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RESUMO

Introdugao: A Doenca Inflamatoria Intestinal de Inicio Muito Precoce (VEOIBD) representa
um subgrupo da Doencga Inflamatoria Intestinal (DII) pediatrica cujos sintomas ocorrem antes
dos 6 anos de idade, correspondendo a 4 a 10% dos casos de DII. Sua incidéncia vem
aumentando cerca de 7% ao ano. Criancgas apresentam quadros graves com envolvimento
pancoldnico, baixa resposta ao tratamento e alta morbimortalidade. A genética tem forte
papel na etiologia, sendo o diagnostico molecular fundamental para guiar um tratamento mais
assertivo. Objetivo: Este estudo teve como objetivo caracterizar VEOIBD e demonstrar a
importancia do diagnoéstico molecular. Métodos: Criancas com diagndstico confirmado de
DII e com inicio dos sintomas antes dos 6 anos de idade realizaram painel genético alvo para
Erros Inatos da Imunidade (EII). Informagdes sobre quadro clinico, diagnodstico e tratamento
foram compilados, de forma retrospectiva, a partir de um questiondrio semiestruturado,
elaborado pelos pesquisadores. Os pacientes foram recrutados de servigos diferentes,
escolhidos de forma aleatoria, ¢ incluidos no estudo, apds consentimento dos responsaveis
legais. Foram analisados os resultados dos testes genéticos e selecionados genes associados
ou com possivel associagdo com a DII. Resultados: Foram incluidos 32 participantes com
idade média de inicio dos sintomas de 2 anos e 3 meses e de diagnostico de 4 anos e 2 meses,
com mediana de 10 meses para confirmacdo diagndstica. Houve predominio do sexo
feminino e de historia familiar positiva para DII, em 22%. Metade dos pacientes tiveram
diagnostico de Retocolite Ulcerativa (RCU), 40,63% de Doenca de Crohn (DC) e 9,37% de
DII ndo classificada (IBD-U). Diarreia com sangue foi o sintoma mais prevalente, seguido
por dor abdominal. Além disso, foram observados déficit ponderal, em 43,75%, e
manifestacoes extraintestinais em 40,62%. Anemia foi observada em 47%, eclevagdo de
provas inflamatorias sistémicas em 84%, e plaquetose em todos os pacientes. A calprotectina
fecal esteve elevada em todos os pacientes que tiveram sua dosagem realizada. Atividade
moderada a grave da doenga, com predominio de comprometimento coldonico e pouco
envolvimento ileal foram prevalentes. Na avaliacdo histologica, infiltrado inflamatorio
cronico, linfoplasmocitario, com atividade acentuada, foram os achados mais encontrados.
Corticoide foi utilizado para indugdo de remissdo em todos os pacientes. Imunobioldgico foi
primeira escolha em dois pacientes. As Tiopurinas foram largamente utilizadas em
comboterapia. A Mesalazina foi usada em poucos pacientes com RCU. Metade dos pacientes
foram escalonados para anti-fator de necrose tumoral alfa (anti-TNF). A falha de resposta ao
tratamento inicial foi observada em 59,63%. Na avalia¢do dos testes genéticos, foi possivel o
diagnostico molecular em 34% dos pacientes, incluindo sete pacientes com variantes
consideradas patogénicas, com recorréncia do gene TNFRSF13B, e quatro pacientes com
variantes de risco aumentado para DII relacionados a NOD2. Em rela¢do as variantes de
significado incerto (VUS), em cinco pacientes foram identificadas variantes com possivel
associacao com DII. Conclusao: O estudo permitiu demonstrar o carater mais agressivo da
VEOIB, necessitando, precocemente, o uso combinado de imunossupressores e
imunobioldgicos. Soma-se a isso a importancia do diagndstico molecular para o diagnostico
mais assertivo ¢ melhor compreensdo das interagdes imunes nesses pacientes, permitindo
fazer escolhas terapéuticas direcionadas para via patologica em questao.

Palavras-chave: Doencga Inflamatoria Intestinal de Inicio Muito Precoce, Fatores
Imunoldgicos, Mucosa Intestinal, Painéis Genéticos Alvo, Pediatria.



ABSTRACT

Introduction: Very early onset inflammatory bowel disease (VEOIBD) represents a
subgroup of Pediatric Inflammatory Bowel Disease (IBD) with symptoms occurring before
the age of 6, accounting for 4 to 10% of IBD cases. Its incidence has been increasing by
about 7% per year. Children present severe cases with pancolonic involvement, low response
to treatment, and high morbidity and mortality. Genetics plays a strong role in etiology,
making molecular diagnosis essential to guide more assertive treatment. Objective: This
study aimed to characterize VEOIBD and demonstrate the importance of molecular
diagnosis. Methods: Children with a confirmed diagnosis of IBD and symptom onset before
the age of 6 underwent a targeted genetic panel (TGP) for Inborn Errors of Immunity (IEI).
Information on clinical presentation, diagnosis, and treatment was compiled retrospectively
from a semi-structured questionnaire prepared by the researchers. Patients were recruited
from different services, chosen randomly, and included in the study after obtaining consent
from legal guardians. Genetic test results were analyzed, and genes associated or possibly
associated with IBD were selected. Results: Thirty-two participants were included, with a
mean age of symptom onset of 2 years and 3 months and a diagnosis age of 4 years and 2
months, with a median of 10 months for diagnostic confirmation. There was a predominance
of females and a positive family history of IBD in 22%. Half of the patients were diagnosed
with Ulcerative Colitis (UC), 40.63% with Crohn’s Disease (CD), and 9.37% with
unclassified IBD (IBD-U). Bloody diarrhea was the most prevalent symptom, followed by
abdominal pain. Weight deficit was observed in 43.75% and extraintestinal manifestations in
40.62%. Anemia was observed in 47%, elevated systemic inflammatory markers in 84%, and
thrombocytosis in all patients. Fecal calprotectin was elevated in all patients who had their
levels measured. Moderate to severe disease activity, with predominant colonic involvement
and little ileal involvement, was prevalent. In histological evaluation, chronic
lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate with marked activity was the most common
finding. Corticosteroids were used to induce remission in all patients. Biologics were the first
choice in two patients. Thiopurines were widely used in combination therapy. Mesalazine
was used in a few patients with UC. Half of the patients were escalated to anti-tumor necrosis
factor alpha (anti-TNF). Initial treatment failure was observed in 59.63%. In the evaluation of
genetic tests, molecular diagnosis was possible in 34% of patients, including seven patients
with pathogenic variants, with recurrence of the TNFRSF13B gene, and four patients with
increased risk variants for IBD related to NOD2. Regarding variants of uncertain significance
(VUS), five patients had variants with possible association with IBD. Conclusion: The study
demonstrated the more aggressive nature of VEOIBD, requiring early use of combined
immunosuppressants and biologics. Additionally, the importance of molecular diagnosis for
more accurate diagnosis and better understanding of immune interactions in these patients
was highlighted, allowing for targeted therapeutic choices for the specific pathological
pathway involved.

Keywords: Very Early Onset IBD, Intestinal Mucosa, Target Genetic Panels, Immunological
Factors, Pediatrics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca Inflamatdria Intestinal de Inicio Muito Precoce

A Doenca Inflamatoria Intestinal (DIl) é uma doenca complexa, caracterizada por
inflamacdo crénica do intestino (BOUHUYS et al., 2022). Ainda que a DIl seja uma doenga
predominantemente de adultos jovens, com pico de incidéncia entre 20-30 anos, na DC, e 30-
40 anos, na RCU, ela pode ocorrer em qualquer idade, sendo que essa doenca se apresenta em
25% dos pacientes antes dos 18 anos de idade (AFZALI et al., 2018). A Classificacdo de
Montreal definiu como DII Pediatrica aqueles pacientes com idade de inicio antes dos 17
anos. Posteriormente, a Classificagdo de Paris incluiu um subgrupo representado pelos
menores de 10 anos, denominado DIl de Inicio Precoce (EOIBD). A DIl de Inicio Muito
Precoce (VEOIBD) representa um subgrupo da DII pediatrica cujo inicio dos sintomas e/ou o
diagnostico ocorre antes dos 6 anos de idade, sendo ainda subclassificada em DIl infantil,
para 0s menores de 2 anos e neonatal, abaixo de 28 dias (LEVINE et al., 2011).
Aproximadamente, 20% dos pacientes com DIl podem se apresentar antes dos 10 anos, e 5%
antes dos 5 anos de idade (UHLIG et al., 2014).

Embora, internacionalmente, a incidéncia da DIl pediatrica é maior em regides
industrializadas, como Canada, Europa e Nova Zelandia, a DIl se tornou uma doenca global.
Desde o final do século 20, areas historicamente com baixa prevaléncia de DIl, como Africa,
Asia e América Latina, experimentaram um aumento substancial dessa doenca (KUENZIG et
al., 2022). No Brasil, a incidéncia passou de 0,08 por 100.000 habitantes, em 1988, para 7,98
em meados de 2005, e 13,49, em 2018 (KOTZE et al., 2020). A incidéncia da DIl pediatrica
esta em torno de 26 por 100.000 criangas com curvas de tendéncias atuais demonstrando
aumento global. Estima-se um aumento de 20% a 30% de novos casos de DII, antes dos 20
anos de idade, e de 7% ao ano, entre 6 meses e 5 anos (AFZALLI et al., 2018). Entretanto,
ainda ndo é possivel construir graficos de tendéncia para a DIl de Inicio Muito Precoce
(KUENZIG et al., 2022).

A DII, comumente, inclui trés grupos principais: Doenca de Crohn (DC), Retocolite
Ulcerativa (RCU), e DII ndo classificada (IBD-U). Entretanto, na faixa etaria pediatrica, a
distin¢do entre DC e RCU ¢ dificil (VENEMA et al., 2017). O termo DII ndo classificada
(IBD-U) ¢ usado para os casos de colite, cujos achados endoscopicos e histologicos nao sao

suficientes para diferenciar entre DC e RCU. Aproximadamente, 20% das criangas, com
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menos de 6 anos, e 30% dos menores de 3 anos sdo diagnosticadas com IBD-U, o que reflete
a auséncia de um fenotipo refinado para caracterizar esses pacientes com VEOIBD (SHIM,
2019). A medida que a doenga progride, alguns dos casos classificados com DII nio
classificada se definem como DC ou RCU, posteriormente (THURGATE et al., 2019).

A DIl é uma desordem complexa, de causa multifatorial. A etiologia da DIl
permanece incerta. O que tem sido proposto € a interacdo de fatores genéticos, ambientais,
microbiota e sistema imune (UHLIG et al., 2014; GUAN, 2019). Além disso, outros fatores
tém sido relacionados com a explosao de casos, tais como exposicdo a antibioticos, consumo
de alimentos processados, ricos em carboidratos e gorduras saturadas, obesidade. Desta
forma, uma resposta imune desregulada é desencadeada por esses gatilhos ambientais em
pacientes geneticamente predispostos (CROWLEY e MUISE, 2018; ASHTON et al., 2023;
VENEMA et al., 2017). O envolvimento genético fica mais evidente na VEOIBD, com
envolvimento oligo ou monogénico, ainda que defeitos genéticos tenham sido detectados em
apenas 15% a 20% dos pacientes com formas muito precoces da DIl (KELSEN et al., 2019).
Nesse grupo, os defeitos genéticos parecem alterar a homeostase do sistema imune intestinal
por mecanismos diversos, representados por varios defeitos do sistema imune adaptativo e
inato, que incluem alteracdo da ativacdo das células T e B, defeitos das células fagociticas,
desordens hiper ou autoinflamatorias, defeitos na regulacdo imune ou na barreira epitelial
(PARENTE et al., 2022). A desordem ndo esta presente no nascimento, pois o fenétipo total
desenvolve ao longo do tempo. Isso evidencia a importancia de um diagnéstico molecular em
criancas pequenas, sobretudo, na presenca de histéria familiar, comorbidades associadas e

manifestacdes extraintestinais (UHLIG et al., 2021).

1.2. Manifestacdes Clinicas

Os sintomas mais comuns na DIl incluem a triade caracterizada por diarreia, dor
abdominal e perda de peso. Entretanto, apenas 25% a 40 % dos pacientes apresentam a
combinacéo destes sintomas (BOUSVAROS et al., 2007). Na RCU, como em geral o célon
estd acometido, a diarreia com sangue € o sintoma mais habitual, podendo estar acompanhado
de dor abdominal e de sintomas baixos, como urgéncia fecal, evacuagdes noturnas e tenesmo
(AZIZ et al., 2017). Na DC, como pode haver envolvimento de qualquer segmento do trato
gastrointestinal (TGI), os sintomas dependem dos segmentos comprometidos. Criancas com

comprometimento ileal experimentam dor abdominal intermitente, anorexia, perda de peso e
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faléncia do crescimento e alteracdo do habito intestinal com diarreia intermitente. Pode haver
ainda doenca perianal e manifestac6es orofaciais como Ulceras orais (AZIZ et al., 2017).

Comumente, criangas menores apresentam acometimento mais extenso, muitas vezes,
manifestando-se como uma pancolite, 0 que explica os sintomas, predominantemente, de
sangramento retal e/ou diarreia com sangue, associados frequentemente a perda de peso com
déficit ponderal importante. Reducdo do crescimento linear, diminuicdo da mineralizacao
0ssea e retardo puberal sdo consequéncias da liberacdo de citocinas pelo intestino inflamado
(KATSUHIRO et al., 2020; GONZALEZ et al., 2018). A desnutrigdo cronica tem etiologia
multifatorial e leva a deficiéncias nutricionais importantes. Aproximadamente 65% dos
pacientes apresentam anemia (BOUHUYS et al., 2023).

Acima de 24% dos pacientes, podem cursar com manifestagdes extraintestinais,
envolvendo varios oOrgdos. As manifestacdes extraintestinais mais comuns envolvem o
sistema musculoesquelético (artrite, entesitis), pele (pioderma gangrenoso, eritema nodoso,
alopecia), mucosas (aftas, estomatites), olhos (episclerite, uveite) e trato hepatobiliar
(colangite esclerosante, hepatite autoimune). Essas manifestagdes sdo mais frequentes em
criangas pequenas, com estudos mostrando desenvolvimento de, pelo menos, uma
comorbidade extraintestinal durante o curso clinico da doeng¢a em até 76% dos casos
(NAMBU e MUISE., 2021). Infecgdes recorrentes, doenga perianal, desordens autoimunes e
lesoes de pele podem estar presentes e podem refletir deficiéncias imunoldgicas primarias
subjacentes (NAMBU et al., 2021). Mais de 26% dos pacientes relatam manifestagdes
extraintestinais antes do diagnéstico e 74% apos o diagnostico da DII (ROGLER et al.,
2021).

1.3.  Diagnostico

O diagnostico deve se basear na combinacdo de historia clinica, exame fisico,
investigacdo laboratorial, endoscopica com avaliacdo histoldgica, e exames de imagem para
avaliacdo do intestino delgado (LEVINE et al., 2014; GREEN et al., 2023; VERNON-
ROBERTS e DAY, 2023). E fundamental a exclusio de causas infecciosas de colite
(LEVINE et al, 2014).
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1.3.1. Diagnéstico Laboratorial

Os exames laboratoriais devem incluir, minimamente, hemograma completo e provas
inflamatorias sistémicas. Exames para avaliagdo nutricional, como albumina, ferritina, ferro
sérico e func¢do hepatica, podem ser tteis (VERNON-ROBERTS e DAY, 2023; MAASER et
al., 2019). Marcadores soroldgicos podem ser usados para suporte diagnostico, uma vez que a
acuracia dos testes disponiveis, pANCA e ASCA, ¢ limitada e, portanto, ineficaz para
diferenciar DC colonica de RCU (MAASER et al., 2019). Na investigagdo inicial, as causas
mais comuns de colite devem ser descartadas, partindo de exames menos complexos para
exames mais complexos (OUAHED et al., 2019). Em pacientes com diarreia cronica, os
principais agentes de infec¢des intestinais devem ser descartados, incluindo Clostridium spp,
nos maiores de 12 meses. A doenca celiaca, assim como outros disturbios autoimunes, deve
ser lembrada na presenca de diarreia cronica. Em lactentes com menos de 12 meses com
sangue nas fezes, a colite alérgica deve ser considerada.

A calprotectina fecal tem demonstrado ser o marcador de inflamagao intestinal mais
sensivel na DII, entretanto, sua baixa especificidade nao discrimina DII de outras causas de
inflamacdo intestinal. Ela ¢ liberada por células do sistema imunologico, principalmente,
neutrofilos, em resposta a inflamagdo, podendo estar elevada em outras condi¢des, como
colites infecciosas, colites alérgicas, sindrome do intestino irritavel, entre outras. O guideline
europeu definiu como cut off valores entre 100 e 250 mcg/g. Por um lado, pacientes
pediatricos, sobretudo menores de 6 anos, podem apresentar niveis de calprotectina que
ultrapassam 500 mcg/g devido a imaturidade do sistema imune intestinal, devendo haver
cautela na interpretacdo (KELSEN et al, 2020). Por outro lado, ela tem boa correlacdo com
indices endoscopicos de atividade da doenga, sendo importante para acompanhamento de
resposta ao tratamento e reconhecimento dos episodios de recaidas (MAASER et al., 2019;
ASHTON et al., 2023). Mais recentemente, 0 consenso europeu sobre o uso da calprotectina
fecal em criancas demonstrou que valores, variando entre 400 a 800 mg/g, podem prever uma
exacerbacdo da doenca. Por essa razdo, recomendou-se que sua dosagem sérica deve ser
incluida na investigagdo laboratorial de pacientes com DIl, pelo menos, a cada 6 meses
durante o acompanhamento, mesmo em remissdo, a menos que o quadro clinico sugira uma
recaida, considerando a avaliacdo endoscopica em pacientes com DIl em remissdo clinica,
com um valor de calprotectina fecal acima de 300 mg/g, pois esse nivel de corte prevé com

precisdo a inflamacéo da mucosa (KONINCKX et al, 2021).
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Mais recentemente, como uma grande proporcao de etiologias em menores de 6 anos
e, sobretudo, em menores de 2 anos, pode refletir deficiéncias imunologicas primarias
subjacentes, destacando a importancia de um sistema imunoldgico desregulado na patogénese
da VEOIBD, a investigacdo de desordens do sistema imune deve ser considerada (NEMATI
E TEIMOURIAN, 2017; PAZMANDI et al., 2019; CONRAD e KELSEN; 2019). Em um
primeiro momento, a suspeita de Erros Inatos do Sistema Imune (EII) como causa de DIl
estava restrita a pacientes com inicio dos sintomas na infancia ou formas severas. Com a
mudanca da epidemiologia da DII, tem ficado, cada vez mais, dificil definir a populagdo que
vai se beneficiar de uma investigacdo para EIl (CONRAD e KELSEN; 2019). Desta forma, a
triagem imunolodgica deve ser realizada nos pacientes com VEOIBD e incluir, inicialmente,
avaliacdo de titulos vacinais e dosagens de imunoglobulinas para avaliacdo de defeitos em
células de memdria, andlise funcional de células T e B (fenotipagem), teste oxidacdo de
neutrofilos conhecido como dihidrorodamina (DHR), e, se necessario, outros perfis alvo para

avaliacdo do sistema imune sistémico e de mucosa (OUAHED et al., 2019).

1.3.2. Diagnostico Endoscopico/ Histologico

Como todos os pacientes que apresentem sinais e sintomas consistentes com DII,
endoscopia e colonoscopia continuam sendo o gold standard para o diagnéstico (KELSEN et
al., 2020). Na presenca de um marcador inflamatdrio intestinal elevado, a ileocolonoscopia
deve ser realizada e multiplas bidpsias devem ser obtidas de cada segmento (OLIVA et al.,
2020). Em situacdes ndo emergenciais, em criangas com suspeita de DII, a investigacdo deve
incluir a combinacdo de EDA e ileocolonoscopia de preferéncia.

Todo paciente com DIl deve ter um diagndstico histoldgico consistente com 0s
critérios de Porto modificados (AZIZ et al., 2017; MAASER et al., 2019). Em 2014, os
critérios de Porto foram revisados para criangas e adolescentes, baseado no fato de que a
classificacdo da DIl pediatrica é complexa e caracterizada por um espectro de fendtipos,
incluindo formas ndo usuais e atipicas (LEVINE et al, 2014). A apresentacdo mais tipica da
RCU é a inflamacdo continua do colon, comecando distalmente a partir do reto, sem
envolvimento, a ndo ser pela presenca de ileite de refluxo (backwash), com distorcédo
arquitetural e infiltrado linfoplasmocitério focal ou difuso. Apresentacdes atipicas da RCU
podem incluir inflamacdo macroscépica sem envolvimento do reto, arquitetura normal de
cripta com auséncia de sinais de cronicidade, demonstrando uma duragdo mais curta da

inflamacdo, envolvimento cecal, colite aguda grave com envolvimento transmural e presenca
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de ulceracGes gastricas isoladas ndo serpinginosas. A DC tipicamente se mostra como uma
inflamacdo ndo continua com Ulceras aftosas ou lineares, de forma saltitante, demonstrando
um padrédo de calgamento, podendo comprometer qualquer segmento do TGI. A presenca de
granulomas, longe de ruptura de criptas, estenose, doenca perianal ou fistulizante, inflamacao
ileal na presenca de ceco normal e espessamento de alcas intestinais jejunais ou ileais sdo
achados compativeis com DC, que podem ser encontrados em criancas. Criancas com colite e
achados atipicos, que ndo se encaixam como RCU ou DC, devem ser classificadas em DII
néo classificada, do termo em inglés unclassified inflannatory bowel disease (IBD-U). Esses
achados podem incluir envolvimento mais intenso proximal que distal, inflamagdo aguda
focal, Ulceras esofagicas ou duodenais ndo explicadas por outras causas, assim como
duodenite cronica focal, infiltrado inflamatério inespecifico, entre outros achados. O uso de
escores endoscOpicos pode ajudar a padronizar os achados patoldgicos, entretanto, a
descricao dos achados endoscopicos ainda se mostra subjetiva e, por vezes, incompleta, o que
pode dificultar a aplicacdo desses escores (OLIVA et al.,2020).

Logo, o diagndstico da DII é clinico patoldgico, integrando histologia com achados
macroscopicos, e exames de imagem do intestino delgado (KELSEN et al., 2020). Na
VEOIBD, geralmente a inflamacdo é inespecifica com caracteristicas tanto da DC como da
RCU. Ao contrario da DIl de Inicio na Idade Adulta, criancas com RCU geralmente
apresentam-se com pancolite, enquanto criancas com DC, na maioria dos casos, tém
envolvimento ileocoldnico e, raramente, acometimento ileal isolado (MESQUITA et al.,
2020). Na avaliacdo histolodgica, os achados incluem distor¢do arquitetural moderada a grave,
aumento dos eosindfilos no infiltrado inflamatorio, apoptose e achatamento de vilosidades em
intestino delgado. A presenca dos eosinofilos parece sugerir uma resposta pro-inflamatéria
mais robusta, consistente com um mecanismo hiper ou autoinflamatério subjacente. A
presenca de granuloma pode demonstrar associacdo com doenca granulomatosa crénica
(CONRAD et al., 2019).

1.3.3. Diagnostico Molecular

A maioria das informagdes relacionadas ao envolvimento genético na DIl foram
obtidas dos estudos do genoma humano que ja revelaram mais de 260 loci relacionados a DII.
Diferente do poligénico da DIl do adulto, a VEOIBD pode estar associada a mutagdes, com
envolvimento de um Unico gene, o qual denominamos de doenca monogénica (UHLIG et al.,
2017; NAMEIRAKPAM et al., 2019). Nos estudos mais recentes, a etiologia monogénica
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tem sido responsavel por 15% a 20% das DIl de inicio muito precoce (NAMBU e MUISE,
2021). O primeiro relato foi publicado em 2009, por Glockers et al., que descreveram uma
mutacdo no receptor de interleucina 10 (GLOCKER et al., 2009). Nos anos seguintes,
aproximadamente, 50 genes foram descritos relacionados a doenga monogénica; muitos
destes envolvidos com imunodeficiéncias (BIANCO et al., 2014).

Na ultima década, com o advento do sequenciamento de ultima geracdo, do termo
inglés Next Generation Sequence (NGS), a abordagem diagnostica da DII mudou para anélise
genotipica detalhada, com a vantagem de avaliar simultaneamente multiplos genes de forma
mais rapida e com menor custo. Desde 2014, painéis alvo por NGS demonstram ser (teis,
sobretudo, em pacientes com sintomas atipicos (NIJMAN et al., 2014). Um painel genético,
com 40 genes relacionados a DIl monogénica, foi proposto em 2018 (CROWLEY e MUISE,
2018). Mais recentemente, um posicionamento do Grupo Europeu incluiu 75 genes
relacionados a DIl monogénica (UHLIG et al., 2021). Esses painéis representam um
segmento do painel para EIl, que cobre mais de 400 genes responsaveis por
Imunodeficiéncias Priméarias (IDP). Quando o painel para VEOIBD falhar em encontrar o
gene responsavel, recomenda-se a realizacdo do painel para EIl. Se ambos os painéis
falharem em reconhecer o gene ou as variantes génicas, o algoritmo atual sugere fazer o
sequenciamento de todo exoma. Ja o sequenciamento de todo o genoma esta reservado para
casos Nos quais o sequenciamento do exoma se mostrou negativo e ainda ha indicios fortes de
doenca monogénica (KELSEN e SULLIVAN, 2017).

Apesar da descoberta de novos genes ter aumentado ao longo do tempo, defeitos
monogénicos tém sido detectados em apenas 15% a 20% dos pacientes que apresentam
formas muito precoces da DIl (GRAHAM e XAVIER, 2020). Nos grandes centros, a
prevaléncia pode chegar a 31% (NAMBU e MUISE, 2021). Entretanto, a avaliacdo das
contribui¢des do envolvimento mono ou oligogénico, e da carga genética dos loci de risco de
DIl comum pode ajudar a melhorar ainda mais os modelos diagndsticos, além da genética
mendeliana classica (NEMATI E TEIMOURIAN, 2017).

A analise e a interpretacdo do genoma devem ser feitas por especialistas treinados.
Todas as variantes encontradas devem ser classificadas como patogénicas, potencialmente
patogénicas e significado incerto. Formas precoces de DII, muitas vezes, sdo a manifestacao
de um EIl ou de disfuncdo da barreira epitelial e apresentam manejos especificos, sendo
fundamental o diagnostico molecular para um tratamento mais personalizado (GRAHAM e
XAVIER, 2020).
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1.4. Tratamento

Até recentemente, o tratamento padrdo da DIl envolvia a terapia convencional que
segue o escalonamento progressivo de medicamentos (TURNER et al., 2012). Essa
abordagem permite personalizar o tratamento de acordo com a gravidade e a resposta dos
pacientes, minimizando os efeitos colaterais dos medicamentos mais fortes até que sejam
necessarios, e inclui linhas sucessivas de tratamento comegando pelos aminosalicilatos. Se os
aminosalicilatos ndo forem suficientes, adiciona-se os corticdides (CE), para controle da
inflamacdo aguda, seguidos pelos imunomoduladores, usados em casos mais graves ou
resistentes, até chegar aos agentes bioldgicos como os inibidores do fator de necrose tumoral,
conhecidos como anti-TNF, que sdo mais potentes e especificos.

Posteriormente, as evidéncias foram mostrando que o tratamento da DIl em criancgas
deve ser individualizado, considerando aspectos relacionados a idade, localizacdo e
comportamento da doenca, presenca de déficit ponderoestatural, efeitos adversos potenciais
das medicacdes e qualidade de vida (CROWLEY e MUISE, 2018; ASHTON et al., 2019;
JONGSMA et al., 2022). A classificacdo da doenca em leve, moderada ou grave, por meio de
escores especificos, também € til para guiar o tratamento. Desta forma, a estratificacdo de
risco € interessante para identificar pacientes com possiveis desfechos desfavoraveis que
necessitam de um manejo mais agressivo com uso precoce de imunobiolégicos (JONGSMA
etal., 2022; LOMAZI et al., 2023).

Na DC pediétrica luminal (classificacdo B1 de Paris), com comportamento puramente
inflamatdrio, a primeira escolha, para inducdo da remissdo, consiste na Nutricdo Enteral
Exclusiva (NEE), caracterizada pelo uso de uma dieta liquida completa e balanceada como
Unica fonte de alimento por 6 a 8 semanas. A NEE parece alterar a resposta imune da mucosa
intestinal, reduzindo a inflamacdo local e restaurando a barreira epitelial. Entretanto,
problemas de adesdo a dieta com intolerancia a formula sdo relatados e, por isso, dietas
alternativas tém sido discutidas (LOMAZI et al., 2023). Além disso, efeitos adversos tém
sido relatados em pacientes com NEE, incluindo diarreia e vémitos. E importante destacar
que pacientes, que ndo apresentaram remissdo dos sintomas ou queda da calprotectina fecal
em até 12 semanas de terapia, doenca extensa, Ulceras col6nicas profundas, comportamento
estenosante (classificacdo B2 de Paris) ou fistulizante (classificagdo B3 de Paris), ndo sdo
elegiveis para NEE, devendo ser consideradas estratégicas terapéuticas mais invasivas
(RHEENEN et al., 2021), assim como ndo ha evidéncias que mostrem beneficios na RCU
(TURNER et al., 2018).
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Em relacdo aos medicamentos, os corticoides (CE) sdo Uteis para inducdo de remissao
tanto na DC como na RCU. Por um lado, os corticoides sdo medicamentos anti-inflamatorios
potentes usados no tratamento dos episddios agudos da DIl por seu efeito répido, sendo a
prednisona ou prednisolona os mais utilizados em casos moderados a severos. Por outro lado,
ndo sdo recomendados para uso a longo prazo por causa dos seus impactos, sobretudo, no
crescimento, além do risco de osteoporose, hipertensdo, diabetes, supressdo adrenal, entre
outros. Apesar de ser, cada vez mais, desencorajada a administracdo de CE, pelos efeitos
colaterais, ainda h4 uma taxa elevada de uso em criangas menores, sobretudo aquelas com
VEOIBD (KELSEN et al., 2020).

Na RCU, CE ou aminossalicilatos (ASA), ou ambos, sdo usados para indugdo da
remissdo. Os aminossalicilatos funcionam inibindo a producéo de substancias inflamatorias,
como as prostaglandinas e os leucotrienos, através da inibicdo das enzimas ciclooxigenases
(COX). Atualmente, os mais utilizados sdo os derivados do &cido 5-aminossalicilico (5-
ASA), também conhecidos como mesalazina, atuando diretamente no intestino para reduzir a
inflamacdo. Esses derivados podem ser administrados por via oral ou retal. A monoterapia é
indicada para manter a remissdo na RCU leve a moderada. Na DC, entretanto, ndo ha uma
indicacdo precisa (TURNER et al., 2012).

Entretanto, a maioria dos pacientes pediatricos com RCU leve a moderada nédo ira
responder ao uso dos aminossalicilatos isoladamente para manter a remissdo, com taxas de
resposta que podem variar de 35% a 55% (KELSEN et al., 2020). Neste caso, 0 uso de
imunomoduladores pode ser util. Os imunomoduladores sdo medicamentos que alteram a
resposta do sistema imunoldgico através de varios mecanismos, como inibicdo de citocinas
inflamatdrias e/ou supressdo de atividade das células T, tendo uma funcdo imunossupressora.
Os imunomoduladores continuam sendo muito utilizados no tratamento de manutencgdo para
ambos, DC e RCU, dando preferéncia pelas tiopurinas (azatioprina ou 6-mercaptopurina) ao
metotrexate (LOMAZI et al., 2023). Os imunomoduladores também tém uma agdo na
prevengdo de imunogenicidade contra a terapia antifator de necrose tumoral. Logo, seu uso
em comboterapia com os anti-fator de necrose tumoral (anti-TNF) é desejavel, sobretudo, em
pacientes que iniciaram o tratamento com infliximabe (KELSEN et al., 2020).

Os imunobioldgicos sdo medicamentos desenvolvidos a partir de substancias
bioldgicas, como anticorpos e proteinas, que atuam no sistema imunoldgico, modulando a
resposta imunoldgica, inibindo seletivamente a acdo de citocinas e outros mediadores
inflamatorios. Os inibidores do fator de necrose tumoral, anti-TNF, sdo uma classe de
medicamento bioldgico, que atua bloqueando a agdo do fator de necrose tumoral (TNF). O
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TNF é uma citocina produzida em excesso em doencas autoimunes como a DII, causando
inflamacdo cronica e danos aos tecidos. Na pediatria, o Infliximabe e o Adalimumabe estdo
liberados para uso (LOMAZ] et al., 2023).

Existe um aumento progressivo das evidéncias sugerindo que a introducdo precoce
desses medicamentos pode ser muito benéfica para determinados pacientes com fendtipos
graves e potenciais desfechos desfavordveis. A estratégia top down é uma abordagem que
comega com tratamentos mais agressivos desde o inicio, utilizando-se os imunobioldgicos,
com o objetivo de controlar rapidamente a inflamagao e prevenir complicagdes a longo prazo.
Os agentes anti-TNF, como o infliximabe ou o adalimumabe, tém sido largamente usados
como primeira linha na DII pediatrica e VEOIBD. Entretanto, cerca de 30% dos pacientes sao
ndo respondedores, e cerca de 20% dos respondedores primdrios desenvolvem perda de
resposta em 1 ano (ASSA et al., 2020; LEVINE et al., 2023). Criangas menores, muitas
vezes, apresentam o clearence aumentado da droga, requerendo doses mais elevadas,
comecando com 10 mg/Kg, infusdes mais frequentes e otimizagdo do regime terapé€utico
baseado na dosagem do nivel sérico da droga e na monitoriza¢do da formacdo de anticorpos
anti-infliximabe (KELSEN et al., 2020; LEVINE et al., 2023). Ainda assim, 0 uso do anti-
TNF na doenga pediatrica, particularmente, em doenca refrataria a CE, € 0 maior passo nos
altimos 25 anos no controle da DII, levando & remissdo, melhora do crescimento e
cicatrizacdo da mucosa (BRAMUZZO et al., 2019).

As novas terapias que tém surgido atuam em vias especificas da inflamacéo,
envolvendo terapia monoclonal, como o anti-integrina (vedolizumabe) ou o anti-1L23
(ustekinumabe), e drogas de pequenas moléculas, como os inibidores da JAK (tofacitinib)
(ASHTON et al., 2019). Pacientes que ndo respondem bem a terapia anti-TNF podem se
beneficiar desses farmacos (FABISZEWSKA et al., 2021). Entretanto, ainda existem poucas
evidéncias para seu uso em DIl pediatrica, ndo estando liberadas para uso em criangas
(KELSEN et al., 2019).

A terapia para VEOIBD ainda ndo esta bem estabelecida, pois a maioria dos dados
disponiveis ainda se baseiam em relatos ou em uma série pequena de casos (MESQUITA et
al., 2020). Esses pacientes podem necessitar do uso combinado de imunossupressores e de
agentes biologicos, com possibilidade de falha de tratamento ou mesmo necessidade de uma
cirurgia precoce. Em 2 anos de evolucdo, 39% dos pacientes tém aumento da extensdo da

doenca e progressdo (KIM et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral: Realizar o estudo genético por sequenciamento de Ultima geragdo (Next
Generation Sequence = NGS) de pacientes com diagnodstico de doenga inflamatoria intestinal

de inicio muito precoce e correlacionar com as informagoes clinicas.

2.2. Objetivos Secundarios

Objetivo secundario 1: Identificar os principais genes e variantes génicas relacionados ou
possivelmente relacionados a DII, em uma amostra de pacientes com DIl de Inicio Muito
Precoce.

Objetivo secundario 2: Caracterizar o quadro clinico e os achados laboratoriais, endoscopicos

e histoldgicos da DII de Inicio Muito Precoce.
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3. ARTIGO1

Titulo: Caracteristicas clinicas, laboratoriais e histoldgicas de pacientes com Doenca
Inflamatdria Intestinal de Inicio Muito Precoce

RESUMO

Objetivo: Caracterizar a Doenca Inflamatoria Intestinal de Inicio Muito Precoce em
pacientes brasileiros. Métodos: Estudo retrospectivo envolvendo criangas com diagnostico
de doenca inflamatdria intestinal (DII) antes dos 6 anos de idade, recrutados de diferentes
servicos, submetidas a coleta de informacgdes clinicas através de um questionario
semiestruturado. Resultados: Foram incluidos 32 participantes, a maioria do sexo feminino,
com idade média de inicio dos sintomas de 2 anos e 3 meses, de diagnostico de 4 anos e 2
meses e mediana para confirmacdo diagnodstica de 10 meses. Historia familiar positiva para
DIl em 22%. Diagnostico de Retocolite Ulcerativa (RCU), em 50% dos pacientes, Doenca de
Crohn (DC), em 40,63%, e Doenca Inflamatdria ndo Classificada (IBD-U), em 9,37%.
Diarreia com sangue foi o sintoma mais prevalente, seguido por dor abdominal. Déficit
ponderal ao diagndstico foi observado, sobretudo, na DC. Anemia esteve presente em 47%
dos pacientes, elevacdo de provas inflamatorias sistémicas, em 84%, e plaquetose, em 100%.
A calprotectina fecal teve mediana elevada em todos os grupos. Presenca de atividade
moderada a grave, com predominio coldnico, e o pouco envolvimento ileal prevaleceu. O
Corticoide foi utilizado, na fase aguda, em todos os pacientes. Imunobioldgico foi primeira
escolha em dois pacientes e, em comboterapia com Tiopurinas, em 53,12%. Poucos pacientes
usaram mesalazina. Houve falha de resposta ao tratamento inicial, em 56,25% dos pacientes.
Conclusao: A VEOIB apresenta comprometimento extenso, predominio do envolvimento
coldnico intenso infiltrado inflamatério, e falha de resposta ao tratamento, necessitando do
uso combinado de imunossupressores e imunobiol6gicos de forma precoce.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal de Inicio Muito Precoce, Inflamacéo,
Mucosa Intestinal, Crianga.
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ABSTRACT

Objective: To characterize Very Early Onset Inflammatory Bowel Disease in Brazilian
patients. Methods: This was a retrospective study involving children diagnosed with
inflammatory bowel disease (IBD) before 6 years of age, recruited from different services,
submitted to a semi-structured for the collection of clinical information. questionnaire.
Results: A total of 32 participants were included, most of them female, with a mean age at
symptom onset of 2 years and 3 months, a diagnosis age of 4 years and 2 months, and a
median for diagnostic confirmation of 10 months. Positive family history for IBD in 22%.
Diagnosis of Ulcerative Colitis (UC) in 50% of the patients, Crohn's Disease (CD) in 40.63%,
and Unclassified Inflammatory Disease (IBD-U) in 9.37%. Bloody diarrhea was the most
prevalent symptom, followed by abdominal pain. Weight deficit at diagnosis was observed,
mainly, in CD. Anemia was present in 47% of the patients, increased systemic inflammatory
tests in 84%, and thrombocytosis in 100%. Fecal calprotectin had a high median in all groups.
Moderate to severe activity was present, with colonic predominance, and little ileal
involvement prevailed. Corticosteroids were used in the acute phase in all patients.
Immunobiologic was the first choice in two patients and, in combotherapy with thiopurines,
in 53.12%. Few patients used mesalazine. There was failure to respond to the initial treatment
in 56.25% of the patients. Conclusion: VEOIB has extensive involvement, predominance of
intense colonic involvement inflammatory infiltrate, and failure to respond to treatment,
requiring the combined use of immunosuppressants and immunobiologicals early.

Keywords: Very Early Onset Inflammatory Bowel Disease, Inflammation, Intestinal
Mucosa, Child.
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INTRODUCAO

A Doenca Inflamatoria Intestinal (DII) resulta de uma resposta imune anormal a
diferentes fatores ambientais, em pacientes geneticamente predispostos.! Habitualmente, é
classificada em Doenca de Crohn (DC), Retocolite Ulcerativa (RCU), e DIl ndo classificada
(IBD-U). A DIl tem se tornado uma doenca global, sendo que, no Brasil, a incidéncia passou
de 0,08 por 100.000 habitantes, em 1988, para 7,98, em meados de 2005, e 13,49, em 2018,
sendo que a idade de apresentacdo mais frequente é a segunda década de vida.>? Nas Gltimas
décadas, a incidéncia em criangas tem aumentado em varios paises, incluindo nacbes
historicamente com baixas taxas.>® A incidéncia da DIl pediatrica estd em torno de 26 por
100.000 criancas, com a DIl Inicio Muito Precoce (VEOIBD), diagnosticada antes dos 6 anos
de idade, compreendendo 4-10% dos casos.! Estima-se um aumento de 20% a 30% de novos
casos, antes dos 20 anos de idade, e de 7% ao ano, entre 6 meses e 5 anos.!

Com aumento do namero de criancas com DIl, a VEOIBD tem sido, cada vez mais,
observada e estudada para uma melhor compreenséo. Enquanto fatores ambientais
representam os principais atores na fisiopatologia da DII em adultos e adolescentes, na
VEOIBD, a contribuigdo genética ¢ forte, o que confere a ela uma apresentagdo fenotipica
diferente do adulto.! Os sintomas mais comumente observados incluem diarreia, dor
abdominal e perda de peso. O diagndstico definitivo pode ser obtido com a realizagdo dos
exames endoscopicos e analise microscopica minuciosa dos fragmentos de mucosa
biopsiados, embora testes laboratoriais séricos e de fezes possam ser uteis para aumentar a
suspeita de DIL*>

Embora a prevaléncia seja menor em adultos, as criangas enfrentam grandes impactos
biopsicossociais, Vvisto que existem poucas terapias aprovadas para esta faixa etaria e
desfechos variaveis ao longo do tempo, o que torna o diagndstico e 0 manejo dessas criangas
um desafio para os profissionais de saide.* Neste contexto, este estudo visa caracterizar o
quadro clinico e os achados laboratoriais, endoscopicos e histoldgicos da DIl de Inicio Muito

Precoce em criancas brasileiras.
Metodologia
Trata-se de estudo retrospectivo, envolvendo participantes recrutados, entre abril de

2022 a janeiro de 2024, por gastroenterologistas pediatricos de servicos diferentes do Brasil,

escolhidos de forma aleatdria. Os critérios de inclusdo foram idade menor que 6 anos do
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inicio dos sintomas, e o diagnostico de DIl confirmado por historia clinica, exames
laboratoriais, endoscopicos e histologicos. Foram excluidas criangas com diagnostico de
cromossomopatias. O estudo foi aprovado pela Conselho Nacional de Saude-Etica em
Pesquisa (CAAE: 45623019.9.1001.5152).

Durante consulta de rotina com gastroenterologista pediatrico, o participante e seu
responsavel legal recebia esclarecimentos sobre a pesquisa e, uma vez consentida sua
participac¢do, era incluido no estudo. Um questionério semiestruturado, elaborado pelos
pesquisadores, foi utilizado para coleta dos dados, que incluiu idade de inicio dos sintomas e
ao diagndstico, sexo, principais sintomas, histéria familiar de DII, presenca de manifestaces
extraintestinais, atividade da doenca, exames laboratoriais pertinentes, achados endoscopicos
e histoldgicos, medicacdo de escolha ao diagndstico e mudancas de esquema terapéutico até o
momento da coleta dos dados. Os critérios de Porto foram utilizados para classificacdo da
doenca em DC, RCU e IBD-U, dividindo os pacientes em grupos.® A localizacio da doenca
seguiu a classificacdo de Paris.” A gravidade foi definida baseada no indice de atividade da
doenca para DC (PCDAI) e para RCU (PUCAI).2® A andlise dos resultados das bidpsias
intestinais incluiram achados histoldgicos da DIl pediatrica e avaliacdo da atividade da
doenca conforme a intensidade do infiltrado neutrofilico (quiescente se auséncia de
neutréfilos, leve se neutrofilos limitados a lamina prépria ou criptite isolada, moderado se
presenca de abscessos cripticos ou grave se inflamacdo difusa com ulceracdo ou tecido de
granulacdo).®° Foi considerada falha terapéutica, a ndo resposta ao tratamento inicial, com
manutencdo da atividade da doenca e/ou das provas inflamatorias elevadas, mesmo apds
otimizacdo do esquema de administracdo do farmaco.

Analises qualitativas e quantitativas incluiram varidveis categoricas e numeéricas. As
variaveis categoricas foram organizadas em tabelas de frequéncia, expressas em numero
(porcentagem). Como teste de normalidade, usou-se o Teste de Shapiro-Wilk. As medidas de
tendéncia central para as varidveis continuas se apresentam em medianas e intervalo
interquartilico ou médias e desvio padrdo. Para fins de comparacdo entre os grupos, foi
utilizado o teste do qui-quadrado para as variaveis categoricas. Para avaliar a variancia entre
as medidas de tendéncia central, utilizou-se o teste c-ANOVA para variaveis com
distribuicdo normal e o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para aquelas sem
distribuicdo ndo normal. Os resultados foram considerados significativos quando menores
que 0,05 (p<0,05). Todas as analises foram realizadas por meio do programa GRAPHPAD
PRISM 7.0.
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Resultados

O estudo incluiu 32 criangas com VEOIBD, 65,63% do sexo feminino, com idade
média de inicio dos sintomas de 2 anos e 3 meses ¢ de diagndstico de 4 anos e 2 meses,
semelhantes entre os grupos (Tabela 1). 37,5% dos pacientes tinham menos de 2 anos ao
inicio do quadro. O tempo médio para confirmagao diagnostica foi de 10,5 meses. Historia
familiar de DII esteve presente em 22% dos pacientes. A maioria teve diagnostico de RCU
(50%), seguido da DC (40,63%) e IBD-U (9,37%). Diarreia com sangue foi o sintoma mais
prevalente em todos os grupos, seguido por dor abdominal. Déficit ponderal foi mais
frequente na DC e na IBD-U, com diferencga significativa. A doenga perianal foi observada
em 2 pacientes com DC. Manifestagdes extraintestinais (MEI) ao diagnéstico foram descritas
em 40,62% dos pacientes, mais prevalente na DC que na RCU, envolvendo, sobretudo, pele e
mucosas, mas também foram observadas manifestagdes autoimunes como hepatite e anemia
hemolitica. Doenca em atividade moderada a grave prevaleceu em todos os grupos. Atividade
leve foi observada em 4 pacientes (3 com RCU e 1 com IBD-U). Nenhum paciente estava em
remissdo clinica.

Todos os pacientes apresentaram plaquetose e elevagdo de provas inflamatorias. Niveis
mais baixos de hemoglobina foram vistos na DC, assim como VHS foi, significativamente,
mais elevado neste grupo. A calprotectina fecal, dosada em 66% dos pacientes, esteve
aumentada, com ampla variagdo, sem diferenca significativa em trés grupos, ainda que
valores maiores tenham sido encontrados na DC.

Houve predominio do envolvimento colénico e pouco envolvimento ileal. A pancolite
esteve presente em 87,50% dos pacientes. Na RCU e IBD-U, os segmentos mais comumente
acometidos foram o célon em toda sua extensdo (E4) ou até a flexura hepatica (E3).
Comprometimento isolado do reto (E1) foi observado em apenas 1 paciente com RCU. Na
DC, predominou o envolvimento colonico (L2) e ileocoldnico (L3). O trato digestivo alto
(TGI) esteve envolvido em metade dos pacientes, sobretudo, na DC, com presenca de gastrite
e/ou duodenite erosiva (L4a), e apenas 1 paciente com envolvimento jejunal/ ileo proximal
(L4b).

Na colonoscopia, o achado microscopico predominante foi infiltrado inflamatério
cronico com predominio linfoplasmocitario (Tabela 2). Na RCU, foi observada inflamacdo
cronica focal, com criptite € microabscessos e distor¢ao arquitetural. Na DC, ulceras em V,
inflamacdo transmural e fibrose foram achados caracteristicos. Todos os pacientes com IBD-

U apresentaram infiltrado inflamatorio inespecifico. Em apenas 1 paciente foi visualizado
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granuloma. Em 22% dos pacientes, ndo havia informagdes sobre infiltrado neutrofilico. Logo,
a atividade histologica foi avaliada em 78% dos pacientes, mostrando-se moderada a
acentuada na sua maioria. Atividade leve foi observada em apenas 3 pacientes, nenhum com
DC, com raros eosinodfilos de permeio, sem ulceragdes.

A nutricdo enteral exclusiva (NEE) foi a escolha inicial em 3 lactentes com diarreia
sanguinolenta profusa, na forma de férmula de aminoéacidos ofertada, via oral, por 3 semanas
e interrompida por dificuldade de adeséo. O corticoide (CE) sistémico, como medicacdo
Unica na fase aguda inicial, foi utilizado por 53% dos pacientes e, em combinacdo com IMS,
desde o inicio, em 37,5%. O uso de anti-fator de necrose tumoral (anti-TNF) foi primeira
escolha terapéutica em 2 pacientes com DC. Em 53,12%, foi necessario o uso do biolégico,
por ndo alcancarem a remissdo com o tratamento inicial; o infliximabe foi a escolha na
maioria dos pacientes, e adalimumabe em apenas dois. Um paciente teve diagndstico de Erros
Inatos do Sistema Imune (EIl) e passou a receber imunoglobulina endovenosa. A falha de
resposta a terapéutica inicial foi de 56,25%, sendo maior na DC. A mesalazina, em
monoterapia, foi utilizada em poucos pacientes com RCU.

Discussao

O estudo possibilitou caracterizar a VEOIB e demonstrar que, embora essas criangas
apresentem aspectos clinicos e laboratoriais semelhantes ao adulto, existem diferencas que
podem interferir na escolha terapéutica e na resposta ao tratamento. A maioria das criancas
com VEOIBD, de forma semelhante a outros estudos, mostrou atividade moderada a grave ao
diagndstico, em especial nos pacientes com DC.11¢ A gravidade ¢ maior em idades precoces,
como demonstrado no estudo norte-americano, no qual 48% das criangas menores de 6 anos
apresentavam atividade moderada, em comparacdo com apenas 28% nos maiores de 10
anos.*? Atividade leve, ainda que ocorra, é relativamente incomum.*3

Por um lado, em geral, a DC é a forma mais comum da DIl pediéatrica, e parece aumentar
com a idade.r® Por outro lado, na VEOIB, RCU e IBD-U sdo mais comuns em criangas
maiores.}” Neste estudo, a RCU teve uma prevaléncia discretamente maior que a DC,
semelhante a outros estudos.21"8 Por sua heterogeneidade, ha dificuldade de distinguir entre
DC e RCU na VEOIBD, com aumento do diagnostico de IBD-U.> A prevaléncia da IBD-U
ao diagndstico foi em torno de 10%, como em outros estudos.'?!3 Diferentemente da coorte
francesa, que encontrou diagnostico de IBD-U em 31%, com uma mudanca de diagnostico de

IBD-U, ao longo do tempo, para DC ou RCU.’
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Embora o sexo feminino tenha predominado na literatura, ha predominio masculino
na DIl pediatrica, mas essa propor¢cdo gradualmente se torna igual entre os sexos apds a
puberdade.’® A mediana de idade de inicio foi menor que outros estudos, com inicio mais
tardio na RCU que na DC.1*%19 O estudo histdria familiar positiva esteve associado a idade
de inicio de sintomas. Dos 7 pacientes com familiares com DII, 4 (57%) tinham menos de 2
anos quando do inicio dos sintomas. Na amostra total, a prevaléncia foi de 22%. Sabe-se que
a genética desempenha um forte papel na etiologia da doenca em criancas com VEOIBD, o
que pode estar associado com o inicio dos sintomas em criangas, cada vez mais, novas.®
Neste estudo, os menores de 2 anos representaram 37,5% dos pacientes.

A mediana de idade ao diagnoéstico, observada na presente coorte, foi menor que a
série americana de 2015 (4,2 anos) e semelhante & Japonesa (2,4 anos).*?° Houve um atraso
na confirmagdo diagndstica, semelhante a outros estudos.'®!2% O atraso no diagnostico é
observado na DIl pediatrica e, em parte, pode ser atribuido a sintomas inespecificos comuns a
outras doencas do TGI, como a alergia a proteina do leite de vaca ndo IgE mediada e colites
infecciosas.>® No estudo indiano, com menores de 17 anos, acima de 40% tiveram
diagndstico apds 6 meses do inicio dos sintomas.’® Por outro lado, esse mesmo estudo,
demonstrou que o atraso € menor que em criancas maiores que naquelas com VEOIBD,
atribuindo ao fato da gravidade de apresentacdo da doenca levar a procura por atendimento de
forma mais precoce.

A triade diarreia, dor abdominal e perda de peso, comum em pacientes adultos, esteve
presente em apenas 22% dos pacientes. O sintoma mais prevalente foi a diarreia com sangue,
seguida por dor abdominal, que foi mais prevalente na DC, de maneira semelhante a outros
estudos. 131517192021 gangramento retal é mais frequente ao diagnostico em pacientes com
VEOIBD, refletindo sua localizacdo colbnica, enquanto dor abdominal e perda de peso sdo
mais frequentes em criancas maiores.*>> Perda de peso pode estar presente desde o inicio,
sobretudo nos pacientes com DC, cujo envolvimento ileal pode contribuir. Doenca perianal
foi pouca observada se comparada a outros estudos.!*'®2° Manifestaces extraintestinais
(MEI) estdo frequentemente presentes nos pacientes com VEOIBD.?? Neste estudo, a
prevaléncia de MEI foi maior que no estudo norte-americano e japonés, com taxas proximas
a 26%, mas, de forma semelhante ao Gltimo, a prevaléncia foi maior na DC.1%%°

Para pacientes com dor abdominal cronica, diarreia, ou ambos, historia familiar
positiva, perda de peso ou presenga de manifestacdo extraintestinal, a juncdo de histéria
clinica, hemograma, provas inflamatodrias sistémicas e calprotectina fecal pode ajudar a guiar

o diagnostico.”> Plaquetose e aumento de provas inflamatérias, como observados neste
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estudo, sdo habitualmente encontrados.!>?! No estudo da India, valores de VHS, acima de
20mm, e PCR, acima de 5mg/dl, foram observados em 87,3% e 74,7% dos pacientes,
respectivamente.?! A calprotectina fecal tem demonstrado ser o marcador de inflamagdo
intestinal mais sensivel, embora ndo seja capaz de discriminar a DII de outras causas de
inflamagdo intestinal.”?> No presente estudo, nos pacientes que tiveram dosagem de
calprotectina realizada, 73% apresentavam niveis elevados com medianas acima de 600
mcg/g. Maiores valores foram observados na DC, como ja relatado.?’ Um estudo com
criancas menores de 16 anos, com e sem diagnodstico de DII, demonstrou que 46% das
criangas com valores acima de 250 tinham o diagndstico DII, subindo para mais de 60% com
niveis acima de 600mcg/g.>*

Na presenca de sintomas gastrointestinais com marcador fecal elevado, a
colonoscopia deve ser realizada.?® A predominancia do envolvimento col6nico em criangas
menores foi confirmada neste estudo. No estudo americano de 2015, 67% das criancas
menores de 6 anos tinham doenca colbnica isolada e, nas criangas maiores, 49%.2 O
comprometimento colénico extenso (E3/E4), observado neste estudo na RCU e na IBD-U, ¢
consistente com as caracteristicas da colite de inicio na infancia, assim como colite extensa
(L2) com pouco acometimento ileal (L3) observado na DC. O envolvimento ileal & menos
comum em criangas menores, mas parece aumentar com a idade.?® Semelhantemente a outros
estudos, ndo foi observado ileite terminal isolada (L1).}4+2%26 O envolvimento do TGl alto
pode chegar a 51% dos casos, sobretudo na DC, com comprometimento, de forma habitual,
do estdmago e duodeno, observado neste estudo de forma similar a um estudo europeu.?

Em relacdo a avaliagdo histologica, os achados foram compativeis com a DII
pediatrica, mas também sio comumente encontrados na DII do Adulto.'®?” A inflamagio
cronica intensa, com predominio linfoplasmocitario, distor¢do arquitetural, sem ileite
associada, caracteristico da VEOIB, foi observada, sobretudo na RCU.?’ Na série canadense
de Montreal, 100% dos pacientes com RCU/IBD-U apresentavam colite cronica sem ileite
associada.'® A VEOIBD também pode se apresentar como inflamacio leve e inespecifica
contendo alteragdes comuns a ambos, DC e RCU, aumentando o diagnostico de IBD-U,
semelhante ao observado neste estudo.?® Granuloma é observado na VEOIBD, sobretudo nos
menores de 2 anos, no qual a associacdo com doenca monogénica e EIl é maior.?® Neste
estudo, apenas 1 paciente, com DC, apresentou granuloma na bidpsia, diferentemente de
outros estudos'!>?” Por outro lado, em cerca de 40% dos pacientes, acimulos linfoides
estavam presentes na histologia. Tanto o acimulo linfoide quanto os granulomas podem ser

respostas do sistema imunoldgico a inflamagdes cronicas no intestino. Eles podem coexistir
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na DC, onde o sistema imune estd constantemente ativado.”® Em criancas menores,
inflamagao ativa pode ser observada por meio de uma atividade histoldgica acentuada como
observado neste estudo, reforcando seu comportamento mais agressivo.62

Nesta pesquisa, todas as criancas receberam corticéide em algum momento do
tratamento. Os corticdides sdo (teis para inducio de remissdo tanto na DC como na RCU. %
Apesar de seu uso ser, cada vez mais, desencorajado pelos efeitos colaterais, ainda hd uma
taxa elevada de uso em criancas menores, sobretudo aquelas com VEOIBD.*1%20 Na
tentativa de evitar o uso do corticoide, a terapia enteral, tem se mostrado promissora, tanto
como primeira escolha terapéutica, quanto como suporte nutricional. Neste estudo, o0s
pacientes que receberam NEE como terapéutica inicial tinham DC, mas ndo conseguiram
completar o tratamento. Problemas de adesdo a dieta com intolerancia a férmula ja tém sido
relatados.*

Outros estudos também demonstram que, no grupo mais jovem com DC, ha mais
exposicdo a corticosteroides e imunossupressores, da mesma forma, na RCU, uma proporcao
maior recebe imunomoduladores como mesalazina e tiopurinas.!>*® A tiopurina como
imunossupressor, em comboterapia com anti-TNF, foi a principal escolha terapéutica para
manutenc¢do da remissdo. O uso precoce de tiopurinas em criangas pode beneficiar na reducéo
do risco para cirurgia, particularmente se iniciada ao diagnostico.’® O estudo tailandés
mostrou uma taxa de uso precoce de IMS de 51,8%.** Em contrapartida, foi pequeno o uso de
aminosalicilatos como monoterapia, restringindo-se a pacientes com RCU, diferentemente de
outros estudos.214161% Apesar da eficacia dos aminosalicilatos estar claramente documentada
na RCU, ndo ha evidéncia de que sdo capazes de induzir cicatrizacdo da mucosa e sua
indicaco se reserva para doenca leve a moderada.?®

Uma particularidade da VEOIBD é a baixa resposta ao tratamento, com aumento das
evidéncias, sugerindo que a introducdo precoce de imunobiol6gicos pode ser benéfica para
determinados pacientes com fendtipos graves e potenciais desfechos desfavoraveis.?*3 Neste
estudo 2, pacientes com DC receberam infliximabe como primeira escolha, considerando-se a
gravidade da doencga e comprometimento ponderoestatural. E de forma semelhante ao estudo
japonés, pouco mais da metade dos pacientes necessitou do uso de imunobiol6gicos, também
com uso mais prevalente na DC (47% e 56% nos pacientes com RCU e DC,
respectivamente).?’ O estudo norte-americano, de 2021, demonstrou aumento do uso de
biolégicos de 18 para 41% em 5 anos de tratamento na VEOIBD.

Uma das limitacOes deste estudo foi a dificuldade de padronizacdo dos achados

colonoscépicos e histopatoldgicos, uma vez que a colonoscopia foi realizada por profissionais
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diferentes, sem a utilizacdo de escores endoscopicos. Essa falta de padronizacéo, entretanto,
ja tem sido relatada na literatura, sobretudo para VEOIBD.?® A calprotectina fecal ao
diagndstico ndo foi dosada em todos os pacientes, por limitagfes técnicas de alguns servigos.
Como em todo estudo retrospectivo, a falta de algumas informacGes e a possibilidade de
vieses devem ser consideradas.

Concluindo, a DII tem acometido criangas cada vez menores, sendo a VEOIBD um
exemplo de doenca grave, com envolvimento extenso do colon, resistente ao tratamento,
necessitando do uso combinado, de forma precoce, de imunossupressores € imunobioldgicos
e com possivel associacdo com outras doengas como EII, o que a torna um desafio para
pediatras e gastroenterologistas. Apesar das limitagdes, este estudo fornece dados importantes
acerca da VEOIBD, auxiliando na suspei¢ao, diagndstico e tratamento desses pacientes, tanto

de forma regional quanto global.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes com VEOIBD
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Caracteristica Total (32) DC (13) RCU (16) IBD-U (3) p
Género (% feminino) 65,63% 69,23% 62,50% 66,67% 0,9298
Idade inicio dos sintomas (meses) 27,50 (16-60) 24,00 (5-60) 36,00 (23-72) 10,00 (1-72) 0,2379
Idade de diagnéstico (meses) 50,31(+34,24) 36,00 (15-96) 45,00 (27-84) 17,00 (12-77) 0,4153
g.emp‘,’ para Confirmagao 10,50 (6-17) 10,00 (4-24) 11,50 (2-17) 7,00 (5-11)  0,7058
iagnostica (meses)
Historia familiar de DIl 7 (21,88%) 2 (15,38%) 4 (25,00%) 1 (33,33%) 0,7253
Sintomas ao diagndstico
Diarreia com sangue 2 27 (84,37%) 11 (84,62%) 14 (87,50%) 2 (66,67%) 0,6595
Diarreia sem sangue 2 4 (12,50%) 2 (15,38%) 1 (6,25%) 1 (33,33%) 0,3944
Dor abdominal @ 15 (46,87%) 8 (61,54%) 7 (43,75%) 0 0,1472
Déficit ponderal 2 14 (43,75) 10 (76,92%) 1 (6,25%) 3 (100%) <0,0001*
Doenca perianal @ 2 (6,25%) 2 (15,38%) 0 0 0,2104
Manifestacdes Extraintestinais 13 (40,62%) 10 (76,92%) 2 (12,50) 1 (33,33%) 0,0067*
Exames laboratoriais
Hemoglobina (g/dI) b 10,71 9,50 11,95 11,9 0.0035*
média (DP) (x2,49) (7-10,9) (11,5-13,3) (10,3-13,8) '
Hematécrito (%) © "
média (dp) 33 (x7) 28,81 (+6,23) 36,66 (+5,02) 38,00(+1,84) 0,0012
Plaquetas (mm?) ¢ 477000 654000 557000 584000 06916
média (DP) (£197430) (£x236531) (£165702) (+168690) '
VHS (mm/h) © 411(+366) 5000(30-87) 17,50 (1355 2,00 (1-30)  0,0138*
média (DP) AT ’ ' ' '
Calprotectina fecal (mcg/g) ° 1690 4487 1610 673,5 03036
mediana (11Q) (600,5-5657) (208-6000) (67-6000) (610-737) '
Localizacdo Geral
Pancolbnica 28 (87,50%) 10 (76,92%) 14 (87,50%) 2 (66,67%) 0,0296
Envolvimento ileal 7 (21,87%) 5 (38,46%) 1(3,12%) 1 (33,33%)
Reto isolado 1 (3,12%) 0 1 (3,12%) 0
Localizacdo da doenga - RCU
Proctite — E1 1 (6,25%)
Colite esquerda — E2 4 (25,00%)
Colite extensa — E3 5 (31,25%) 1(33,33%)
Pancolite — E4 6 (37,50%) 2 (66,67%)
Localizacdo da doenga - DC
fleo terminal —L1 0
Colonica apenas — L2 8 (61,54%)
lleocolonica — L3 5 (38,46%)
Comprometimento alto, proximal ao
angulo de Treitz — L4a 8 (61,54%)
Comprometimento alto, distal ao
angulo de Treitz - L4b 1(7,69%)
Envolvimento do TGl alto ® 14 (43,75%) 9 (69,23%) 3 (18,75%) 2 (66,67%) 0,0171*

Atividade da doenca
Leve?
Moderada?
Grave?

4 (12,50)
16 (50,00)
12 (37,50)

0
6 (46,15%)
7 (53,85%)

3 (18,75%)
8 (50,00%)
5 (31,25%)

1 (33,30%)
2 (66,67%)
0

a- Qui-quadrado / b- Kruskal-Wallis / c- ANOVA

DIl = doenca inflamatoria intestinal, VHS=velocidade de hemossedimentagcdo, DP=desvio padrao, IIQ=intervalo interquartil
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‘ Total (n=32) ‘

DC (n=13) | RCU (n=16) |

Cl (n=3) ‘ p
Achados Microscépicos
Inflamagéo cronica focal 18 (56,25%) 5(38,46%) 13 (81,25%) 0 0,0083*
(microabscessos, criptite) °
0, 0, 0 0,
Linfoplasmocitose basal ® 14 (43,75%) 3 (23,08%) 10 (62,50%) 1 (33,33%) 0,0965
Sinais de cronicidade: distorcao 16 (50%) 3(23,08%) 13 (81,25%) 0 0,0015*
arquitetura, metaplasia de células de
Paneth, Deplecédo de mucinas ®
~ b 12 (37,50%) 12 (92,31%) 0 0 <0,0001*
Inflamacao transmural
0 0, 0, *
Ulceracdes b 10 (31,25%) 8 (61,54%) 2 (12,50%) 0 0,0085
*
Fibrose de submucosa 4 (12,50%) 4 (30,77%) 0 0 0,0354
Infiltrado ndo especifico em lamina 4 (12,50%) 1 (7,69%) 1 (6,25%) 3 (100,00%)  0,0001*
prépria b
. 0, 0,
Ulceras em V (fissuras) ® 2 (6.25%) 2 (15,38%) 0 0 02104
0, 0,
Granuloma néo caseoso P 1(3.12%) 1(7,69%) 0 0 04703
Atividade Histol6gica
Inativa/Quiescente/Normal: sem 2 (6,25%) 1 (7,69%) 1 (6,25%) 0 0,8842
infiltrado epitelial por neutréfilos P
Atividade Leve: neutrdfilos limitados a 3 (9,37%) 0 2 (12,50%) 1 (33,33%) 0,1690
lamina prépria ou criptite isolada b
Atividade Moderada: criptite com 4 (12,50%) 1 (7,69%) 3 (18,75%) 0 0,5287
abscessos cripticos P
Atividade acentuada: inflamacéo ativa 16 (64%) 8 (61,54%) 7 (43,75%) 1(33,33%) 0,5284
difusa com ulceracdes °
0 0, 0 0,
Sem informagao ° 7 (21,87%) 3 (23,08%) 3 (18,75%) 1 (33,33%) 0,8467
a - Teste Exato de Fisher / b- Qui-quadrado
Tabela 3. Escolha Terapéutica
Total DC (n=13) RCU (n=16) Cl (n=3) p
Nutricdo Enteral Exclusiva 2 3(9,37%) 3 (23,08%) 0 0 0,0890
Corticdéide isolado? 17 (53,12%) 5(38,46%) 11 (68,75%) 1 (33,33%) 0,2057
CE+ IMS desde o inicio @ 12 (37,50%) 6 (46,15%) 4 (25,00%) 2 (66,67%) 0,4513
Anti-TNF desde o inicio 2 (6,25%) 2 (15,38%) 0 0 0,2104
Anti-TNF ap6s falha de
resposta ao tratamento 17 (53,12%) 9 (69,23%) 6 (37,50%) 2 (66,67%) 0,2077
inicial+IMS
Monoterapia com IMS 9 (28,12%) 2 (23,08%) 7 (43,75%) 0
Monoterapia com Mesalazina 2 3 (9,37%) 0 3 (18,75%) 0 0,1911
Outros (Imunoglobulina) @ 1(3,12%) 0 0 1 0,0068*
Falha terapéutica 2 18 (56,25%) 10 (76,92%) 6 (37,50%) 2 (66,67%) 0,0355*

a- Qui-quadrado

CE=corticoide, IMS=Imunossupressor, TNF=Fator de Necrose Tumoral
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4. ARTIGO 2

Titulo: Caracteristicas clinico-moleculares da Doenga Inflamatdria Intestinal de Inicio Muito
Precoce em criancas brasileiras

RESUMO

Introducdo: Na Doenca Inflamatéria Intestinal de Inicio Muito Precoce (VEOIBD),
diferentemente de outras idades, alteragdes genéticas, levando a desordens do sistema imune
ou disfuncéo da barreira epitelial, tém sido demonstradas. O presente estudo visa identificar
genes e variantes génicas relacionados com doenca inflamatéria intestinal (DIl) em criangas
com VEOIB. Métodos: Criancas com diagnostico de VEOIBD realizaram painel genético
alvo (TGP), contendo 426 genes relacionados a erros inatos do sistema imune (EIl). A
avaliacao inicial identificou genes relacionados a DIl e associados a clinica do paciente.
Posteriormente, variantes individuais foram avaliadas e divididas em patogénicas/
provavelmente patogénicas, alelo de risco aumentado, e variantes de significado incerto com
possivel associacdo com DII. Resultados: Foram incluidos 32 pacientes com VEOIBD, com
predominio discreto de RCU em relacdo a DC e a IBD-U, com envolvimento coldnico
extenso com intensa inflamacéo intestinal e raro comprometimento ileal, atividade da doenca
moderada a grave e falha de resposta ao tratamento inicial em 59,37% dos pacientes.
Inicialmente, 31 genes associados a DI, relacionados ao quadro clinico do paciente,
chamaram atencdo em 23 pacientes. O diagnostico molecular foi possivel em 34% dos
pacientes, incluindo 7 pacientes com variantes patogénicas, sendo TNFRSF13B o gene mais
frequentemente envolvido, e 4 pacientes com variantes em NOD2. Outras variantes de
significado incerto, com possivel associacdo causal com DII, foram identificadas em 5
pacientes (GUCY2C, IFHI1, NFATS5, NLRP3, NLRP1, TGFB1, SAMD?9). Conclusdo: O
uso de painéis genéticos alvo, em criangas com VEOIBD, proporciona a identificacdo de
variantes associadas a DII, permitindo um diagnostico molecular mais preciso que
proporciona identificar a via imunolégica envolvida e, desta forma, direcionar o tratamento
de forma personalizada.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal de Inicio Muito Precoce, Fatores
Imunolégicos, Painéis Genéticos Alvo, Testes genéticos, Crianca.
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ABSTRACT

Introduction: In very early-onset inflammatory bowel disease (VEOIBD), unlike in other
age groups, genetic alterations leading to immune system disorders or epithelial barrier
dysfunction have been demonstrated. The present study aims to identify genes and genetic
variants related to inflammatory bowel disease (IBD) in children with VEOIBD. Methods:
Children diagnosed with VEOIBD underwent targeted genetic panel (TGP) screening,
containing 426 genes related to inborn errors of the immune system (IEI). The initial
evaluation identified genes related to IBD and associated with the patient's clinical condition.
Subsequently, individual evaluation of variants was done and divided into
pathogenic/probably pathogenic, increased risk allele, and variants of uncertain significance
with possible association with IBD. Results: Thirty-two patients with VEOIBD were
included, with a slight predominance of UC in relation to CD and IBD-U, with extensive
colonic involvement with intense intestinal inflammation and rare ileal involvement,
moderate to severe disease activity and failure to respond to initial treatment in 59.37% of
patients. Initially, 31 genes associated with IBD, related to the patient's clinical presentation,
caught attention in 23 patients. Molecular diagnosis was possible in 34% of patients,
including 7 patients with pathogenic variants, with TNFRSF13B being the most frequently
involved gene, and 4 patients with variants in NOD2. Other variants of uncertain
significance, with a possible causal association with IBD, were identified in 5 patients
(GUCY2C, IFHI1, NFATS5, NLRP3, NLRP1, TGFB1, SAMD?9). Conclusion: The use of
targeted genetic panels in children with VEOIBD allows the identification of variants
associated with IBD, enabling a more accurate molecular diagnosis that collaborates in the
identification of the immunological pathway involved and, thus, directing personalized
treatment.

Keywords: Very Early Onset Inflammatory Bowel Disease; Immunological Factors;
Targeted Genetic Panels; Genetic Testing; Child.
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INTRODUCAO

A doenca inflamatoria de inicio muito precoce, VEOIBD (do inglés very early onset
inflammatory bowel disease), representa um subgrupo da doenca inflamatdria intestinal (DII)
pedidtrica, cujo inicio dos sintomas ocorre antes dos 6 anos de idade. Pode corresponder a 4%
a 10% dos casos de DIl em criangas.!?3 Nas Gltimas décadas, entretanto, estudos demonstram
aumento da incidéncia de 7% ao ano nos menores de 5 anos de idade.! Diferentemente de
criancas maiores e adultos, com envolvimento poligénico em sua maioria, a VEOIBD tem um
envolvimento mono ou oligogénico.*>®7 Embora existam poucos estudos relacionando as
variantes génicas e o curso da doenca, a analise genética tem grande impacto na pratica
clinica, podendo auxiliar no diagndstico e no desenvolvimento de tratamentos mais precisos.

A maioria das informagdes relacionadas ao envolvimento genético na DIl foram
obtidas de Estudos de Associagio Gendmica (GWAS), que j& revelaram mais de 260 loci
envolvidos na DII. Essas descobertas tém aumentado ao longo do tempo, entretanto, defeitos
genéticos tém sido detectados em apenas 15 a 20% dos pacientes com formas muito precoces
da DII.8® Os primeiros genes implicados no risco de desenvolver a doenca surgiram em
meados dos anos 2000, mas foi em 2009 que houve um grande marco com a descoberta de
uma mutac&o no receptor de interleucina 10.1%** Nos anos seguintes, mais de 50 genes foram
descritos, associados & VEOIBD.213 Na (ltima década, com o advento do sequenciamento de
ultima geracdo (NGS), a abordagem diagndstica da DIl mudou para analise molecular
detalhada, com a vantagem de avaliar simultaneamente multiplos genes de forma mais rapida
e com menor custo. Mais recentemente, 0 grupo europeu listou 75 genes relacionados a
VEOIBD.%

Formas precoces de DII, muitas vezes, sdo a manifestacdo de um erro inato da
imunidade (EIl), ou de disfuncdo da barreira epitelial, e apresentam manejos especificos,
destacando a importancia de um sistema imunologico desregulado na patogénese da
VEOIBD.?! Desde 2014, painéis alvo por NGS demonstram ser (teis, sobretudo, em
pacientes com sintomas atipicos.!” De forma mais recente, esses painéis alvo tém sido usados
para identificar variantes genéticas causadoras de doenca em pequenas coortes de pacientes
com VEOIBD.* Dada a importincia do diagndstico molecular neste grupo de pacientes, este
estudo tem como objetivo identificar variantes que possam ter associacdo com DII, em uma

amostra de pacientes com VEOIBD.
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Metodologia

Trata-se de estudo transversal, com participantes entre 0 de 18 anos, com DIl com
inicio dos sintomas antes dos 6 anos, recrutados entre abril de 2022 e janeiro de 2024. A
amostra foi constituida por pacientes acompanhados por gastroenterologistas pediatricos de
instituicdes do Brasil, apos consentimento dado pelos responsaveis legais, durante consulta
de rotina. Todos os pacientes tiveram diagnostico de DIl confirmados por colonoscopia e
foram classificados em Doenca de Crohn (DC), Retocolite Ulcerativa (RCU) ou Doenca
Inflamatdria Intestinal Ndo Classificada (IBD-U), de acordo com os Critérios de Porto.’® A
localizacdo da doenca foi baseada na Classificagdo de Paris.?° Informages clinicas foram
coletadas, de forma retrospectiva, por meio de questionario elaborado pelos pesquisadores,
incluindo idade de inicio e idade ao diagndstico, sintomas clinicos, manifestacGes
extraintestinais, histéria familiar, achados de exames complementares e escolhas terapéuticas,
para melhor caracterizacdo do quadro clinico do paciente. A avaliagdo dos achados
histoldgicos foi direcionada para achados compativeis com VEOIBD.?

Amostras de saliva foram coletas para realizacdo do teste genético, por meio de swab
oral, e enviadas para o exterior, para analise pela empresa INVITAE. Para realizacdo dos
testes genéticos, esse estudo recebeu recursos da Jeffrey Modell Foundation, que é uma
agéncia de fomento a pesquisa em imunodeficiéncias primarias, com parceria com a
INVITAE. Pequena parte das amostras foram analisadas também pelo laboratorio Fleury
Genbdmica. Ambos utilizam a técnica de sequenciamento genético de Ultima geracdo (NGS),
por meio da plataforma Illumina, e se baseiam na versdo GRCh37 do Genoma Humano para
deteccdo e analise de variantes. O painel genético elegido foi de Ell, contendo 426 genes. Os
dados gerados pelo sequenciamento foram analisados por processos customizados de
bioinformatica (pipeline v3.10). As variantes receberam a classificagdo, segundo o
Colégio Americano de Genetica Medica (ACMG), em  patogénicas,  provavelmente,
patogénicas e de significado incerto.

Para triagem das variantes de interesse, foram considerados genes com associagdo
com DIl e compativeis com o quadro clinico do paciente, tendo como referéncia o fenétipo
previamente descrito para 0 gene em questdo, utilizando-se como base de dados OMIM
(omim.org), ClinVar (ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), e MedGen (ncbi.nlm.nih.gov/medgen). As
variantes foram avaliadas individualmente, observando a conformidade entre heranca e
zigosidade. Posteriormente, o efeito sobre a proteina codificada foi levado em conta,
baseando-se nas andlises prévias realizadas pelos laboratorios responsaveis. As diretrizes da

ACMG especificam que o impacto funcional das mutacGes deve ter sido avaliado, para
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classificar a variante como patogénica, assim como variantes possivelmente patogénicas tém
impacto funcional inferido de mutacGes semelhantes e demonstram correlacdo clinica
convincente.?? Para tanto, os laboratérios utilizam-se de algoritmos para predizer se ha efeito
deletério ou presumivelmente deletério sobre a funcdo da proteina, incluindo simulagGes
computacionais em laboratorio (in silico).

Desta forma, apds avaliacao individualizada, as variantes triadas foram divididas em
variantes patogénicas/ provavelmente patogénicas associadas com DII, variantes com risco
aumentado para DIl e variantes de significado incerto com probabilidade de associagdo com
DII.

Neste estudo, realizou-se analises qualitativas e quantitativas, incluindo variaveis
categoricas e numeéricas relacionadas aos dados clinicos coletados. As varidveis categoricas
foram organizadas em tabelas de frequéncia, expressas em nimero (porcentagem). Como
teste de normalidade, usou-se o Teste de Shapiro-Wilk. As medidas de tendéncia central para
as variaveis continuas se apresentam hora em medianas e intervalo interquartilico, hora em
médias e desvio padrdo. Todas as andlises foram realizadas por meio do programa
GRAPHPAD PRISM 7.0.

Resultados

Um total de 32 pacientes com VEOIBD foram incluidos no estudo, com mediana de
idade do inicio dos sintomas de 2 anos e 3 meses, sendo 37,5% dos pacientes com inicio de
idade menor que 2 anos. A média ao diagnostico foi de 4 anos e 2 meses, com atraso na
confirmacdo diagndstica de cerca de 11 meses (Tabela 1). Houve predominio do sexo
feminino em 65,63%. Diarreia com sangue foi 0 sintoma mais prevalente, seguido por dor
abdominal. Déficit ponderal foi observado em 43,75% dos pacientes, ao diagndstico. Doenca
em atividade moderada a grave foi encontrada na maioria dos pacientes. O diagnostico de DIl
mais prevalente foi RCU, seguido por DC e IBD-U. A historia familiar esteve presente em
21,88% dos pacientes, e manifestaces extraintestinais, incluindo manifestacbes autoimunes,
foram observadas em 40,62%. Em 81,25% dos pacientes houve envolvimento pancol6nico e
apenas 21,87% tiveram comprometimento ileal. Cerca de 44% dos pacientes apresentavam
alteracbes em trato gastrointestinal alto, envolvendo, sobretudo, estbmago e duodeno. A
presenca de um infiltrado inflamatdrio cronico com predominio linfoplasmocitario e presenca
de acumulo linfoide na ldmina prépria foram frequentes. Também foi observada a presenca

de neutrdfilos e eosinofilos em proporcéo semelhante e uma atividade histologica moderada a
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acentuada. Em apenas um paciente foi descrito presenca de granuloma. Doenca perianal e
atrofia vilositaria foram observadas em trés pacientes.

Anemia, plaquetose e provas inflamatorias elevadas foram os principais achados
laboratoriais. Na triagem imunoldgica, cerca de 80% dos pacientes tiveram as
imunoglobulinas dosadas e em 72% foi realizada a dosagem das subpopulac6es de linfocitos
T e B (tabela 2). Apenas dois pacientes apresentaram reducao nos niveis de imunoglobulinas
(Ig), um com niveis baixos de IgM e IgG, e outro apenas com reducdo isolada de IgM.
Subpopulages linfocitarias com valores abaixo do P10 foram observadas, sobretudo, para 0s
linfécitos B CD19 e linfécitos T CD56 (células NK) em 52,9% e 41,2% respectivamente.

Com relacdo a avaliacdo genética, o painel de EIll identificou, ao todo, 149 variantes
envolvendo 110 genes (Tabela S1), considerando os resultados genéticos dos 32 pacientes.
Apo0s triagem, 31 genes chamaram a atencdo, pela associacdo com DIl e relacdo com 0s
sintomas apresentados, em 23 pacientes (Figura 1). O painel ndo detectou variantes em dois
pacientes, e em sete pacientes ndo foram encontradas variantes em genes considerados de
atencdo. Das 43 variantes envolvidas com esses genes de atencéo, 75% foram classificadas
como de significado incerto (VUS). Por fim, na andlise individual, 16 pacientes foram triados
e suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas estdo descritas na Tabela 3, que foi
subdividida em trés tabelas (3A, 3B e 3C), conforme o grupo ao qual o paciente pertence,
levando em conta a classificagdo da variante considerada.

Em sete pacientes (21,87%), foram identificadas variantes patogénicas e/ou
provavelmente patogénicas associadas a DIl (tabela 3A). Nesse grupo, todos 0s pacientes
tiveram inicio dos sintomas antes dos dois anos de idade, apresentando diarreia com sangue e
envolvimento pancoldnico; 42,85% tinham historia familiar de DII; 57,14% apresentavam
déficit ponderal; 71,42% apresentavam manifestacdes extraintestinais; e 57,14% necessitaram
do uso precoce de biologicos. O gene TNFRS13B apresentou mutacbes em 5 dos 7
pacientes, sendo que 4 ja haviam sido classificados pelos critérios da ACMG como
patogénicas (pacientes 17, 21, 22, 23) e um como sendo de significado incerto (paciente 20),
entretanto, deletéria in silico. Trés pacientes apresentavam reducdo de subpopulacbes de
linfocitos T, e um paciente apresentava redugdo dos niveis sericos de IgM e 1gG, com
diagnostico confirmado de Ell. Outras duas variantes envolveram os genes KMT2D (paciente
7) e FOXP3 (paciente 13), ambas de significado incerto, mas cuja avaliagcdo in silico
mostrava ter efeito disruptivo. Os pacientes 7 e 17 apresentavam variantes nos genesiRF8 e

SOCS1, respectivamente, de significado incerto, mas consideradas tolerantes e sem
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associacdo com o quadro do paciente. O paciente 7 tinha ainda uma variante em TTC7A cuja
zigosidade nao estava de acordo com a heranca.

Em quatro pacientes (pacientes 4, 9, 11 e 15) foram encontradas variantes
consideradas de risco aumentado para DIl em heterozigose no gene NOD2 (Tabela 3B). Os
pacientes 4 e 9 carregavam a mesma variante em NOD2, p.Arg702, ambos com diagnéstico
de RCU. O paciente 1, com diagndstico de DC, apresentou duas variantes em NOD2:
variante p.Gly908, associada ao risco aumentado para DC, e p.GIn233, de significado incerto,
mas que mostrava ser deletéria, podendo estar associada a Sindrome de Blau, na qual 30%
dos pacientes podem evoluir com DC. O paciente 15 apresentava além da variante
p.Leuco1007, em NOD?2, outras variantes, envolvendo os genes BACH2, NFAT5, RELA e
RTLEL, cujas alteracbes na proteina codificada eram consideradas tolerantes e ndo havia
associacao fenotipica com o quadro clinico do paciente.

Com relacdo as variantes de significado incerto, em cinco pacientes foram
identificadas variantes com probabilidade de associacdo com DIl (Tabela 3C). Neste grupo, a
média de inicio dos sintomas foi de 3 anos e 11 meses, todos com envolvimento extenso do
cblon, sendo que 80% cursavam com pancolite e apenas 3 (60%) tinham envolvimento ileal
(2 com rigidez de valvula ileocecal e 1 com subestonse ileal). A maioria (60%) estava em uso
de ani-TNF. Dois pacientes apresentavam envolvimento oligogénico: paciente 1 com
variantes em GUCY2C e NLRP3, e paciente 10 com variantes em NFAT5 e TGFB1. Trés
pacientes (18, 29 e 32) tinham envolvimento monogénico com variantes nos genes IFHIL1,
NLRP1 e SAMD9. Esses pacientes tinham envolvimento extenso do célon com intenso
infiltrado inflamatério, envolvimento do intestino delgado (1 com comprometimento ileal e 2
com alteragbes em duodeno, incluindo alteragdo de vilosidades), 2 (66,67%) tinham
alteragdes em linhagens linfocitarias e estavam em uso de infliximabe por falha de resposta

ao tratamento inicial.

Discussao

Os recentes avancos em estudos genéticos, com uso de novas tecnologias como NGS,
tém revelado, a cada ano, novos genes codificadores de proteinas relacionados a homeostase
intestinal e envolvidos na génese da inflamac30.2® Neste estudo, foi possivel estabelecer um
diagnostico genético bem definido em 11 pacientes (34,4%), incluindo 7 pacientes (21,8%)
com doenca monogénica, que apresentavam variantes patogénicas ou provavelmente

patogénicas para DII, e 4 pacientes (12,8%) com variantes de risco aumentado para DII.
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Lega et al. (2020), utilizando, de forma semelhante, um painel para Ell, identificou variantes
patogénicas em 13% dos pacientes, envolvendo os genes WAS, CYBA, CYBB, FOXPS3,
CD40L, XIAP, TTC37, DKC1 e NOD2.2* A identificacdo bem-sucedida de variantes causais
conhecidas, geralmente, varia entre 5% e 20%, sendo que alguns estudos chegam a reportar
uma cobertura acima de 31%.'® O presente estudo optou pela utilizagdo de um painel
genetico para EIll pela sua capacidade de detectar uma ampla gama de variantes em genes
especificos que afetam diretamente a funcdo imunoldgica, fornecendo uma visdo abrangente
das possiveis causas genéticas da DIl e de possiveis causas subjacentes que podem estar
relacionadas a defeitos imunologicos. A maioria dos painéis atualmente disponiveis para DII
sdo praticamente uma fracéo do painel para Ell que cobre mais de 400 genes.®

As porcentagens de pacientes com genética estabelecida variam muito. Os resultados
dos estudos sdo influenciados por vérios fatores, incluindo a representacdo geogréfica das
coortes, a selecdo da populacdo do estudo em relacdo ao fendtipo clinico (coortes nao
selecionadas, coortes com defeitos imunoldgicos ndo diagnosticados ou diarreia congénita), a
idade de inicio da DII, o uso de tecnologias diferentes de sequenciamento e o grau de
classificacdo patogénica e validacao funcional das variantes, o que torna dificil a comparacéo.
Ashton et al. (2016), estabeleceu diagnostico molecular, através de um painel com 51 genes,
em 4% das 574 criancas com DIl Pediatrica incluidas no estudo, envolvendo os genes
COL7A1, SKIV2L, LIG4, CYBA, FERMT1 E XIAP.% Petersen et al. (2017), utilizaram um
painel com 28 genes, em 71 criangas com diagnéstico de DIl abaixo dos 10 anos de idade, e
encontraram 19 variantes de interesse em 14 pacientes, sendo cinco consideradas
patogénicas, envolvendo os genes 1L10, WAS, DCK1.%6 Charbit-Henrion et al. (2018),
realizaram uma combinacdo de testes funcionais, com painel de 66 genes relacionados a
VEOIBD e sequenciamento completo do exoma (WES), para avaliacdo de criangas com
colite grave de inicio precoce, e identificaram variantes causadoras de doenca em 32% dos
pacientes.?’” Crowley et al. (2020) encontraram variantes patogénicas em 7,8%, utilizando
TGP envolvendo 67 genes, associadas aos genes XIAP, DOCKS8, FOXP3, GUCYC2 e
LRBA, em uma amostra na qual apenas 4% tinham menos de 6 anos ao inicio dos
sintomas.?® Ashton et al. (2020), em uma coorte pediatrica com 401 pacientes com DII, com
painel de 68 genes, encontraram variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em
11,5% dos pacientes, sendo que 16,7% delas foram observadas em menores de 6 anos, com
variantes recorrentes nos genes NOD2, TRIM22, CD40LG, WAS, NCF2, STAT1, DKC1 E
DCLREIC.?® O presente estudo apresentou uma porcentagem maior de pacientes com

diagndstico molecular, mesmo em relacdo ao trabalho que utilizou painel semelhante para
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El1.* Diferentemente dos estudos anteriores, ndo foram encontradas variantes patogénicas
em genes comumente associados com DIl, como WAS, XIAP e IL10. Assim como nédo foram
observadas variantes em genes associados a doenca granulomatosa cronica, como CYBA,
CYBB e NCF2.

No presente estudo, entre 0s pacientes com variantes patogénicas/ provavelmente
patogénicas, 0 gene TNFRS13B esteve envolvido em 5 pacientes. Embora com fendtipos
variados (2 com RCU, 2 com DC, e 1 com IBD-U), os pacientes com variantes em
TNFRS13B tinham inicio dos sintomas antes dos 2 anos de idade, doenca grave com
acometimento intestinal extenso, intenso infiltrado inflamatério com presenca de neutrofilos
em 80% dos pacientes, manifestaches extraintetinais, como eczema e dermatite,
manifestacbes autoimunes e infeccOes de repeticdo, e 80% tiveram baixa resposta ao
tratamento inicial. O gene TNFRSF13B (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily
Member 13B) codifica a proteina TACI (Transmembrane Activator and Calcium-modulating
cyclophilin ligand Interactor), que é encontrada na superficie das células B, com funcdo
reguladora, desempenhando papel crucial na sobrevivéncia e maturacdo dessas células e na
producdo de anticorpos.®® Sua deficiéncia pode causar defeitos de tolerancia periférica a
autoantigenos e estimulacdo infecciosa persistente, em resultado a erradicacdo ineficaz dos
antigenos, levando a inflamacdo da mucosa intestinal com colite grave, podendo estar
associada a imunodeficiéncia comum varidvel e manifestacdes autoimunes.®® Uma das
pacientes, com mutacdo neste gene, apresentava hipogamaglobulinemia IgA e 1gG e teve
diagnostico confirmado de IDP, recebendo imunoglobulina endovenosa. MutacGes nesse
gene ja foram associadas & VEOIBD.'>% Qutro estudo traz um relato de caso de uma paciente
que carregava uma Vvariante no gene TNFRSF13B, com diagnostico tardio de
imunodeficiéncia e de uma colite classificada como IBD-U, mas que desde os 3 anos de idade
apresentava infecgdes de repeticéo, incluindo agentes como herpes e varicela.®

Outras duas variantes consideradas patogénicas envolveram os genes FOXP3 e
KMT2D. A FOXP3 (Forkhead box protein 3) é uma proteina que regula a diferenciacéo e
ativacdo das células T reguladoras, desempenhando um papel necessario na manutencéo da
homeostase imunolégica e da autotolerancia periférica.®® Variantes no gene da FOXP3 sio
associadas a sindrome IPEX (Imunodesregulacdo, Poliendocrinopatia, e Enteropatia ligada ao
X), com grandes variagfes na sua apresentacdo clinica. Mutacbes de sentido trocado
(missense) e pequenas delecdes estdo associadas a um fendtipo clinico mais leve com
variagdes na apresentacdo clinica, como observado no paciente em questdo, sendo

relacionado tanto com DC, como RCU.123:28.33
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A variante no gene KMT2D, observada nesse estudo, envolve uma insercdo, com
efeito deletério in silico. O gene KMT2D esta associado a sindrome de Kabuki, desordem
genética rara, com espectro clinico amplo e variado, incluindo facies peculiar, alteracdes
esqueleticas, retardo mental, faléncia de crescimento e eczema. Os pacientes apresentam
defeitos de diferenciacao dos linfocitos B, o que pode explicar as manifestacbes imunes como
hipogamoglubulinemia e doencas autoimunes como a DC.*** O paciente com mutagio em
KMT2D, embora ndo apresentasse todas as altera¢@es fenotipicas, tinha DC com colite grave,
deficiéncia de IgM, infeccOes de repeticdo, alopecia, eczema e estava em investigagcéo de
transtorno do espectro autista. Um estudo em pacientes com sindrome de Kabuki revelou
variantes génicas em KMT2D, e também em KDMS6, associadas a um espectro amplo de
manifestagdes clinicas, incluindo doencas autoimunes, como a DII, hipogamaglobulinemia e
infeccdes de repeticdo.>* Outro estudo trouxe o relato de caso de uma paciente com Sindrome
de Kabuki, cujo fenotipo clinico foi se desenvolvendo ao longo do tempo, com manifestaces
renais, articulares e intestinais com envolvimento colénico compativel com DC e do trato
digestivo alto.®> A expressividade do fendtipo na VEOIB é, com frequéncia, incompleta em
ambas as desordens autossdmicas dominante e recessiva, e pode ser resultado de efeitos
modificadores do gene, fatores ambientais e mudancas epigenéticas.®?2

As variantes no NOD2 (Nucleotide-binding and oligomerization domain-containing
2) foram identificadas pela primeira vez em 2001, associadas ao risco de desenvolver DIl no
adulto.® A proteina NOD2 esta expressa em células epiteliais intestinais, particularmente nas
células de Paneth do intestino delgado, participando da homeostase intestinal, induzindo a
producdo de citocinas pro e anti-inflamatorias e mediando efeitos antibacterianos.®*3" Em
pacientes com VEOIBD, sua relevancia clinica ainda ndo esta bem estabelecida. A maioria
dos pacientes exibem um quadro de DC (90%), ainda que possa haver associagdo com outros
fenotipos inflamat6rios como RCU. Ha envolvimento ileal, embora o envolvimento col6nico
seja mais comum em adultos.3” Pacientes com, pelo menos, uma variante deste alelo, séo
propensos a um risco duas a quatro vezes maior de desenvolver DC, enquanto individuos
portadores de duas ou mais variantes em NOD2 tém um risco 15 a 40 vezes maior. O
envolvimento de mais de um alelo parece ser mais comum em criangas.®” O paciente 11, com
diagnostico de DC grave, apresentou duas variantes em NOD2, podendo sugerir uma
interacdo entre genes. Uma das variantes em NOD?2, de significado incerto, com possivel
efeito deletério, pode estar associada a sindrome de Blau que apresenta fenotipo mais grave
de DC associada a uveite, artrite e erupcfes cutaneas granulomatosas. O paciente em questao

apresentou fundo de olho normal, mas, por outro lado, desenvolveu manifestacdes de pele,
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que foram caracterizadas como psoriase. Esse paciente continua em observacdo. Um outro
estudo pesquisou as principais variantes em NOD2 (p.R702W, p.G908R e p.10007fs)
relacionadas a DIl em pacientes com diagnostico de DC, e verificou, naqueles que
carregavam essas variantes, um perfil de pacientes com maior atividade de doenca (moderada
a grave) na populacdo pediatrica se comparado aos que tiveram inicio na idade adulta, o que
indica a necessidade de uma estratégia de tratamento mais intensiva e precoce nos pacientes
que carregam esta variante.>®

As variantes de significado incerto (VUS) sdo alteracBes genéticas, cuja associacao
com doencas ainda ndo € bem compreendida, sendo uma dificuldade na avaliacdo genética de
doencas raras.*® Por outro lado, em alguns casos, as VUS podem ser reclassificadas em
patogénicas ou benignas a medida que mais informacdes se tornam disponiveis,
demonstrando sua relevancia clinica e a importancia do seu monitoramento ao longo do
tempo.®® Neste estudo, em 5 paciente (20,6%) foram observadas variantes consideradas como
VUS, com possibilidade de associacdo com a VEOIBD (Tabela 3C).

Em trés pacientes foram observadas apenas uma VUS com provavel associacdo com a
doenga: IFHI1, NRLP1 e SAMDO. O gene IFHI1, que codifica a proteina MDAS5 (melanoma
diferentiation associated protein 5), participa na resposta imune inata a microrganismos,
incluindo patogenos intestinais comuns. E variantes neste gene, com perda de funcéo, podem
cursar com enteropatia que simulam DII, como demonstrado no estudo envolvendo 42
criangas com VEOIBD, no qual identificou, em 8 pacientes, variantes em IFHI1 associadas a
deficiéncia parcial ou total da proteina MDAS, com penetrancia e expressividade variaveis.*

NLRP1 faz parte da familia dos receptores do tipo NOD, mas, diferentemente do
NLRP3, sua associa¢do com a DIl ainda ndo esta bem estabelecida, e parece estar associada a
uma desregulacéo, levando a liberacéo de citocinas pro-inflamatdrias como IL-18 e IL-B1.4°
Esses receptores fazem parte dos inflamossomas e estdo envolvidos na regulacdo do sistema
imune inato, promovendo uma resposta inflamatdria protetora. A ativagdo desregulada dos
inflamossomas esté associada a varias doencas autoinflamatorias, incluindo DII.%

Mutacdes do tipo sentido trocado com ganho de funcdo em SAMD9 causam a
sindrome MIRAGE, uma desordem complexa que envolve mielodisplasia, restricdo de
crescimento, hipoplasia adrenal, alteracGes genitais, infeccOes de repeticéo e enteropatia. A
sindrome MIRAGE ¢ fenotipicamente mais diversa do que o relatado originalmente,
conforme observado em uma revisdo da literatura recente, podendo 0s pacientes nédo
apresentarem insuficiéncia adrenal ao diagnostico, desenvolvendo a hipoplasia adrenal ao

longo do tempo.*? Ainda que ndo exista uma associacdo bem estabelecida com DII, estudos
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mais recentes demonstram envolvimento do trato gastrointestinal em relato de caso de
pacientes com histéria de prematuridade e inicio precoce de diarreia com déficit de
crescimento e intensa inflamagdo intestinal.**** Logo, a expressdo fenotipica pode ser
variavel e a chance de desenvolvimento da doenca na sua totalidade pode ndo ser de 100%
(penetrancia reduzida).?! A paciente com mutacio em SAMD9 apresentou sangue nas fezes
aos 10 dias de vida, com diagnostico inicial de alergia a proteina do leite de vaca,
respondendo inicialmente com uso de formula de aminoécido. Entretanto, aos 3 anos voltou a
ter sangramento, quando foi confirmado DIl com colite grave, envolvimento duodenal e
infeccdes de repeticdo, mas sem outras manifestacdes associadas até o presente momento.

Dois pacientes tiveram envolvimento de mais de um gene, previamente relacionados
com a VEOIBD (GUCY2C, NFAT5, TGFB1 e NLRP3).°'213 No paciente 1 foram
encontradas uma variante em GUCY2C, considerada deletéria in silico, e outra variante em
NLRP3, avaliada como tolerada in silico. Variantes em GUCY2C (guanylato cyclase 2) estdo
associadas a diarreia crbnica de inicio precoce com envolvimento ileal, semelhante ao
paciente em questdo.'® J4 NLRP3 faz parte da familia dos receptores tipo NOD, encontrados
em células imunes, como neutrofilos, e podem desencadear respostas inflamatorias através da
IL1-beta e IL-18, e ja foram associados ndo s a susceptibilidade a DII, sobretudo, a DC, mas
também a RCU.*! Alguns estudos mais recentes tém demonstrado que a interagdo entre
variantes, algumas consideradas benignas quando isoladas, podem estar associadas a doengas
quando presentes em conjunto com outras variantes da mesma via imunolégica ou que atuam
de forma sinérgica de alguma forma. A interacdo entre variantes génicas € um novo desafio
para o entendimento da influéncia da genética em doencas inflamatorias. A DIl pediatrica
representa um espectro que pode variar de variantes monogénicas extremas a variantes
complexas, poligénicas, mais prevalentes nos adolescentes.*

Outro paciente apresentava variante em NFAT5 e uma variante em TGFBL1. O gene
NFAT5 (Nuclear factor of activated T cells) é uma proteina que codifica um fator de
transcricdo que regula a funcéo e adaptacdo da celula imune em resposta ao estresse. Sua
haploinsuficiéncia resulta em desregulacdo imune e inflamacdo crénica do intestino, podendo
cursar com enterocolopatia e manifestagdes autoimunes.*® Por outra via patogénica, a TGFB1
(Transforming growth factor beta 1) esti relacionada a homeostase intestinal, e mutagoes
com perda de funcéo estdo associadas a DIl de inicio na infancia com colite grave.*” Apesar
dessas variantes serem consideradas toleradas, esse paciente foi colocado nesse grupo pela
raridade das variantes e pela possibilidade de interacdo entre vias, como comentando no
paragrafo anterior.
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Nesse mesmo sentido, ressaltamos também que todos os pacientes portadores de
alelos de risco em NOD2 apresentavam outras variantes em genes previamente associados
com VEOIBD, reforgando a suspeita de que interacdes génicas possam contribuir para o
desenvolvimento da VEOIBD em alelos de risco. O mesmo fato ocorreu em dois dos
pacientes com variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas neste estudo. Outro ponto
importante é que outras manifestacdes clinicas, caracteristicas de pacientes com EIll, podem
se apresentar de forma mais tardia como a hipogamaglobulinemia, caracteristica da
imunodeficiéncia comum variavel nos pacientes com variantes em TNFRSF13B, e, talvez por
esse fato, os pacientes participantes desta pesquisa ainda ndo apresentassem um quadro
clinico mais exuberante caracteristico dos EII.

Este estudo tem limitagdes, visto que os dados foram coletados retrospectivamente,
comprometendo a qualidade das informagdes e permitindo viés de selecao. Além disso,
houve dificuldade de padronizacdo dos achados endoscopicos e histopatoldgicos, uma vez
que a colonoscopia foi realizada por profissionais diferentes, e também houve falta de
uniformidade na avaliacdo histoldgica. Essa falta de padronizacdo, entretanto, ja tem sido
relatada na literatura, sobretudo para VEOIBD.?? A avaliacdo imunoldgica n3o foi realizada
em todos os pacientes por limitagGes do servigo ou por ndo fazer parte da rotina. Os testes de
fungdo, para confirmar distirbios imunoldgicos especificos, ndo foram realizados, por nao se
tratar do objetivo deste estudo. Na literatura, tem sido descrita a limitagdo de disponibilidade
de testes funcionais na rotina diagndstica de pacientes com DII'*, mesmo porque ndo foi
encontrado no estudo pacientes com variantes associadas a doenca granulomatosa cronica ou
deficiéncia de IL-10. Mesmo assim, consideramos de alto valor os achados moleculares nos
pacientes com VEOIBD, pois eles acrescentam conhecimento aos escassos dados da literatura
que se tem até o momento.

Esta pesquisa demonstrou que o painel genético de EII foi util para a caracterizacao
genética da VEOIBD, pois ajudou a ampliar o conhecimento do espectro clinico da DIl em
criangas menores, €, além disso, ajudou a compreender as vias patoldgicas envolvidas na
génese da inflamagdo intestinal, estimulando a rever as escolhas terapéuticas na busca de um
tratamento mais assertivo. Desta forma, foi possivel demonstrar que o diagnodstico molecular
¢ fundamental nos casos de inicio precoce e nas apresentagdes ndo usuais e graves, com
achados histoldgicos atipicos, historia de infeccdes de repeticdo, manifestagdes
extraintestinais, incluindo autoimunes. Tratamentos guiados para um defeito especifico
podem levar a remissdo mais rapida e evitar possiveis complicagdes em criangas com

VEOIBD. Com o aumento da incidéncia de DII nos menores de 6 anos, os desafios
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permanecem devido a heterogeneidade dessa populagdo, sendo necessarias mais pesquisas
para desenvolver estratégias uteis para avaliar, diagnosticar e tratar pacientes com esses
distarbios, envolvendo o conhecimento combinado de gastroenterologia, imunologia e

genética.
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Todas as variantes (32 participantes)

110 genes

149 variantes

Avaliacao Inicial da associagao entre fenodtipo associado ao gene e manifestacdo clinica do paciente

Analise individual

23 pacientes 31 genes 44 variantes
Classificagdo ACMG
o _ PROVAVELMENTE ALELO DE RISCO SIGNIFICADO INCERTO=
PATOGENICA =6 PATOGENICA= 1 AUMENTADO=4 34
A4

(revisdo da literatura, alteragao estrutural na proteina codificada, heranca, zigosidade, detalhes clinicos do paciente)

. VARIANTES
PATOGENICAS/PROVAVELMENTE
PATOGENICAS AASOCIADAS A Dl

7 pacientes
(FOXP3, KMT2D, 5 TNFRS13B)

VARIANTES COM RISCO
AUMENTADO PARA DIl
4 pacientes
(NOD2)

VARIANTES DE SIGNIFICADO
INCERTO COM PROBALIDADE DE
ASSOCIACAO COM DIl
5 pacientes

(GUCY2C, NLRP3, NFATS, TGFB1, IFHIT,
NLRP1,5AMDS)

Figura 1: Triagem das variantes através da avaliacdo do fen6tipo previamente descrito para o
gene em questdo (ClinVar, Medgen, OMIM) e as manifesta¢des clinicas apresentadas pelos
pacientes, considerando também heranga, a zigosidade e alteracdo na proteina codificada




Tabela 1. Caracterizacdo da amostra total (32 pacientes)
Idade de inicio dos sintomas (meses)

27.50 (16 - 60)

Idade ao diagnostico (meses)

50.3+34.24

Tempo para confirmacao diagndstica (meses)

10.50 (6 - 17)

Sexo Feminino N (%0)

21 (65.63%)

Historia familiar de DII N (%)

7 (21.88%)

Sintomas Clinicos N (%)
Diarreia com sangue
Dor Abdominal
Déficit ponderal
Diarreia sem sangue
Doenca perianal

17 (57,12%)
15 (46,87%)
14 (43,75%)
4 (12.50%)
3 (9.38%)

ManifestacBes extraintestinais N (%0)

13 (40,62%)

Exames laboratoriais (média+DP)
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas
Velocidade de Hemossedimentacao (VHS)
Proteina C reativa (PCR)
Calprotectina

10.71£2.49
33.4546.67
477058+197438
41.1+36.60
13.51+16.82

1690 (600,5-5657)

Segmento(s) acometido(s) N (%)
Pancol6nico
Envolvimento ileal
Célon Esquerdo
Reto apenas
Envolvimento Trato Gastrointestinal Alto

26 (81,25%)
7 (21,87%)
5 (15,63%)
1 (3.13%)
14 (43,75%)

Diagnéstico inicial N(%b)
Doenga de Crohn
Retocolite Ulcerativa
Doenca Inflamatoéria Intestinal ndo Classificada

13 (40.63%)
16 (50.00%)
3 (9.38%)

Doenga moderada a grave (PUCAI/PCDALI)

27 (84,38%)

Achados endoscopicos compativeis com VEOIB N(%)
Inflamacdo cronica focal
Sinais de cronicidade com distor¢do arquitetural
Linfoplasmocitose basal
Acumulos linfoides
Aumento de eosinofilos
Aumento de neutrdfilos
Infiltrado ndo especifico
Granulomas
Doenca perianal
Atrofia vilositaria

18 (56,25%)
16 (50,0%)
14 (43.75%)
13 (40.63%)
9 (28.13%)
8 (25.00%)
4 (12,50%)
1 (3.13%)

3 (9,38%)

3 (9.38%)

Atividade histolégica moderada a acentuada N(%o)

21 (77,77%)

Progressao para imunobiolégicos

17 (53,12%)

Falha terapéutica N(%o)

18 (56,25%)

S7



Tabela 2: Triagem imunoldgica com dosagem de imunoglobulinas e tipagem linfocitaria
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'munog'oi’;‘;/gf‘s* (N=26) mediana (25-75) <P3 P350 | P50-07 >pg7
IgA (N=26) 1585 (105.2-2100)  1(3.8%) 5(19.2%) 14 (53.8%) 6 (23.1%)
IgM (N=22) 127.0(98.0-206.2)  1(45%) 8(36.4%) 3(13.6%) 10 (38.5%)
IgG (N=24) 11765 (951.7-1278.0)  1(4.2%) 2(83%) 14 (58.3%) 7 (26.9%)
IgE (N=24) 31.8 (11.85 - 64.15) : : : .
Tipagem Linfocitaria™ (N=23) . yiana (25.75) <P10  P10-50  P50-90 >P90
Linfécitos/mm
CD3 (N=23) 2736.0 (1683.6 - 3673.5) 4 (17.4%) 5(21.7%) 7 (30.4%) 7 (30.4%)
CD4 (N=20) 1379.2 (992.2 - 1975.2) 4 (20.0%) 2 (10.0%) 4 (20.0%) 10 (50.0%)
CD8 (N=20) 867.5 (572.7-1627.2) | 2(10.0%) 3 (15.0%) 10 (50.0%) 5 (25.0%)
CD19 (N=17) 616.0 (353- 1116.0) 9 (52.9%) 0(0.0%) 2 (118%) 6 (35.3%)
CD56 (N=17) 2250(90.0-725.0) | 7(412%) 2 (11.8%) 2 (11.8%) 6 (35.3%)

*Seguindo valores de referéncia para populacéo brasileira de acordo com a fonte: Fujimura M.D. - Niveis

séricos das subclasses de IgG em criancas Normais e Nefréticas (Tese de Doutorado - FMUSP, 1991. Area

de Pediatria)

** Seguindo valores de referéncia para popula¢do brasileira saudavel Moraes-Pinto M1 et al, 2005.




Tabelas 3: Caracterizacdo genotipica e fenotipica dos pacientes com VEOIBD
Tabela 3A: Pacientes com variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas associadas a DIl
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aciente Genes Variante Efeito Alteracdo Zigosidade Heranca Classificacdo Fenétipo associado (ClinVar, Medgen,
P atencdo DNA proteina g G ACMG OMIM)
7 IRF8 c.418C>T sentido tende aser  heterozigose AD significado Imunodeficiéncia 32A: infecgdo recorrente
(p.Arg140Cys) trocado tolerada incerto
KMT2D €.10185_10202 insercéo tende aser  heterozigose AD significado Sindrome de Kabuki: facies peculiar,
dup deletério incerto alteragBes esqueléticas, retardo mental,
(p-Met3398_Al faléncia crescimento, eczema. Associagdo
a3403dup) com DII
TTC7A Delecéo (Exons sinal de deletério heterozigose AR patogénica Imunodeficiéncias com multiplas atresias:
1-5) interrupgdo  (perda de diarreia grave, colite
funcdo)
FOXP3* ¢.1250G>A sentido tendeaser  hemizigose ligada ao significado IPEX: poliendocrinopatia, enteropatia,
13 (p.Arg417Gin) trocado deletério X incerto diarréia disabsortiva no 1° ano de vida,
desregulagdo, DM, dermatite, eczema
SOCS1 c.143C>T: p. sentido tende aser  heterozigose AD significado Sindrome autoinfalamatéria familiar com
17 (Pro48Leu) trocado tolerada incerto ou sem imunodeficiéncia: citopenia,
anemia hemolitica, trombocitopenia e
linfadenopatia. Pode estar associado a DC.
TNFRSF13B ¢.310T>C: p. sentido deletério heterozigose AD/AR patogénica Deficiéncia TACI: infeccdes recorrentes,
(Cys104Arg) trocado (perda de manifesta¢des autoimunes. Pode estar
funcéo) associada a DIl, CVID
TNFRSF13B c.118T>C: p. sentido deletério heterozigose AD/AR significado Deficiéncia TACI: infecgOes recorrentes,
(Trp40Arg) trocado in silico incerto manifestagdes autoimunes. Pode estar
20 associada a DII, CVID
TNFRSF13B ¢.310T>C: p. sentido deletério heterozigose AD/AR patogénica Deficiéncia TACI: infec¢des recorrentes,
(Cys104Arg) trocado (perda de manifesta¢des autoimunes. Pode estar
21 funcéo) associada a DII, CVID
TNFRSF13B ¢.310T>C: p. sentido deletério heterozigose AD/AR Patogénica Deficiéncia TACI: infec¢des recorrentes,
(Cys104Arg) trocado (perda de manifestacdes autoimunes. Pode estar
22 fungao) associada a DI, CVID
TNFRSF13B ¢.310T>C: p. sentido Deletério heterozigose AD/AR Patogénica Deficiéncia TACI: infec¢des recorrentes,
(Cys104Arg) trocado (perda de manifestacdes autoimunes. Pode estar
25 funcéo) associada a DI, CVID

NEE= Nutri¢do Enteral Exclusiva, CIVD = Imunodeficiéncia Comum Variavel, AD = autossdmica dominante, AR= autossomica recessiva, VEOIBD= DII
de inicio muito precoce, DC= Doenga de Crohn, RCU= Retocolite Ulcerativa, IBD-U= DIl n&o classificada, m=meses



Continuagéo Tabela 3A

60

Doenca

Sintoma(s)

Alteragdes TGI

Outros achados ao
diagnostico

Tratamento

Sim

DC

diarréia com sangue,
doenca perianal,
déficit ponderal

Pancolite com Ulceras
grandes de bordas elevadas,
infiltrado inflamatério
intenso com tecido de
granulagdo. Duodenite com
atrofia vilositaria

Alopecia, eczema, infecgdes
de repeticdo, hipogama
(IgM) e reducéo de linfécitos
CD19,

NEE por 3 semanas,
Infliximabe desde inicio (Top-
down), mensal. Gastrostomia
para recuperacdo nutricional

RCU

dor abdominal,
diarréia com sangue

Pancolite microerosiva, com
inflamagéo intensa com
criptite e microabscessos

Reducéo linfécitos CD19

Mesalazina

Sim

DC

diarréia com sangue,
deficit ponderal,
doenca perianal

Pancolite, ulceragdes de
aspecto serpinginoso,
irregularidade de mucosa,
infiltrado inflamatério
linfoplasmoeosinofilico, de
aspecto fibroedematoso, com
actmulos linfoides

anemia, leucocitose as custas
de linfécitos, eczema,
infeccdes de repeticdo,
doenca perianal, recusa
alimentar

NEE por 3 semanas com
férmula de aa, Infliximabe
desde o inicio (Top Down),

esquema mensal. Gastrostomia
para recuperacéo nutricional

RCU

diarréia com sangue,
dor abdominal

Pancolite, infiltrado
inflamatorio intenso com
neutréfilos e eosindfilos de
permeio

anemia, reducéo linfocitos T
CD3,CD4 e CD8

Azatioprina

DC

diarréia com sangue,
déficit ponderal

Pancolite ulcerativa,
infiltrado inflamatério,
neutrofilos e
eosinofilos,distorgdo
arquitetural. Gastrite e
bulboduodenite erosiva

IgE elevado, linfocitose,
reducdo linfécitos T CD4,
manifestacdes autoimunes

Azatioprina, escalonado para
anti-TNF (infliximabe),
aguardando liberacdo

sim

IBD-U

diarréia com sangue

Pancolite erosiva com
infiltrado inflamatodrio
inespecifico

anemia, infecgdes de
repeticéo, linfocitose,
hipogama (IgM e 1gG)

Imunoglobulina ap6s
confirmagdo diagnodstica de
CIVD

Sexo . !d_ade
inicio(m)

M 24
M 23
F 4

M 16
M 5

F <1
F 24

RCU

diarréia com sangue,
déficit ponderal

Pancolite erosiva
infiltradolinfo plasmocitario
intenso, neutrofilos, distorgéo
cripta mucina

Anemia grave,
hipotireoidismo congénito,
Reducéo linfécitos T CD3 e

CDh4

Azatioprina, escalonado para
anti-TNF (infliximabe),
aguardando liberagao
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. Genes Variante Efeito Alteracéo Zigosidade Heranca Classificagdo  Fendtipo associado (ClinVar, Medgen,
paciente atengéo DNA proteina ACMG OMIM)
NOD2 €.2104C>T sentido tende a ser heterozigose AD risco NOD2: expresso em células intestinais
(p.Arg702Trp) trocado tolerada aumentado do ID, mediacéo de efeitos
4 antibacterianos, liberagao de citocinas
com ativagdo de células T. Aumento
risco para DC
PEPD .692_694del delegdo tende a ser heterozigose AR provavelment  Deficiéncia de prolidase:
(p.Tyr231del) deletéria e patogénica  autoanticorpos, ulceracoes de pele,
eczema, infecgbes
JAK1 €.1584G>C sentido tende a ser heterozigose AD significado Autoinflamacéo, desregulacéo imune,
9 (p.Lys528Asn) trocado tolerada incerto eosinofilia, pode cursar com colite
eosinofilica
LRBA ¢.3508G>A sentido tende a ser heterozigose AR significado Imunodeficiéncia Comum Variavel 8:
(p.Glu1170Lys) trocado tolerada incerto autominunidade, enteropatia autoimune,
pode estar associada a VEOIBD
NOD2 €.2104C>T sentido tende a ser heterozigose AD risco NOD2: expresso em células intestinais
(p.Arg702Trp trocado tolerada aumentado do ID, mediagdo de efeitos
antibacterianos, liberacéo de citocinas
com ativagao de células T. Aumento
risco para DC
NOD2 €.2722G>C sentido tende a ser heterozigose AD risco NOD?2: expresso em células intestinais
(p-Gly908Arg) trocado tolerada aumentado do ID, mediagdo de efeitos
11 antibacterianos, liberacéo de citocinas
com ativagdo de células T. Aumento
risco para DC
NOD2 €.697C>T sinal de deletério heterozigose AD significado Sindrome de Blau: uveite, sinovite
(p.GIn233*) interrupg (perda de incerto granulomatosa, rash, 30% desenvolvem
do funcéo) DC
ORAIL c.776G>A sentido inconclusiva heterozigose AR significado Imunodeficiéncia 9: infeccBes
(p-Arg259His) trocado incerto recorrentes, miopatia, displasia
ectodérmica
ZAPT70 c.572C>T sentido tende a ser heterozigose AR significado Doenga autoimune, multissistémica.
(p.Pro191Leu) trocado tolerada incerto Pode estar associada a VOIBD, CVID
BACH2 €.979G>A sentido tende a ser heterozigose AD significado Imunodeficiéncia 60: doenga
15 (p.Ala327Thr) trocado tolerada incerto inflamatoria intestinal e infecgdes
sinopulmonares recorrentes
NFAT5 €.3044C>T sentido tende a ser heterozigose AD significado Enteropatia autoimune com
(p-Ser1015Phe) trocado tolerada incerto imunodeficiéncia, pode estar associada a
CIvD
NOD2 .3019dup sinal de tende a ser heterozigose AD risco NOD?2: expresso em células intestinais
(p.Leu1007Prof interrupg deletéria aumentado do ID, mediagdo de efeitos
s*2) &o antibacterianos, liberagao de citocinas
com ativagao de células T. Aumento
risco para DC
RELA c.917A>G sentido tende a ser heterozigose AD significado Doenga autoinfalamatéria Behcet like:
(p.Tyr306Cys) trocado tolerada incerto ulceragdo mucocuténea, ileite
RTLE1 c.958+3A>G sitio de tende a ser heterozigose AD significado Disqueratose congénita; distrofia
(Intronic) emenda tolerada incerto

ungueal, pigmentacéo anormal da pele,
leucoplasia de mucosas, colite,
enteropatia.

AD = autossdmica dominante, AR= autossdémica recessiva, DII= Doenca Inflamatéria IntestinalID=Intestino delgado, VEOIBD= DII de inicio muito
precoce, DC= Doenca de Crohn, RCU= Retocolite Ulcerativa, TNF= Fator de Necrose Tumoral, CIVD = Imunodeficiéncia Comum Variavel
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Qutros achados ao

Sexo . !d_a de HF Doenca Sintoma(s) Alteracdes TGl I Tratamento
inicio(m) diagnostico
leucocitose as
. diarréia com L Panco'hte com . cgs_tas de Azatioprina
F 10 Sim RCU sangue infiltrado inflamatério linfécitos, IgE
crénico moderado elevada
Retossigmoidite com
intenso infiltrado
dor inflamatério dermatite atépica, Azatioprina, escalonada
F 72 Nao RCU abdominal, linfoplasmocitario, asma, aumento ara an’ti-TNF
diarréia com com presenca de IgE pinflixim b
sangue neutréfulos ( abe)
degenerados em
algumas criptas
Pancolite com erosdes
diarréi de aspecto salteado, : P
iarréia com - o anemia, Azatioprina e escalonado
. com discreto infiltrado . . .
M 48 Sim DC sangue, linfoplasmocitério ) linfopenia, para anti-TNF
pgﬁgg:gl atrofia vilositaria de hipogama (IgM) (adalimumabe)
ID, bulbite e gastrite
erosivas
Retossigmoidite, com
infiltrado inflamatorio g .
moderado com Ulceras orais de
dor plasmécitos e repeticao,
F 72 Nao RCU abdominal, Ll aumento IgE, Mesalazina
e esosinofilos e X
déficit neutrofilos de reducdo células
ponderal CD 19

permeio, com
envolvimento ileal
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Tabela 3C: Pacientes com variantes de significado incerto com provével associacdo com a DlI

. Genes Variante Efeito Alteracéo Zigosidade Heranca Classificagdo  FenGtipo associado (ClinVar, Medgen,
paciente atengio DNA proteina ACMG OMIM)
GUCY2C €.1490G>A sentido tende a ser heterozigose AD significado Diarréia familiar congeénita.
1 (p.Arg497GIn) trocado deletério incerto Susceptilidade a VEOIBD
NLRP3 Ganho ganho de tende a ser copy AD significado Autoinflamacéo, disqueratose e artrite,
(Sequéncia de nGmero de tolerada number incerto autoimunidade. Susceptilidade a DII
codificagdo copias
inteira)
NFAT5 €.3383C>T sentido tende a ser heterozigose AD significado Enteropatia autoimune com
10 (p.Pro1128Leu) trocado tolerada incerto imunodeficiéncia (CVID)
TGFB1 Exon 1, sentido tende a ser heterozigose AD significado Colite severa, associagdo com DI,
c.85G>A trocado tolerada incerto infecgdes de repeticéo, encefalopatia
(p.Gly29Arg)
IFHI1 ¢.1211T>C: p. sentido deletério in heterozigose AD/AR significado Deficiéncia de MDADS: caracterizada por
(Vald04Ala) trocado silico incerto aumento de susceptibilidade a infec¢bes
e VEOIB
18
NLRP1 ¢.1531A>G: p. sentido inconclusiva  heterozigose AD/AR significado Autoinflamacéo, disqueratose e artrite,
(Lys511Glu) trocado incerto autoimunidade. Susceptilidade a DII
29
SAMD9 ¢.4007T>C: p. sentido deletério in heterozigose AD significado Sindrome MIRAGE: mielodisplasia,
(L+C46+C1:C4 trocado silico incerto infeccoes, retardo crescimento,
4+C+C2:C4) hipoplasia adrenal, alteragGes genitais,
32 enteropatia

AD = autossdmica dominante, AR= autossdmica recessiva, DII= Doenca Inflamatdria IntestinaliD=Intestino delgado, VEOIBD= DIl de inicio muito
precoce, DC= Doenca de Crohn, RCU= Retocolite Ulcerativa, TNF= Fator de Necrose Tumoral, CIVD = Imunodeficiéncia Comum Variavel, NK=Natural

Killer
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Sexo Idade inicio HF Doenga Sintoma(s) Alteragdes TGI Outrgs ac,h a_dos a0 Tratamento
(m) diagnostico
Pancolite com envolvimento de
valvula ileocecal
M 33 Nao RCU diarréia com sangue Mesalazina
Aumento expressivo
Pancolite enantematosa, de IgE, reducéo Azatioprina escalonado para
F 60 Nio DC diarréia com sangue, aspecto facetado com rigidez linfécitos B CD19 e anti-TNF (infliximabe),
déficit ponderal de valvula ileocecal, infiltrado  células NK, hepatite esquema mensal
inflamatério intenso autoimune,
dermatite atépica
Pancolite erosiva com atividade
inflamatéria moderada ;
. A d subestenose ileal,
. diarréia com sangue, subestenose ileal IgA e IgG > P97, Azatioprina, escalonado para
F 36 ndo DC dor abdominal, déficit ducio linfoci . infliximab
onderal reducdo linfocitos T anti-TNF (infliximabe)
P CD3, CD4 e CD8
Pancolite com infiltrado
neutrofilico moderado,
distorcéo de arquitetura e P fec’
M 72 Nao RCU diarréia com sangue deplecéo de células Azatloprlréaliig?crz remissao
caliciformes. Vilos levemente
encurtados e alargados em ID
Colite extensa com denso
|nf||tra}dg |_nf|amat0r|q ricoem Azatioprina, escalonado para
eosindfilos e neutréfilos, IgE elevado, iy Npiage
iarréi - NN g . 1 anti-TNF (infliximabe), sem
F 36 Nao RCU diarréia com sangue actimulos linféides, distorgdo reducdo linfdcitos B LN
; ' - remissdo clinica ou
de arquitetura. Duodenite e CD19 e NK

Gastrite cronica

laboratorial
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CONSEQUENCIA .
PACIENTE GENE VARIANTE EFEITO DNA NA PROTEINA ZIGOZIDADE | HERANGA | CLASSIFICAGAO
CODIFICADA
1 CTPS1 c.472C>T (p.Pro158Ser) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
c.3184G>A S . L .
1 FANCA (.Gly1062Arg) splice site tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
1 GuCY2C €.1490G>A (p.Arg497GIn missense tende a ser deletéria heterozigose AD significado incerto
1 NLRP3 Gain (Entire coding copy number tende a ser tolerada | copy number = 3 AD significado incerto
sequence) gain
1 UNC93B1 | c.1777G>A (p.Gly593Arg) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
¢.153_158dup . . . . . - .
2 FASLG (p.Pro52_Pro53dup) insertion inconclusiva heterozigose AR significado incerto
2 IL12B €.72G>C (p.Trp24Cys) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
2 IRF8 €.859G>A (p.Val287Met) missense tende a ser deletéria heterozigose AR/AD | significado incerto
2 PEPD €.1094C>T (p.Pro365Leu) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
c.3817C>T . - . L .
2 RTEL1 (b.Leu1273Phe) missense tende a ser deletéria heterozigose AD/AR | significado incerto
3 G6PD ¢.[202G>A;376A>G missense deletério heterozigose Ilgag(o a0 patogénica
3 G6PD €.376A>G (p.Asn126Asp) missense tende a ser tolerada heterozigose Ilgag(o a0 significado incerto
€.1623_1624delinsTT . - . a
3 IL12RB1 (0.GIN542%) stop signal deletério heterozigose AR patogénica
3 KMT2D €.2498T>G (p.Leu833Arg) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
3 LAMTOR2 €.239G>A (p.Arg80His) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
3 NBN €.596C>G (p.Pro199Arg) missense tende a ser tolerada heterozigose AR/AD | significado incerto
3 NCF4 €.781G>A (p.Ala261Thr) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
3 POLD1 €.353C>T (p.Ser118Phe) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
3 TNFRSF11A | ¢.1814C>T (p.Ser605Leu) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
4 MYOSB €.2404C>G (p.Leu802Val) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
4 NOD2 €.2104C>T (p.Arg702Trp missense tende a ser tolerada heterozigose AD risco aumentado
4 PEPD ¢.692_694del deletion tende a ser deletéria heterozigose AR provaveJ ”?e”te
(p-Tyr231del) patogenica
4 PEPD €.1409G>A (p.Arg470His) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
4 RNASEH24 | c.475G>A (p.Gly159Arg) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
4 RTEL1 €.2600C>T (p.Pro867Leu) missense tende a ser tolerada heterozigose AD/AR | significado incerto
4 TCF3 €.1057C>T (p.Pro353Ser) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
5 CDCA7 €.760C>T (p.Arg254Trp) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
5 CFH €.773C>T (p.Pro258Leu) missense tende a ser deletéria heterozigose AD/AR | significado incerto
€.8287_8295dup . . . . . - .
5 CHD7 (0.Asn2763_GIn2765dup) insertion 3aa inconclusiva heterozigose AD significado incerto
5 ERCC2 Deletion (Exons 16-23) stop signal | tende a ser deletéria heterozigose AR patogénica
5 ERCC2 €.1922G>A (p.Arg641GIn) | splice site tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
5 G6PD €.[202G>A;376A>G]. missense tende a ser tolerada hemizigose Ilgagi(a a patogénica
5 G6PD €.376A>G (p.Asn126Asp) missense tende a ser tolerada hemizigose “ga;j(a a0 significado incerto
5 IFIH1 €.2061G>T (p.Leu687Phe) missense inconclusiva heterozigose AD/AR | significado incerto
5 KMT2A €.278C>G (p.Ser93Cys) missense inconclusiva heterozigose AD significado incerto
provavelmente
5 LIG4 €.2300T>C (p.lle767Thr) missense tende a ser tolerada heterozigose AR benigna
5 POLE €.4952+4A>G (Intronic) splice site tende a ser tolerada heterozigose AR prO\éZ\r/](ieéT:nte
5 POLR3A €.1555G>A (p.Ala519Thr) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
5 TCIRG1 €.148C>T (p.Arg50Cys) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
5 VAV1 Gain (Exons 26-27) copygr;?nmber inconclusiva heterozigose AD significado incerto
6 CHITA €.286G>A (p.Ala96Thr) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
6 NBAS €.521G>A (p.Ser174Asn) missense tende a ser tolerada hetezigoto AR significado incerto
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6 PAX1 €.1102T>C (p.Cys368Arg) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
6 PAX1 .890G>A (p.Gly297Asp) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
6 POLE ¢.101G>T (p.Arg34Leu) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
6 PTPRC €.2607G>A (p.Met869lle) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
€.3586_3587del . - . A
6 Sl (p.Met1196Valfs*15) stop signal | tende a ser deletéria heterozigose AR patogénica
6 SPINK5 .2468dup stop signal | tende a ser deletéria heterozigose AR patogénica
(p.Lys824Glufs*4)
6 TPP2 C.673A>G (p.Arg225Gly) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
Gain (Entire coding copy number . . . . - .
7 ACTB sequence) gain inconclusiva possivel mosaico AD significado incerto
7 Cc7 €.1135G>C (p.Gly379Arg) missense tende a ser deletéria heterozigoto AR patogénica
7 CLPB €.1501G>A (p.Glu501Lys) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
7 IRF8 c.418C>T (p.Arg140Cys) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
€.10185_10202dup . . - . L .
7 KMT2D (0.Met3398_Ala3403dup) insertion 6aa | tende a ser deletéria | heterozigose AD significado incerto
c.41 42delinsCC . x x . . -
7 NSMCE3 (0.GIn14Pro) missense ndo causa alteracéo heterozigose AR significado incerto
7 PSMB4 €.654G>A (p.Met218lle) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
7 TRAF3IP2 | ¢.1345C>T (p.Arg449Cys) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
7 TTC7A Deletion (Exons 1-5) stop signal | tende a ser deletéria heterozigose AR patogénica
8 ILI7RA €.1086C>T (Silent splice site tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
8 ILI7RA €.1304A>G (p.Glu435Gly missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
Exon 5, c.422G>A . - . A
8 PMM2 (p.Arg141His) missense tende a ser deletéria heterozigose AR patogénica
8 SLC35C1 €.854G>T (p.Gly285Val) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
8 STAT?2 €.1344G>A (Silent) splice site inconclusiva heterozigose AR significado incerto
9 C5 €.400G>A (p.Vall34lle) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
c.821del . - . A
9 C6 (0.GIn274Argfs*46) stop signal | tende a ser deletéria heterozigose AR patogenica
9 JAK1 €.1584G>C (p.Lys528Asn) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
¢.3508G>A . . L .
9 LRBA (0.Glu1170Lys) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
9 MTHFD1 C.646A>G (p.Thr216Ala) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
9 NOD?2 €.2104C>T (p.Arg702Trp missense tende a ser tolerada heterozigose AD risco aumentado
9 POLE2 €.738G>C (p.Glu246Asp missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
9 SLC29A3 €.797C>T (p.Ala266Val) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
9 SLC46A1 c.817G>T (p.Ala273Ser) missense inconclusiva heterozigose AR significado incerto
9 STIM1 €.1558G>A (p.Asp520Asn) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
10 CFH €.1148T>C (p.Val383Ala) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
10 CHD7 €.1677G>A (Silent) splice site inconclusiva heterozigose AD significado incerto
10 ERCC2 €.1742T>C (p.Leu581Pro) | splice site | tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
10 GTF2H5 Exon 3, ¢.55T>C missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
(p.Phel9Leu)
10 MAP3K14 Intron 1(?}15{;?%?4(:” splice site tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
10 MOGS €.2471G>A (p.Gly824Asp) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
10 NFAT5 €.3383C>T (p.Pro1128Leu) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
Exon 8, ¢.944T>C . . . . . X
10 SLC37A4 (p.Met315Thr) missense inconclusiva heterozigose AR significado incerto
10 TGFB1 Exon 1, ¢.85G>A missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
(p.Gly29Arg)
11 CHD7 c.6772G>A (p.Glu2258Lys | missesnse tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
11 MYSM1 €.245C>T (p.Pro82Leu) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
11 NOD2 €.2722G>C (p.Gly908Arg) missense tende a ser tolerada heterozigose AD risco aumentado
11 NOD2 €.697C>T (p.GIn233%*) stop signal deletério heterozigose AD significado incerto
11 ORAI1 €.776G>A (p.Arg259His) missense inconclusiva heterozigose AR significado incerto
€.4729G>C . . L .
11 POLE (p.Glu1577GIn) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
11 VPS13B €.6497G>C (p.Ser2166Thr) missense ndo causa alteragéo heterozigose AR significado incerto
11 ZAP70 ¢.572C>T (p.Pro191Leu) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
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13 C9 €.931C>T (p.Arg311Cys) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
€.1842_1853dup . . . . . L .
13 DIAPH1 (p.Pro617 Pro620dup) insertiont 4aa inconclusiva heterozigose AD significado incerto
13 FOXP3 €.1250G>A (p.Arg417GIn) missense tende a ser deletéria homozigose Lfg‘)D(A significado incerto
13 ILIORA €.452C>G (p.Alal51Gly) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
13 IL23R €.1391C>T (p.Pro464Leu) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
13 PTPRC €.2607G>A (p.Met869lle) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
13 TICAM1 €.1739A>G (p.Tyr580Cys) missense tende a ser tolerada heterozigose AD/AR | significado incerto
Exon 20, ¢.2329G>A . . . .
14 AP3D1 (NalTT7lle missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
14 G6PD €.376A>G (p.Asn126Asp) missense tende a ser tolerada hemizigose I|ga;j(a a significado incerto
14 HPS3 €.2182G>A (p.Glu728Lys) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
14 HPS5 €.1511-5A>G (Intronic) splice site | tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
Exon 26, ¢.2941C>T . . L .
14 HYOU1 (p.Pro981Ser) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
14 IL36RN €.227C>T (p.Pro76Leu) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
15 BACH2 €.979G>A (p.Ala327Thr) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
15 C3 CASSE};;@ rgSpllce splice site | tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
15 FOXN1 €.505G>A (p.Glul69Lys) missense tende a ser deletéria heterozigose AD/AR | significado incerto
15 KMT2A €.2827A>G (p.Thr943Ala) missense tende a ser deletéria heterozigose AD significado incerto
15 NFATS €.3044C>T (p.Ser1015Phe) missense tende a ser deletéria heterozigose AD significado incerto
€.3019dup . L . .
15 NOD2 (p.Leu1007Profs*2 stop signal | tende a ser deletéria heterozigose AD risco aumentado
15 RELA €.917A>G (p.Tyr306Cys) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
15 RTLE1 €.958+3A>G (Intronic) splice site tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
15 TAPBP €.928C>T (p.Pro310Ser) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
16 ACD €.280G>A (p.Val94lle missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
16 ATM C.7816A>G (p.lle2606Val) missense inconclusiva heterozigose AR/AD | significado incerto
16 ATM Gain (Exons 62-63) COpyg;':Jnmber inconclusiva copy number=3 | AR/AD | significado incerto
. deletério (perda de : provavelmente
*
17 CTC1 (Leu783Cysfs*38 frameshift fungo) heterozigose AR patogénica
17 SOCS1 €.143C>T: p. (Pro48Leu) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
17 TNFRSF13B | ¢.310T>C: p. (Cys104Arg) |  missense de'ew]fl:?]égg)r dade | peterozigose | AD/AR patogénica
18 FANCI NM_001113378.2: ¢.976- missense tende a ser deletéria heterozigose AR provaveJ ”?e”te
1G>T patogénica
18 IFIH1 €.1211T>C: p. (Val404Ala) missense deletério in silico heterozigose AR/AD | significado incerto
C.2515A>G: p. . - . Lo .
19 DOCK?2 (Met839Val) missense tende a ser deletéria heterozigose AR significado incerto
€.2833G>A: p. . x x . S -
20 CHD7 (ValaasMet) missense ndo causa alteracéo heterozigose AD significado incerto
20 PNP .448C>T: p. (Pro150Ser) missense deletério heterozigose AR significado incerto
20 TET2 €.833A>G: p. (GIn278Arg) missense deletério heterozigose AR significado incerto
20 TNFRSF13B | ¢.118T>C: p. (Trp40Arg) missense deletério in silico heterozigose AD/AR | significado incerto
21 ITK €.450G>C: p. (Lys150Asn) missense deletério heterozigose AR significado incerto
€.5517C>G: p. . - . Lo .
21 PRKD (Phe1839L eu) missense deletério heterozigose AR significado incerto
21 TNFRSF13B | ¢.310T>C: p. (Cys104Arg) missense delete]{l:(r)]égg)r da de heterozigose AD/AR patogénica
22 TNFRSF13B missense deletefrlljcr)lg(gg)r da de heterozigose AD/AR patogénica
23 G6PD €.292G>A: p. (Val98Met) missense deletério heterozigose Ilgag(o a0 patogénica
ligado ao
23 KDM6A €.211G>A: p. (Ala71Thr) missense deletério heterozigose X significado incerto
dominante
23 SKIC3 c.4514T>C: p missense deletério heterozigose AR significado incerto
24 CFH €.1507C>G: p. (Pro503Ala) missense deletério heterozigose AR significado incerto




€.1591G>A: p.
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24 POLE (Gly531Arg) missense deletério heterozigose AR significado incerto
25 CSF3R €.2072C>T: p. (Pro691Leu missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
¢.1939G>A: p. . . L .
25 LIGL (Asp647Asn) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
¢.310T>C: p. . deletério (perda de . A
25 TNFRSF13B (Cys104Arg) missense funco) heterozigose AR/AD patogenica
26 DNAse2 €.995C>A: p. (Ala332Asp) missense ndo causa alteragéo heterozigose AR significado incerto
€.10477A>G: p. . - . Lo .
26 FAT4 (Ser3493Gly) missense deletério heterozigose AR significado incerto
26 IL2RA €.610G>A: p. (Glu204Lys) missense ndo causa alteragéo heterozigose AR significado incerto
26 SLC29A3 €.862T>A: p. (Ser288Thr) missense ndo causa alteragéo heterozigose AR significado incerto
c.41_46dup: p. inframe deletério (perda de . . -
27 EPG5 (Lys1d_ Alal5dup) insertion funcio) heterozigose AR significado incerto
¢.1531A>G: p. . - . . L .
29 NLRP1 (Lys511Glu) missense inconclusiva heterozigose AD/AR | significado incerto
€.1304_1306dup: p. . deletério (perda de . . .
29 THBD (Asp435dup) missense funcio) heterozigose AD significado incerto
30 POLRS3F €.227T>C: p. (1le76Thr) missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto
31 G6PD €.292G>A: p. (Val98Met) missense tende a ser tolerada heterozigose Llfg )[ZA patogénica
) deletério (perda de . provavelmente
*
32 CFI ¢.559C>T: p. (Argl87%*) nonsense funcio) heterozigose AR patogénica
32 CFI ¢.502A>G: p. (Arg168Gly) missense tende a ser tolerada heterozigose AR significado incerto
32 SAMD9 ¢.4007T>C: p. missense tende a ser tolerada heterozigose AD significado incerto

(Leul1336Pro)
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APENDICE A: Ficha cadastral do paciente

Ficha Cadastral Paciente

Diados Chinicos peckentes com Oil de Inkie Precoce (WEDIBD)
Pesquisa de Dowioredo Aluna Tatyana Borges da Cunha Kook (Universidade Federmal de
Uberlandia)

i lndios e pancumino b skt

1. E-mail*®

2. Codigo do pacente (Este codigo serd formecido palos membeos da pesquiza, pois
deverd ser 0 mesma gue idenlificard a amosira de saliva)

3. |miciais da cianca'numerno pronbudrio *

4. Data de nascimenio
Ewempio: 7 ci janine de 2018

5. Sexodo pacenbs
Marcar apenas wna aval

() Femminino

() Mascubno

6. |dade inicio sindomas (deve sar menor gue 8 anos)
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7. Idade Diagnestico

8. Tem hisi6ria Bamiiar de DH7
Marcar apenas wma aval

(1 sim
() Hag

9. Tem histéria de consanguinidada? *

Marcar apenas wna aval

-
() Hio

100 Quses o= sinlomas maes rekeyvanie=s?

Margue fodas gue se aplcam.

Dn:i.lrrill:mgumlul.l
[] diaeréin sem sangue
[] dar abdaminal

[] doenga perianal

[] déficit pandercestatural
] Owrtreesc

1. Manilestactes exira-inlestinais

Margue hocdds gue se apicam.
[J5im.

[Inse

[Jopcsaz
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12, Cusi ilestagties sxira-inbest

Margue fodas gue s apiicam.

[ artrite

[ doengas de pele & faneros (foliculbe, sczema, slopéca)

[] bepatite auto-imune

[Jinfeccses de repeticic

[ aftas de repeticic

[ hepatoesplenomegalia

[ nnfanogcmegaka

[ anemia

[] autras mandestaghes asto-imunes [dabetes, desbirbio tredede )

Exarmes laboralorias ao diagndstics (Hemograma, PCR, WHS, calprotectina
fecal, TGO, TGP, GGT, albumina)

A triagem imunclégeca inicsal inclui d de byubnaesilgh, IgG. IghLIgE],
fenobpagem nfociana (CO 3, EMED:B.EEIH E‘.'EI]H:Ilrlpanl.llrmmrpml:lng.l
tétanc). Favor colocar os exames abaim:
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15. Resullado de colonosoapia no diagndstico

16, Resullado snatomabickgice [bibpsias intestinaiz)

17.

18.

Realizou endoscopia alta
Margue fodas gue se aplcam.

[] sim. Hormal
Dﬂn.nmmm
ImETH

[ ovre

FPacienie realizou sxame de imagem?

Margue fodas gue se aplicam.
[ sisia:

[] sim. Enteroressondncia
[] simn. Enterotoemagrafis

[ simn. Trinsit Inbestnal

[ owre




15.

2.

Achados exames de imagem
Margue fodas gue se aploam.

["] espessamenta de parede intestinal
Dndn'nlrnls-ﬂin
Dlllbllipamdl

[ fistuia
[] estenase

] oatrc:

DHAGNOSTICD FINAL
Margue fodas Que Se aplicam.

] toerica de Erohn
[ etocoiite Ukerativa
[ éolite i

Para DOENGA DE CROHN, Classificaca par localizacio
Margue fodas QuE 5¢ aploam.

DIJ:'I.'?dehu,Imhmln:m

DLt:nlbnk:l

[ 12 lleocalanica

[] L comprometimenta aita proximal o dngulo de Treitz

[[] L48: comprometimenta alio distal 2o &ngula de Trestz ¢ praximal ao 1/2 distal do

[ owtrex

Para DENCA DE CROHN, Classificacda par compartamento:
Margue fodas gue e aplicam.
D B1: nio esienosante & ndo penetranie

Dﬂtm-ﬂr

[ 82: penetrarie
Dmi:.ﬂb&: penetranie & estencsante
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25

26.

7.

Para DOEMCA DE CROHM, Classificacio par impacts crescimerio
Margue fodas QuE s aplicam.

Dﬁtumnlihdl:d. déficat crescimenta
Dt‘ﬂ: com evidénoas de défici de crescimenio

INDICE DE ATNVIDADE D DOENGA DE CROHN-PCOAI (ao diagndsSon):

Para RETDOOLITE LLCERATIVA, Classificacio quanio a extensio

Margue fodas Que se aploam.

[]€1: proctite ulceratya

[_] &2 colite ulcerativa lado esquerda [distal a flenara esplenica)
] €3: extensa [tstal a flenwra hepatica)

DH:M

Para RETDOOLITE ULCERATIVG, Classificacio de acordo com granvidade

Margue fodas Que se aploam.

[] 50: i grave
[]%1: grawe {PUCAI-4E)

INDICE DE ATNVIDADE RETOCOLITE ULCERATIVA - PUCAI (a0 diagnéstica)

TRATAMENTC - Qual esirabégia inicial de tratamento - Inducsa da Remiss®a:
Margue hodas gue se aploam.

[] coswencional Step up com cortictides

[[] Step up aceierado [CE+IMS e depois ant- TREHMS)

[] Step Down janti-THF+MS)

[ Mutngde Barenteral Exciusrea

[ coentre:
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29,

.

a3

TRATAMENT O - Foi realizado froca do esgquema ierapéulico inical?
Mavcar apenas uma oval.

_JEm
[ ™

Qual foi 0 esquema erapéutico escolhido na roca?

Quanio ismpo depois do inico do tratamento foi feilo a oca

TRATAMENTO - Qual tralamenio de manutencio?

Margue fodas gue se aploam.

| pia com amincssalicilatos

O pia com F (M5 - Azatior
] moncterapia com ants THF

[] Comboberapia com MS+ant-THE

] Owtroe

TRATAMENT O - Foi submetido a procedimento cirlingico?
Margue fodas gue o aploam.

[ sim
[mLT™

Qual procedimento cirtrgico foi realizada?
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APENDICE B: Termo de Consentimento para menores de 18 anos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA MAIORES DE 18 ANOS

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Caracteriza¢do clinico-molecular da doenca
inflamatoria intestinal em criancas e adolescentes”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Tatyana B.
Cunha Kock (Faculdade de Medicina, UFU) e Gesmar Rodrigues S. Segundo (Faculdade de Medicina, UFU).
Este estudo tem como objetivo saber mais sobre a doenca que causa inflamacdo no seu intestino e se ela pode
estar associada a alguma alteragdo na sua carga genética que leva a mudangas no seu sistema de defesa e podem
contribuir para manter a inflamacéo no intestino. Desta forma, se for encontrada alguma alterago nestes genes,
isto pode ajudar a identificar alternativas de tratamento mais adequadas para sua doenga.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido estd sendo obtido pelo médico colaborador,

durante a sua consulta de rotina com

gastroenterologista, apds vocé receber explicagdes sobre a pesquisa e aceitar participar. VVocé terd tempo
suficiente para decidir se concorda ou ndo com a sua participa¢do na pesquisa.

Na sua participagdo, vocé serd submetido a coleta de saliva que vocé deve cuspir no tubo. Serdo necessarios de 2
a 4 ml de saliva. O teste genético inclui a pesquisa de cerca de 407 alteracBes nos genes responsaveis pelo
funcionamento adequado do sistema de defesa. A amostra de saliva ficar4 armazenada por tempo minimo, no
Centro Coordenador desta pesquisa, que é a Universidade Federal de Uberlandia, sob responsabilidade dos
pesquisadores responsaveis Tatyana Borges da Cunha Kock e Gesmar Rodruigues Segundo, até seu envio para o
laboratério INVITAE, em Séo Francisco, California, nos Estados Unidos, localizado no endereco 162 Avenida
namero 1400, cujo e-mail para contato é ir@inivitae.com e o telefone para contato no Brasil é (11) 3181-4924.
Este laboratério tem cooperacdo com a Fundacdo de Apoio a esta pesquisa e sera o Unico responsavel por
manipular as amostras de saliva que serdo utilizadas exclusivamente para esta pesquisa. Além deste teste, serdo
feitos exames de sangue de rotina que j& sdo realizados no acompanhamento da sua doenca. As informacdes
sobre a doenca serdo coletadas do prontudrio e utilizadas apenas nesta pesquisa e, somente, apés a sua
autorizacdo para acesso a estas informacoes.

Os riscos de participar deste estudo sdo minimos, sendo os principais listados abaixo:

1) Riscos de Identificagdo do participante e perda de sigilo dos dados: ao entrar na pesquisa vocé recebera
um codigo numérico para sua identificacdo, para evitar o uso de dados que possam identificd-lo como nome ou
data de nascimento. Entretanto, para realizacdo do teste genético torna-se necessario a identificacdo da amostra
de saliva com nome, sobrenome e data de nascimento para garantia de ndo haver troca de material e para pronta
localizacdo dos resultados de exames. Ainda assim, garantiremos a confidencialidade dos dados e a preservacao
da sua identidade, uma vez que s6 os pesquisadores principais ja citados acima, terdo acesso a estes dados. E
quando transferidos para a planilha de dados para andlise sera utilizado o cédigo numérico e a planilha ficara
sob responsabilidade da pesquisadora Tatyana Borges da Cunha Kock e 0 acesso a esta serd limitado através de
um link gerado que s6 quem tem autorizagdo podera acessar.

2) Risco na coleta de amostra: para amenizar os riscos foi optado por coleta de amostra de saliva por se tratar

de um procedimento simples, sem necessidade de procedimentos invasivos, sem necessidade de usar agulhas,
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sendo realizada por profissional devidamente orientado e utilizando todas as medidas de protecdo contra a
COVID-19, com adequada higienizacdo com alcool 70%, uso de mascaras e luvas.

4) Risco de perda, extravio, comercializagdo de amostras bioldgicas: as amostras serdo devidamente
condicionadas e seguirdo rigidos padrdes de envio seguindo legislacdo brasileira. Foi assegurado junto ao
laboratério o comprometimento de seguir as normas brasileira, estando ciente que é vedado a comercializagao
da amostra ou seu uso para qualquer outro fim. Ainda assim, caso haja perda ou transferéncia de amostra de
saliva para outro local vocé sera avisado. E podera retirar o consentimento da guarda e utilizacdo da amostra
armazenada, a qualquer tempo e sem quaisquer énus ou prejuizos.

Havendo algum dano decorrente da pesquisa, vocé tera direito a solicitar indenizacdo através das vias
judiciais (Codigo Civil, Lei 10.406/2002, Artigos 927 a 954 e Resolucdo CNS n° 510 de 2016, Artigo 19). A
equipe de pesquisa se compromete a garantir a assisténcia integral e gratuita a vocé, devido a eventuais danos
que possam acontecer decorrentes de sua participacdo, pelo tempo que for necessério. Caso haja alteragdo no
resultado do teste genético realizado, 0 mesmo sera compartilhado com o médico que o acompanha. A equipe de
pesquisa é composta por especialistas que poderdo assegurar, em conjunto com este médico, a assisténcia
médica e acompanhamento adequados para a doenga em questdo, bem como assegurar 0s encaminhamentos
necessarios.

A participacao neste estudo lhe trara beneficios diretos e indiretos:

1) Acesso a realizacgéo do teste genético; a participacdo no estudo infere na realizacdo de um estudo genético,
exame complexo e importante que poucas pessoas tem acesso.

2) Acesso ao resultado do teste genético: Os resultados dos testes genéticos poderdo ser compartilhados com
vocé e 0 seu médico, e permitirdo avaliar o melhor tratamento para a sua doenga.

3) Aprimoramento do conhecimento a cerca da doenca: De forma indireta, o estudo trard conhecimentos
sobre a doenca permitindo compreender melhor sobre seu comportamento. O pesquisador se compromete a
divulgar os resultados da pesquisa, de forma que vocé possa ter acesso e, se for da sua vontade, os resultados
também poderdo ser compartilhados com especialistas responsaveis por definir protocolos de tratamento e
acompanhamento para pacientes com estas doencas.

Todos os gastos com o estudo, incluindo os Kits para coleta de saliva bem como 0s recursos para envio da
amostra para o exterior, bem como realizacdo do teste genético ficard sob responsabilidade desta equipe de
pesquisa, incluindo a retirada dos resultados do teste genético do banco de dados.

A qualquer momento, vocé podera retirar 0 seu consentimento para participacao da pesquisa. Garantimos que
ndo havera coacdo para que o consentimento seja mantido nem que havera prejuizo algum. Até o momento da
divulgacao dos resultados, vocé também € livre para solicitar a retirada dos dados da pesquisa.

Este termo devera ser assinado em duas vias, sendo que a via original ficard com vocé. Assim como todas as
paginas deverdo ser rubricadas por vocé e pelo pesquisador responsavel.

Em caso de qualquer duvida a respeito desta pesquisa, vocé poderd entrar em contato com a pesquisadora
responséavel: Tatyana Borges da Cunha Kock, Docente do Departamento de Pediatria, da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Uberlandia que fica no Endereco: Avenida Para, Bloco 2H, sala 02, Campos
Umuarama, através dos telefones: (34) 99196-6002 ou (34) 3225-8623.

Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos na
Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, campus
Santa Ménica — Uberlandia/MG, 38408-100; telefone: 34-3239-4131. O CEP é um colegiado independente
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criado para defender os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para
contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolugdes do Conselho

Nacional de Saude.

Uberlandia, ....... (o [T de 20.......

Assinatura do pesquisador responsavel

(Médico responséavel pelo paciente no respectivo servi¢o delegado pelo pesquisador)

Assinatura dos pesquisadores

Eu, responsavel legal pelo(a) menor consinto na sua

participacdo na pesquisa citada acima, apos ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura do responsavel pelo(a) participante da pesquisa
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TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENOR DE 12 ANOS (7 A 12 ANOS)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Caracterizagéo Clinico-molecular das doengas

inflamatorias de inicio precoce em criancas e adolescentes”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Tatyana

B. Cunha Kock (Faculdade de Medicina, UFU) e Gesmar Rodrigues

S. Segundo (Faculdade de Medicina, UFU).

Nesta pesquisa nos estamos buscando saber mais sobre o porqué do
seu intestino estar inflamado e te trazer desconforto como dor na
barriga, coco mole, falta de apetite. Esta inflamac&o pode ser causada
por alteracdo nos genes que constituem as células do seu corpo e estéo
relacionados ao funcionamento do seu sistema de defesa. (figura ao
lado). E se conseguirmos descobrir onde esta estas alteracdes e o que

elas causam no seu corpo podemos ajudar a melhorar a sua saude.

Para poder conseguir este material genético precisamos coletar sua
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saliva. Para coletar sua saliva basta cuspir no tubo que o médico vai te mostrar. Este tubo com saliva sera

enviado pelo pesquisador para um laboratdrio que faz anélise de material genético. Esta empresa ndo fica no

Brasil, fica nos Estados Unidos, mais precisamente na California e se chama INVITAE. Esta empresa pegara

sua saliva para fazer um teste genético que vai tentar identificar se tem alteragdo na estrutura do seu gene que

pode estar te causando algum mal. Veja na figura o caminho que sua amostra de saliva vai percorrer para ao

final termos o resultado do seu exames na forma destes cddigos de varias letras Este resultado vai ser
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disponibilizado no computador
para acesso pelos
pesquisadores principais desta
pesquisa que sdo Dr. Gesmar
Rodrigues Segundo e Dra.
Tatyana Borges da Cunha
Kock.

O Termo de Assentimento sera
obtido pelo médico

colaborador

, durante a sua

consulta com ele, apos ele te explicar tudo de forma clara e que vocé possa entender. Vocé terd tempo para

fazer todas as perguntas que quiser e, sO depois, de entender bem, decidir se quer ou ndo participar. O

responsavel por vocé, que seja sua mae ou seu pai ou outra pessoa, também podera te ajudar.

Os riscos para participar desta pesquisa sdo muito pequenos. VVocé pode ficar desconfortavel quando for cuspir

na frente do seu médico, mas o procedimento é rapido e sem dor. Vocé ndo sera furado como na coleta de

sangue. N&o precisa ter receio quanto saberem quem vocé é ou que aquela informacéo é sobre vocé, porque seu

nome nao vai aparecer nestes dados, nem foto dos seus exames, nem foto sua.
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O resultado do teste genético podera ser compartilhado com seu médico e ajudar a escolher a melhor forma de
controlar sua doenca. Os resultados dos testes e as informag8es sobre sua doenca também irdo para revistas que
podem ajudar médicos que tratam estas doencas a conhecer melhor sobre ela e ajudar outras criancas. VVocé
também podera ter acesso a esta revista.

Voceé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento. VVocé ndo é obrigado a participar da
pesquisa se ndo quiser. E ndo vai ser punido por isso e nem tdo pouco seu responsavel o sera. Mesmo que seu
responsavel, mée, pai ou cuidador, tiver permitido a sua participacdo na pesquisa, ainda assim vocé ndo é
obrigado a participar.

Este termo devera ser assinado em duas vias, uma fica com vocé e outra com o pesquisador, Se vocé ndo souber
escrever seu nome podemos coletar suas digitais como forma de assinatura.

Em caso de qualquer davida ou reclamacdo a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com a
pesquisadora responsdvel: Tatyana Borges da Cunha Kock, Docente do Departamento de Pediatria, da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlandia que fica no Enderego: Avenida Par4, Bloco 2H,
sala 02, Campos Umuarama, através dos telefones: (34) 99196-6002 ou (34) 3225-8623.

Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos na
Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, campus
Santa Mdnica — Uberlandia/M, G, 38408-100; telefone: 34-3239-4131. O CEP é um colegiado independente
criado para defender os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para
contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolugdes do Conselho

Nacional de Saude.

Uberlandia, ....... de v de 20.......

Assinatura do médico responsavel pelo paciente

Assinatura do(s) pesquisador(es)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa
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APENDICE D: Termo de Assentimento para 12 a 18 anos

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR ENTRE 12 E 18 ANOS INCOMPLETOS

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Caracteriza¢do Clinico-molecular
das doengas inflamatérias de inicio precoce em criangas e adolescentes”, sob a responsabilidade dos
pesquisadores Tatyana B. Cunha Kock (Faculdade de Medicina, UFU) e Gesmar Rodrigues S.
Segundo (Faculdade de Medicina, UFU).

Nesta pesquisa nds estamos buscando saber mais sobre o porqué do seu intestino estar inflamado. Esta
inflamacdo pode ser causada por alteracdo nos genes relacionados ao funcionamento do seu sistema
de defesa. E se conseguirmos descobrir onde esta estas alteracdes e o que elas causam no seu corpo
podemos escolher a melhor forma de tratar se controlar sua doenga.

O Termo de Assentimento sera obtido pelo médico colaborador :

durante a sua consulta de rotina com gastroenterologista, apds vocé receber explicacbes sobre a
pesquisa e aceitar participar. \Vocé tera tempo suficiente para decidir se concorda ou ndo em participar
da pesquisa.

Na sua participacdo, vocé sera submetido a coleta de saliva. Para tanto, basta cuspir no tubo que seu
médico vai te mostrar. Este material serd enviado para um laboratério que ficard responsavel por
extrair seu material genético e analisa-lo, com uso de tecnologias proprias para isso. Este laboratorio
ndo fica no Brasil, fica nos Estados Unidos, mais precisamente na Califérnia e se chama INVITAE.
Esta empresa pegara sua saliva para fazer um teste genético que vai tentar identificar se tem alteracéo
na estrutura do seu gene que pode estar te causando algum mal. Este resultado vai ser disponibilizado
no computador para acesso pelos pesquisadores principais desta pesquisa que sdo Dr. Gesmar
Rodrigues Segundo e Dra. Tatyana Borges da Cunha Kock.

Além deste teste, serdo feitos exames de sangue para avaliagdo do seu sistema de defesa que j& fazem
parte da rotina de exames para sua doenca. As informacGes sobre sua doenca serdo coletadas do seu
prontuario e serdo utilizadas para fins apenas da pesquisa.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda
assim a sua identidade serd preservada. O pesquisador se compromete a divulgar os resultados da
pesquisa, de forma que vocé possa ter acesso e, se for da sua vontade, também poderemos fornecer os
resultados dos exames para 0 médico que te acompanha.

Vocé ndo terd nenhum gasto nem ganho financeiro por participar na pesquisa.

Havendo algum dano decorrente da pesquisa, vocé tera direito a solicitar indenizacdo através
das vias judiciais (Codigo Civil, Lei 10.406/2002, Artigos 927 a 954 e Resolucdo CNS n° 510 de
2016, Artigo 19).

Os riscos consistem na possibilidade de identificad-lo, o que sera evitado utilizando um co6digo

numérico para sua identificacdo, ndo serd utilizado seu nome, nem imagens. O risco na coleta da
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saliva é minimo por se tratar de um procedimento simples que ndo faz uso de agulhas e sera realizado
por um profissional capacitado, utilizando medidas de protecdo contra a COVID-19, incluindo
higienizacdo das mdos com alcool a 70%, uso de méascaras e luvas. Os beneficios serdo o retorno dos
resultados dos exames, incluindo o teste genético, para vocé e para os médicos gque te acompanham, 0
gue podera contribuir para escolha do melhor tratamento para sua doenca.

Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer prejuizo ou
coacdo. Até o momento da divulgacdo dos resultados, vocé também é livre para solicitar a retirada dos
seus dados da pesquisa. Mesmo seu responsavel legal tendo consentido, vocé ndo é obrigado a
participar da pesquisa se ndo quiser.

Uma via original deste Termo de Assentimento ficara com vocé.

Em caso de qualquer davida ou reclamacdo a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com
a pesquisadora responsavel: Tatyana Borges da Cunha Kock, Docente do Departamento de Pediatria,
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlandia que fica no Enderego: Avenida
Para, Bloco 2H, sala 02, Campos Umuarama, através dos telefones: (34) 99196-6002 ou (34) 3225-
8623.

Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres
Humanos na Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121,
bloco A, sala 224, campus Santa Monica — Uberlandia/M, G, 38408-100; telefone: 34-3239-4131. O
CEP é um colegiado independente criado para defender os interesses dos participantes das pesquisas
em sua integridade e dignidade e para contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro de

padrdes éticos conforme resolugdes do Conselho Nacional de Sadde.

Uberlandia, ....... de .o, de 20.......

Assinatura do(s) pesquisador(es)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa
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ANEXO | - PAINEL GENETICO ElI

Primary Panel (427 genes)

ACD, ACP5, ACTB, ADA, ADAZ, ADAMI7, ADAR, ADGRE2, AICDA, AIRE, AK2, ALGS, ALPK]
AMGPT], AMKZF1, AP3B1, AP3D1, ARHGEFT, ARPCTE, ASAH1. ATM, ATPEAPT B2M, BACHZ,
BCLIO, BCLITE, BLM, BLME, BLOC153, BLOC156, BTK, C17ORFE2, C1QA, C1GB, C1GC, C15,
€2 €3, €5, Cé, C7, CBA, C8B, C9, CARD11, CARD14 CARDE, CARDS, CARMILZ, CASPIO,
CASPB, CBL CCBE1, CD19, CD247, CD27, CD3D, CD3E, CD3G, CD40, CD4O0LG, CD46, CDSS,
CD59, CD79A, CD79B, CDA1, CDBA, CDCA42, CDCAT, CEBPE, CFB. CFD, CFH, CFI, CFP, CHD?,
CIB1, CITA, CLENZ, CLPB, COL7A1, COPA, CORD1 A, CR2, CSF2RA, CSF2RB, CSFIR, CTCT,
CTLad, CTP3Y, CT3C, CRCRZ, CXCR4, CYBA, CYBB, CYF27A1, DERY, DLLREIC, DDX5E, DEFS,
DGATI, DIAPHT, DECT, DMAJICZY, DMASETLS, DMNASED, DMNMTIB, DOCKED, DOCKS, DSGI,
DTHEP1, DUQKD, EFLY, EIF2AK], ELAME, EPGS, ERBIM, ERCCZ, ERCC I, ERCCAL2, EXTLY, FADD,
FANCA, FAMNCE, FANCE, FANCE, FANCI, FANCL, FAS, FASLG, FAT4, FCHC, FERMTY, FERMTA,
FRIP, FOXI3, FOXM Y, FORPI, FPRY, GaPC, GAPCT, GEFD, GATAL, GATAZ, GFIN, GIMST,
GTF2EZ, GTFIHS, GULCYIC, HAKT, HELLS:, HMQKT, HPS1, HPS3, HPS4, HPSS, HR2E, HTRAZ,
HYQWUT, ICOS, ICQSUE, IFIHT, IFMART, IFMARZ, IFMNGRY, IFMNGR2, IGLLY, IKBEE, IKZFI, IL1Q,
ILTORA, ILVORE, ILY2E, ILVZRED, ILV2REZ, ILVTE ILVTRA, ILVTRC, ILVABP, ILTRM, IL2Y, IL2VR, IL236
IL2RA, IL2RE, ILZRG, IL3&RM, ILER, IL&3T, ILFR, IR&AKA, IRFIBFZ, IRFS, IRF7, IRF3, IRFS, 153135,
ITCH, ITEaM, ITGR2, ITK, JAGHT, JAKT, JAK3, KATA&A, KDMSA, KMTIA, KMT2D, LAMTCRI, LAT
LK, LCT, IH31, LG4, UPA, LFIMZ, LREA, LRRCEA, LYM, LYST, MADIL2, MAGTY, MALTI,
MAFIKT 4, MOMA, MEFY, MELT, MOHGS, MPLEIR, 83481, MSH, MTHFDT, MYE, MYDEE,
MYDISE, MYSMT, MBAS, NBM, NCF2, MCF4, MCEAPTL, NCSTH, MEURDG3, MFATS, MFE2L2,
NFKB1, NFKB2, NFKBIA, MHEI1, NHP2, MIRCA, MLRPT, NLRP12, NLRP3, NGD2, NOPIO,
NSMCE, DAS1, ORAIT, OSTMI, OTULIN, PARN, PAX1, PEPD, PGM3, PIKICD, PIKIR1, PLCG2,
PLVAP, PMAM2, PNLIP, BNP, POLAT, POLD1, POLD2, POLE, POLE2, POLRIA, POLRIF, POMP, PRET,
PRKCD, PRKDC, PSENEMN, PSMAS, PSMB4, PSMBA, PSMG2, PSTRIP1, PTPRC, RABZTA, RAC2,
RAG1, RAGZ, RAMBP2, RASGRP1, RECK1, REL RELA, RELB, RFWD3, RFXS, RFCANK, RFXAR
RHCH, RIFE 1, RMRP. RMASEH2A, RHASEHZE, RMASEHZC, RMWFT 134, BMF148, RMF21,
RMU4ATAC, RORC, RPSA, RTELT, SAMD®, SAMDOL, SAMHD1, SARIB, S5C0O2, SECA1AT,
SEMAJE, SERPIMNGT, SGPLT, SH2D A, SHEBP2, SHIKBPT, 5, SIAE, SKEIVIL SLC10AZ, SUC26A3,
SLC2OA3, SICISCT, SICI7A4, SLCIOAT, SIC4EA1, SICSTB, SICSAT, SICTA7, SLCPAZ, SLK4,
SMARCALT, SMARCDZ, SMX10, SP110, SPINKS, SPIMT2, SPPL2A, SRS, SRPT2, STATI, STATZ,

STAT3, STAT4, STATSB, STIM1, STK4, STMT, STKI1, 5TX3, STHBP2, TAOK2, TAP1, TAP2, TAPBP,
TaZ, TBX1, TCF3, TCIRG 1, TCN2, TERC, TERT, TFRC, TGFBI1, TGFBR1, TGFBR2, THRD, TICAMI,
TIMMS0, TINF2, TLR3, TLR?, TMCS, TMCE, TMEM 173, TMPRSS15, TNFAIP3, TMFRSF11A,
TMFRSF] 3B, THFRSF 3C, TMFRSF1 A, THERSFES, TMNFRSFEB, TMFRSFD, TMESFY 1, TMFSF12, TONSL,
TOP2B, TP&3, TPP2, TRAF3, TRAFIIP2, TREX1, TRNT1, TTC37, TICTA, TYK2, UNC13D, UNC4S5A,
UMCRIBT, UNG, USBT, VAV, VPS138, VPS45, WAS, WDR1, WIPF1, WHNT28, WRAPSI, KI&P,
ZAP70, ZBTB24, ZCCHCE, INF341



ANEXO Il - DECLARACAO COMPROMISSO INVITAE

Letter of Commitrnent of INVITAE Laboratory to Brazilian COMEP [National Research Ethics Commission)

The INVITAE laboratory will be responsible for receiving, extracting the DNA and sequencing the
saliva samples from the participants of the research entitled “Clinical-molecular characterization of
inflammatory bowel disease in children and adolescents®, through a partnership signed with between
the researchers and the leffrey Institution Modell Foundation (IMF), a non-profit funding agency for
research on Prirmary Immunodeficiencies.

The samples collection is under the responsibility of the main researchers Gesmar Rodrigues
Segundo and Tatyana Borges da Cunha Kock, who must collect the samples in kits already standardized
provided by the laboratory (Oragens DMNA DGEST5, 2 units per patient]. Saliva samples must be properly
identified with the patient's name and surname and date of birth and alphanumeric code to allow easy
lxcation of the genetic test result. Samples must be storad at room temperature until dispatch. I1ts
tramsport will be carried out in partnership with DHL, following all the legislation regarding the transport
of biological material. The INVITAE laboratory assumes to receive the saliva samplas and process the
DMA to carry out & genetic panel of primary immunodeficiencies that includes 406 genes using MEXT
GEMERATION SEQUEMCING [MGS) technology and to wse all material exclusively for this penetic test. If
there is leftover material, disposal will be carried out, so that this biological material will not be used for
other purposes or for other future research. The laboratory INVITAE accepts to respect Brazilian
legislation, so that this biclogical material will not be patented or used for commercial purposes.

Finally, the results of these genetic tests will be stored on a specific platform and will be shared
only with the responsible researchers accessing this platform. Their indiwiduality and data
confidentiality being protected through alphanumeric coding. If the patient wants to have access to
these data, he must reguest the researcher at any time.

Sinceraly

Licia Britbo
Sales Lead Latin Ammerica, Invitae Corporation
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ANEXO Ill - PARECER APROVACAO CONEP

COMISSAO NACIONAL DE Plataforma
ETICA EM PESQUISA %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGAO CLINICO-MOLECULAR DAS DOENGAS INFLAMATORIAS
INTESTINAIS DE INICIO PRECOCE NA INFANCIA E ADOLESCENCIA

Pesquisador: Gesmar Rodrigues Silva Segundo

Area Tematica: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biolégico
humano para obtencdo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperagdo com o Governo Brasileiro;);

Versao: 5

CAAE: 45623019.9.1001.5152

Instituigcdao Proponente: Universidade Federal de Uberlandia/ UFU/ MG
Patrocinador Principal: Jeffrey Modell Foundation

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.317.394

Apresentagao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacado dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_1429438.pdf, de 08/03/2022).

INTRODUGAO

A Doenca Inflamatdria Intestinal (DIl) e uma doenga complexa, de etiologia multifatorial, caracterizada por
inflamagao croénica do intestino. Representa um grupo heterogéneo com uma grande variedade de
manifestagdes fenotipicas1. A DIl classica inclui trés grupos principais: Doenca de Crohn (DC), Retocolite
Ulcerativa (RCU) e Colite Indeterminada (Cl). Entretanto, existe uma infinidade de apresentagdes clinicas
entre estes. O pico de incidéncia esta entre 20-30 anos na DC e 30-40 anos na RCU.2 Na sua forma
classica, os sintomas incluem dor abdominal, diarréia, sangue nas fezes, febre, vomitos, anemia e perda de
peso. Ainda nédo se pode falar em cura, mas o uso de corticosteréides ou imunossupressores pode reduzir a
inflamacéo, o manejo dietético pode reduzir os gatilhos relacionados ao ambiente e, em casos mais severos,
a cirurgia pode ser necessaria para remover partes mais comprometidas do intestino.2,3 Em cerca de 20 a
25% dos pacientes com DIl tem seu diagnéstico inicial antes dos 18 anos de idade.4,5 Para este grupo, pela

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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Classificagdo de Montreal foi dada a denominagao de DIl Pediatrica. Posteriormente, a Classificagdo de
Paris inclui um subgrupo representado pelos menores de 10 anos (DIl de inicio precoce) que pode
corresponder a cerca de 4 a 10% dos casos pediatricos. Entre os menores de 10 anos, incluem as formas
neonatal (até 28 dias), infantil (< 2 anos) e a de inicio muito precoce (< 6 anos). A abreviagdo VEOIBD para
a DIl de inicio muito precoce vem do termo em inglés very early onset inflammatory bowel disease. Em
menos de 1% foram diagnosticados com < 2 anos de vida (Forma infantil).5 Esta classificagdo faz sentido
quando se observa que a DIl presente em criangas menores se comporta de forma diferente dos
adolescentes e adultos5. A DIl pediatrica apresenta pouco envolvimento ileal, com predominio colonico,
muitas vezes se manifestando como uma pancolite. Além disso, apresenta baixa resposta ao tratamento
convencional, aumentando a chance de necessidade de terapias bioldgicas e intervengées cirurgicas. No
grupo de inicio muito precoce (VEOIBD) chama atencdo a presenc¢a de DIl na sua forma monogénica,
sobretudo, nos menores de 2 anos de idade. Por outro lado, em criangas em torno dos 7 anos aumenta a
frequéncia de pacientes com DIl convencional, poligénica, frequentemente DC. Aproximadamente 1/5 das
criangas com DIl antes dos 6 anos e 1/3 dos menores de 3 anos sdo diagnosticados com Cl refletindo a
auséncia de um fendtipo refinado para caracterizar estes pacientes com VEOIBD.5Neste grupo de inicio
precoce (EOIBD) e muito precoce (VEOIBD), o envolvimento monogénico tem sido relatado em cerca de 1%
dos pacientes com menos de 6 anos de idade. Nos grandes centros, esta prevaléncia pode chegar a 31%. A
doenga monogénica parece ter comportamento diferente, com curso clinico mais severo, comprometimento
mais extenso e pior resposta ao tratamento convencional. 2,5,6,7,8 Estes pacientes podem necessitar do
uso combinado de imunossupressores e agentes biolégicos e mesmo cirurgia precocemente.6,8,9 Em 2
anos de evolugdo, 39% tem aumento da extensdo da doenga e progressado para doenga estenosante pode
ser vista em 24% das criangas em menos de 4 anos.2,8 Na RCU, o envolvimento de todo o célon esta
presente em 82% dos casos. O déficit ponderoestatural é observado com freqiiéncia.8 A etiologia da DII
esta relacionada a fatores genéticos e ambientais, tanto quanto, ao microbioma intestinal.7 O sistema imune
do intestino tem um papel fundamental na formacdo de uma resposta adequada para patégenos
prejudiciais, assim como esta diretamente relacionado a indugéo de tolerancia a particulas alimentares e a
flora comensal. Desta forma, podemos definir a DIl como uma desordem complexa associada a uma
resposta anormal do sistema imune a fatores ambientais em individuos geneticamente predispostos.10
Individuos com desordens monogénicas podem desenvolver problemas como imunodeficiéncia com
impactos nas opc¢des de tratamento e talvez com necessidade de menos tratamentos mais agressivos e
mais linhas terapéuticas
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direcionadas ao defeito subjacente11. Além disso, sabemos que a DIl de inicio muito precoce (VEOIBD) tem
associagdo com imunodeficiéncias primarias, na sua forma monogénica.9,12 Atualmente, é dificil identificar
criangas com erros inatos do metabolismo que se apresentam com DIl daquelas criangas que tém uma
heranca mais tipica poligénica com um inicio mais precoce da doenga.10 As manifestagdes gastrointestinais
nas Imunodeficiéncias Primarias incluem doenca inflamatéria, complicagdes infecciosas, diarréia crénica e
doencas estruturais/oncologicas.12 A prevaléncia do envolvimento do trato gastrointestinal em pacientes
com imunodeficiéncias primarias pode chegar a > 50%, sendo a Dll-like a principal apresentacao.13 Esta
pode estar presente desde o periodo neonatal até adolescentes e pode ser clinicamente indistinguivel da DII
-classica. Ja se sabe que pacientes com imunodeficiéncia primaria como Imunodeficiéncia Variavel Comum,
Sindrome de Wiskott -Aldrich e Doencga granulomatosa podem se apresentar com VEOIBD.11 Neste grupo,
os defeitos genéticos parecem alterar a homeostase do sistema imune intestinal por mecanismos diversos,
representados por varios defeitos do sistema imune adaptativo e inato que inclui alteragédo da ativagao das
células T e B, defeitos das células fagociticas, desordens hiper ou auto inflamatdrias, defeitos na regulagdao
imune ou na barreira epitelial.11,12,13 A desordem nédo esta presente ao nascimento e o fenétipo total
desenvolve ao longo do tempo12. A fragdo de pacientes com caracteristica monogénica pode variar
dependendo da idade de inicio. Em centros terciarios pode corresponder até 31% das criangas com forma
infantil da DII.13 E embora as desordens mendelianas sejam mais freqlientes nas criangas com inicio muito
precoce, ndo é exclusivo desta faixaetaria14. Diante disto, torna-se importante o uso de novas estratégias
para reconhecimento da patologia molecular da DIl. Na estratégia classica, o diagnéstico da DIl pediatrica
comeca com uma histéria clinica e familiar detalhada, um exame fisico completo e exames complementar
como exames de imagem e endoscépicos. Atualmente, diante da possibilidade de DIl infantil ou VEOIBD
deve-se adotar uma estratégia para investigagdo de desordens do sistema imune.15 Os critérios para
investigacao de erros inatos do metabolismo ja estdo bem estabelecidos e incluem DIl de inicio precoce (
menor que 6 anos) e menor que 2 anos (muito precoce), presenga de histéria familiar de VEOIBD,
consanguinidade, alteragdes de imunodeficiéncia na familia ou sinais de alarme para IDP, doencgas auto-
imunes, anormalidades cutaneas (eczema congénito), manifestagcdes graves iniciais (fistulas perianais) e
alteragdes nas linhagens de linfécitos ou plaquetas e diminuicdo de imunoglobulinas e refratariedade a
terapia padrédo da DI1.15,16 Neste grupo de pacientes se recomenda verificar se ha normalidade no numero
de células no hemograma completo, fenotipagem dos linfécitos, imunoglobulinas A,G,M,E, funcédo dos
polimorfonucleares, e muito mais, dependendo de cada apresentacgdo clinica. O

Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 03 de 27

92



COMISSAO NACIONAL DE -~ Plataforma
ETICA EM PESQUISA \c%«vl

Continuagdo do Parecer: 5.317.394

screnning genético e realizado em alguns casos nos quais se suspeita do envolvimento de determinadas
variantes geneticas.14,15,17 Mas esta estratégia ndo distingue as formas poligénicas convencionais das
formas monogénicas.17 Uma alternativa utilizou a combinagédo de marcadores sorolégicos, inflamatérios e
genéticos e demonstrou a superioridade desta combinagéo no diagnéstico da DIl e diferenciagéo entre “DlII
like”, DC e RCU1.18 Novas estratégias incluem screening genético precoce para identificagdo de variantes
génicas com uma avaliagao funcional posterior, sobretudo para os VEOIBD. Os avangos na investigacao da
doenca inflamatéria intestinal de inicio muito precoce (VEO -IBD) reforgam o sequenciamento genético como
uma importante arma diagnostica, sobretudo, em criangas com fenétipos severos da doenca.19 Os estudos
relacionados com sequenciamento genético (GWAS) ja identificaram mais de 230 lécus relacionados com a
DIl.19,20 Nestes estudos foi observado forte envolvimento da regido HLA, reforgando a atuagdo das células
T na fisiopatologia da DIl. Posteriormente, variantes génicas associadas a produgéo de citocinas e a
autofagia foram identificadas.10,20 O forte componente genético, especialmente na DC, se reflete na
grande incidéncia em grupos familiares, com uma concordancia de 35% em gémeos monozigéticos.21
Ainda assim, para a maioria destas regides génicas, os genes ou variantes génicas associadas a doenca
ainda permanecem desconhecidas. Em meados de 2000, através de uma tecnologia, New Generation
Sequencing (NGS), foi possivel sequenciar o genoma humano de forma rapida e com baixo custo.21,23
Posteriormente, esta tecnologia possibilitou também o sequenciamento de regides de interesse, permitindo
a confecgédo de painéis genéticos para varias doengas auto-imunes, incluindo a DI1.21,22,23 Posteriormente,
o sequenciamento genético de regides de proteinas codificadoras (exoma) do genoma humano se tornou o
método mais utilizado, especialmente para doengas monogénicas.20,21,22 Atualmente, estas tecnologias
tem se mostrado razoavelmente acessiveis comparado com o custo elevado das complicagcdes e
hospitalizagées.10,17,20,21 Desta forma, o empenho para identificagdo de potenciais defeitos imunes, bem
como envolvimento monogénico, representa uma parte importante do acompanhamento clinico destas
criangas.23,24,25.

HIPOTESE
Em criangas com doencga inflamatdria de inicio muito precoce, pode haver a presenca de erros inatos do

sistema imune que lhes confere uma apresentagéo atipica.

METODOLOGIA
Sera avaliada amostra da populagéo pediatrica, entre 0 a 18 anos, com diagnostico de DIl de inicio
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precoce, por meios convencionais. O estudo tera a participacdo de Instituicdes Federais, Estaduais e
Particulares que possuem Servigo de Gastroenterologia Pediatrica que atendam criangas com DII. O centro
coordenador sera a Universidade Federal de Uberlandia e as InstituicGes convidadas serdo: Universidade de
Campinas (UNICAMP), Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), Faculdade de Medicina do ABC, Universidade de Brasilia (UnB) e Universidade Federal do Parana
(UFPR). Todas seguirdo o mesmo protocolo de pesquisa. A amostra sera de conveniéncia, por se tratar de
doenca rara, sem estudos populacionais de prevaléncia e incidéncia, dispensando calculo amostral. A
escolha do numero amostral baseou na somatéria da estimativa do niumero de pacientes com critérios para
inclusdo no estudo, de cada centro. Os pacientes serdo recrutados durante consulta de rotina com
gastroenterologista pediatrico, no periodo de 10/07 a 16/09 de 2021. Durante a consulta o médico fara
orientagdes sobre o estudo e sobre a participagdo da crianga. Uma vez demonstrado o interesse, o termo de
consentimento devera ser assinado pelo responsavel legal na presenga do médico assistente. Para os
pacientes entre 12 e 18 anos, também devera ser obtido termo de assentimento pelo menor. A coleta dos
dados clinicos sera realizada por ficha cadastral confeccionada pelo pesquisador e serdo coletados a partir
do prontuario do paciente pelo médico responsavel. Para avaliagéo da atividade da doenga sera utilizado o
indice Pediatrico de Atividade da Doenca de Crohn e da Retocolite Ulcerativa.16 A caracterizagdo clinica da
DIl sera feita conforme a Classificagdo de Paris.16 Para selecdo dos participantes serdo recrutadas criancas
em acompanhamento na Instituicdo preponente e instituicdes convidadas. Uma vez manifestado interesse
em participar e apés obtencdo do termo, serdo colhidas amostras de salivas por meio de swab oral, para
realizagdo dos testes genéticos, por membro da equipe executora de cada instituicdo. A coleta sera feita
com todos os cuidados para prevengao de contaminagdo pelo novo coronavirus incluindo higienizagao das
maos, uso de luvas e mascaras. Os swabs com as amostras de salivas serdo acondicionados em tubos de
plastico com dispositivo de fechamento seguro e a prova de vazamento. Estes tubos serdo etiquetados
como espécime humano isento de risco contendo o cédigo do paciente em questdo. Os tubos serdo
armazenados em temperatura ambiente e imediatamente enviados a Instituicdo Preponente por correio. O
Centro Coordenador devera receber as amostras, armazena-las até seu envio para o exterior, em até 5 dias,
via sedex. A escolha pela amostra de saliva se deu pela sua estabilidade. O sequenciamento genético sera
realizado pela empresa que presta servigo para a agéncia de fomento financiadora da pesquisa. A empresa
se chama INVITAE, tem sede em Sao Francisco-California, ndo havendo nenhuma relagéo direta com os
pesquisadores. Para extragcdo do DNA e realizagdo do sequenciamento genético
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cera___ 2 utilizada plataforma de NGS tipo alvo, via plataforma ILUMINA. O material biolégico sera
transportado seguindo normas da ANVISA e de acordo com padrdo ONU/IATA, conforme Declaragdo de
Manuseio do Material Biolégico anexada.29 Todo material sera utilizado para realizagdo do teste genético,
especificamente para esta pesquisa, ndo havendo retencdo de material. Nenhuma amostra sera destinada
para pesquisas futuras conforme declaragdo anexada. Exames de triagem imunoldgica, por fazerem parte
da rotina de investigagdo DIl de inicio precoce, incluindo dosagem sérica de imunoglobulinas (IgM, IgG, IgE
e IGA), fenotipagem linfocitaria (CD3, CD4, CD8) e viragem anticérpica (rubéola ou tétano vacinal), serdo
realizados na Instituicdo de origem e resultados serao compartilhados.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Para inclusédo no estudo, os participantes deverdo ter de 0 a 18 anos de idade, de ambos os sexos,
diagndstico de DIl pelos métodos convencionais e inicio dos sintomas antes dos 6 anos de idade. O
diagndstico de DIl devera ser feito por critérios clinicos, laboratoriais, endoscépicos e radiolégicos. Serao
admitidas criangas com diagnéstico de Doencga de Crohn, Retocolite Ulcerativa e Colite Indeterminada.

CRITERIO DE EXCLUSAO
N&o serdo incluidas criangas com diagnostico de DIl com inicio dos sintomas apés os 6 anos de idade e
cujo diagnostico de DIl ndo tenha sido estabelecido por meio de exames laboratoriais e endoscopicos.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO
Realizar o estudo genético por Next Generation seqlencie (NGS) de pacientes com diagnostico de doenca
inflamatdria intestinal de inicio precoce e estudar a correlagdo das mesmas com erros inatos do sistema

imune.

OBJETIVO SECUNDARIO
Realizar o estudo genético por Next Generation sequence (NGS) de pacientes com diagnostico de doenca
inflamatdria intestinal de inicio precoce e estudar a correlagdo das mesmas com erros inatos do sistema

imune.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

O risco de identificacdo do paciente sera minimizado definindo cédigos numéricos para cada paciente
incluido no estudo. Este cddigo sera utilizado para identificagdo dos dados clinicos, amostra biologia e
resultado de exames. O risco de acidente biolégico na coleta da amostra € minimo por ser saliva e ndo
necessitar da utilizagdo de meios de punctura e/ou materiais cortantes. De qualquer forma, a coleta devera
ser feita por profissional capacitado e utilizando os materiais de prote¢ado individual e medidas de prevencao
da COVID-19 como limpeza das maos com alcool 70%, uso de mascaras e luvas. A amostra biolégica sera
acondicionada em tubo plastico com dispositivo de fechamento seguro, para minimizar o risco com acidente
com material biolégico.

BENEFICIOS

As instituicdes participantes receberéo o retorno das analises genéticas de seus pacientes, podendo decidir
sobre o manejo mais adequado e acompanhamento dos pacientes. Desta forma, os pacientes poderdo se
beneficiar de uma escolha terapéutica mais adequada e efetiva.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Resumo: Estudo Transversal para avaliagdo da prevaléncia de erros inatos do sistema imune em criangas
com diagnéstico por meios convencionais de doencga inflamatéria intestinal cujos sintomas iniciaram antes
dos 6 anos de idade (inicio precoce). A identificagcdo dos erros inatos do sistema imune sera feita através da
realizacdo de estudo genético por Next Generation Sequence (NGS), que identifica os possiveis genes e
variantes génicas associadas. Em seguida, faremos um estudo descritivo de caracterizagdo do
comportamento e evolugdo clinica da doenga nestas criangas. cera___ 2 avaliada amostra da populagédo
pediatrica, entre 0 a 18 anos, os pacientes serdo recrutados durante consulta de rotina com
gastroenterologista pediatrico, no periodo de 10/07 a 16/09 de 2021. Serado colhidas amostras de salivas por
meio de swab oral, para realizagdo dos testes genéticos, por membro da equipe executora de cada
instituicdo o Centro Coordenador devera receber as amostras, armazena-las até seu envio para o exterior.
Carater académico, Projeto de pesquisa apresentado a Universidade Federal de Uberlandia, como pré
requisito para o Titulo de Bacharel em Doutor em Ciéncias da Saude, da Faculdade de Medicina (FAMED).

Patrocinador (es): Jeffrey Modell Foundation
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Numero de participantes incluidos no estudo: 50 participantes.
Participardo os seguintes centros de pesquisa no Brasil:

Nome/Orgao/Unidade: Faculdade de Medicina da UFMG
Nome do Responsavel: Maria do Carmo Barros de Melo
CPF do Responsavel: 52477924672

Nome/Orgao/Unidade: DISTRITO FEDERAL SECRETARIA DE SAUDE
CNPJ: 00.394.700/0005-31

Nome do Responsavel: Elisa de Carvalho

CPF do Responsavel: 24765503100

Nome/Orgao/Unidade: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFJF
CNPJ: 21.195.755/0002-40

Nome do Responsavel: Lucélia Paula Cabral Schmidt

CPF do Responsavel: 02833812647

Nome/Orgao/Unidade: Hospital de Clinicas — UNICAMP
Nome do Responsavel: ELIZETE APARECIDA LOMAZI|
CPF do Responsavel: 05435895871

Havera armazenamento de amostras em banco de material biolégico na cidade de Sao Francisco - EUA. O
laboratério central, para onde as amostras serdo enviadas

Previs&o de inicio do estudo: 12/07/2021

Previsao de encerramento do estudo: 14/08/2023.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Andlise das respostas ao Parecer Consubstanciado n° 5.188.541, emitido pela CONEP em 28/12/2021:

1. Quanto a folha de rosto referente ao arquivo "folharostoatualizada.pdf", postado na Plataforma Brasil em
16/06/2021: Os campos "PATROCINADOR PRINCIPAL” da folha de rosto nao estao
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preenchidos. Salienta se que esse documento deve ter os campos preenchidos, datados e assinados, com
identificacdo dos signatarios. As informagdes prestadas devem ser compativeis com as do protocolo.
Quando o patrocinador for agéncia de fomento néo precisa de assinatura. (Norma Operacional CNS n° 001
de 2013, item 3.3.a). Solicita-se o envio do documento devidamente preenchido.

RESPOSTA: Segundo as orientagdes contidas no Cartilha de orientagdo para submissdo de projetos
disponivel no link Microsoft Word - Cartilha 2016_versao_4 (ufu.br), item 3, letra g) acerca do campo
“Financiamento” refere como “Institucional Secundario”, quando o apoio financeiro ndo configura um
contrato de patrocinio. Além disso, coloca que agéncias de fomento a pesquisa ndo sado tidas como
patrocinadoras de pesquisa. A Instituicdo em questdo a Jeffrey Modell Foundation é uma fundacéao de
fomento a pesquisa, logo ndo ha necessidade de assinatura como foi destacado acima, por esta razdo nao
consta assinatura neste campo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao PROJETO DETALHADO - referente ao arquivo "PROJETOCEPNOVO.doc", gerado na
Plataforma Brasil em 30/05/2021:

2.1. Solicita-se que a metodologia do protocolo seja apresentada de forma clara, detalhada e ordenada, em
especial os métodos que afetam os participantes da pesquisa. Cumpre ressaltar que, conforme previsto na
Resolugcdo CNS n° 466 de 2012, item Ill.2.e, a pesquisa envolvendo seres humanos devera utilizar métodos
adequados para responder as questdes estudadas, especificando-os, seja em pesquisas quantitativas,
qualitativas ou quali-quantitativas.

RESPOSTA: O item 8.9 referente a Metodologia de Analise dos Dados no Projeto detalhado foi reescrito de
forma a detalhar a andlise dos dados e os respectivos instrumentos a serem utilizados. Também foi corrigido
na plataforma.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2. Solicita-se apresentar critérios de inclusédo e exclusdo do estudo, bem como um plano de recrutamento
dos participantes, conforme previsto pela Norma Operacional CNS n° 001 de 2013, itens 3.4.8 e 3.4.11.
RESPOSTA: Os critérios de inclusdo e exclusdo ja estavam detalhados na Projeto Detalhado e na
Plataforma, apenas foi reescrito em forma de itens numerados para ficar mais claro.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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2.3. E necessario que constem no Projeto Detalhado os métodos que afetem diretamente ou indiretamente
os participantes da pesquisa e que possam, de fato, ser significativos para a analise ética. Diante do
exposto, solicitam-se esclarecimentos sobre como podera ser realizada a cooperagéo técnico-cientifica com
laboratérios de pesquisa internacionais, como por exemplo, que partes do estudo possivelmente poderdao
ser realizadas mediante cooperacéo internacional, quais as amostras estardo envolvidas nesse processo, se
havera previsdo de envio de material para o exterior, e se havera acordo financeiro
(patrocinio/financiamento) por parte dos laboratérios de pesquisa internacionais, entre outros (Norma
Operacional CNS n° 001 de 2013, item 3.4.1.8).

RESPOSTA: o item 8.4 foi reescrito para contemplar estas observagdes, sobretudo nos itens 8.4.4 e 8.4.5.
La esta devidamente explicado que a empresa que fara a analise genética € uma empresa parceira da
Fundacao de Fomento a pesquisa Jeffrey Modell Foundation a qual foi submetido este projeto de pesquisa e
aceito, sendo contemplado com uma bolsa com valor especifico para ser utilizado pelos pesquisadores para
realizagdo dos testes genéticos. A escolha pela empresa INVITAE foi direcionada pela Fundagao JMF pela
parceria estabelecida com esta, sem que exista ligacdo direta desta empresa com os pesquisadores. A
cooperagao aqui & entre a Fundagcado JMF e os pesquisadores para operacionalizagdo da pesquisa em
questdo, através dos recursos financeiros destinados através da bolsa no valor estabelecido em carta
anexada neste projeto. Os testes genéticos serdo custeados por esta bolsa. Cabe a empresa INVITAE
apenas receber as amostras de saliva, fazer as analises genéticas e disponibiliza-las na PLATAFORMA
ILUMINA, plataforma utilizada para langar os resultados das analises genéticas. O acesso a estes
resultados sera feito apenas pelos pesquisadores responsaveis que terdo login e senha disponibilizados.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.4. Solicita-se adequacgéo do protocolo de pesquisa conforme disposto na Resolugdo CNS n° 441 de 2011
e na Portaria MS n° 2201 de 2011 e Norma Operacional 01 de 2013.

RESPOSTA: Como as amostras de saliva coletadas serdo enviadas assim que forem recebidas pelo Centro
Coordenador, para realizagao dos testes genéticos, ndo havera armazenamento de amostras em banco de
amostras. Logo, entendemos que ndo serdo formados biobancos e nem biorepositérios, por isso ndo foram
encaminhados documentos pertinentes. Encaminhamos apenas a declaragdo de que as amostras serdo
destinadas exclusivamente para esta pesquisa cujo arquivo esta identificado como
DECLARACAODENAORETENCAOAMOSTRAS conforme nos foi solicitado pelo CEP.
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ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Conforme a Resolugdo CNS n° 441 de 2011, Artigo 1°, item 1.11, a
descrigdo de Biorrepositério é: "colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado ao longo da
execucdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e
operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins
comerciais”. Apesar do tempo de armazenamento ser o minimo possivel, o Sistema CEP/Conep considera
que havera formagao de biorrepositério no exterior, mesmo que temporario. Portanto, solicita-se encaminhar
os seguintes documentos ou informacgdes: - Regulamento aprovado pela instituicdo depositaria destinado a
constituicdo e ao funcionamento do banco de material biolégico humano. - Condi¢gdes associadas ao
armazenamento de material biolégico humano. - Informagdes sobre o responsavel pelo gerenciamento e
armazenamento do material biolégico no exterior. - Acordo firmado entre as instituicdes participantes,
contemplando formas de operacionalizagdo, compartilhamento e utilizagdo do material biolégico humano
armazenado em Biobanco ou Biorrepositério, inclusive a possibilidade de dissolugéo futura da parceria e a
consequente partilha e destinagdo dos dados e materiais armazenados. - Declaragédo da instituicao
destinataria no exterior com o compromisso de respeitar a legislacao brasileira, em especial a vedagao do
patenteamento e da utilizagdo comercial de material biolégico humano.

RESPOSTA: Segue em anexo carta de compromisso do Laboratério Invitae que sera responsavel pelo
processamento das amostras constando dos itens acima solicitados.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.5. Solicita-se descrever no Projeto detalhado quais FAMILIAS de genes/segmentos de DNA e/ou RNA
serdo analisadas nas amostras biolégicas coletadas para o estudo. O pesquisador podera descrever os
genes estudados de forma agrupada segundo a funcionalidade ou o efeito (exemplo: genes relacionados ao
aparecimento do cancer, inflamagéo, morte celular, resposta ao tratamento etc.) ndo sendo necessario
listalos individualmente, respeitando-se a capacidade de compreenséao do participante de pesquisa (Carta
Circular n°® 041/2015/CONEP/CNS/MS, itens 2.a e 2.b).

RESPOSTA: Consta no item 8.4.5 sobre as analises genéticas. Sera avaliado um painel genético com 407
genes relacionados a erros inatos do sistema imune descritos na tabela 1.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.6. Solicita-se apresentar os critérios de inclusdo e exclusdo do estudo de forma clara e detalhada, bem
como um plano de recrutamento dos participantes, conforme previsto pela Norma
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Operacional CNS n° 001 de 2013, itens 3.4.8 e 3.4.11.

RESPOSTA: Os critérios de inclusdo e exclusdo ja estavam detalhados na Projeto Detalhado e na
Plataforma, apenas foi reescrito em forma de itens numerados para ficar mais claro. O plano de
recrutamento esta descrito na metodologia.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Quanto aos termos de consentimentos livre e esclarecidos — referente aos arquivos "
TCLEmaiores18anos.docx" e “TCLEparamenori18anos.doc”, postados na Plataforma Brasil em 16/06/2021:

3.1. Solicita-se que conste no TCLE que todas as paginas deverao ser rubricadas pelo pesquisador
responsavel/pessoa por ele delegada e pelo participante/responsavel legal (Resolugdo CNS n° 466 de 2012,
item IV.5.d).

RESPOSTA: Acrescentado ao TCLE de forma destacada em vermelho para melhor visualizagao pelo
relator.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.2. Solicita-se que conste neste documento informagéo de que o TCLE é elaborado em DUAS VIAS, que
deverao ser assinadas ao final pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante legal,
assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele delegada (s). Salienta-se que os
campos de assinatura de ambos deverdo estar na mesma pagina (folha) (Resolugdo CNS n° 466 de 2012,
item IV.5.d).

RESPOSTA: Acrescentado ao TCLE de forma destacada em vermelho para melhor visualizagao pelo
relator.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.3. Na pagina 02/02, Ié-se no campo de assinaturas: “Assinatura do(s) pesquisador(es)”. Solicita-se incluir
ao final do TCLE o campo de assinatura DO PESQUISADOR RESPONSAVEL/ pessoa por ele delegada
(Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 1V.5.d).

RESPOSTA: Foi incluido o campo para assinatura do pesquisador responsavel que recebera assinatura do
médico responsavel pelo paciente delegado pelo pesquisador na respectiva Instituicao.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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3.4. Solicita-se que sejam explicitados no TCLE, de forma clara e acessivel ao participante de pesquisa, a
justificativa e os objetivos do estudo, para que, ao decidir tomar parte da pesquisa, ele esteja ciente das
possiveis consequéncias desta decisdo e de sua relevancia no estudo (Resolugdo CNS n° 466 de 2012,
item IV.3.2).

RESPOSTA: Foi reescrito o segundo paragrafo ao TCLE de forma destacada em vermelho para melhor
visualizagao pelo relator.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.5. E necessario descrever no TCLE todos os procedimentos envolvidos na pesquisa, incluindo quais
andlises serdo realizadas e suas respectivas finalidades, em linguagem clara e acessivel a compreensao
leiga. Sendo assim, solicita-se descrever quais biomarcadores serao pesquisados nas amostras biolégicas
coletadas dos participantes, bem como o objetivo de cada andlise (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item
IV.3.a).

RESPOSTA: Acrescentado ao TCLE de forma destacada em vermelho para melhor visualizagdo pelo
relator.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.6. Solicita-se que seja informado no TCLE o volume total de sangue a ser retirado do participante de
pesquisa. Para melhor informar o participante de pesquisa, além de informar a quantidade total de sangue
que sera coletado, solicita-se que o volume total seja acompanhado de outra unidade de medida que possa
facilitar o entendimento, tais como "colher de cha", entre outras (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 11.23).
RESPOSTA: Néo sera coletado sangue do paciente, apenas saliva. Os exames de sangue ao que o estudo
se refere representa exames que ja sao feitos de rotina e serdo enviados apenas os resultados. Foi reescrito
no TCLE esta parte para ficar claro que ndo sera coletado amostra de sangue e enviada para esta equipe
de pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.7. O campo "risco" na Plataforma Brasil é destinado a informar qualquer possibilidade de danos a
dimensao fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer
pesquisa e dela decorrente, isto &, qualquer dano direto/indireto, bem como tardio/imediato, AO
PARTICIPANTE DE PESQUISA e nao a execugdo do estudo. Diante do exposto,
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solicita-se adequar a informacéo referente ao risco ao participante do estudo, no campo "Risco", na Aba 4 -
Detalhamento do Estudo, na Plataforma Brasil (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 11.22).

RESPOSTA: Foi reescrito na Plataforma Brasil e no TCLE de forma mais clara no paragrafo 6.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.8. Solicita-se descrever no TCLE, em linguagem clara e acessivel, os potenciais beneficios relacionados a
participagdo no estudo (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens Ill.1.b e IV.3.b).

RESPOSTA: Foi reescrito no TCLE de forma mais clara no paragrafo 7.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.9. Solicita-se informar ao participante de pesquisa sobre as providéncias e cautelas que serdo
empregadas para evitar e/ou reduzir danos ou riscos, garantindo que danos previsiveis sejam evitados
(Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens IV.3.b e IV.3.c).

RESPOSTA: sera informado.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Solicita-se informar quais as medidas a serem tomadas para
prevenir os riscos relacionados a potencial perda da confidencialidade, uso indevido das amostras e
potencial estigmatizagdo dos participantes de pesquisa.

RESPOSTA: Os termos de consentimentos foram reescritos de forma a ficar mais evidente os possiveis
riscos, destacando-os na forma de itens, sendo incluido as questdes aqui solicitadas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.10. Solicita-se que seja inserida na Plataforma Brasil declaragdo em que o patrocinador do estudo se
responsabilize em manter no estudo os participantes nos quais forem observadas pioras na condi¢édo de
saude. Solicita-se, ademais, a garantia de assisténcia imediata e gratuita, bem como o acompanhamento
que for necessario para estes participantes de pesquisa. (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens I1.3.1 e
11.3.2).

RESPOSTA: Primeiro ndo ha patrocinador do estudo ligado a um servigo de saude especifico ou laboratério
especifico que esteja fazendo o recrutamento de pacientes (como reforgado anteriormente a Jeffrey Mondell
Foundation € uma Fundagdo de Fomento a pesquisa, sem fins lucrativos, e ndo uma patrocinadora). Os
pacientes estdo sendo recrutados por médicos que ja acompanham o paciente e que sédo convidados pelos
pesquisadores, atuando como coparticipadores do estudo. E se trata de pacientes que ja sdo devidamente
acompanhados em
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seus servigos, ndo estando desprovidos de acompanhamento médico ou de tratamento para sua doenca. E
preciso refor¢car que no projeto consta que os centros escolhidos para participagdo no estudo sdo centros
que tem expertise em tratar estes pacientes.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.11. Solicita-se que seja expresso de modo claro e afirmativo no TCLE que, caso necessario, sera
garantido o direito a assisténcia integral e gratuita ao participante, devido a danos decorrentes da
participagéo na pesquisa e pelo tempo que for necessario (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 11.3.1 e
11.3.2).

RESPOSTA: Ja incluido este item em vermelho apés descritos os riscos. Observagédo: O modelo de TCLE
utilizado foi exatamente o que consta no site do CEP da UFU, sendo feita todas as alteragdes sugeridas
pelo CEP e, inclusive, sendo aprovado pelo préprio CEP. Sugiro que as instituicbes CEP e CONEP
padronizem o mesmo modelo no qual seja contemplado todas as especificagdes para evitar o retrabalho.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.12. Solicita-se garantir no TCLE que havera acompanhamento e encaminhamento clinico para os
participantes da pesquisa nos quais forem evidenciados quaisquer problemas de saude nao identificados
previamente (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item IV.3.c).

RESPOSTA: Ja incluido no TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.13. Nao consta a garantia de prestacdo de assisténcia imediata, sem 6nus de qualquer espécie ao
participante da pesquisa, em situagdes em que este dela necessite. Ressalta-se que é de responsabilidade
do pesquisador, do patrocinador do estudo e das instituicdes participantes, a prestagdo de assisténcia
imediata e acompanhamento do participante da pesquisa, conforme item 11.3.1 da Resolugdo CNS n° 466 de
2012. Solicita-se adequagéo.

RESPOSTA: Ja incluido conforme exposto acima na questao 3.12.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.14. Segundo a Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 1l11.2.i, a pesquisa deve prever procedimentos que

assegurem a confidencialidade e a privacidade, a protecdo da imagem e a ndo estigmatizagdo dos
participantes da pesquisa, garantindo a nao utilizagdo das informagdes em prejuizo das
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pessoas e/ou das comunidades, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou de aspectos
econdmico-financeiro. Solicita-se adequacéao.

RESPOSTA: Ja foi esclarecido na descrigdo dos riscos conforme item 3.7.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.15. O TCLE deve assegurar de forma clara e afirmativa o ressarcimento de todos os gastos que o
participante e seu(s) acompanhante(s) terdo em decorréncia da pesquisa. Ressalta-se que a forma como o
patrocinador realizara o repasse dos gastos para o pesquisador ndo é responsabilidade do participante.
Desta forma, ndo é pertinente que o participante deva esperar para ter valores ressarcidos no estudo, uma
vez que o ressarcimento deve ser oferecido sempre que necessario a ele. Sendo assim, solicita-se que o
trecho acima citado seja retirado do TCLE (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 11.21).

RESPOSTA: Retirado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.16. Solicita-se inserir no TCLE a explicitagdo acerca do direito de buscar indenizagdo diante de eventuais
danos decorrentes da pesquisa (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item IV.3.h).

RESPOSTA: Ja consta no TCLE no paragrafo 6.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.17. Solicita-se que seja expresso de forma clara e objetiva no TCLE que o pesquisador e o patrocinador
ndo irdo onerar os planos de saude, o SUS, ou o préprio participante da pesquisa, responsabilizando-se por
todos os gastos relativos aos cuidados de rotina (exames e procedimentos) necessarios apés assinatura do
consentimento livre esclarecido (Resolugdo n° 466 de 2012, item ll.2.0).

RESPOSTA: Incluido no paragrafo 9 do TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.18. Solicita-se que conste de maneira clara e afirmativa no TCLE que o pesquisador responsavel dara
acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico do participante ou ao préprio participante
sempre que solicitado e/ou indicado (Resolugdo CNS n° 251 de 1997, item 111.2.i).

RESPOSTA: Esta escrito no paragrafo 5 do TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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3.19. E um direito do participante de pesquisa ter acesso gratuito as informagées obtidas a partir do seu
material biolégico humano utilizado no estudo, devendo essa garantia constar, obrigatoriamente, no TCLE.
Sendo assim, solicita-se que conste de maneira clara e afirmativa no TCLE que o pesquisador responsavel
dara acesso a TODOS os resultados de exames ao médico do participante ou ao préprio participante
sempre que solicitado e/ou indicado (Resolugdo CNS n° 251 de 1997, item IIl.2.i; Portaria MS n° 2.201 de
2011, Capitulo Ill, Artigo 8°, ltens | e Il).

RESPOSTA: Consta no TCLE conforme ja afirmado no item 3.18.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.20. Solicita-se apresentar o plano de divulgacdo dos resultados da pesquisa de forma a contemplar ndo
apenas os meios cientificos, mas, em especial, politicas publicas que possam ter impactos positivos na
saude dessas comunidades (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens I11.2.1, Ill.2.m e 11l.2.n)

RESPOSTA: Acrescentado ao final do paragrafo 5.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.21. O item 3 da Carta Circular CNS n° 039 de 2011 ressalta que os dados do prontuario sdo de
propriedade Unica e exclusiva do participante de pesquisa, que forneceu tais informagées em uma relagéao
de confidencialidade entre médico e paciente, para realizagdo do seu tratamento e cuidado médicos. Assim,
se houver intencédo de consultar o prontuario, essa informacgao devera estar claramente expressa no TCLE.
Isto visa garantir que o individuo receba as informagdes necessarias para a tomada de decisdo auténoma
acerca de sua participagdo ou ndo na pesquisa. Diante do exposto, solicita-se descrever no TCLE que é
necessaria a anuéncia do participante da pesquisa para o acesso e uso dos seus dados registrados no
prontuario.

RESPOSTA: Acrescentado ao final do paragrafo 4.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.22. Uma vez que havera coleta e envio de material biolégico para o exterior, ESSA ETAPA do estudo
prevé a formagdo de um biorrepositério, independente de sua destruicdo logo apdés a analise do material.
Sendo assim, solicita-se incluir no TCLE o pedido de consentimento para a coleta, o depésito, o
armazenamento e a utilizagdo do material biolégico humano no exterior (Resolugdo CNS n° 441 de 2011,
itens 1.1l e 2.11). Adicionalmente, solicita-se adequacéo a
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Resolugdo CNS n° 441 de 2011 e a Portaria MS n° 2201 de 2011 em todos os documentos que possuem
informagdes sobre o armazenamento e uso de material biolégico no projeto.

RESPOSTA: Conforme ja questionado no item 2.4, ha duvidas se estamos falando do biorrepositério, uma
vez que as amostras assim que recebidas ja serdo enviadas para analise no exterior, ndo permanecendo
armazenadas. De qualquer forma, acrescentei no TCLE uma frase que deixa explicitado isto para o
participante, no paragrafo 4.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Conforme a Resolugdo CNS n° 441 de 2011, Artigo 1°, item 1.1, a
descricdo de Biorrepositério é: "colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado ao longo da
execugao de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e
operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins
comerciais". Apesar do tempo de armazenamento ser o minimo possivel, o Sistema CEP/Conep considera
que havera formagao de biorrepositério no exterior, mesmo que temporario. Portanto, solicita-se incluir as
seguintes informagdes: - Nome da instituicdo e responsavel pelo armazenamento no exterior. - Caso ocorra
a necessidade ndo prevista de transferéncia de material biolégico, sera informado ao participante de
pesquisa ou responsavel, caso possivel. - Sera informado sobre a perda de suas amostras biolégicas ao
participante de pesquisa. - A possibilidade do participante de pesquisa ou seu representante legal de retirar
o consentimento de guarda e utilizacdo do material biolégico armazenado em Biorrepositério, a qualquer
tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagéo por escrito
desta. - Vedacgao do patenteamento do material biolégico no Brasil e exterior.

RESPOSTA: Os termos de consentimentos foram reescritos de forma a detalhar dados da instituicdo que
fara o processamento das amostras biolégicas no exterior incluindo seu endereco, telefone para contato no
Brasil e e-mail para contato. Assim como também foi acrescentado sobre a transferéncia nao prevista,
extravio ou perda da amostra, retirada do consentimento da guarda e vedacéo do patenteamento no item 3
dos riscos listados.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.23. Solicita-se que seja informado no TCLE que a retirada do consentimento de guarda dos dados
genéticos humanos armazenados em bancos podera dar-se a qualquer tempo (Resolugdo CNS n° 340 de
2004, 111.7).

RESPOSTA: Os dados genéticos do participante ndo serdo armazenados em nenhum banco de dados para
pesquisas futuras como fica clara no TCLE e o acesso a estes dados fica restrito aos
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membros de pesquisa, o que detalhei melhor no paragrafo 4.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Apesar do detalhamento do acesso aos dados, conforme a
Resolugdo CNS n° 340 de 2004, é direito do participante de pesquisa de solicitar a retirada dos seus dados
dos bancos de dados, mesmo que o acesso seja restrito somente aos pesquisadores, portanto solicita-se
incluir a informacgao sobre o direito de o participante de pesquisa retirar seus dados (inclusive genéticos) dos
bancos de dados.

RESPOSTA: Os termos de consentimentos foram reescritos e este item foi destacado em vermelho nos
TCLES.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.24. Solicita-se incluir no TCLE o nome e o pais de TODOS os laboratérios em que as amostras bioldgicas
coletadas no estudo serdo processadas e armazenadas (Resolugdo CNS n° 441 de 2011, item 2.11).
RESPOSTA: Ndo havera mais que um laboratério que processara as amostras e sim apenas um laboratério
que tem parceria com a Fundagdo de fomento a pesquisa referida, com sede em Sao Francisco na
Califérnia, acrescentado no paragrafo 4.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Solicita-se informar no TCLE o nome da instituicdo, enderecgo e
nome do responsavel.

RESPOSTA: Conforme resposta do item 3.22, foram detalhados os dados do laboratério que sera
responsavel pelo processamento da amostra incluindo endereco, e-mail de contato e telefone para contato
no Brasil.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.25. Solicitam-se esclarecimentos quanto ao destino das amostras biolégicas ao final das analises
(exames) realizadas no estudo, isto &, se as amostras serdo ou ndo destruidas. Caso as amostras sejam
armazenadas para analises futuras, solicita-se adequar a documentacgdo inserida na Plataforma Brasil a
Resolugdo CNS n° 441 de 2011 e a Portaria MS n° 2.201 de 2011.

RESPOSTA: Ja consta no TCLE no paragrafo 4, mas de qualquer forma foi reescrito para ficar mais claro.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.26. Solicita-se descrever no TCLE quais FAMILIAS de genes/segmentos de DNA e/ou RNA serdo
analisadas nas amostras biolégicas coletadas para o estudo. O pesquisador podera descrever os
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genes estudados de forma agrupada segundo a funcionalidade ou o efeito (exemplo: genes relacionados ao
aparecimento do cancer, inflamagéao, morte celular, resposta ao tratamento etc.) ndo sendo necessario
listalos individualmente, respeitando-se a capacidade de compreensao do participante de pesquisa (Carta
Circular n°® 041/2015/CONEP/CNS/MS, itens 2.a e 2.b).

RESPOSTA: Descrito no paragrafo 4.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.27. Solicita-se que conste no TCLE o tipo e grau de acesso aos resultados por parte do participante de
pesquisa, com opgao de tomar ou ndo conhecimento dessas informagdes (Resolugdo CNS n° 340 de 2004,
item V.1.d).

RESPOSTA: Descrito no final do paragrafo 4.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.28. Nao é claro qual instituicdo/pesquisador sera responsavel pelo armazenamento dos DADOS genéticos
obtidos no estudo e quem tera acesso a eles. Considerando a necessidade de serem observados a
protecdo dos direitos humanos, das liberdades fundamentais e do respeito a dignidade humana na coleta,
processamento, uso e armazenamento de dados genéticos humanos, solicitam-se esclarecimentos acerca
do local e do responsavel pelo armazenamento dos dados genéticos obtidos no estudo (Resolugdo CNS n°
340 de 2004, Preambulo).

RESPOSTA: Ja incluido no paragrafo 4.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Solicita-se informar no TCLE o nome da instituicdo, enderego e
nome do responsavel.

RESPOSTA: Este item esta incluido ao final do item 1 dos riscos listados (1. Riscos de Identificacdo do
participante e perda de sigilo dos dados).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.29. Ao participante de pesquisa cabe autorizar ou ndo o armazenamento de dados genéticos no ambito da
pesquisa. Sendo assim, é necessario REQUERER A AUTORIZAGAO do participante da pesquisa para
armazenar os dados genéticos do estudo, informando o local (nome e pais) em que os dados serdo
armazenados (Resolugdo CNS n° 340 de 2004, item 111.6).

RESPOSTA: Nao havera armazenamento de dados genéticos para outras pesquisas e isto esta escrito de
forma clara no TCLE, ainda assim é necessario fazer um novo documento requerendo a autorizagédo do
participante?
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4. Quanto ao termo de assentimento livre e esclarecido — referente ao arquivo
“TERMOASSENTIMENTOMENOR12A18ANOS.doc", postado na Plataforma Brasil em 16/06/2021:

4.1. Foi apresentado um unico Termo de Assentimento a ser aplicado para participantes a populagéo do
estudo. Considerando que a faixa etaria da populagédo do estudo é de 12 a 18 anos, a faixa etaria dos
participantes do estudo &€ ampla e engloba criancas e adolescentes com diferentes niveis de compreenséo e
maturidade neuropsiquica e emocional. Considerando que esse Termo deve ser elaborado pelo pesquisador
em linguagem acessivel a compreensao dos participantes da pesquisa, EM SUAS DIFERENTES FAIXAS
ETARIAS, n3o é adequado apresentar somente um unico modelo de Termo de Assentimento para todos os
participantes menores de 18 anos. Sendo assim, solicita-se a apresentacdo de Termos de Assentimento
elaborados em linguagem acessivel a compreensédo das diferentes faixas etarias dos individuos a serem
recrutados para a pesquisa (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 11.2).

RESPOSTA: Sim, foi apresentado um unico termo justamente porque a orientagdo que o CEP traz é precisa
e diz que, além do termo de consentimento para ser lido e assinado pelo responsavel pelo menor de 18
anos, é necessario apenas um termo de assentimento para aqueles que tem entre 12 e 18 anos e ja podem
falar por si por ja terem a compreensdo necessaria, ndo estabelecendo termos de assentimento para cada
faixa etaria. Entendo que em pesquisa se utiliza modelos de documentos que permitam a padronizacdo das
informagdes, sendo como seria vidavel escrever projetos e submeté-los sem que houvesse uma
padronizagdo. Muito confuso esta requisicdo. Acredito que o termo é para ser lido em conjunto com a
crianga e ndo simplesmente entregue a ela para que ela leia e faga suas interpretagdes. Neste sentido, o
papel tem o objetivo apenas de formalizar. Logo, cabe ao pesquisador ou profissional que esta explicando
sobre o estudo usar dos artificios que ele achar necessario para que o participante compreenda. Nao vejo
sentindo em escrever termos de assentimento para cada faixa-etaria, até porque qual seria o parametro
para dividir as faixas etarias. O que achei mais viavel é reescrever o termo para facilitar a compreenséo.
ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. A Resolugcdo CNS n° 466 de 2012, item 11.24, estabelece a
necessidade de termo de assentimento para os participantes de pesquisa com idade inferior a 18 anos,
considerando que o nivel de compreensao difere entre criangas com idade inferior a 12 anos de
adolescentes com idade entre 12 a 18 anos, solicita-se a elaboragdo de um termo de assentimento para as
criangas alfabetizadas até 12 anos em linguagem simples e se necessario
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com uso de recursos graficos (por exemplo, ilustragdes). O intuito dessa solicitagédo & permitir que a crianga
possa expressar sua anuéncia na participagdo no estudo, conferindo certa autonomia ao participante de
pesquisa.

RESPOSTA: Foi elaborado termo de assentimento para idade entre 7 e 12 anos com linguagem clara e uso
de figuras e outro termo para criangas entre 12 e 18 anos de idade (seguem em anexo).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.2. Diferentemente de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para um adulto, o Termo de
Assentimento ndo deve abordar demasiadamente procedimentos que possam gerar ansiedade, medo ou
fantasias, interferindo negativamente na percepgéo da realidade. Neste sentido, o referido termo deve ser
apresentado "em linguagem acessivel para os menores ou para os legalmente incapazes, por meio do qual,
apos os participantes da pesquisa serem devidamente esclarecidos, explicitardo sua anuéncia em participar
da pesquisa, sem prejuizo do consentimento de seus responsaveis legais" (Resolugdo CNS 466/2012, item
11.24). Podem ser utilizados argumentos graficos como desenhos, personagens, histérias ilustrativas, para
que a crianga compreenda, em linguagem apropriada, a importancia, os procedimentos e os objetivos da
pesquisa.

RESPOSTA: Conforme exposto na resposta do item 4.1 o modelo do termo de assentimento utilizado foi o
disponibilizado na pagina do CEP que inclusive o aprovou, mas de qualquer forma foi reescrito para ficar
mais claro, inclusive a parte que fala sobre o participante e nem seu responsavel serao prejudicados caso
decidam por ndo participar que esta no paragrafo 7 do termo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.2.1. Solicita-se revisdo integral do Termo de Assentimento, reescrevendo-o em LINGUAGEM CLARA E
ACESSIVEL para que os participantes menores de idade compreendam, em sua linguagem, a importancia,
os procedimentos e os objetivos da pesquisa (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 11.2 e 11.24).
RESPOSTA: Foi reescrito buscando usar linguagem mais acessivel.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.2.2. Solicita-se apresentagéo de um Termo de Assentimento em LINGUAGEM CLARA E ACESSIVEL para
os participantes com idade entre 7 a 10 anos. Deve-se levar em consideragao seu nivel de
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compreensdo e a linguagem a que estdo acostumados, a importancia, o objetivo/finalidade e os
procedimentos referente ao estudo (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 1.2 e 11.24).
RESPOSTA: Onde esta determinado que é necessario termo de assentimento para cada faixa-etaria dentro
da faixa-etaria de 12 a 18 anos? Em que embasamento o relator colocou um termo de assentimento para 7
a 10 anos e outro de 10 a 18 anos? Onde posso encontrar esta referéncia? Conforme ja colocado na
resposta do item 4.1, a orientagcdo do CEP é elaborar termo de assentimento para faixa etaria acima de 12
anos, além do termo de consentimento. Na cartilha de orientagdo para submissdo de projetos do CEP da
UFU no item 2.1 letra e) acerca do termo de consentimento coloca que “caso a pesquisa envolva
participantes entre 12 e faltando 1 dia para 18 anos, é necessario que se anexe dois Termos: -um TCLE
voltado ao Responsavel Legal pelo menor —o segundo é o Termo de Assentimento que deve ser assinado
pelo préprio menor e deve dar a liberdade para que ele escolha se quer ou nédo participar da pesquisa,
mesmo o seu responsavel legal tendo consentido.”

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. A pendéncia teve um erro tipografico no parecer e salientamos
que a orientacdo do CEP esta adequada, porém considerando a faixa etaria ampla dos participantes e a
necessidade de o termo de assentimento ser compreensivel aos participantes, depreende-se a necessidade
de um termo de assentimento préprio a ser lido em conjunto com o pesquisador responsavel (ou pessoa
delegada) para as criancas alfabetizadas até 12 anos.

REPOSTA: Conforme ja respondido no item acima, foi redigido um termo de assentimento para criangas
entre 7 e 12 anos com linguagem clara e uso de figuras.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.3. Solicita-se que seja descrito no Termo de Assentimento, de forma clara, o que é o estudo, seus
objetivos e seus métodos (quais os procedimentos a serem realizados com os participantes menores) na
medida de sua compreensao e respeitados em suas singularidades (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item
11.2).

RESPOSTA: Reescrito no paragrafo 5 do termo de assentimento.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.4. Solicita-se que sejam descritas no Termo de Assentimento as informagdes sobre beneficios previstos,
potenciais riscos e desconfortos que o estudo possa acarretar, na medida de sua compreensao e
respeitados em suas singularidades (podendo ser em forma de argumentos graficos como desenhos,
personagens e histérias ilustrativas), para que a crianga compreenda em
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sua linguagem os riscos e beneficios correspondentes aos procedimentos do estudo. Ressalta-se que, para
o Sistema CEP/Conep, ndo existe pesquisa livre de risco. E necessario observar que risco é qualquer
possibilidade de danos a dimenséo fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser
humano, em qualquer pesquisa e dela decorrente (Resolugdo CNS n°® 466 de 2012, itens 11.2 e 11.22).
RESPOSTA: Reescrito no paragrafo 6 do termo de assentimento.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5. O cronograma do estudo ndo esta adequado, pois informa que ele ja teria iniciado. Sendo assim,
solicitase esclarecimento e, caso necessario, adequagédo do cronograma com relagédo a data de inicio do
estudo, dado que este ainda se encontra em analise no Sistema CEP/Conep até a presente data. Ressalta-
se ainda a necessidade de adequacgdo do cronograma de forma a descrever a duragao das diferentes
etapas da pesquisa, com compromisso explicito do pesquisador de que o estudo sera iniciado somente a
partir da aprovacgéo pelo Sistema CEP/Conep (Norma Operacional CNS n° 001 de 2013, item 3.3.f).
RESPOSTA: O cronograma foi escrito partindo do principio que o tempo para analise e aprovagéo dos
projetos de pesquisa sdo de 3 meses. Esta equipe de pesquisa tem ciéncia de que o inicio do estudo
acontecera apenas e somente apos aprovagdo pelo CEP/ CONEP. Cronograma ja readequado na
plataforma e no Projeto detalhado

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

6. Solicita-se esclarecimento quanto ao responsavel pelo patrocinio do estudo, se ele sera patrocinado pelo
pesquisador responsavel ou ndo. Caso o patrocinio tenha outra fonte que n&do o pesquisador, sera
necessario adequar os documentos para constar o nome e os dados da pessoa juridica/fisica responsavel
pelo patrocinio, além de se apresentar nova Folha de Rosto. Salienta-se ainda a necessidade de discriminar
no orgamento os materiais permanentes e de custeio, além daqueles previstos na Norma Operacional CNS
n° 001 de 2013, item 3.3.e.

RESPOSTA: Como ja respondido no item 1 deste Parecer, acerca do campo “Financiamento” trata-se de
financiamento por Instituicdo Secundaria uma vez que o apoio financeiro se deu através de uma Fundagéao
Internacional de fomento a pesquisa, a Jeffrey Modell Foundation. Como se trata de agéncia de fomento que
ndo sdo tidas como patrocinadoras de pesquisa, ndo ha necessidade de sua assinatura, por esta razédo ndao
consta assinatura neste campo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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7. Todos os protocolos de pesquisa devem conter demonstrativo da existéncia de INFRAESTRUTURA
NECESSARIA E APTA AO DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA, bem como para atender eventuais
problemas dela resultantes, com documento que expresse a concordancia da instituicdo e/ou organizacdao
por meio de seu responsavel maior com competéncia. Diante do exposto, solicita-se apresentar
demonstrativo detalhado da existéncia de infraestrutura necessaria e apta ao desenvolvimento da pesquisa,
assinada pelo responsavel maior do local onde se dara a pesquisa (Norma Operacional CNS n° 001 de
2013, item 3.3.h).

RESPOSTA: A Declaracao de Infraestrutura necessaria para pesquisa ja foi anexada (arquivo nomeado
como Declaragao de Infraestrutura) e esta erroneamente com o Titulo de Instituicdo Coparticipante, mas na
verdade se trata do documento assinado pela Instituicdo Preponente no caso o Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, devidamente assinada pela Gerente de Ensino e Pesquisa,
responsavel local por esta Instituicdo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n°® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/03/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1429438.pdf 16:18:51
Declaragao de CARTACOMPROMISSOLABORATORI | 08/03/2022 | TATYANA BORGES | Aceito
Manuseio Material |OINVITAETRADUZIDA.docx 16:17:29 | DA CUNHA KOCK
Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaracéao de CARTACOMPROMISSOLABORATORI | 08/03/2022 | TATYANABORGES | Aceito
Manuseio Material |OINVITAEVERSAOINGLES.pdf 16:17:03 | DA CUNHA KOCK

Bioldgico /

Biorepositoério /
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Biobanco CARTACOMPROMISSOLABORATORI | 08/03/2022 [ TATYANABORGES | Aceito
OINVITAEVERSAOINGLES.pdf 16:17:03 | DA CUNHA KOCK

TCLE / Termos de |TERMOASSENTIMENTOMENOR12A18| 08/03/2022 [ TATYANABORGES | Aceito

Assentimento / ANOS.doc 16:13:57 |DA CUNHA KOCK

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEmenor18anosversaolimpa.doc 08/03/2022 | TATYANABORGES | Aceito

Assentimento / 16:11:38 | DA CUNHA KOCK

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEmenor18anosversaocomalteracao | 08/03/2022 | TATYANABORGES | Aceito

Assentimento / destacada.doc 16:11:28 |DA CUNHA KOCK

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEmaiores18anosversaolimpa.doc 08/03/2022 | TATYANABORGES | Aceito

Assentimento / 16:11:15 | DA CUNHA KOCK

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEmaiores18anosversaocomalteraca| 08/03/2022 | TATYANA BORGES | Aceito

Assentimento / odestacada.doc 16:11:00 |DA CUNHA KOCK

Justificativa de

Auséncia

Outros CARTARESPOSTAULTIMOPARECERC| 24/02/2022 | TATYANABORGES | Aceito
EP28122021.docx 19:11:20 | DA CUNHA KOCK

TCLE / Termos de | TERMOASSENTIMENTOMENOR7a12a| 24/02/2022 [ TATYANABORGES | Aceito

Assentimento / nos.doc 19:04:21 DA CUNHA KOCK

Justificativa de

Auséncia

Solicitagdo Assinada | solitacaoprorrogacaoprazo.pdf 25/01/2022 | TATYANABORGES | Aceito

pelo Pesquisador 08:08:38 | DA CUNHA KOCK

Responsavel

Outros RESPOSTAPARECERCONEPN503048| 08/11/2021 |TATYANABORGES | Aceito
4.docx 16:22:36 | DA CUNHA KOCK

Declaragao de DECLARACAOODENAORETENCAOA | 29/10/2021 |TATYANABORGES | Aceito

Manuseio Material [MOSTRAS.pdf 15:55:48 | DA CUNHA KOCK

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Projeto Detalhado / |PROJETODETALHADO.doc 29/10/2021 [TATYANABORGES | Aceito

Brochura 15:53:43 |DA CUNHA KOCK

Investigador

Declaragao de DECLARACAOINFRAESTRUTURA.pdf | 29/10/2021 |TATYANABORGES | Aceito

Instituicéo e 15:51:17 | DA CUNHA KOCK

Infraestrutura

Declaragéo do DECLARACAOINTITUICAOFINACIADO| 18/06/2021 |TATYANABORGES | Aceito

Patrocinador RATRADUZIDA.pdf 11:01:27 | DA CUNHA KOCK
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Declaragdo do DECLARACAOINSTITUICAOFINACIAD| 18/06/2021 |TATYANABORGES | Aceito
Patrocinador ORA . pdf 11:01:13 | DA CUNHA KOCK
Recurso Anexado RESPOSTAPARECERCEP4690622.doc| 16/06/2021 | TATYANABORGES | Aceito
pelo Pesquisador X 13:12:22 | DA CUNHA KOCK
Folha de Rosto folharostoatualizada.pdf 16/06/2021 | TATYANABORGES | Aceito
13:08:22 | DA CUNHA KOCK
Declaragao de declaracaomanuseiobiologicoassinada.p| 30/05/2021 | TATYANA BORGES | Aceito
Manuseio Material | df 12:28:41 DA CUNHA KOCK
Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco
Outros termodecompromissoutilizaacaodadosas| 30/05/2021 | TATYANABORGES | Aceito
sinada.pdf 12:13:34 | DA CUNHA KOCK
Declaragao de termocompromissoequioeececutora.pdf | 26/10/2020 | TATYANA BORGES | Aceito
Pesquisadores 17:32:18 | DA CUNHA KOCK
Outros ANEXO3FICHACADASTRAL.pdf 02/04/2020 | TATYANABORGES | Aceito
10:32:39 | DA CUNHA KOCK
Outros CURRICULOLATTESPARTICIPANTES.| 27/09/2019 |TATYANABORGES | Aceito
docx 11:28:44 | DA CUNHA KOCK

Situagao do Parecer:
Aprovado

Endereco:
Bairro: Asa Norte
UF: DF

Telefone: (61)3315-5877

Municipio:

BRASILIA, 29 de Margo de 2022

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio

(Coordenador(a))
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