigenos ndo-proprios (quebra de auto tolerdncia)
[1.2.3]. Para que ocorra a selegio e o desenvolvimento dos linfacitos T, primeiramente, & necessaria uma

selegdo negativa feita pelos timocitos, em que linfocitos T auto reativos s8o depletados via apoptose.

Segundo, ha produgdo de linfocitos T regulatorios (Treg CD4+FoxP3a+), cuja fungdo principal € balancear
eventuais imperfeigies no mecanismo de delecdo dos linficitos T aute reativos. Além disso, mudangas
femotipicas no repertdrio de células imunes acontecem, com diminuigdo de células T naives
(CO45RA+CD45R0-), aumento de células T de meméria (CO45RA-CO45R0+), com expansio oligo clonal
devido & estimulagdc antigénica ao longe da wvida [1.2,3]. Um segundo aspecto relacicnado ao
envelhecimento do sistema imune & o processo chamado inflammaging. Inflammaging denota elevada auto
reatividade que resulta em um estado pro-inflamatorio de baixo grau mas acima do normal, levando a um
fenotipo chamado de fendtipo secretoric associado & senescéncia (do inglés SASP — senescence-
associated secretory phenotype), predispondo individuos senescentes a

Endersgo:  Av. Preskiente Andonlo Carlos, 5E27 ; 2° Andar ; Sala 2005 ; Campus Pampulha

Balrro:  Unikiade Administrativa I CEP: 31270901
UF: MG Munieiple: BELO HORIZONTE
Talefone: (31)3409-4502 E-mall: coep{iprpg.Lume.br

Prigirea 011 58
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Il. Critérios Classificatérios European League Against Rheumatism / American
College of Rheumatology (EULAR / ACR) de 2019

Entry criterlon
Antinuclear antibodies (ANA) at a titer of =1:80 on HEp-2 cells or an equivalent positive test (ever)

4

If absent, do not classify as SLE
If prasent, apply addithve criteria

+

Additive criteria
Do not count a criterion if there is a more likely explanation than 5LE,
Decurrence of a criterion on at least one occasion is sufficient.
SLE classiflcation requires at least one clinkcal criterlon and 210 palnts,
Criteria need not eoowr simultaneously.
Within esch domain, only the highest weighted criterion is counted toward the total scorel.

Clinical domadns and criterla Wedght | Immunology domains and criteria  Weight
Constitutional Antiphospholipid antiboales

Frwer 2 Anti-cardiclipin antibodies OR
Hematologic Anti-F2GP L antibodies OR

Leukagenia 3 Lupus anticoagulant 3

Thrambeoytopenia 4 Complement protelns

Autoimmune hemolysis 4 Low C3 OR low £4 3
Newropsychiotric Low C3 AND low C4 4

Deliriem 2 SLE-specific antibadies

Paychosls 3 Antl-dsD#a antibody® OR

Snizura 5 Anti-Smith antibody b
Mucocutaneous

Man-scarring alopacia 2

COral wlpers 2

Subacute cutaneous OR disosid lupus 4

Acute cutaneous lupus B
Serasal

Pleural or pericardial effusion 5

Acute pericarditis B
Musculaskefetal

Igint irmmlvement i
Renal

Protelnuria =0.5g 24 h 4

Renal bispsy Class Ilor V lupus nephritis =

Renal biopsy Class 11l oF IV lupus nephritis 10

Total score:

4

Classify as Systemic Lupus Erythematosus with a score of 10 or more if entry criterion fulliiled.
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[ll. Functional Assessment of Chronic lliness Therapy (FACIT) Licensing

oFAC !0'[3 ¢ FAC ngs

PROVIDING A VIOICE FOR PATIENTS WORLDWIDE

FUNCTIONAL ASSESSMENT OF CHRONIC ILLNESS THERAPY (FACIT)
LICENSING AGREEMENT

The Functional Assessment af Chronic Illness Therapy Svstem af Qualitv of Life questionnaires and all
related subscales, translations, and adaptations (“FACIT System™) are owned and copvrighted by David
Cella, Ph.D. The ownership and copvright of the FACIT System resides strictly with Dr. Cella. Dr. Cella
has granted FACIT org (“Licensor”) the right to license usage of the FACIT System to other parties.
Licensor represents and warrants that it has the right fto grant the License contemplated by this agreement
to the party listed below (“Licensee”) for use of the measure and languages listed below in the study listed
below (“Study”). This license is applicable for mdividual and/or academic researchers working on a not-
Sfor-prafit research praject.

Name (“Licensee™): Anna Tavares

Measurement- FACIT-F, FACIT-Fatigue Scale

Language(s): Portuguese

Study Title (“Study™): COMPARATIVE STUDY OF THE LENGTH OF TELOMERE IN ADULTS WITH IMMUNOMEDIATED RHEUMATIC DISEASES

This current license 15 only extended to Licensee’s Study subject to the following terms:

1) Licensee agrees to provide Licensor with copies of any publications resulting from this study or
produced as a result of collecting data with any FACIT questionnaire.

2) Due to the ongomg and evolving nature of questionnaire development, treatment modalities and cross-
cultural lingwistic research, Licensor reserves the night to make adaptations or revisions to wording in
the FACIT, and/or related translations as necessary. If such changes occur, Licensee will have the
option of using erther previous or updated versions according to therr own research obyectives.

3) Licensee may not change the wording or phrasing of any FACIT document without previous pernussion
from Licensor. If any changes are made to the wording or phrasing of any FACIT item without
permission, the document cannot be considered the FACIT, and subsequent analyses and'or
comparisons to other FACIT data will not be considered appropriate. Pernussion to use the name
“FACIT” will not be granted for any unauthonzed translations of the FACIT items. Any analyses or
publications of wnauthorized changes or translated versions may not use the FACIT name. Any
unauthonzed translation will be considered a wiolation of copynight protection.

4} In all publications and on every page of the FACIT used in data collection, Licensor requires the
copvright information be listed precisely as 1t 1s listed on the questionnaire 1tself

5) This license 15 not extended to electronic data capture by third party vendors of Licensee. Electronic
versions by third party vendors of the FACIT questionnaires are considered denvative works and are

not covered under thus license. Permussion for a third party to nugrate and adoumister the FACTT
electronically must be covered under separate agreement between the electronic data capture vendor

Individual Imvestigator license J0JUN2020 wiwvwe FACIT org # information@FACIT.org
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0FACLT|,g * FACL e

PROVIDING A VONCE ROR PATIENTS WORLDWIDE

and FACIT org

In no case may any FACIT questionnaire be placed on the mternet without password protection. To do
so 15 considered a violation of copynight.

Licensor reserves the right to withdraw this license if Licensee engages in scientific or copyright misuse
of the FACTT system of questionnaires.

There are no fees associated with this license.

This license 1s effective for two years upon the date of signature. If Licensee requires an extension
bevond this 2-vear period. Licensee must contact Licensor and obtain an extension.

Signature: ANNA CATROLINA F{%Lﬁ f’i?’ff-"?

AMMA CARDLINA F M GOMES (Apr 30, 2021 12:45A0T)

Email: annacgtavares@gmail.com

143



