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RESUMO

Introducdo: o processo inflamatorio nas Doencas Inflamatdrias Intestinais (DI1) é resultante de
uma desordem na modulacgdo do sistema imunoldgico intestinal envolvendo diferentes fatores
entre 0s quais os polimorfismos genéticos, 0 ambiente e a microbiota intestinal. Diante da
diversidade de fenotipos da doenga e os mecanismos patogénicos envolvidos, torna-se um desafio
interpretar os achados clinicos e os exames complementares. Obijetivos: descrever o perfil
clinico das criangas e adolescentes com diagnostico de DIl atendidas no Servico de
Gastroenterologia Pediatrica do IMIP; avaliar o status inflamatério dos pacientes a partir de
biomarcadores sanguineos, macro e microscopicos e moleculares; verificar a presenca de
polimorfismos genéticos associados a DII descritos na literatura. Metodos: foi realizado um
estudo do tipo Série de Casos com criancas e adolescentes portadoras de Doenca de Crohn (DC)
e Retocolite Ulcerativa (RU). Dados demograficos, clinicos e antropométricos foram obtidos
através de entrevistas com os responsaveis, revisdo de prontuérios e exames clinicos. A atividade
inflamatdria foi realizada através de exames laboratoriais, endoscopico, histopatologico e
molecular. Avaliou-se a presenca de polimorfismos genéticos associados a DIl do NOD2, 1L10,
IL1I0RA e IL10RB e a expressdo do RNA destes genes ha mucosa intestinal. Resultados: dos
66 pacientes incluidos no estudo, 37,9% tinham o diagndstico de DC e 62,1% de RU, sendo 56%
e 19,5% dos casos de DC e RU em menores de dois anos (Infantil). Quando avaliados pelos
indices de atividade inflamatéria (PUCAI para RU e PCDAI para DC), encontrou-se 65,1%
(43/66) dos pacientes em remisséo da DII. Dos pacientes com DC Infantil constatou-se a presenca
de fistulas e/ou estenoses em 71,4% dos casos. Os pacientes com DC apresentaram sintomas
(Mediana de 12 meses) e tiveram o diagndéstico firmado (Mediana de 60 meses) mais precoce.
Nos pacientes estudados, a diarreia foi o sintoma mais frequente. A concomitancia de atividade
inflamatoria  clinica/atividade inflamatoria laboratorial e de atividade inflamatoria
clinica/atividade inflamatoria histoldgica foi 83,3% na DC e 77,8% na RU. A presenca de
atividade inflamatdria clinica associada ao aumento de PCR e/ou VHS foi de 83,3% na DC e de
66,7% na RU. O perfil de citocinas apresentado pelos pacientes, que tinham diferentes fendtipos
clinicos, tempo de doenca e esquemas terapéuticos foi variavel e ndo caracterizou um padrao.
Em 35 pacientes foram identificados polimorfismos para os genes da IL10, dos receptores da
IL10 (IL10RA e IL10R) e do NOD2. Conclusdes: o fenétipo compativel com RU predominou
neste estudo. A DIl infantil, de inicio antes de dois anos de idade, foi parte importante da
casuistica. Os casos de DC tiveram evolugdo mais agressiva. A avaliagdo da atividade
inflamatdria através dos dados clinicos, laboratoriais e endoscOpicos mostrou coeréncia. A
avaliacdo molecular, pela sua diversidade, é de dificil interpretacdo e ndo nos pareceu colaborar
para refinar a avaliacdo tradicional. Os pacientes apresentaram diversos polimorfismos genéticos,
mas essa avalia¢do ndo parece contribuir para o diagndstico ou nortear a terapia.

Palavras chave: Doenca de Crohn. Retocolite ulcerativa. Citocinas. Polimorfismos genéticos.
Criangas.



ABSTRACT

Introduction: The inflammatory process in Inflammatory Bowel Diseases (IBD) is a result of a
disorder in the modulation of the intestinal immune system involving different factors including
genetic polymorphisms, environment and intestinal microbiota. Given the phenotypic diversity
of disease and the pathogenic mechanisms involved, it is challenging to interpret the clinical
findings and the complementary tests. Objectives: to describe the clinical aspects of children
and adolescents diagnosed with IBD treated at the Pediatric Gastroenterology Service of IMIP;
To evaluate the inflammatory status of patients from blood, endoscopic, microscopic and
molecular biomarkers; To verify the presence of genetic polymorphisms associated with IBD is
found in the literature. Methods: A Case-Serial Study was carried out with children and
adolescents with Crohn's Disease (DC) and Ulcerative Colitis (UF). Demographic, clinical and
anthropometric data were obtained through interviews with parents, review of medical records
and clinical exams. The inflammatory activity was performed through laboratory, endoscopic,
histopathological and molecular examinations. If a presence of Dll-associated genetic
polymorphisms of NOD2, IL10, IL10RA and IL10RB is an RNA expression of these genes in
the intestinal mucosa. Results: Of the 66 patients included in the study, 37.9% had a diagnosis
of CD and 62.1% of RU, being 56% and 19.5% of cases of CD and UR in children younger than
two years. Regarding inflammatory activity indexes (PUCAI for RU and PCDAI for CD), 65.1%
(43/66) of the patients in remission of IBD were found. Of the patients with Childhood DC there
was a presence of fistulas and / or stenoses in 71.4% of the cases. Patients with CD presented
symptoms (Median 12 months) and had a clinical diagnosis (Median 60 months) earlier. In the
patients studied, diarrhea was the most frequent symptom. The concomitance of inflammatory
clinical activity / laboratory inflammatory activity and of inflammatory clinical activity /
histological inflammatory activity was 83.3% in DC and 77.8% in UR. The presence of clinical
inflammatory activity associated with increased CRP and / or HSV was 83.3% in CD and 66.7%
in RU. The cytokine profile of patients, who have different clinical phenomena, disease time and
therapeutic schemes for variable and do not characterize a pattern. In 35 patients, polymorphisms
were identified for IL10 genes, 1L10 receptors (ILLORA and IL10R) and NOD2. Conclusions:
the RU compatible phenotype predominated in this study. Infant IBD, before the age of two
years, was an important part of the series. The cases of CD had a more aggressive evolution. An
assessment of inflammatory activity through clinical, laboratory, and endoscopic data showed
consistency. A molecular evaluation, because of its diversity, is difficult to interpret and did not
seem to collaborate to refine a traditional assessment. Patients have several genetic
polymorphisms effects, but this evaluation does not appear to contribute to the diagnosis or
treatment.

Keywords: Crohn disease. Ulcerative colitis. Cytokines. Genetic polymorphisms. Children.
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (DII), por serem consideradas doencas raras tanto
em adultos quanto em criancas, ainda sdo pouco diagnosticadas pelo pediatra, mesmo sabendo
que 25% dos casos de DIl tém inicio entre a infancia e a adolescéncia. Esse fato pode ser
explicado pelo desconhecimento das diferentes formas de apresentagdo das DIl e a existéncia de
doencas mais frequentes que podem mimetizar sua clinica e dificultar o seu diagndstico. As
gastroenterocolites infecciosas por bactérias enteroinvasivas, as colites alérgicas e a sindrome do
intestino irritdvel sdo condi¢bes que, por sua frequéncia em criangas, sdo consideradas
responsaveis pela sintomatologia, o que contribui para o retardo diagnostico. Isso acarreta
inimeras consultas ao pediatra e demora no encaminhamento para o especialista.

Nas Ultimas décadas, muitos centros especializados vém reportando aumento nos
registros de casos de DIl em criancas e adolescentes, principalmente nos paises desenvolvidos.
Inicialmente, imaginava-se que seria fruto de um maior reconhecimento da doenca devido a
maior sensibilizacdo dos pediatras e gastroenterologistas pediatricos quanto ao diagndstico.
Todavia, ja se admite um aumento real no nimero de casos de D11 e isso ja estd bem documentado
em paises do hemisfério norte, onde essas doencas sao registradas de forma sistematica e hd um
maior conhecimento da doenca. Em paises do hemisfério sul, ainda é escasso o registro de casos.
Em particular, no nosso Pais, faltam dados epidemiol6gicos que nos deem uma dimensdo do
problema. Apenas relatos de casuisticas foram publicados.

A caréncia de informacgdes contribui para que ndo tenhamos um perfil clinico-
epidemioldgico dos nossos pacientes. Dadas as diferencas genéticas e ambientais, é provavel que
os pacientes com DIl no hemisfério sul tenham comportamento diferente em relacdo aos
pacientes do hemisfério norte. No Brasil, ainda ha poucas pesquisas relacionadas a D11 pediétrica.
No Recife, de maneira semelhante ao restante do Pais, hé caréncia de informac6es e ndo sabemos
se temos poucos casos ou se diagnosticamos pouco.

A gastroenterologia pediatrica € uma area de atuacdo relativamente recente em nosso
estado e a implantacdo de servigos especializados s6 ocorreu nas Ultimas décadas. O treinamento
especializado é ainda mais recente, pois s6 nos Ultimos anos foi implantada a Residéncia Médica
em Gastroenterologia Pediatrica, inicialmente no Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP) e, posteriormente, no Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). Essas iniciativas tém contribuido para formacao de jovens especialistas
e melhorado a qualidade da assisténcia aos pacientes pediatricos com problemas

gastroenteroldgicos na regido.
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Durante a Residéncia Médica em Pediatria, entrei em contato com a gastroenterologia
peditrica, o que despertou a vontade de fazer uma especializacdo em um servi¢co com tradicao
na area. Em 2007, ap6s concluir o Curso de Especializacdo em Gastroenterologia Pediatrica na
Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo (Unifesp), iniciei minhas
atividades profissionais no Ambulatério de Gastroenterologia Pediatrica do IMIP.

O meu interesse em entender e atender melhor os pacientes com DIl surgiu e tem
norteado o meu trabalho como médica e preceptora da residéncia médica em gastroenterologia
pediatrica. Inicialmente, organizamos um ambulatorio de DIl pediatrica com o objetivo de dar a
esses pacientes um atendimento melhor estruturado. Recentemente, a crescente chegada de
criangas menores de 2 anos de idade com quadro clinico sugestivo de DII, quadro clinico
agressivo e pouco conhecido até entdo, foi o estimulo para a realizacdo de um estudo que resultou
nesta tese de doutorado. Mas, ao me debrucar sobre os casos, senti a necessidade de conhecer
melhor a casuistica do servigo como um todo e surgiram inimeras questdes que precisavam ser
respondidas: a procedéncia dos pacientes (zona urbana ou zona rural?); a idade de maior
incidéncia; os casos em menores de 2 anos de idade (é realmente DI11?); a forma de apresentacao
clinica mais frequente; o estado nutricional dessas criancas; a presenca de atividade inflamatéria;
a existéncia de polimorfismos genéticos ja descritos na literatura no nosso meio. Com a
consolidacdo da especialidade de Gastroenterologia Pediatrica na cidade do Recife observamos
aumento do numero de pacientes, mas constatamos que muitas vezes chegavam tardiamente.

Outros servicos e grupos de estudo pelo mundo também compartilham algumas das
nossas duvidas e ja sinalizavam estratégias para tentar suprir esse vacuo de informacéo sobre os
pacientes pediatricos com DII. O grande exemplo é o crescente interesse sobre 0s pacientes com
formas muito precoces, consideradas naqueles pacientes cujo inicio da doenca se da antes dos 6
anos de idade, em particular a forma infantil, cujo inicio da doenca ocorre antes dos 2 anos de
idade. Acompanhamos como muitos pesquisadores indagavam a natureza genética da doenga. A
associacdo a polimorfismos genéticos foi sendo relatada de forma cada vez mais frequente com
0 passar dos anos, fazendo com que surgisse nosso interesse em analisar alguns aspectos
relacionados a genética.

A necessidade de conhecer melhor a casuistica acompanhada em um servi¢co de
gastroenterologia pediatrica que ainda nao dispde das facilidades tecnoldgicas exigidas pela
medicina de precisdo foi o objetivo maior da pesquisa. Dai a visdo clinica perpassar todo o
processo, desde o planejamento do estudo, a coleta e a interpretacdo dos achados. O desafio de
estudar uma doenga complexa, com mdltiplas formas de apresentacdo clinica, mecanismos de

doenca ainda ndo inteiramente compreendidos, caréncia de biomarcadores de patogenicidade,



24

pacientes submetidos a diferentes tratamentos e em diferentes momentos de evolucéo clinica nos
motivou a ir em frente.

A minha admissdo no Programa de Pds-graduacdo em Salde da Crianca e do
Adolescente da UFPE como aluna do doutorado viabilizou esse projeto sob a orientacdo da Prof.?
Dra. Giselia Alves e coorientacdo da Prof.2 Dra. Katia Brandt, que teve como objetivos:

e Descrever o perfil clinico das criancas e adolescentes com diagnostico de DIl
atendidas no Servico de Gastroenterologia Pediatrica do IMIP.

e Avaliar o status inflamatorio dos pacientes a partir de biomarcadores sanguineos,
macro e microscopicos e moleculares.

e Verificar a presenca de polimorfismos genéticos associados a DIl descritos na

literatura.

Dessa forma, iniciamos uma ampla revisao da literatura sobre a DIl pediatrica baseada
no levantamento de informacgdes em bancos de dados eletronicos (MEDLINE, LILACS e
SCIELO). A seguir, desenvolvemos um protocolo da pesquisa para realizar levantamento de
informacdes via preenchimentos de formularios e consulta de prontuarios, realizacdo de exames
para analise bioquimica, histoldgica e molecular. Esse processo € descrito com detalhes na secdo
de Métodos. Toda a pesquisa se manteve fiel em respeitar as diretrizes da ética em pesquisa. Os
resultados obtidos foram descritos de forma a atender aos objetivos do estudo, que se iniciou pela
descricdo do perfil clinico da casuistica, uma analise antropométrica do estado nutricional, da
atividade inflamatéria e os polimorfismos genéticos. A discussdo norteada pelo olhar clinico
analisa os resultados obtidos e chama atencéo para aspectos importantes em relacéo ao cuidado
dos pacientes pediatricos. Nas consideraces finais, procuramos ressaltar a importancia da
analise critica de casuisticas para o conhecimento médico e para a assisténcia aos pacientes.

Uma vez todo esse processo finalizado, a experiéncia de acompanhar os pacientes com
DIl de perto e de forma detalhada proporcionou uma vivéncia que seria impossivel sem a
construcdo desta tese. A percepgdo das caracteristicas dos pacientes, da evolucéo da doenca e da
continua necessidade de pesquisa e aprendizado associado aos ensinamentos provenientes do
periodo da poés-graduacdo do doutorado foi essencial para a minha formacdo como
gastroenterologista pediatrica. Contudo, permito-me dizer que conhecer e conviver com esse
grupo de pacientes foi a maior e melhor de todas as gratificacdes da minha experiéncia como

médica e como aluna do doutorado, reafirmando a minha vocag&o e anseios.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Introducao

A doenca inflamatoria intestinal (DI1) foi relatada como tal pela primeira vez em 1932
por Crohn, Ginzburg e Oppenheimer no Journal of American Medical Association, como uma
ileite terminal (CROHN; GINZBURG; OPPENHEIMER, 1932). Apesar de esta ser considerada
por muitos como a primeira descricdo da doenca, ha relatos de manifestacdes clinicas similares
desde o ano 850 d.C., como as do Rei Alfred de Wessex, que sofria de dor ao se alimentar
associada a fistulas perianais, e os relatos do médico patologista italiano Giovanni Battista
Morgagni, de 1761 em P&dova, que descreveu um caso de ileite regional. E, ainda em 1813,
Coombe e Saunders, no Reino Unido, descreveram o caso de um paciente apresentando “estenose
singular com espessamento de ileo”. Em1960, Lockhart-Mummery e Morson relataram que a
doenca de Crohn (assim conhecida em homenagem ao primeiro autor que a descreveu) também
poderia cursar com acometimento do célon, assim como ja descrito na retocolite ulcerativa (0
que ja era defendido por Crohn), descrevendo de forma detalhada a histologia e clinica do
processo inflamatério de ambas as doencas (CAMPOS; KOTZE, 2013; LOCKHART-
MUMMERY; MORSON, 1960).

Hoje se sabe que a DIl consiste em um grupo de doencas, com evolucdo crénica e
periodos de agudizacdo relacionados a ativacdo de um processo inflamatorio no trato
gastrointestinal. Os avancos dos métodos diagndsticos permitiram uma melhor compreenséo de
diversos aspectos da DI, tais como: seu carater sisttmico e envolvimento do sistema imune do
trato gastrointestinal (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ et al., 2017), caracteristicas das
manifestagcbes extraintestinais (GREUTER et al., 2016; SAUBERMANN et al., 2016),
associacdo com cancer de intestino (HOVDE; HGIVIK; HENRIKSEN et al., 2016; MORAN;
SHEEHAN; SHANAHAN, 2016), vulnerabilidade genética, descricdo de sindromes
monogénicas similares a ela (KAMMERMEIER et al., 2016) e, finalmente, o papel da microbiota
intestinal na sua fisiopatogenia (AHMED et al., 2016). No entanto, a complexidade e a
diversidade das manifestagdes clinicas da DIl deixam muitas perguntas sem respostas, 0 que
motiva especialistas de diferentes areas — gastroenterologia, genética, patologia, entre outras —a
continuar estudando a DII.

A explicacdo mais aceita hoje no tocante a patogenia da DIl é que a inflamacéo na

mucosa intestinal é resultante de uma desordem na modulacéo do sistema imunolégico intestinal
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envolvendo polimorfismos genéticos e a microbiota. Essa desregulacdo geraria 0 processo
inflamatorio caracteristico dos periodos de exacerbacdo da doenca, levando aos sintomas e
alteracdes clinicas, laboratoriais e endoscopicas que definem a DIl (SARTOR; WU, 2017). No
entanto, 0s mecanismos patogénicos ndo sdo de um todo conhecidos e ainda ndo hd modelos que
expliqguem de forma satisfatoria as varias faces da doenca. Faltam estudos que mostrem a
diferenca do seu comportamento nas varias regides do mundo, entre criangas e adultos, e varios
outros aspectos que, quando melhor entendida, possam contribuir para aprimorar o diagndstico
e a conduta terapéutica (PARK et al., 2017).

Esta revisdo tem como objetivo descrever as formas de apresentacdo da DIl na inféncia,
assim como aspectos mais atuais da sua patogénese, fisiopatologia da inflamacéo, suas
consequéncias clinicas e laboratoriais, buscando entender o paciente complexo e Unico que é o

paciente com DII.

2.1 A doenca inflamatoria intestinal: aspectos gerais

A doenca inflamatdria intestinal engloba trés apresentagdes fenotipicas: a doenca de
Crohn, a retocolite ulcerativa e a colite indeterminada. Define-se a doenca de Crohn (DC) como
uma inflamacdo granulomatosa que pode acometer todo o trato gastrointestinal de forma
descontinua, estendendo-se da mucosa até as serosas (transmural); e a retocolite ulcerativa (RU),
como uma inflamacgdo ndo-granulomatosa restrita ao colon, de carater continuo e que € limitada
amucosa. A denominacao de colite indeterminada (CI) é reservada aqueles casos em que, mesmo
apos todo o processo de investigacdo diagnostica, o paciente ndo preenche nos critérios
diagnosticos de DC ou de RU (BOUSVAROS et al., 2007; LEVINE et al., 2013; QUILICI;
QUILICI, 2012).

A incidéncia em adultos é estimada em torno de 200 casos de DC e 240 casos de RU
para 100 mil habitantes em paises desenvolvidos, sendo observado um aumento da incidéncia de
DC nos ultimos anos (MOLODECKY et al., 2012). Embora os estudos epidemiolégicos ainda
sugiram uma maior ocorréncia da DIl em paises ocidentais, 0os dados asiaticos mostram que a
doenca estd aumentando rapidamente nessa regido (CHEON et al., 2013). Atualmente, a maior
incidéncia da DIl ocorre nos paises do hemisfério norte, como os Estados Unidos, Canada e
paises europeus (Figura 1, MALIK et al., 2015), e com um pico em torno da segunda década de
vida e outro apds os 60 anos. Chama atengdo que aproximadamente 25% dos casos tém inicio na
faixa etaria pediatrica (GASPARETTO; GUARISO, 2013). Nas figuras 2 e 3, estdo ilustradas a
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incidéncia e prevaléncia global da RU e da DC, de acordo com as publicac6es até o ano de 2008,
respectivamente.

Figura 1 — Incidéncia da DIl no mundo
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Fonte: Adaptado de MALIK, 2015.

A maioria dos estudos epidemioldgicos atuais foi realizada em paises do hemisfério
norte, de modo que o conhecimento gerado por eles ndo pode ser totalmente extrapolado para
outras regides do mundo, considerando que o ambiente influencia as caracteristicas da doenca
(KIM et al., 2010). No Brasil, atualmente ha apenas relatos de casuisticas de servigos, mas nao
estudos epidemiol6gicos de abrangéncia nacional (KODA et al., 2004; LIMA et al., 2013;
SDEPANIAN et al., 2005). As particularidades da doenca em diferentes populac6es ja foram
relatadas em estudos isolados, tais quais o de Kim et al. (2010), que descrevem caracteristicas
das criancas coreanas divergentes das encontradas nas criangas europeias e norte-americanas,
tais como: menor predisposi¢do familiar, menor ocorréncia de pancolite e maior de fistulas (KIM
et al., 2010).

Figura 2 - Incidéncia e prevaléncia da RU no mundo
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Figura 3 - Incidéncia e prevaléncia da DC no mundo
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Hoje j& ndo se discute a contribuicdo da genética para a DII, considerando que h&a uma
boa base empirica que aponta a sua participacdo na génese da doenca a partir da constatacdo de
uma maior incidéncia da DIl em populagdes caucasianas, da observacdo de um risco aumentado
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em certos grupos étnicos (por exemplo, judeus ashkenazi), da forte associacdo familiar entre os
pacientes europeus e da concordancia em gémeos monozigéticos (MALIK, 2015). Ha estudos
mostrando diferencas no comportamento clinico da doenca provavelmente associado a
polimorfismos genéticos, o que fortalece o argumento da contribuicdo genética na etiopatogenia
da DIl (CHEON, 2012; KIM et al., 2010).

No entanto, apesar do grande nimero de estudos sobre genes associados a DI, ainda é
necessario um melhor entendimento sobre o papel da genética na sua origem (NG, 2013). A
grande quantidade de polimorfismos associados a DIl e o carater poligénico da doenca na maioria
dos casos dificultam essa investigacdo (VENEMA et al., 2017). Por outro lado, recentemente,
tem chamado a atencdo dos clinicos um grupo de pacientes com inicio precoce ou muito precoce
da doenca e levantada a hipotese de que essa apresentacdo esteja mais fortemente associada a
heranca monogénica (UHLIG et al., 2014).

O papel do ambiente, em particular o ambiente luminal onde esta a microbiota intestinal,
é outro aspecto que tem sido bastante estudado em relagdo a patogénese da DII. O modelo
atualmente proposto para explicar a etiopatogenia da DIl sugere uma interacdo complexa entre
fatores ambientais luminais e genéticos (ABDULLAH et al., 2013; CHOY; VISVANATHAN;
DE CRUZ, 2017; FUKATA; ABREU, 2009; SCHIRBEL; FIOCCHI, 2010).

Sabe-se que, em condic¢des normais, o trato gastrointestinal é continuamente exposto a
uma variedade de antigenos, incluindo bactérias entéricas e alimentos, que levaria a uma
“inflamagao fisioldgica” com a supressdo de respostas imunologicas excessivas a antigenos
estranhos. Na DII, a homeostase é quebrada como consequéncia da alteracdo de elementos da
barreira intestinal, levando a invasdo bacteriana e a inflamacdo (HISAMATSU et al., 2013).
Como Schirbel e Fiocchi (2010) afirmaram em revisdo da literatura, a resposta imunoldgica é o
braco efetor que mede a inflamacdo e compreender sua fungdo e seu desequilibrio no trato
gastrointestinal na DC e na RU é fundamental para desvendar os complexos mecanismos da
inflamacdo intestinal cronica (SCHIRBEL; FIOCCHI, 2010).

Os polimorfismos genéticos relacionados a DII gerariam “defeitos” em diferentes
pontos do processo, como, por exemplo, na funcdo de barreira intestinal contra bactérias
intestinais comensais e/ou patogénicas. A perda da funcdo de barreira permitiria a invasao de
elementos da microbiota intestinal, tal como acontece no modelo que explica como a invaséo
bacteriana desencadeia o processo inflamatério a partir da ativacao de citocinas pro-inflamatorias
na tentativa de bloquear o agente invasor (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

Em suma, a origem do processo inflamatério na DIl resulta da interacdo de fatores

genéticos, bacterianos e imunoldgicos. Os polimorfismos genéticos criam condices que levam
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a desregulacao imunoldgica e a ativacdo de cascatas inflamatdrias que resultard em agressdo a
mucosa intestinal. Portanto, nesse contexto, a interagdo entre a microbiota e a mucosa intestinal
gera uma resposta inflamatdria anormal, que seria o ponto de partida da DIl (MEZOFF; ALY,
2013).

Contudo, o conhecimento acerca dos polimorfismos genéticos envolvidos na DII, assim
como de que forma os acontecimentos intra e extrauterinos configuram a expressao génica nessa
entidade, ainda é incompleto. Fiochi, em 2012, afirmou que o paradigma deterministico
(gendtipo/fenotipo) na DIl ndo é mais aceito (FIOCCHI, 2012). A interacdo genes e meio
ambiente, mais especificamente, 0 ambiente luminal, se daria de uma forma bem mais complexa
e nao seria igual para todos os individuos, o que justificaria os diferentes fenétipos da DII
(FIOCCHI, 2012). O desconhecimento é agravado pela complexidade das interacdes: gene-gene,
gene-ambiente e gene-microbiota (FIOCCHI, 2012; GEREMIA et al., 2014). O produto dessas
interacOes resultaria na heterogeneidade clinica e laboratorial caracteristicada DIl (MATRICON,
2010; UHLIG et al., 2014).

2.1.1 As caracteristicas fenotipicas da DII e as particularidades da DIl no paciente pediatrico

As formas chamadas classicas da DC e da RU sdo observadas com menos frequéncia
nos pacientes pediatricos do que nos adultos (DE BIE et al., 2013). Nas criancas com DC, por
exemplo, é comum ocorrer padrdo continuo de inflamacdo de todo cdlon (pancolite), 0 que se
assemelha mais & RU no adulto. Assim como também se observa inflamacéo descontinua em 10
a 30% das criancas portadoras de RU, tais como o que ocorre em adultos com DC. E ainda
acometimento ileal por refluxo de contetdo inflamatério do coélon para o ileo terminal,
denominado ileite de backwash, pode ser visto na RU na infancia devido a ocorréncia mais
frequente nessa faixa etaria da forma ileocolonica (LEVINE et al., 2013).

Essas formas “atipicas” dificultam mais ainda o diagnéstico da DII na infancia, sendo
essa dificuldade agravada pela apresentacéo frequente de pancolite em ambas as formas da
doenca e pela pouca identificagdo do granuloma no estudo histoldgico em casos de DC (DE
MATOS et al., 2008; KELLER et al., 1990).

De uma maneira geral, o curso clinico caracteristico da DII, tanto na DC quanto na RU,
consiste em sinais e sintomas associados com atividade inflamatdria intercalada por periodos de
remissdo. Nos periodos de atividade inflamatdria, a mucosa intestinal exibe alteragcdes que

variam segundo a intensidade da agressao e o fendtipo da doenca. Observa-se periodos de
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diarreia, enterorragia, dor abdominal, febre, perda de peso, dores articulares, entre outras queixas.
No ambito laboratorial, os biomarcadores de atividade inflamatdria sanguinea e fecal mostram-
se alterados: aumento da velocidade de hemossedimentacdo (VHS), da proteina C-reativa (PCR),
da calprotectina fecal, dentre outros (ABRAHAM et al., 2012; GASPARETTO; GUARUSO,
2013).

No estudo histoldgico, verificam-se infiltrado de neutrdéfilos, inflamacéo e abscessos de
cripta, granulomas, erosoes, fissuras e destruicdo da arquitetura celular da mucosa. Apos cessar
0 processo inflamatdrio, observa-se a regeneracdo do tecido com o aparecimento de processos
regenerativos anémalos que geram criptas aberrantes, polipos de regeneragdo, estenoses
secundérias a fibrose tecidual e fistulas. Essas alteracfes inflamatorias e cicatriciais podem levar
a complicagdes clinicas, como obstrucdo e perfuracdo intestinal, cancer e risco de morte
(LEVINE et al., 2013).

Pigneur et al. (2010) mostraram que criangas com DC apresentam um curso clinico mais
grave do que o de pacientes adultos, além de escore de atividade de doenca que aumenta a cada
ano, levando a uma maior necessidade de prescri¢cbes de imunossupressores (PIGNEUR et al.,
2010). O predominio de pancolite e 0 comprometimento do crescimento séo frequentes na DI
pediatrica. Abraham et al. (2012), em uma revisao sistematica, encontraram 10 a 40% de retardo
de crescimento durante o acompanhamento de criangas com DC e, em 17% dos casos, na RU
(ABRAHAM et al., 2012).

O comportamento diferenciado da DIl em criancas levou um grupo de especialistas a
buscar um consenso em relacdo a classificacdo da DIl pediatrica. Apesar de existir classificacdes
para DIl em adultos h& quase duas décadas, sendo a mais recente a de Montreal (SILVERBERG
et al., 2005), apenas em 2011 foi elaborada uma verséo desta classificacdo voltada para criancas,
a Classificacédo de Paris (Quadro 1 e 2; LEVINE et al., 2011). Nessa classificagdo, caracterizam-
se a DC e a RU de acordo com a idade de inicio, a extensdo, 0 comportamento e a repercussao
no crescimento (LEVINE et al., 2011).

O paciente pediatrico que apresenta doenca de inicio precoce ou muito precoce é
considerado como um paciente com doenga mais agressiva, pouco responsiva ao tratamento
habitual e com maior risco de morrer (LEVINE et al., 2011; BENCHIMOL et al., 2014). Em
alguns casos, existe uma provavel associagdo com determinados polimorfismos geneéticos,
sugerindo heranca monogénica (KELSEN et al., 2015; RUEMMELE, 2010). Alguns desses
pacientes tém colite associada com imunodeficiéncias primarias e recebem diagndstico
especifico relacionado as caracteristicas clinicas da deficiéncia imunologica; no entanto, quando

predomina o fendtipo clinico associado a inflamacdo intestinal, a doenga é denominada DII-
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simile (IBD-like). Sdo descritos casos associados a deficiéncia de interleucina 10, citocina anti-
inflamatoria, que tem sido identificada em alguns pacientes com DIl de inicio muito precoce,
cujo fenotipo clinico é de colite —tipo DII-simile (GLOCKER et al., 2009; MORAN et al., 2013;
PIGNEUR et al., 2013; UHLIG et al., 2014).

Quadro 1 — Classificacdo de Paris para DC

Idade no diagndstico Ala: 0-10 anos*
Alb: 10-17 anos
A2:17-40 anos
A3: >40anos
Localizacéo L1: 1/3 ileo distal, doenca limitada ao ceco.
L2: colbnica
L3: ileocoldnica
L4a: doenga  proximal de tratc
gastrointestinal superior ao ligamento de
Treitz
L4b: doenca do trato gastrointestinal
superior do ligamento de Treitz ao 1/3 dc
ileo distal
Comportamento B1: ndo estenosante, ndo fistulizante
B2: estenosante
B3: fistulizante
B2B3: estenosante e fistulizante a0 mesmd
tempo ou em tempos diferentes
P: doenca perianal
Crescimento GO: sem evidéncia de atraso do crescimentg
G1: com atraso do crescimento

Fonte: LEVINE et al., 2011

Quadro 2 — Classificagdo de Paris para RU
Extensao E1: proctite ulcerativa
E2: retocolite esquerda (distal a flexurg
esplénica)
E3: extensa (distal a flexura hepatica)
E4: pancolite (proximal a flexura hepatica)
Gravidade SO: nunca grave
S1: alguma vez grave

Fonte: LEVINE et al., 2011
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Por outro lado, as criancas que tém doenca de inicio tardio, ou seja, a partir dos 6 anos
de idade, segundo a classificacdo de Paris (LEVINE et al., 2011), apresentam um fendtipo clinico
e evolucdo mais parecida com o padrdo apresentado pelos pacientes com doenga de inicio na
idade adulta. Nesses casos, ha menor associa¢do com os polimorfismos genéticos ja conhecidos
e, na sua maioria, &€ mais provavel que a heranca seja poligénica (BIANCO; GIRARDELLI;
TOMMASINI, 2015; LEES et al., 2011).

A evolucdo e as complicagbes da DII, tanto em adulto quanto em crianca, estdo
intimamente ligadas ao controle ou ndo da atividade inflamatoria da doenca (PIGNEUR et al.,
2010). O ganho de peso, a manutencdo da velocidade de crescimento, a normalidade dos exames
laboratoriais e endoscépicos levariam o paciente a um estado de remisséo da inflamacédo da DI|,
0 que hipoteticamente o deixaria livre de sintomas e complicacbes (ZALLOT; PEYRIN-
BIROULET, 2013). Contudo, essa linearidade de eventos ndo € vista na pratica. Os indicadores
clinicos e laboratoriais de atividade inflamatéria podem se comportar de forma diferente do
esperado e nem sempre mostrar positividade simultaneamente. Nesse contexto, € necessario o
conhecimento de cada um desses indicadores e seu significado para melhor avaliacdo do paciente
e definicdo do tratamento (LEWIS, 2011).

O tratamento atual da DII, em todos os individuos, baseia-se no controle da atividade
inflamatoria. O tratamento da atividade inflamatdria consiste no uso de corticoesteroides ou uso
de dieta enteral exclusiva com férmulas elementares ou poliméricas. Esta ultima opgdo de
tratamento da fase ativa da DIl tem niveis de evidéncias cientificas e resultados satisfatorios na
pratica pediatrica. Para manter o paciente em remissao é necessario uso continuo de anti-
inflamat6rios com acdo no intestino, tais como a mesalazina, imunossupressores, como a
azatioprina, e agentes biologicos, como o antifator de necrose tumoral a (TNFa) (RUEMMELE
etal., 2014; TURNER et al., 2012).

A atividade inflamatdria associada a doenga deve ser compreendida desde o nivel
molecular, celular, tecidual até as suas manifestacdes macroscopicas e sistémicas. Entender todo
esse processo € um objetivo ainda distante. No entanto, o conhecimento sobre o problema vem
se ampliando nos Gltimos anos e, no futuro, permitira uma abordagem diagndstica e terapéutica
racional e individualizada (CORFIELD et al., 2011; PARK et al., 2017).
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2.2 A inflamagéo na DIl

E esperado que o organismo defenda-se de qualquer dano tecidual desencadeando uma
resposta inflamatdria. A inflamag&o envolve aspectos vasculares, celulares e moleculares.
Classicamente, manifesta-se por rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional. Na inflamacéo
aguda, predomina a resposta imunoldgica inata e, na inflamacédo crénica, o dano é persistente,

mais complexo e vai se modificando progressivamente (CRUVINEL et al., 2010).

2.2.1 Aspectos gerais da resposta inata e adaptativa da mucosa intestinal

A partir de um modelo aplicado a agressdao por um agente infeccioso, pode-se
compreender algumas caracteristicas da resposta inata e adaptativa da mucosa intestinal
(ABRAHAM; MEDZHITOV, 2011). Na resposta inata, principalmente no processo agudo, ha
uma participagdo importante de células efetoras — macrdfagos, neutréfilos, células dendriticas e
células natural killer. As barreiras anatdmicas e a integridade do muco tém um papel importante,
merecendo destaque a fagocitose, a liberacdo de mediadores inflamatorios, a ativacdo de
proteinas do sistema complemento, bem como a sintese de proteinas da fase aguda, citocinas e
quimiocinas. O mecanismo é ativado por moléculas comumente encontradas na superficie de
microorganismos, denominadas padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS), que
interagem com receptores presentes nas membranas celulares (CHOY; VISVANATHAN; DE
CRUZ, 2017). A interacdo dessas moléculas com os receptores de reconhecimento padréo (RRP)
ativam a resposta imunoldgica inata (ABRAHAM; MEDZHITOV, 2011). E uma interagio
analoga a reacdo antigeno-anticorpo, no entanto, ndo ha resposta adaptativa e ndao confere
imunidade em longo prazo (CRUVINEL et al., 2010).

O papel central dos RRPs € facilitar a opsonizagéo, ativar o sistema complemento (SC)
e a fagocitose. Destacam-se pela capacidade de ligacdo ao patdgeno, iniciando a resposta
inflamatdria, e estdo localizados nas células dendriticas, neutréfilos e macréfagos (CHOY
VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017). O sistema complemento age mediante a acdo de
substancias soltveis, como as proteinas do SC e a proteina C reativa (PCR), ap6s a ligacao aos
RRPs. Posteriormente, o patogeno é internalizado em vesiculas chamadas fagossomos. Estas se
fundem ao lisossomo, que libera seu conteudo, digerindo e eliminando o patégeno.

A complexa composicdo do sistema imunolégico inato (SII) — com suas barreiras

anatdmicas, RRPs e multiplos tipos de células — permite uma resposta rapida e eficaz contra o
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patdgeno invasor. Essa resposta leva a uma “linha de produgao” de citocinas que funciona como
uma ponte para ativacdo das células T e ativacdo do sistema imune adaptativo (SAI) (CHOY;
VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

Em contraste com o SllI, o SIA desenvolve respostas altamente especificas ao antigeno.
O processo de apresentacdo do antigeno pela célula dendritica, pelo macréfago e pelas células B
induz o desenvolvimento e a maturagdo de células imunoldgicas em lugares indutores como o0
tecido linfoide do mesentério e 0 GALT — tecido linfoide associado ao intestino (gut associated
lymphoid tissue). O linfocito ThO € ativado e se diferencia em Thl (responsavel pelo clearance
intracelular de patdgenos), Th2 (responsavel pela resposta alérgica e a parasitas) ou Thl7
(responsavel pela resposta a bactérias e fungos) (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

2.2.2 O processo inflamatorio na DI

O epitélio intestinal é a maior interface entre 0 meio interno do organismo e 0 meio
exterior; reagindo a diversos estimulos ndo nocivos com um “estado de inflamagao controlada”.
Essa resposta inflamatéria que ndo estd associada a doenca funciona como um mecanismo
fisiologico. A “inflamagdo controlada” tem como objetivo defender o hospedeiro, reparar o
tecido e restabelecer a homeostase (ABRAHAM; MEDZHITOV, 2011). O intestino, por ser um
Orgéo que esta em constante comunicagdo com a sua microbiota e com o meio externo, necessita
desse processo de “inflamagdo controlada” e reparagdo permanente. Em pacientes com DII, a
inflamacdo é em graus e duracdo excessivos e ocorrem lesGes teciduais que se manifestam por
dano e morte celular, destruicdo da arquitetura tecidual e perda da funcdo, levando a fibrose,
metaplasia, autoimunidade e cancer (RIEDER; FIOCCHlI, 2013).

A mucosa intestinal esta constantemente exposta a antigenos microbianos e antigenos
oriundos da dieta. Certo grau de permeabilidade é necessario para que o intestino exerca sua
funcdo e mecanismos de autorregulacdo asseguram a homeostasia. Quando algum fator leva a
perda desse equilibrio, é gerada uma condicdo que propicia a inflamag&o crénica mediada pelo
sistema imunoldgico por meio das suas respostas inatas e adaptativas (GEREMIA et al., 2014).
A doenca inflamatoria intestinal surge no contexto de grande complexidade onde cada
componente — seja associado & mucosa ou ao sistema imunologico intestinal, & microbiota

intestinal e/ou ao ambiente — tem um papel importante (Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo da mucosa intestinal e do Sll e do SIA
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Fonte: GEREMIA etal., 2013.

2.2.2.1 O sistema imunoldgico inato (SI1)

O SlII do trato gastrointestinal atua através das suas barreiras anatdbmicas (barreira
epitelial e mucosa), RRPs e células. A barreira mucosa € a primeira barreira contra 0s antigenos
microbianos, sua principal funcdo é impedir o contato desses antigenos com o meio interno. O
muco faz parte da barreira mucosa, € produzido pelas células caliciformes formando duas
camadas — uma externa e uma interna — e é composto de proteinas, carboidratos e lipideos, sendo
0 seu principal componente uma glicoproteina, a mucina (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ,
2017). A camada externa € mais fluida, tendo mucina, antibacterianos (antimicrobial peptides —
AMPSs) e bactérias comensais. Ja a camada interna é mais consistente e aderida ao epitélio, sendo
livre de bactérias (GEREMIA et al., 2014; CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

A barreira epitelial também tem fungdes de digestdo, absorcdo e secrecdo. As celulas
das criptas do epitélio proliferam e migram para manté-lo integro e repor as células que tenham
sofrido lesdo ou apoptose, permitindo que a camada epitelial se renove a cada dois a trés dias. O
epitélio é formado por enterocitos e outras ceélulas epiteliais mais especializadas, como as células
de Paneth, as células caliciformes e células enteroenddcrinas (CHOY; VISVANATHAN; DE
CRUZ, 2017). As celulas de Paneth secretam substincias antibacterianas (lisozimas, o-

defensinas e outras glicoproteinas com efeito antibacteriano) e fagocitam bactérias.
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Em condigdes fisioldgicas, os AMPs sdo secretados pelas células de Paneth apds o
reconhecimento de componentes bacterianos pelos RRP expressos também nas células da
barreira epitelial. Os AMPs estdo mais concentrados na camada interna de muco contribuindo
para a manutencdo da sua esterilidade (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017). Os AMPs
das células de Paneth sdo liberados apos a estimulacdo do NOD2 pelos lipolissacaridos e
dipeptideos muramil (ABREU, 2005). Os RRPs, como os toll-like receptors (TRLs) e 0 NOD
(nucleotide binding oligomerization domain) constituem uma grande familia e com particular
interesse para a DIl estdo os receptores NOD-like (ABDULLAH et al., 2013; CHOY,;
VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

Os TLRs sdo proteinas transmembrana que reconhecem proteinas moleculares
extracelulares associadas a patdgenos e também localizadas intracelularmente nas membranas
dos endossomos no epitélio intestinal. No intestino existe um estado de tolerancia onde os TLRs
ndo estdo ativados. Mas a quebra da tolerancia leva a ativacéo e pode contribuir para a inflamacéo
cronica, como na DII. Alguns estudos sugerem que genes dos TLRs 2 e 4, especificamente, estdo
ativados em pacientes com DIl (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

Outro complexo de mdltiplas moléculas, denominado inflamassoma, participa do
desencadeamento da resposta imunoldgica inata. E ativado em resposta a estimulos endogenos e
microbianos para evitar a quebra da homeostase celular, protegendo a integridade da célula e
controlando a interagédo entre o0 hospedeiro e microbiota. Quando ativado, induz a producao de
interleucinas pré-inflamatorias (IL1 e IL8) que promovem o recrutamento de fagdcitos,
angiogénese, reparo epitelial no local da lesdo. No intestino, alteracdes na sua expressao podem
levar a perda de protecdo contra infec¢des, disbiose, inflamacéo e perda no reparo da barreira
epitelial (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

Outras estruturas na barreira epitelial do intestino estdo envolvidas no processo
inflamatodrio e contribuem para a patogénese da DII. Os desmossomos, as “tight junctions” e as
junces de adesdo mantém a integridade da barreira epitelial em individuos saudaveis protegendo
contra antigenos indesejaveis. A falha na barreira epitelial por meio da disfuncéo das suas células
ou das estruturas de adeséo celular tem sido descrita como possiveis mecanismos patogénicos da
DIl (GEREMIA et al., 2014).

Nos ultimos anos, diversos polimorfismos genéticos tém sido identificados em pacientes
portadores de DIl e varios estudos foram realizados com o objetivo de analisar o seu papel na
desregulacdo imunoldgica que caracteriza essa doenca (BEGUE et al.,, 2011; BIANCO;
GIRARDELLI; TOMMASINI, 2015; CHRISTODOULOQU et al., 2013). Mas, acredita-se ser

pouco provavel que um modelo Unico explique de forma satisfatoria a patogenia da DIl (CHOY;
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VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017; SARTOR; WU, 2017). Os polimorfismos do NOD2 e dos
genes de autofagias estdo entre os mais estudados.

2.2.2.1.1 Os NOD like receptor

A “familia” NLR (NOD like receptors) é representada pelos NOD1 (nucleotide binding
oligomerization domain containing 1) e NOD2 (nucleotide binding oligomerization domain
containing 2). O NOD2 foi o primeiro gene associado & DIl por Hugot (2001). O NOD2 é
considerado um RRP, estando presente nos mondcitos do sangue periférico e pelos enterécitos.
Esta localizado no cromossomo 1 e codifica uma proteina envolvida no reconhecimento do
componente do muramil-dipeptideo da parede celular peptidoglicana da bactéria que ativa a via
do fator NF-xB (kappa light chain enhancer of activated B cells) (HUGOT et al., 2001). A
“familia” do NOD ativa as vias de sinalizagdo que promovem uma cascata de reagdes resultando
na ativagdo do fator NF-«xB, estimulando a transcrip¢ao de genes responsaveis pela produgdo de
mediadores pro-inflamatorios, assim como a interacdo e ativacdo do sistema imunoldgico
adaptativo (PASTORELLI et al., 2013; VIGNAL et al., 2007). Logo, a agdo do NOD resulta na
efetiva resposta contra antigenos agressores e na eliminagdo desses.

Desde a sua primeira descricdo, 0o NOD2 é o gene apontado com maior frequéncia nos
estudos que analisam genes associados a DC, em homozigose ou mesmo em heterozigose, sendo
descritos trés polimorfismos maiores associados a DC em caucasianos: 0 Arg702Trp, Gly908Arg
e Leul007fsinsC (LACHER, 2010).

Defeitos na producéo de AMPs, relacionados ao NOD2 e que repercutem na adeséo
celular, permitem o contato e a invasao de antigenos agressores, gerando o processo inflamatorio
crénico presente na DIl (VIGNAL et al., 2007). Polimorfismos do NOD2, associados a defeitos
na expressdo das defensinas, e 0s genes associados com a adesdo celular (HNF4A, CDH1,
LAMB1 e GNA12) tém sido descritos em pacientes com DC e/ou a RU. O Quadro 3 mostra

alguns estudos sobre a associacgao entre o NOD2 e a DII.

2.2.2.1.2 Genes associados a autofagia

A autofagia é um processo intracelular responséavel pela degradacdo de proteinas e
organelas produzidas em excesso, danificadas ou velhas e que, se ndo forem removidas,
comprometem a homeostase (Figura 5) (HOOPER et al., 2017; LEES et al., 2011). A autofagia
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esta sempre ativa em um nivel basal na maioria das células e sua atividade é modulada pelo
estresse, hipoxia, infeccdo e desnutricdo (LEES et al., 2011). Todo o processo de autofagia é
coordenado pelo complexo de proteinas ATG (autophagy related protein). O complexo
ATG16L1 esta associado a formacéo do autofagossomo, como € mostrado na Figura 5 (HOOPER
etal., 2017).

Um dos primeiros genes de autofagia associado a DC foi 0 ATG16L1. Os polimorfismos
do gene ATG16L1A resultam na perda da proteina com 0 mesmo nome e consequentemente no
aumento das interleucinas pro-inflamatérias IL1B e IL18. A proteina ATG16L1 também age
como modulador da atividade do NOD2 e, quando ela esta ausente, a sua a¢do pré-inflamatdria
aumenta (HOOPER et al., 2017). Tem a¢do importante como apresentadora de antigeno e ativa
o SIA. Outros polimorfismos de genes associados a autofagia podem estar envolvidos na
patogenia da inflamacdo da D11, no entanto ainda carecem de estudos (BIANCO; GIRARDELLLI;
TOMMASINI, 2015).



Quadro 3 — Estudos genéticos que associam 0 gene NOD2 a DIl e seus fen6tipos.
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Estudo Populacao Local NOD2 Conclusao

IPPOLITI 731 pacientes Los Angeles, EUA Variantes: R702W, A presenca dos alelos foi associada ao envolvimento do intestino delgado

et al, 2010 G908R, 1007fs. com o fenétipo fibroestenosante, com histdria de cirurgia do intestino delgadc
e inversamente com o fendtipo retocolite-like.

LACHER 171 pacientes Monique, Alemanha Variantes: p.Arg702Trp, As trés mutacgOes conferem susceptibilidade a DC, especialmente a p.1007f¢

etal, 2010 p.Gly908Arg, p.1007fs. que aumenta o risco do comportamento fibroestenético e necessidade de
resseccao cirlrgica.

STRONATI 15 pacientes com Roma, Itélia Expressdo do NOD2. A expressdo de genes de imunidade inata estd aumentada na mucosa do célor

etal, 2010 RU e 10 controles inflamado.

GAZOULI 110 pacientes Atenas, Grécia Variantes R702W, O polimorfismo 3020insC foi mais frequentemente em criangas com DC de inicic

etal, 2010 comDC G908R e 3020insC. . na infancia do que em pacientes com doenca de Crohn de inicio na idade adulta.

BAPTISTA 187 pacientes Curitiba e S&o Paulo, Brasil Variantes R702W, NOD?2 confere susceptibilidade a DC na populacéo brasileira. Contudo a

etal, 2008 comDCe G908R, 3020insC. presenca dessas variantes ndo influenciam o fenétipo.

255 controles sadios
LEVINE 678 pacientes Tel Aviv, Israel Variantes R702W, Na DC de inicio precoce, criancas com muta¢des do NOD2 demonstraran
et al, 2007 com DC Wisconsin, EUA G908R, fs1007Insc. mais ileocolite e menos ileite isolada. Criangcas sem mutagBes tém s¢
Roma, Itélia apresentacdo colonica, sugerindo que esse fendtipo € menos associado con

genes de fenotipos de inicio precoce.

DE RIDDER e 799 pacientes Amsterdd, Holanda Variantes R702W, Polimorfismos do 3020insC no NOD2 e polimorfismos de simples

al, 2007 com DIl G908R, e 3020insC. nucleotideos rs3792876 em SLC22A4/5 ocorreram estatisticamente com mais

significancia na DC de inicio pediatrico do que em adultos com DC.
Polimorfismos de 3020insC no NOD2 e polimorfismos de simples
nucleotideos rs2165047 em DLG5 foram associados a fendtipos especificos
nesta coorte de inicio pediatrico.
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Figura 5 — A via da autofagia
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Fonte: HOOPER et al., 2017.

2.2.2.2 O sistema imunoldgico adaptativo

O SII se comunica com o SIA no intestino por meio de “pontes” representadas pelas
celulas linfoides inatas, as células T ndo variadas associadas & mucosa (MAIT — mucosal-
associated invariant T cells) e as células apresentadoras de antigeno (CHOY; VISVANATHAN;
DE CRUZ, 2017). As células linfoides inatas estdo presentes na mucosa dos tecidos e ajudam a
manter a integridade da barreira epitelial. As células MAIT sao células que diferem das células
T; sdo abundantes no intestino, onde se localizam preferencialmente. Sua funcdo ainda ndo esta
totalmente esclarecida, especula-se que funcionam como a ponte entre o Sll e o SIA na defesa
contra as bactérias. As células apresentadoras de antigeno atuam na conexao do Sll e do SIA,
ativando e modulando a resposta das células T sendo cruciais para manter a homeostase (CHOY
VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

A célula Th17 tem também a sua produgdo induzida pelo TGFp, IL6 e IL23. Esta célula
produz IL17A, IL17F, IL21 e IL22. As células Th17 sdo importantes na inflamag&o da DII, pois
estudos mostram aumento da producdo dessas celulas nessa doenca (MAGYARI et al., 2014).

As células Treg, também estimuladas pelo TGFp, sdo responsaveis por monitorar a resposta
imunoldgica, prevenindo a sua ativacdo excessiva e potencialmente agressiva. Atualmente postula-se
que as células Th17 e Treg compartilnam de vias em comum, levando as ligac6es funcionais entre essas
duas células (GEREMIA et al., 2014).
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A Figura 6 mostra um modelo da interagcdo entre a resposta inata, a resposta adaptativa
e a microbiota do paciente, apontando a influéncia de fatores genéticos e fatores ambientais em

um individuo saudavel e um paciente com DC.

Figura 6 — Exemplo da interagdo entre a imunidade inata, imunidade adaptativa e microbiota no
paciente normal e no paciente com DC.
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2.2.2.2.1 Interacdo SII-SIA: o papel da IgA

Os linfocitos B também sdo células apresentadoras de antigenos, alem de agirem na
producéo de anticorpos e geracédo de citocinas. Em particular as células B intestinais diferenciam-
se em plasmdcitos e secretam IgA. Sabe-se que a IgA é o anticorpo mais abundante no corpo
humano e é de vital importancia para o trato gastrointestinal, sendo produzida nas placas de Peyer
com o estimulo do TGF-B que ¢ o gatilho para a diferenciagdo das células B em plasmocitos. A
IgA, apos interacdo com o receptor de imunoglobulina na superficie lateral do epitélio, é
transportada para o lumen intestinal como IgA secretdria. Sua agdo no limen é evitar 0 acesso
da bactéria e toxinas ao hospedeiro. A IgA age no muco reduzindo a expressdo do epitopo da
bactéria e de antigenos alimentares, diminuindo a colonizacéo de bactérias no intestino. Também

tem a funcdo de apresentar a bactéria comensal de forma seletiva para células dendriticas via um
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complexo formado por bactéria-IgA que atravessa a mucosa ao interagir com um receptor
especializado. Todas essas fun¢des fazem com que as células B e a IgA estejam presentes nesta
complexa interacao entre o Sll e 0 SAlI (FAVA; DANESE, 2011).

2.2.2.2.2 Interacdo Sl e SIA: o papel das citocinas

As citocinas atuam como mensageiros celulares e agem de forma coordenada na inducgéo
ou repressdo de sua prépria sintese bem como de outras citocinas ou seus receptores (CRUVINEL
et al., 2010). Por sua vez, as interleucinas (IL) sdo um subgrupo de citocinas com caracteristicas
peculiares: humorais, pequenas (4-15 kDa), induziveis por proteinas ou glicoproteinas imune-
regulatérias, medeiam a comunicacdo entre as células, regulam o crescimento e a diferenciacédo
celular, tendo um papel central no desenvolvimento e homeostase do sistema imunoldgico
(MUZES et al., 2012). Elas agem nas células-alvo, especialmente leucécitos, ligando-se aos
receptores especificos e iniciando a transducdo de sinais e de vias de segundo mensageiro
(MUZES et al., 2012).

A interleucina (IL) desempenha um papel importante na interacdo do sistema
imunolégico inato e adaptativo, sendo o principal mediador da diferenciacdo da célula T
induzindo ou ndo uma resposta inflamatoria. Existem muitas citocinas e o efeito resultante de
suas acOes é complexo. De forma simplista, as citocinas, segundo seus tipos de acdo, sdo
classificadas em pro-inflamatorias e anti-inflamatorias. A interagdo das citocinas IFNy/IL12 e
IL23/IL17 leva a liberacdo de um conjunto complexo de citocinas pro-inflamatérias (I1L18, 1L2,
IL1, IL21, IL22). As células Thl e Th2 produzem IL6 ¢ TNFa. A ativag¢ao dessa rede de citocinas
leva ao recrutamento de mais células efetoras e o inicio da inflamagdo da mucosa, que pode se
tornar cronica devido a falta de regulagdo da resposta imunoldgica (MAGYARI et al., 2014).

O SIA esta fortemente envolvido no processo inflamatorio crénico do intestino na DII
(MATRICON, 2010). As cé¢lulas Thl induzem a producdo de IL12, IFNy e TNFa — respostas
anormais dessas células induzidas pelos niveis aumentados de 1L18 e IL12 sdo associadas a DC.
O IFNy induz a morte do enterdcito e estimula a liberacdo de TNFa a partir da ativacao de
macrofagos (GEREMIA et al., 2014). A resposta das células Th2 é induzida pela 1L13,
produzindo IL4, IL5 e 1L13 e séo associadas a patogénese da RU (GEREMIA et al., 2014).
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O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) ¢ uma citocina pré-inflamatoria sintetizada por
células mononucleares. A sintese de TNFa ¢ ativada por receptores toll-like (TLR-4) existentes
nas membranas celulares. A ativacdo dos TLR-4 induz a ativacdo de fator nuclear kB (NF-xB) ¢
proteinas quinases-mitdgenas, causando aumento da proliferacdo celular e diferenciacdo de
macrofagos e a indugdo de expressdo de citocinas pré-inflamatorias, como o TNFa, IL6 e IL12.
A ativacdo dessas vias é importante para homeostase, no entanto, quando desreguladas, induzem
proliferacdo celular, diferenciacéo e liberacdo de varias citocinas pro-inflamatorias, incluindo o
proprio TNFa. Ainda, a sinaliza¢do do TNFa induz a ativagdo da caspase-8 e apoptose de células
intestinais epiteliais, induzindo mudancas na expressao epitelial das proteinas das tight junctions
entre pacientes com DC, além de diminuir a funcdo da barreira mucosa dos pacientes com DI,
exacerbando a inflamacdo (MAGYARI et al., 2014; MUZES et al., 2012). O TNFa. é a principal
citocina que induz a diferenciacdo de células estromais em miofibroblastos e a producdo de
metaloproteinases que degradam o tecido (GEREMIA et al., 2014).

A IL6 € uma citocina multifuncional envolvida na regulacdo de respostas imunes, na
reacdo de fase aguda e hematopoese (Figura 7). O pleiotropismo é uma de suas principais
caracteristicas e em parte explica porque esta expressa em varias células. Em resposta a infecgdes
ou lesdes teciduais por traumas, a IL6 é prontamente sintetizada e ativa a resposta imunoldgica,
induzindo a diferenciacdo de células B ativadas em células plasmaticas produtoras de
imunoglobulinas (TANAKA; KISHIMOTO, 2014). A IL6 estimula os hepatdcitos a produzir
proteinas de fase aguda, tais como a PCR, serum amiloide A, fibrinogénio, hepcidina e al-
antiquimotripsina, reduzindo a producdo de fibronectina, albumina e transferrina. A PCR é um
marcador de inflamagcdo e sua sintese é principalmente regulada pela IL6 (TANAKA;
KISHIMOTO, 2014).
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Figura 7 — AcOes da IL6
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A IL8 é uma proteina pequena ligada a heparina que primariamente faz a mediacao da
ativacdo e migracao de neutrdfilos do sangue periférico para o tecido. Estudos sugerem que a IL8
esta aumentada na RU ativa comparada aqueles pacientes com tecido coldnico normal (MUZES
et al.,, 2012). Seus niveis séricos também sdo relacionados a gravidade das alteracdes
endoscopicas e histologicas da RU. A IL8 tem sido considerada um biomarcador viavel,
intimamente relacionado com a atividade da doenca mais do que um biomarcador de
patogenicidade (MUZES et al., 2012).

A IL12 é produzida por antigenos presentes nas células dendriticas e fagdcitos. O
receptor da IL12 € expresso principalmente nas células T, nas células natural killer e células T
natural Killer. Essa interleucina medeia o desenvolvimento e a manutencdo das células Th1 por
induzir a producao de interferon gama (IFNy) pelas células Thl e NK, indiretamente ativa a
atividade antimicrobiana, antiparasitaria e antitumor dos macrofagos e promove a atividade
citolitica das células NK. A producdo reduzida de IL12 impede a resposta Thl e aumenta a
susceptibilidade as infec¢Bes por patdgenos intracelulares (MAGYARI et al., 2014). Na DI, a
expressdo na mucosa da IL12 estd aumentada e é relacionada a atividade da doenca (MUZES et
al., 2012).
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A IL18 é um membro da familia da IL1 e seus niveis estdo aumentados na mucosa
inflamada de pacientes com DC. A IL18 recombinante é capaz de induzir uma resposta
proliferativa significante nos linfocitos da mucosa da DC ativa (LEACH et al., 2008).

A IL9 tem muitas funcbes, uma delas se relaciona a integridade da barreira epitelial. A
sua producdo requer a presenca de IL4 e TGFP e sua deficiéncia previne a colite em ratos. A sua
adicdo suprime a cicatrizacdo da mucosa. Também age nos neutrofilos tornando-os resistentes a
apoptose. Logo € associada ao déficit de cicatrizacdo da mucosa e tida como um potencial
biomarcador de inflamacao (CHOY; VISVANATHAN; DE CRUZ, 2017).

A 1L10 é uma citocina com multiplas fun¢des e com marcante acdo anti-inflamatoria.
Varios tipos de células como mastdcitos, macréfagos, celulas dendriticas, mondcitos e linfocitos
B e T produzem a IL10. A sua funcdo imunorreguladora consiste tanto na diminui¢do da
producdo de fatores pré-inflamatorios, o que implica na supressdo de fatores como o NF-«kB,
como no aumento da producdo de fatores anti-inflamatdrios. A acdo da I1L10 se estende para
outros setores do sistema imunoldgico. A IL10 ainda age na inibicdo da expressdo do complexo
de histocompatibilidade maior Il (MHC classe Il) e de seus coestimulantes nos mondcitos,
macrofagos e células dendriticas. Essa acdo provoca a diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias
como a IL1, IL6, IL8, [FNa e o TNFa (PAUL; KHARE; GASCHE, 2011).

Contudo, a fun¢do da IL10 no trato gastrointestinal ainda ndo esta totalmente elucidada.
Ainda ha questdes nao respondidas em relacdo ao seu papel na imunoregulacdo (YANAGI et al.,
2016). Na ultima década, aumentou o numero de publicacBes que descrevem mutacdes e
alteragBes no gene e na expressdo da IL10 no sistema imunoldgico gastrointestinal (CORREIA
et al., 2009; GLOCKER et al., 2009; GLOCKER et al., 2011; PIGNEUR et al., 2013;
RUEMMELE, 2010; YANAGI et al., 2016). A participacdo da IL10 na patogénese da DII, em
especial nos casos de inicio precoce, ganhou forga nos Gltimos anos, apesar dos relatos de
mutacgdes homozigoticas ainda serem raros (GLOCKER; GRIMBACHER, 2012).

As mutacdes da IL10 resultam em uma sinalizacdo defeituosa. O processo normal
comeca com a ligagcdo do homodimero da IL10 ao seu receptor (IL10R). O IL10R consiste em
um complexo tetramérico composto por duas moléculas de cadeias o (ILIORA) e duas moléculas
de cadeias B (IL10RB). Essa ligagdo ativa a Janus Kinasel (JAK1) e a tirosina kinase2 (Tyk?2)
que sofrem autofosforolizagéo e subsequente ativacao do IL10R1, recrutando, assim, o transdutor
e ativador de sinal de transcripcdo3 (STAT3), mostrado na Figura 8. A ativacdo do STAT3 é
contraditoria na patogénese da DII. A sua relagdo com a IL10 leva a crer na sua acdo anti-
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inflamatoria, no entanto, o STAT3 pode contribuir para a inflamacdo em outras células
(GLOCKER et al., 2011).

Os polimorfismos genéticos na 1L10, no IL10R e no STAT3 sdo relacionados a
patogenia da DII, principalmente nos casos mais graves de colite de inicio precoce (GLOCKER
et al., 2010; GLOCKER et al., 2011; MARLOW et al., 2013). Nesse caso, a patogenia da DII
estaria associada a mecanismos anti-inflamatorios defeituosos devido aos polimorfismos da
IL10, causando colite com fendtipos agressivos da DII, como o tipo fistulizante (PAUL et al.,
2012).

Figura 8 — Mecanismo de sinalizacdo da IL10
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2.2.3 Repercussoes locais e sistémicas da inflamagao

O paciente portador de DII apresenta alteracdes inflamatdrias caracteristicas, apesar de
ndo patognomonicas. Segundo os critérios de Porto, dados da historia clinica, do exame fisico,
dos exames laboratoriais, dos exames de imagem e da avaliagdo histologica sdo necessarios para
o diagndstico e acompanhamento desses pacientes (LEVINE et al., 2013). Na RU, a caracteristica
mais marcante é a inflamacao crénica continua sem a presenca de granuloma e, na DC, ¢ a
presenca de inflamacéo cronica focal com ou sem granulomas (LEVINE et al., 2013). As
alteracdes inflamatorias estdo relacionadas aos periodos de atividade da DIl (GASPARETO;

GUARISO, 2013). Segundo Villanacci et al. (2013), essas altera¢des vistas na mucosa intestinal
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do paciente com DIl podem ser classificadas em dois tipos de lesdes: as anormalidades
citoarquiteturais, que consistem no encurtamento e diminuicdo da densidade das criptas e
presenca de superficie mucosa irregular, e as lesdes inflamatorias, que consistem no aumento das
células mononucleares e na presenca de granulomas epitelioides (VILLANACCI et al., 2013).

As alteracGes no Sl e no SAI podem levar a alteragdes no padréo de infiltrado celular
e citocinas na mucosa. A resposta inflamatoria ativada por estes defeitos produz as lesdes de
mucosa tipicas da DIl concentrando células e citocinas inflamatorias. A lesdo da mucosa mostra
esse arsenal de células e citocinas em grande parte localizado na lamina propria. Na DI ativa, ha
um grande infiltrado na lamina propria de células do sistema imunoldgico inato, como
neutrofilos, macréfagos, células dendriticas e células natural killer e do sistema imune adaptativo,
como células B e T. A ativagao dessas cé€lulas leva ao aumento na mucosa de TNFa, IL- 18,
interferon-y e citocinas da via IL23-Th17 na DC e RU (ABRAHAM; CHO, 2009; BEGUE et al.,
2011, ENGELHARDT et al., 2013).

Os macrofagos sdo células importantes nesse processo, ja que no intestino normal sdo
condicionados a expressar um fenotipo ndo inflamatério com a inibicdo dos receptores de
imunidade inata e contencdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias. No paciente com DI,
0s macrdfagos apresentam um fen6tipo ativado e, junto aos macréfagos recrutados do sangue
periférico, expressam o marcador CD14, priorizando a producdo de varias citocinas pro-
inflamatorias, como a IL1a, IL1B e o TNFa. Nos pacientes com DC, os macréfagos CD14 sao
aumentados em niimero e produzem mais IL23 e TNFa, contribuindo para a produ¢do de INFy
pelas células T locais quando comparados com pacientes com RU ou sem DIl (SCHIRBEL,;
FIOCCHI, 2010).

Por sua vez, as células dendriticas sdo muito envolvidas na iniciacdo e regulacdo da
resposta imunoldgica inata local por serem células apresentadoras de antigenos. Sabe-se que na
DC as células dendriticas sdo ativadas e a expressao dos seus receptores microbianos esta
aumentada, produzindo citocinas pro-inflamatérias como a IL12 e a IL6. Seu envolvimento com
a DIl ainda ndo esta muito esclarecido, ja que junto aos macréfagos, sdo células de dificil estudo,
além do que as células dendriticas estdo em pequena quantidade na mucosa intestinal e tém
fenotipos variados (SCHIRBEL; FIOCCHI, 2010).

O acumulo de neutrofilos na mucosa do intestino € uma alteracdo comum na DIl vista
no estudo histopatoldgico e indica atividade inflamatoria da doenca, sendo relacionado com o
SIl. Os neutrofilos podem liberar substancias com capacidade de danificar o tecido e a sua
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associacdo com dano tecidual indica atividade inflamatéria (VILLANACCI et al., 2013). O
recrutamento e a adesdo dessas células sdo mediados pela acdo de citocinas pro-inflamatorias
como a IL1 e o TNFa, levando a manutencdo do processo inflamatoério. Os vasos sanguineos
intestinais também participam no acumulo de neutréfilos por falha na regulagéo da entrada dos
leucacitos no tecido (ABRAHAM; CHO, 2009).

No paciente com DIl em atividade, a inflamacao pode ser detectada em varios niveis e
ter diferentes expressdes fenotipicas nas manifestacGes clinicas, nas manifestacdes laboratoriais,
histologicas e moleculares. As evidéncias inflamatérias nos varios niveis de avaliacdo do
paciente permitem verificar a extensdo e a intensidade da doenca nos periodos de crises, assim
como classificar fenotipicamente cada paciente (LEVINE et al., 2011; LEVINE et al., 2013). A
evolucdo e complicacbes da DIl tanto adulta quanto pediatrica estdo intimamente ligadas ao
controle ou ndo da atividade inflamatoria da doenca (PIGNEUR et al., 2010). O ganho estatural,
a normalidade dos exames laboratoriais e endoscdpicos, assim como a remissdo da inflamacéo
histoldgica levariam ao controle da doenca, 0 que hipoteticamente deixaria o paciente livre de
sintomas e complicacdes (RUEMMELE et al., 2014; TURNER et al., 2012).

A necessidade de identificacdo desses periodos leva a discussdo sobre os indicadores de
atividade inflamatéria e seu valor na pratica clinica diaria. Os sintomas caracteristicos do paciente
em atividade inflamatdria, os indices de atividade inflamatoria, os biomarcadores laboratoriais e
moleculares, a avaliacdo endoscopica e histologica permite o diagnéstico de atividade, mas

devem ser avaliados com cautela.

2.2.3.1 Avaliacao clinica e por escores

Os sinais e sintomas relacionados a D11 sdo os mais analisados indicadores de atividade
inflamatdria na pratica clinica principalmente na infancia, quando os procedimentos invasivos e
dolorosos geram questionamento e angustia para 0s pacientes, para 0s pais e a para propria equipe
de satde (ZALLOT; PEYRIN-BIROULET, 2013). A atividade inflamatoria em adultos é
avaliada por meio das manifestacdes clinicas e varios autores desenvolveram escores para o seu
diagnostico (RICANEK et al., 2011). Em 2007, Turner et al. desenvolveram um escore de
atividade inflamatoria para a RU em criangas baseado apenas em sinais e sintomas (TURNER et

al., 2007). Ap0s avaliar as alteraces clinicas e laboratoriais mais frequentes na RU na infancia,
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enumeraram e criaram notas para essas alteragdes mediante modelos de regressdo, criando,
assim, o PUCAI (Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index) (TURNER et al., 2007).

O PUCAI avalia dor abdominal, sangramento retal, consisténcia das fezes, nimero de
evacuacOes em 24 horas, evacuagdes noturnas e nivel de atividade durante o dia. O total de pontos
pode variar de 0 até 85 pontos e o ponto de corte considerado para diferenciar doenca ativa e
inativa € 10 com sensibilidade de 97% e especificidade de 95%. Dessa forma, a atividade
inflamatdria é avaliada de forma rapida e a partir de caracteristicas clinicas (TURNER et al.,
2007).

Da mesma forma, existem escores de atividade para avaliar a atividade inflamatoria na
DC. Na DC pediétrica, o mais conhecido € o PCDAI (Pediatric Crohn Disease Activity Index).
Este escore foi criado em 1991 e é o mais utilizado desde entdo (HYAMS et al., 1991).
Diferentemente do PUCAI, o PCDAI é um escore que utiliza tanto caracteristicas clinicas,
inclusive relacionadas ao crescimento linear, quanto laboratoriais para indicar atividade
inflamatoria da DC. Nesse caso, o levantamento dos sinais e sintomas clinicos mostrou que estes
ndo foram suficientes para caracterizar atividade de doenca, sendo também necessario considerar
0s aspectos laboratoriais como nivel de hemoglobina e albumina para compor o escore. Tal fato
mostra que nem sempre as caracteristicas clinicas permitem diagnosticar a presenca de atividade
inflamatoria, sendo importante também a realizacdo dos exames laboratoriais (HYAMS et al.,
2005).

2.2.3.2 Avaliacdo complementar da doenca inflamatdria intestinal na infancia

Apesar do desenvolvimento de escores para avaliar a atividade da DII, a busca por
biomarcadores que traduzissem a atividade inflamatoria com acuracia, boa reprodutibilidade,
padronizados e de fécil interpretacdo, alem de alta sensibilidade e especificidade, sempre existiu.
Define-se como biomarcador uma entidade que pode ser medida experimentalmente e possa
avaliar os processos bioldgicos normais, processos biologicos patogénicos ou respostas
farmacologicas as intervencdes terapéuticas (ISKANDAR; CIORBA, 2012).

Na analise da atividade inflamatdria da DII, existem varios biomarcadores de fase

aguda.
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2.2.3.2.1 Marcadores de fase aguda de sangue periférico

As proteinas de fase aguda sdo definidas como proteinas cuja concentracdo sérica
aumenta ou diminui em mais de 25% como resultado de um processo inflamatério (ISKANDAR,;
CIORBA, 2012). Em sua grande maioria, é produzida pelo figado e sua producéo é induzida por
citocinas que sdo liberadas por células imunoldgicas ativadas no local da lesdo (ISKANDAR;
CIORBA, 2012).

A PCR é um marcador de fase aguda produzida pelos hepatdcitos em resposta a IL6,
IL1B e TNF-a, originaria de tecidos inflamados, sendo os dois ultimos em menor quantidade. O
aumento da PCR € rapido, podendo ser em até 1.000 vezes, assim como seu clearance é
igualmente rapido, durando no maximo 48 horas, em média 19 horas, e determinado pela sua
sintese (ISKANDAR; CIORBA, 2012; CIOFFI et al., 2015).

A funcdo da PCR consiste na agregacdo e opsonizacdo de particulas estranhas pela
ativacdo do sistema complemento, funcionando como um imunomodulador (BALLOU;
KUSHNER, 1991; YOUNG; GLEESON; CRIPPS, 1991). Todavia, as doencas virais, as
bacterianas, as autoimunes e as neoplasias, ou seja, todas as doencas que resultem em necrose
tecidual, podem afetar os niveis séricos da PCR (RICANEK et al., 2011).

Para medir a concentracdo da PCR sérica, utilizam-se métodos imunonefelométricos ou
imunoturbidimétricos seguidos da adicdo de anticorpos altamente especificos. Esses métodos
detectam valores de 3 a 5 mg/L. A PCR de alta sensibilidade detecta valores de 0,1 a 0,3 mg/L,
mas seu valor diagnéstico na DIl ainda ndo foi completamente estudado (ISKANDAR; CIORBA,
2012).

Em geral, existem variacGes genéticas que podem alterar a resposta da PCR. Ha também
diferengas dos niveis de PCR entre a RU e a DC, sendo os niveis mais altos nesta ultima (CIOFFI
et al., 2015; SIRODOFF et al., 2010). Acredita-se que, como a inflamacdo na RU é restrita a
mucosa com pouca drenagem venosa, ha niveis mais baixos de IL6 e consequentemente de PCR.
Apesar dessas diferencas, a PCR tem baixa especificidade, ndo distinguindo entre as duas
doencas ou entre colites infecciosas (ISKANDAR; CIORBA, 2012).

Em criangas, ha poucos dados sobre a PCR (MULLER et al., 2016). Sabe-se que seus
niveis podem se elevar em pacientes com atividade inflamatéria tanto na DC quanto na RU e
publicacdes, como os critérios de Porto (LEVINE et al., 2013), recomendam seu uso como uma
das ferramentas diagndsticas da DIl em criancas. Apesar da boa associacdo da PCR com

atividade inflamatdria e das recomendacdes inclusive nos critérios de Porto, recomenda-se a
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andlise criteriosa das alteracbes da PCR na DII, principalmente na faixa etaria pediatrica
(HOEKMAN et al., 2016; MOSLI et al., 2015).

A velocidade de hemossedimentacdo (VHS) mede a distancia em que os eritrocitos caem
depois de uma hora em uma coluna vertical de sangue ndo coagulado e sob a influéncia da
gravidade (CIOFFI et al., 2015). Quando a inflamac&o esté presente, os fatores pré-inflamatorios,
como o fibrinogénio, levam a agregacdo das hemacias e aumento da VHS. Assim, a VHS pode
sofrer alteragdes por influéncia de proteinas do plasma e do hematdcrito. Também sofre
influéncia da idade, sexo, gravidez, anemia e discrasias sanguineas. A PCR ¢é mais confiavel nas
primeiras 24 horas, no entanto, a VHS decresce mais lentamente (ISKANDAR; CIORBA, 2012).
Em criancas, a VHS é utilizada e faz parte dos critérios do PCDAI (HYAMS et al., 1991.

O aumento das plaquetas correlaciona-se bem com a gravidade da doenca e o tamanho
das plaquetas é proposto com um bom biomarcador para atividade da doenca (CIOFFI et al.,
2015; ISKANDAR; CIORBA, 2012). Oztiirk et al. (2013) encontraram relagio entre o nimero e
morfologia das plaquetas e a atividade da DIl em pacientes adultos. No entanto, a relagéo do
numero de plaquetas e do tamanho das plaquetas e a atividade inflamatoria na DIl ainda é alvo
de estudos e n&o ha validagdo da sua utilizagdo em criancas e adultos (OZTURK et al., 2013).

A albumina é também considerada um biomarcador de fase aguda e diminui durante a
inflamacdo. Uma albumina baixa pode indicar enteropatia perdedora de proteina, usualmente
refletindo atividade inflamatdria e gravidade da DIl e ndo meramente o status nutricional
(CIOFFl etal., 2015; LEVINE et al., 2013). Assim como a VHS, é um dos parametros do PCDAI
e é utilizada tanto no diagnéstico quanto na avaliagdo da atividade inflamatéria da DIl em
criancas (HYAMS et al., 1991; LEVINE et al., 2013).

Os leucdcitos aumentam quando ha atividade inflamatdria e podem ter o seu nimero
alterado pelos corticoides (aumentam) e imunossupressores como a azatioprina (diminuem)
(MUMY; MCCORMICK, 2009). Sdo importantes na avaliacdo do paciente com doenca
inflamatoria intestinal, principalmente para verificar os sinais de atividade inflamatoria. No

entanto, h4 poucas descri¢fes que caracterizem melhor seu comportamento nessa doenca.
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2.2.3.2.2 Marcadores fecais

Os biomarcadores fecais sdo importantes por serem especificos do trato gastrointestinal
(DIAMANTI et al., 2010). A inflamacdo é avaliada por meio de produtos provenientes de
leucdcitos e dos préprios leucécitos que passam pela mucosa inflamada, consequentemente mais
permeavel, indo para o limen intestinal. Apesar do padréo-ouro ser a avaliacdo desses produtos
por meio de leucocitos marcados nas fezes, esse procedimento néo é viavel na pratica médica de
rotina. Portanto, os marcadores mais utilizados atualmente sdo a calprotectina e a lactoferrina,
que avaliam a presenca dos leucdcitos indiretamente (ISKANDAR; CIORBA, 2012). A
calprotectina fecal consiste em cerca de 50 a 60% da proteina citosélica dos granuldcitos, sendo
liberada com a morte dessas células, tornando-se um marcador sensivel de inflamacéo, superior
a qualquer marcador para a detec¢do de inflamacéo intestinal (KOSTAKIS et al., 2013).

A calprotectina fecal tem sido utilizada como marcador de atividade inflamatoria
intestinal em criancgas, sendo o ponto de corte de 50ug/g (KOSTAKIS et al., 2013; LEVINE et
al., 2013). Por ser resistente a degradacao por bactérias do lumen, fica estavel nas fezes por varios
dias. Tem alta sensibilidade, porém um teste negativo ndo exclui atividade da doenca por ser
moderadamente especifico (KOMRAUS et al., 2012; KOSTAKIS et al., 2013). Por outro lado,
outras doencas podem levar ao aumento da calprotectina fecal como as neoplasias, os pélipos, a
enteropatia secundaria ao uso de anti-inflamatérios ndo hormonais, a doenca celiaca, a colite
microscopica, a colite alérgica e as infeccdes (ISKANDAR; CIORBA, 2012).

A lactoferrina tem comportamento parecido com a calprotectina como marcador de
atividade inflamatdria na DIl sendo muito sensivel, mas pouco especifica (LEVINE et al., 2013).
No entanto, diferentemente da calprotectina, que se liga a neutrofilos, mondcitos e células
epiteliais, a lactoferrina é uma glicoproteina que se liga ao ferro somente nos granulos dos
neutrofilos. Com essa acdo, tem propriedades antimicrobianas e pode ser utilizada como
biomarcador de atividade inflamatoria assim como na triagem para o diagnostico (LEVINE et
al., 2013).

A proteina S100A12 tem comportamento similar a calprotectina fecal, porém age
ativando o transdutor do NF-kp aumentando a liberagdo de citocinas. Apesar da proteina
S100A12 ser liberada no soro, o estudo das fezes € mais sensivel e especifico para DII. Também
indicado como biomarcador de atividade inflamatéria da DIl em adultos e criangas
(ISKANDAR; CIORBA, 2012).
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A ferritina, o1-glicoproteina acida, a.1-antitripsina, transferrina podem ser utilizadas na
pediatria, no entanto, ainda ndo foram avaliadas a sua acuracia, sensibilidade e especificidade na
faixa etaria pediatrica (ISKANDAR; CIORBA, 2012).

2.2.3.2.3 Avaliacgéo por imagem

As técnicas de enterografia por ressonéncia nuclear magnética (RNM) e tomografia
computadorizada (TC) oferecem possibilidades de detectar inflamacéo ativa na DC com alta
sensibilidade (SIDDIKI; FIDLER, 2009). O que limita a indicacdo desses procedimentos é a
idade dos pacientes (menores de 6 anos necessitam de procedimentos anestésicos o que dificulta
a ingestdo do contraste), a presenca de problemas renais ou alergia a contrastes.

A RNM pode oferecer muitas informacgdes sem a exposi¢cdo do paciente aos niveis altos
de radiagdo: espessamentos, ulceragdes, aumento da vascularizagdo mesentérica (“sinal do
pente”), aumento da intensidade do sinal da parede do intestino delgado, inflama¢ao mesentérica,
adenopatia reativa e complicacGes associadas, incluindo perfuracdes/fistulas e obstrucdo
intestinal (TORKZARD et al., 2012). Ja existem padrdes utilizados na avaliacdo dos pacientes
adultos e que sdo extrapolados para criancas que permitem identificar essas alteracbes e
classifica-las como sinal de doenga ativa (METZEL et al., 2014).

Ultrassonografia para a DIl requer transdutores lineares de alta frequéncia (5-17 MHz)
que fornecem resolucao espacial aumentada da parede intestinal, o que € essencial para definir o
seu diametro e descrever a mucosa. Com aparelhos de alta frequéncia, ainda é possivel analisar
a arquitetura da parede intestinal. Com o ultrassom doppler, podem ser obtidas informacGes da
vascularizagdo da parede e extraintestinal que refletem a atividade inflamatoria.

Apesar da acessibilidade do seu uso nos pacientes pediatricos, entidades como a
ESPGHAN (European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) e a
NASPGHAN (North American Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition) ainda ndo recomendam seu uso na pratica rotineira para investigar e definir atividade
inflamatoria da DIl em criancas (TURNER et al., 2012; RUEMMELE et al., 2014).
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2.2.3.2.4 Avaliacdo endoscépica

A realizacdo da colonoscopia permite visualizar as lesdes associadas a atividade
inflamatoria da DI, associando aos sintomas do paciente quando apresentados, indicando ou néo
a presenca de atividade de acordo com o aspecto da mucosa. Uma mucosa normal indicaria
remissdo endoscopica e auséncia de atividade inflamatdria. A remissdo endoscépica baseia-se na
cicatrizagdo mucosa, conceito que vem sendo debatido nos ultimos anos. A maioria dos estudos
define cicatrizagdo mucosa como “auséncia de todas as lesdes inflamatérias e ulceradas”
(DAPERNO et al., 2011; ZALLOT; PEYRIN-BIROULET, 2013).

Portanto, a necessidade de caracterizar a cicatrizacdo mucosa por meio da endoscopia
motivou a criacao de escores para classificar a existéncia atividade inflamatoria. Existem escores
que tentam estabelecer critérios para diferenciar a remissdo e a atividade inflamatéria nos
pacientes com DIl. O Grupo de Estudos Terapéuticos das Doencas Inflamatdrias do Tubo
Digestivo (GTAID) elaborou o CDEIS (Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity)
incorporando achados endoscopicos que mostraram ter caracteristicas validas mediante um
modelo de regressdo, usando uma avaliacdo global da gravidade endoscOpica como variavel
dependente. Esse indice foi considerado por ter alta reprodutibilidade e validade, mas é muito
complexo. O CDEIS gera notas huméricas que variam entre 0 e 44 e avalia 0s cinco segmentos
intestinais (ileo terminal, c6lon direito, colon transverso, colon esquerdo/sigmoide e reto) a cada
10 centimetros em relagdo as seguintes caracteristicas: 1. Presenca ou auséncia de Ulceras
descritas em profundidade; 2. Presenca de estenose, classificada como ulcerada ou néo ulcerada;
3. Extensdo da atividade da doenca classificada como ulceracdo ou s6 inflamacdo (MARY;
MODIGLIANI, 1989).

Dada a complexidade do CDEIS, Daperno et al. criou uma versdo mais simplificada
deste indice, SES-CD (Simplified Endoscopic Activity Score for Crohn’s Disease) (DAPERNO
et al., 2011). O SES-CD varia de 0-60 e inclui quatro variaveis: 1. Superficie intestinal atingida
por Ulceras; 2. Superficie intestinal afetada por outras lesdes inflamatorias; 3. Presenca de
Ulceras; 4. Presenca de estreitamento (diferenciando como simples ou multiplas e obstrutivas ou
nédo). Cada variavel é pontuada de 0 a 3 e os cinco segmentos sdo avaliados (ileo terminal, célon
direito, colon transverso, célon esquerdo/sigmoide e reto). A presenca de Ulceras que ndo séo
classificadas como profundas e superficiais, mas de acordo com o tamanho —0,1-0,5 cm; 0,5-2,0
cm; >2,0 cm — e em extensdo de superficies intestinais ulceradas <10%; 10 — 30%; >30% e
<50%; 50-75%; >75% (DAPERNO et al., 2004). No entanto, o CDEIS e o SES-CD néo
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apresentam boa correlagdo com outros parametros de atividade em adultos como o CDAI (Crohn
Disease Activity Index) (LEWIS, 2011; MONIUSZKO; WISNIEWSKA; RYDZEWSKA, 2013).

Os escores utilizados na retocolite ulcerativa também carecem de concordancia entre 0s
autores e um dos mais utilizados é o indice de Mayo endoscopico (SEO et al., 1992). Suas notas
variam de 0-3, sendo: (0) doenca inativa e mucosa normal; (1) doenca leve — eritema e
friabilidade leve; (2) doenca moderada — eritema marcante, auséncia de padrdo vascular,
friabilidade e erosdes; (3) doenca grave — sangramento espontaneo e ulceracdo difusa. Limita-se
por ndo caracterizar Ulceras superficiais ou profundas (ZALLOT; PEYRIN-BIROULET, 2013).

Ainda ndo hé indices validados para crian¢as. Utilizam-se indices como o CDEIS ou o
SES-CD nessa faixa etéria por acreditar-se que nao ha diferencas significantes das alteraces

endoscopicas entre adultos e criancas.

2.2.3.2.5 Avaliacdo histopatoldgica

A avaliacdo histologica na DIl deve levar em conta as diferentes situacdes em que o
paciente possa se encontrar, como a classificacdo, DC ou RU, e o uso de medicacdes,
caracterizando a profundidade da lesdo, o carater inflamato6rio e/ou regenerativo, a presenca de
granulomas, a formacao de fistulas, entre outros. Os medicamentos anti-inflamatorios (&cido 5-
acetilsalicilico, corticoesterdides), imunossupressores (azatioprina, metotrexate, ciclosporina,
entre outros) e imunomoduladores (anti-TNFa) devem ser sempre considerados devido ao
impacto que tém no processo inflamatdrio e nas manifestagGes histologicas, podendo modifica-
las (LEVINE et al., 2013).

Algumas orienta¢Ges tentam minimizar essas questdes e favorecer uma boa analise da
correlacdo histologica, endoscopica e clinica. Essas orientagcBes vdo desde a coleta, onde o
numero de amostras e o local de retirada sdo de maxima importancia. O patologista deve receber
uma quantidade adequada de material do ileo terminal ao reto e essas amostras devem conter
dados do paciente, da sua doenca e do tratamento recebido (LEVINE et al., 2011; VILLANACCI
etal., 2013).

A leitura da lamina deve conter basicamente duas descri¢des (VILLANACCI et al.,
2013):

1. Caracteristicas arquiteturais — encurtamento ou duplicacéo das criptas, diminui¢do da
densidade das criptas e irregularidade da superficie mucosa;



57

2. Caracteristicas inflamatdrias — aumento transmucosa de células mononucleares da
lamina propria e a presenca de granulomas epitelioides.

Existem propostas de escores para avaliacdo histologica como de Truelove et al.,
publicada em 1956 (TRUELOVE et al., 1956). Poucas inovagdes foram propostas desde entéo e
a maioria delas modifica em termos de notas no escore sem trazer modificagcbes em termos de

padrdo inflamatorio, como o escore de Hanauer (HANAUER et al., 1993).

2.2.3.2.6 Avaliacdo molecular

A resposta imunoldgica desregulada em individuos geneticamente predispostos gera, no
tecido acometido, a producdo de citocinas e substancias similares a estas com acdo pro-
inflamatérias (WANG; DUBOIS; RICHMOND, 2009).

No grande grupo de citocinas ja descrito e relacionado com a DIl (MAGYARI et al.,
2014), destacam-se algumas delas por serem associadas a atividade inflamatoria, como a IL6 e 0
TNFa.

O receptor de IL6 esta significantemente aumentado em pacientes com RU e DC ativas
comparadas aos pacientes com doenca inativa. Os niveis séricos de IL6 e do seu receptor
correlacionam-se fortemente com os niveis da PCR, corroborando o seu valor na avaliacdo da
atividade inflamatdria da DIl (MUZES et al., 2012).

O TNFa e seu receptor estao aumentados em pacientes com DII, tanto DC como RU, e
sdo considerados como biomarcadores de atividade inflamatdria. Seu papel no processo
inflamatorio da mucosa estimulou o surgimento de medicacdes anti-TNFa para o tratamento da
DIl em adultos e criangas. Os membros da familia do TNF, como o TNFSF14 (LIGHT), podem
ser encontrados na mucosa intestinal e funcionarem como marcadores de atividade da doenca.
No entanto, as IL6 — tanto 0s niveis séricos como expressdo ha mucosa — ainda séo alvo de estudo
e seu real papel no diagndstico da atividade da DIl ainda ndo estdo definidos (MUZES et al,
2012).

Um biomarcador para ter uso amplo na préatica clinica necessita corresponder a algumas
caracteristicas como as citadas por Boyapati et al. (2016): 1. Identificar individuos com riscos de
desenvolver a doenca; 2. Questionar a grande variagao de resposta terapéutica e reagdes adversas;
3. Inovar classificacOes capazes de estratificar os pacientes; 4. Poder estratificar os pacientes para

ensaios clinicos e ajudar no desenvolvimento de novas terapias; 5. Ter impacto em fatores de
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riscos genéticos e ambientais para a doenga (BOYAPATI et al., 2016). Portanto, a associagéo de
citocinas, como a IL6 ¢ o TNFa, com o processo inflamatdrio da DIl ainda ndo encontrou espaco
na pratica clinica nos pacientes com DIl. Como biomarcadores, ndo assumem o status que
permitam sua utilizacdo rotineira, sendo seu uso ainda restrito aos procedimentos de pesquisa.
Até este momento, apesar da associacdo com a presenca da atividade inflamatéria na DII, as

interleucinas ainda ndo sdo utilizadas de rotina como biomarcadores da inflamacao.

2.3 Consideracdes finais

Os conhecimentos acerca da patogénese e evolucdo da DIl em criangcas estdo
aumentando nos ultimos anos. Os marcadores clinicos e laboratoriais ja sdo amplamente
utilizados na pratica rotineira dos pacientes com DIl e servem de apoio tanto para avaliacao de
novos indicadores quanto para a avaliacdo diagndstica e seguimento da doenca. A avaliacéo
endoscopica e histoldgica é ainda alvo de discussao e aperfeicoamento principalmente visando
estabelecer o conceito de remissdo profunda na DII. A avaliagdo molecular surge como uma
alternativa préxima da fisiopatologia da DII, mas ainda pouco viavel do ponto de vista de
assisténcia.

Com o aumento do conhecimento, surgem novas medidas terapéuticas e propostas
diagndsticas. No entanto, ha muitas perguntas sem respostas. A utilizacdo de indicadores
moleculares de atividade inflamatdria encontra-se nesse universo de especulacfes e ainda sem
uma base empirica robusta que corrobore a sua real contribuicdo na investigacdo diagndstica e
conducéo dos pacientes.

A distancia entre o conhecimento teodrico e 0 uso na rotina de assisténcia ainda é grande.
Contudo, o0 uso criterioso dos indicadores validados j& existentes e a busca por indicadores mais

acurados sao grandes passos para o diagnostico e tratamento das DII.
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3 METODOS

Tratou-se de um estudo tipo Série de Casos envolvendo um grupo de criancas e
adolescentes com DIl — doenca de Crohn (DC) e retocolite ulcerativa (RU) — com idade até 17
anos regularmente acompanhados no Ambulatorio de Gastroenterologia Pediatrica do Instituto
de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP).

O critério de inclusdo foi ter o diagndstico de DII definido conforme os critérios de
Porto revisados (LEVINE et al., 2013). Foram excluidos os pacientes caracterizados como
colite indeterminada devido ao pequeno numero de casos e possibilidade de falha no
diagnostico.

Os sujeitos do estudo foram subcategorizados ou definidos com o objetivo de melhor

analisar as suas particularidades descritas nos itens a seguir.

3.1 Delineamento do estudo

3.1.1 Quanto a idade de aparecimento dos primeiros sintomas

e Forma infantil: pacientes com DC ou RU com inicio de sintomas antes dos 2 anos
de idade.

e Precoce: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas entre 2 e 10 anos de
idade.

e Tardia: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas com mais de 10 anos de
idade.

3.1.2 Quanto ao tratamento e a resposta ao corticoesteroides

e Tratamento com imunossupressores — 0S pacientes que recebiam azatioprina ou
metotrexato para o tratamento da DII.

e Tratamento com imunobioldgicos — os pacientes que recebiam anticorpo anti-TNFa.
(infliximabe) para o tratamento da DII.

e Corticodependéncia — presencga de remissdo com uso de corticoesteroides, porém
com aparecimento de recorréncia quando a dose € diminuida; ou quando ocorre

apos trés meses seguidos apods a retirada completa dos corticoesteroides; ou, ainda,
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se 0s corticoesteroides ndo podem ser retirados ap6s o periodo de 14 a 16 semanas
(TURNER et al., 2012).

e Corticorresisténcia — ndo ocorréncia de resposta ao uso de corticoesteroides apos
sete a 14 dias (TURNER et al., 2012).

3.1.3 Quanto aos fenotipos clinicos da DC

e Inflamatoria — doenca inflamatoria ndo complicada sem evidéncia de doenca
estenosante ou penetrante (LEVINE et al., 2011).

e Doenca estenosante — doenca com estreitamento luminal diagnosticado por exames
radioldgicos, endoscépicos ou em procedimentos cirdrgicos combinados com
dilatagdo pré-estenotica ou sinais ou sintomas de obstrucdo sem evidencias de
doenca fistulizante (LEVINE et al., 2011).

e Doenga penetrante — ocorréncia de perfuragéo intestinal e/ ou fistulas intra-
abdominais (LEVINE et al., 2011).

e Doenca estenosante/penetrante — presenca do fendtipo estenosante e penetrante no
mesmo paciente, a0 mesmo tempo ou separadamente (LEVINE et al., 2011).

e Doenca complicada — pacientes com as formas estenosantes, fistulizantes e/ou com
doenca perianal (RUEMMELE et al., 2014).

3.1.4 Quanto ao fenotipo clinico da RU

Os pacientes com RU foram classificados quanto ao fenotipo clinico baseados na
Classificacdo de Paris (LEVINE et al., 2011), de acordo com a extensao, variandoem E1 a E4

e com a gravidade em SO ou S1.

3.2 Periodo e locais do estudo

A avaliacdo dos dados foi realizada entre julho de 2014 e janeiro de 2016 e a analise
molecular, entre julho e novembro de 2016.
Os pacientes foram recrutados e avaliados no IMIP, sendo as analises laboratoriais,

endoscdpicas e histopatoldgicas realizadas nesse hospital, no Laboratério de Analises Clinicas,
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no Servigco de Endoscopia e no Servigo de Patologia. Os estudos moleculares foram executados
no Laboratorio de Imunopatologia Keiso Asami (Lika), localizado no campus da UFPE, e no
Laboratorio de Pesquisa Clinica do Instituto da Crianca da Universidade de Sdo Paulo (USP).

O IMIP é um hospital filantropico de assisténcia e ensino. A populagdo assistida é
composta por individuos de baixa condi¢cdo socioeconémica residentes na regido metropolitana
e no interior de Pernambuco, mas atende também pacientes dos estados vizinhos. O Ambulatorio
de Gastroenterologia Pediatrica do IMIP assiste criangas portadoras de DIl e, ao lado do Centro
de Infusdo de Imunobioldgicos, é credenciado pelo governo de Pernambuco, sendo referéncia no
estado. O recrutamento e a avaliacdo dos pacientes do estudo, assim como a analise laboratorial
e histopatolégica, foram realizados nesse hospital.

O Laboratorio de Analises Clinicas, terceirizado pelos Laboratérios Cerpe, atende 0s
pacientes do IMIP tanto em carater ambulatorial quanto de urgéncia. Toda analise de atividade
inflamatoria colhida em sangue periférico dos pacientes foi realizada no Cerpe, de acordo com a
rotina dos pacientes recrutados para o estudo.

O Servico de Endoscopia do IMIP presta assisténcia a adultos e criancas para realizacao
de endoscopia digestiva alta, colonoscopia e colangiopancreatografia endoscopica retrograda,
além de outros procedimentos realizados por via endoscopica. Esse servico atende pacientes
pediatricos do IMIP para procedimentos eletivos e de urgéncia, sendo uma das referéncias no
estado de Pernambuco. As biopsias de tecido coldnico dos pacientes do estudo foram realizadas
nesse setor.

O Servico de Patologia do IMIP é responséavel pela analise histopatolégica de todo o
material cirargico e de outros procedimentos dos pacientes do hospital, incluindo o material
proveniente dos procedimentos endoscopicos e as analises das doengas do trato gastrointestinal.
As analises histopatoldgicas das bidpsias de tecido coldnico foram realizadas nesse servico.

O Lika possui diversas linhas de pesquisa e, dentre elas, destacam-se aquelas
relacionadas ao diagnostico e a proposicao de novos procedimentos terapéuticos. Nesse sentido,
o Laboratorio atua no desenvolvimento de estratégias de aumento de resolucao para diagndsticos
em doencas genéticas, agentes infecciosos, doencas adquiridas ou auto-imunes. A equipe do Lika
foi responsavel pelo armazenamento de material (tecido colénico e sangue), extracdo e analise

de RNA de tecido coldnico e extracdo de DNA de sangue periférico.



62

O Centro de Pesquisa Clinica do Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da USP

conta com um laboratorio de analises clinicas no qual foi realizado o sequenciamento do DNA

dos pacientes do estudo.

3.3 Definicéo de termos

O formulario aplicado na entrevista com 0s responsaveis e 0s pacientes durante o estudo

continha alguns termos que sao definidos a seguir:

Sexo — masculino ou feminino.

Idade de inicio — idade na qual os pacientes comecgaram a apresentar 0s primeiros
sintomas da doenca, calculada em meses.

Idade atual — idade que os pacientes tinham no momento do estudo, calculada em
meses.

Tempo entre inicio dos sintomas e diagnostico — tempo entre o inicio dos sintomas
e o diagnostico, calculado em meses.

Tempo de acompanhamento no servico — tempo no qual o paciente foi
acompanhado no servico, calculado em meses.

Doenca familiar — presenca ou auséncia de doenca inflamatoria intestinal em

parentes de 1° grau.



3.4 Fluxograma de pesquisa

Fluxograma 1 — Fluxograma da pesquisa.

Identificaco e recrutamento dos pacientes candidatos ao
estudo com diagndstico de DIl conforme os critérios de Porto e
da Classificacdo de Paris
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afericdo de dados
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3.5 Dados clinicos

Inicialmente foram revistos todos os prontuarios dos pacientes acompanhados no
Ambulatério de Gastroenterologia Pediatrica com diagndstico de doenca inflamatdria intestinal.
Os dados clinicos foram obtidos por meio de entrevista com 0s responsaveis e com 0s
pacientes com perguntas contidas em um formulario aplicado para todos os casos do estudo
(Apéndice C) e complementado pela revisdo dos dados contidos nos prontuarios. Durante esse
processo, foram avaliadas variaveis demograficas do inicio da doenca e dos sintomas do paciente

no momento do estudo.

3.6 Avaliacdo antropométrica

Os dados antropométricos de peso e altura obtidos no momento do diagndstico foram
colhidos dos prontuarios. Os dados antropomeétricos atuais foram aferidos no momento de
aplicacéo do formulério de pesquisa.

O estado nutricional foi avaliado com base na idade, peso (em quilogramas),
comprimento (centimetros) e estatura (centimetros). O exame foi realizado conforme
recomendado (GIBSON, 1990). O peso foi mensurado por balancas para bebés e para criancas e
adolescentes maiores de 2 anos (Filizola®). O estadiébmetro para lactentes foi utilizado para aferir
criangas até 2 anos de idade. O estadidbmetro de parede (Tonelli Brasil ®) foi utilizado para
criancas maiores de 2 anos de idade com a crianca descalca e com a coluna e membros inferiores
bem retificados. Os indices antropométricos foram calculados e avaliados segundo 0s programas
Anthroplus da OMS (WHO AnthroPlus 1.0.4).

Os pacientes foram categorizados do ponto de vista nutricional de acordo com as
definicdes da OMS (WHO, 2006). Os pacientes foram classificados de acordo com as
caracteristicas abaixo do IMC no diagnéstico e no momento do estudo:

e Percentil <15 — muito baixo peso e baixo peso
e Percentil entre 15 e 85 — eutrofia e risco de sobrepeso

e Percentil >85 — sobrepeso e obesidade
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3.7 Avaliacdo da atividade inflamatdria

3.7.1 Avaliacdo clinica

As alteracdes clinicas foram consideradas sugestivas de atividade inflamatoria intestinal
no momento do estudo quando havia relatos de sinais e/ou sintomas associados a DIl em
atividade: diarreia, dor abdominal, hematoquezia, melena, febre, perda de peso, baixa estatura,
vomitos e/ou despertar noturno. Os pacientes foram categorizados com presenca ou auséncia de

clinica caso apresentassem ou ndo qualquer um desses sintomas.

3.7.2 Avaliacéo laboratorial: biomarcadores

Os seguintes exames foram realizados: proteina C-reativa (PCR), velocidade de
hemosedimentacdo (VHS), hemograma e albumina. Esses exames foram considerados
marcadores de atividade inflamatdria. Foi categorizado como presenca de atividade laboratorial
quando dois ou mais desses exames apresentavam os seus valores acima do valor de referéncia

do kit utilizado pelo laboratério.

3.7.3 Escores de atividade inflamatéria;: PUCAI e PCDAI

Os pacientes foram avaliados quanto a presenca de atividade inflamatdria segundo os
indices de PUCAI para RU e PCDAI para DC. Ambos os indices sdo validados para uso em
criancas (HYAMS et al., 2005; TUNER et al., 2007; TUNER et al., 2009). De acordo com esses
indices, os pacientes foram classificados em doenca em remissdo, atividade leve, atividade
moderada e grave e foram descritos de acordo com as determinagdes dos indices de PUCAI e
PCDAI (Anexo A e B).
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3.7.4 Avaliacdo endoscopica

A avaliacdo endoscoOpica consistia na avaliacdo da presenca ou auséncia de achados
macroscopicos compativeis com DII: eritema, granulosidade, friabilidade, exsudato e Ulcera
adaptado dos critérios de Porto feita por um observador Unico (LEVINE et al., 2013). Nos
pacientes portadores de DC foram ainda levantadas informacGes quanto a presenca ou auséncia
de Ulceras (aftosas, lineares e/ou serpenginosas), pedra de calcamento e estenose (LEVINE et al.,
2013). O achado endoscdpico foi categorizado como normal adaptado dos critérios de Porto
(LEVINE et al., 2013) — auséncia de qualquer das alteracGes previamente descritas; e alterado —

guando houve existéncia de qualquer das alteracdes.

3.7.5 Avaliacdo histopatoldgica

As informacdes histopatologicas que definiram a presenca ou auséncia de atividade
microscopica das biopsias provenientes das colonoscopias foram avaliadas segundo os achados
considerados relevantes pelos critérios de Porto (LEVINE et al., 2013). Foram registrados os
seguintes achados: infiltracdo neutrofilica, criptite, abscesso de cripta, granuloma, deplecéo de
células caliciformes e distorcéo de cripta.

Foram considerados como portador de atividade inflamatdria histopatolégica os
individuos que apresentavam presenca ou auséncia de qualquer achado, categorizada como

presente ou ausente (Apéndice D).

3.7.6 Biologia molecular

Foi avaliada a expressao no tecido das citocinas IL6, IL10, TNFa. A expressdo no tecido

foi definida como presente ou ausente.
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3.8 Avaliacéo dos polimorfismos genéticos

3.8.1 Anélise DNA

Foi avaliada, em amostras de sangue, a presenca de polimorfismos genéticos associados
a DII: dos genes do NOD2, da IL10 e dos seus receptores ILLORA e IL10RB (Quadro 1). A

avaliacdo de polimorfismo foi definida como presente ou ausente.

Quadro 4 — Polimorfismos pesquisados e sua descricao

Gene Descricdo
IL10
rs775882367 Gene associado a IL10
rs3024493 Ensembl: DI, retocolite ulcerativa
IL1IORA
rs2228054 MORAN et al, 2013: associa¢do com colite muito precoce
rs2228055 MORAN et al, 2013: associa¢do com colite muito precoce
ILIORB
rs1058867 MORAN et al, 2013: associado com aumento do risco de DC
NOD2
rs2066844 Ensembl/Clinvar: DII, susceptibilidade para DIl
rs2066845 Ensembl/Clinvar: DII, susceptibilidade para DIl
rs5743291 Ensembl/Clinvar: doenca de Crohn

3.8.2 Expressdo em tecido colénico

Foi avaliada a expressdo em tecido de um fragmento da bidpsia coldnica do receptor de
reconhecimento padrdo NOD2 e da IL10 e seus receptores IL10RA e IL10RB. A expressao no

tecido foi definida como presente ou ausente.
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3.9 Técnicas laboratoriais e endoscopicas

3.9.1 Coleta e armazenamento de material

3.9.1.1 Sangue

O paciente foi encaminhado para coleta de sangue no Laboratorio de Andlises Clinicas
do IMIP. Foram coletadas amostras de sangue para realizacdo de exames laboratoriais e avaliacéo
de atividade inflamatdria solicitados na rotina do paciente, conforme procedimento habitual do
laboratdrio do IMIP.

A puncéo e coleta de sangue periférico foram realizadas conforme a rotina adotada pelo
laboratério do IMIP para realizacdo de analise de hematologia e bioguimica. Foram também
colhidos 2,0 ml em tubo de EDTA (tubos BD Vacutainer®) que, em seguida, foram armazenados
em refrigeracdo com temperatura de 4°C. Esse material foi armazenado a seguir para conservagdo

na temperatura de -80°C no Lika para extracdo de DNA e analise de DNA descrita a seguir.

3.9.1.2 Tecido

As amostras de bidpsias de colon e ileo coletadas durante o procedimento de
colonoscopia foram identificadas com o nome do paciente e segmento coletado, armazenadas em
formaldeido e encaminhadas para o Servico de Patologia do IMIP.

As amostras de mucosa de colon ou ileo que foram provenientes da bidpsia realizada
durante a colonoscopia foram encaminhadas para a analise molecular. As amostras foram
conservadas em RNAlater®Tissue Collection (Ambioninc.,USA), em seguida armazenadas a -
80°C no Lika.

3.9.1.3 Exame endoscépico

Os pacientes foram submetidos a colonoscopia para avaliacdo de atividade inflamatéria

no momento do estudo tanto endoscépico, quanto histologico e molecular.
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O procedimento de colonoscopia foi realizado com anestesia geral e por um profissional
capacitado para realizar endoscopia em criancas e adolescentes no Servi¢co de Endoscopia do
IMIP.

Os dados endoscopicos foram coletados segundo formulario definido para a pesquisa
(Apéndice C).

3.9.1.4 Histopatoldgico

O material para a avaliacao histopatoldgica foi analisado em laminas confeccionadas no
servico e coradas com hematoxilina-eosina. A andlise foi realizada por patologista treinado em

analise patoldgica de trato gastrointestinal.

3.9.1.5 Anélise molecular — extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada no Lika e sequenciamento genético no Laboratorio de
Anédlise Clinica do Instituto da Crianca da USP, conforme descritos a seguir.

A partir do sangue periférico coletado por puncdo venosa, 0 DNA do sangue total foi
extraido usando o protocolo padréo do kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®), tendo sido
realizada a genotipagem para polimorfismos do gene NOD2, do gene da IL10 e seus receptores
ILLORA e IL10RB.

A genotipagem foi realizada por amplificacdo da PCR utilizando a sequéncia de primers
previamente descritos (LEVINE et al., 2007; BAPTISTA et al., 2008; GLOCKER et al., 2009) e
os kits TagMan® Assays (Applied Biosystems®).

As sequéncias das amostras foram alinhadas ao genoma humano de referéncia (hg19)
utilizando o programa Burrows-Wheeler Aligner (BWA). As variantes foram identificadas
usando o software Platypus (RIMMER et al., 2014) e cada variante Unica foi avaliada quanto a
cobertura e Q-score. As variantes foram anotadas usando a ferramenta ANNOVAR (WANG et
al., 2010) e os polimorfismos conhecidos foram identificados usando o0 dbSNP138 (SHERRY et
al., 2001), 1000 genomas Project Consortium (1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al.,
2012) e a base de dados NHLBI Exome Sequencing Project (ESP). As ferramentas de predicéo
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de danos in silico PhyloP (SCHWARTZENTRUBER et al, 2012), SIFT (KUMAR et al., 2009),
PolyPhen2 (ADZHUBEI et al., 2010), LRT (CHUN et al., 2009) e Mutation Taster (SCHWARZ
et al., 2010) foram utilizadas para prever o impacto de variantes na funcdo da proteina. Também

expandimos nossa andlise para o banco de dados ClinVar (LANDRUM et al., 2014).

3.9.1.6 Analise molecular — expressdo em tecido colénico

As amostras de tecido conservadas em RNAlater®Tissue Collection (Ambion Inc.,USA)
e armazenadas a -80°C no Lika foram submetidas a extracdo de RNA tecidual para anélise de
expressao de IL10, TNFa, IL17A, IL23, IL33, IL6, IL1I0RA, ILI0ORB e NOD?2.

O RNA total foi extraido de tecidos usando o kit AlIPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen®),
de acordo com as instrugdes do fabricante. O transcrito obtido foi quantificado pelo Nanodrop
2000 (Thermo Scientific®) e transcrito através do Kit Reverse Transcription (Qiagen®). O PCR
quantitativo para IL-6, IL-10, ILIORA, ILIORB, TNFa, IL17A, IL-23, IL33 e NOD2 foram
realizados em duplicata a partir de 25 ng de cDNA e primers especificos, utilizando SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems®). As condi¢des de ciclagem de PCR foram 50°C - 2
min, 95°C- 15 min, e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. Niveis relativos de expressao

foram calculados a 2Ct UPiquitin - Ct gene

onde Ct ¢ o limiar de ciclo, (Applied Biosystems®
7500 Real-Time PCR Systems) usando RNA do gene ubiquitina como controle endégeno. Os

resultados foram apresentados como expressao relativa.

3.2 Analise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Epi-Info verséo 7.1.5.
As variaveis gquantitativas foram expressas em frequéncias absoluta e relativa e por mediana,
devido a distribuicdo assimétrica dos valores. As varidveis qualitativas foram descritas em
proporcoes.

Foram aplicados testes estatisticos para comparagdo de frequéncias como ANOVA-
teste x>~ Pearson para os dados de caracterizagdo da amostra. Para a analise comparativa da
descrigdo dos sintomas foi aplicado o - Pearson e, para a analise comparativa da presenca de

atividade inflamatoria, foi aplicado o teste de Fisher.
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A anélise estatistica foi realizada pelos pesquisadores envolvidos no projeto e por um
bioestatistico no momento da analise de DNA no Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas
da USP.

Os pacientes inicialmente foram analisados de acordo com a idade de aparecimento dos
sintomas nas seguintes categorias:

e Forma infantil: pacientes com DC ou RU com inicio de sintomas antes dos 2 anos

de idade

e Precoce: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas entre 2 e 10 anos de
idade

e Tardia: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas com mais de 10 anos
de idade

Algumas analises foram realizadas considerando apenas duas categorias de DC e
RU:

e Precoce: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas entre 2 e 10 anos de
idade

e Tardia: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas com mais de 6 anos de
idade

3.11 Aspectos éticos

Este estudo seguiu os principios da Declaracdo de Helsinque e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP), com numero de
parecer 4125-14 e na Plataforma Brasil com 0 CAAE 30199114.9.0000.5201 em 13/06/2014
(Anexo C). Aos responsaveis pelos pacientes identificados com DIl e elegiveis para o estudo,
foi explicado o objetivo do estudo e solicitada assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice E). Quando os pacientes eram maiores de 8 anos, foi solicitada

também a assinatura do Termo de Assentimento (Apéndice F).
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As coletas de sangue nos pacientes foram realizadas por profissionais capacitados
(enfermeiro(a)/técnico(a) de enfermagem) e executadas de acordo com as normas de
biosseguranca e com maximo de cuidado para ndo causar sofrimento desnecessario aos
participantes do estudo, procurando realizar a coleta simultaneamente com os exames de rotina.

Como beneficios diretos, os resultados dos exames foram comunicados aos
responsaveis do paciente e incorporados ao prontuario medico para avaliagdo durante a consulta

de rotina.

3.12 LimitagBes Metodoldgicas

O estudo apresentou limitagdes metodoldgicas que devem ser levadas em consideracdo
durante a leitura dos resultados. Algumas destas limitagdes sdo apresentadas a seguir:

e A complexidade da doenca dificulta que se observe um padrdo quando sé&o
analisadas casuisticas pequenas. Isso ressalta a variabilidade observada quanto as formas de
apresentacdo, resposta ao tratamento e importancia da analise individualizada para dar sentido

aos dados observados;

e As analises de casuistica sao dificeis de serem comparadas, pois h& necessidade de
contextualizacdo. N&o sé as caracteristicas biologicas da doenca, mas fatores socioculturais
podem intervir no curso da doenca. Apenas modelos epidemioldgicos complexos poderiam

contribuir para um melhor entendimento do processo;

e Na andlise de casuistica, diferentes vieses estdo presentes e isso deve ser

contemplado quando se analisa a validagdo externa do estudo;

e O delineamento deste tipo de estudo segue a tradigdo da racionalidade clinica e,
muitas vezes, regras do método cientifico tradicional ndo sdo seguidas, o que dificulta a analise

da sua validacdo interna.
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4 RESULTADOS
4.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

Foram recrutados 74 pacientes, dos quais 66 preencheram critérios para a incluséo na
pesquisa. Oito pacientes foram excluidos por ndo preencherem adequadamente os critérios para
serem diagnosticados como DC ou RU. Dos 66 pacientes incluidos, verificou-se que 37,9%
(25/66) tinham diagndstico de DC e 62,1% (41/66) tinham diagnostico de RU, sendo 60%
(15/25) e 56% (23/41) do sexo masculino, respectivamente. A mediana de idade foi de 120,5
meses, sendo que o grupo de pacientes com DC tinha mediana de idade mais baixa (96 meses)
do que o dos pacientes com RU (134 meses). Os pacientes com DC também tiveram inicio mais
precoce dos sintomas, tendo menor mediana de idade de inicio dos sintomas (12 meses) assim
como da mediana de idade do diagndstico (60 meses), quando comparados aos pacientes de
RU.

A maioria dos pacientes era proveniente do interior do estado de Pernambuco, sendo
estes 59% (39/66) dos pacientes. Os demais pacientes foram 32% (21/66) da Regido
Metropolitana do Recife e 9% (6/66) de estados vizinhos do Nordeste (Tabela 1).



Tabela 1 — Caracteristicas de 66 criancas com diagnostico de doenca inflamatoria intestinal, de acordo com 0s subgrupos etarios.

74

Tipo de DI DC RU
Infantil Precoce Tardio Infantil Precoce Tardio
Idade
N (%) 14 (56%) 7 (28%) 4 (16%) 8 (19,5%) 27 (65,8%) 6 (14,7)
Idade atual 60,57 111 172 56 90 173
Mediana (variacédo) (5-138) (96-178) (164-210) (34-168) (62-204) (121-181)
Idade de inicio dos sintomas
Mediana (variacéo) 5,82 (0-19) 42 (24-60) 162,5 (131-168) 9,5 (0-23) 58,5 (24-109) 140 (120-60)
Idade no diagnéstico
Mediana (variacdo) 24,43 (4-104) 96 (48-144) 170,5 (131-180) 44,5 (34-108) 60,5 (36-144) 171 (121-80)
Classificacdo N(%)
Inflamatdria 4 (28,6) 4 (57,1) 2 (50)
Estenosante 3(21,4) 1(14,3) 0 - -
Fistulizante 7 (50) 2 (28,6) 2 (50)
Tempo de acompanhamento
<6 meses 4 (28,6) 3(21,4) 2 (50) 2 (25) 0 3 (50)
6-24 meses 2 (14,3) 2 (28,6) 0 0 5 (18,5) 2 (33,3)
24-60 meses 5(35,7) 0 0 3 (37,5 13 (43,1) 1(16,7)
>60 meses 2 (28,6) 3(42,8) 2 (50) 3 (37,5 9 (333 0
PCDAI ou PUCAI * N(%)
Remissao 6 (42,9) 4 (57,1) 1 (50) 5 (62,5) 22 (81,5) 5(83,3)
Leve 5(35,7) 2 (28,6) 2 (50) 2 (25) 2 (7,9 1(16,7)
Moderada 1(7,1) 1(14,3) 0 1(12,5) 3(111) 0
Grave 2 (14,3) 0 1 (25) 0 0 0

*PUCAI — Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index; PCDAI — Pediatric Crohn Disease Activity Index
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Dos pacientes classificados como subgrupo Infantil (inicio dos sintomas antes de 2
anos de idade), oito apresentaram sintomas antes dos 3 meses de idade, destes, seis tinham o
diagnostico de DC e dois de RU.

Os pacientes com DC do subgrupo Infantil apresentaram com mais frequéncia os tipos
fistulizante ou estenosante, somando 71,4% dos casos. Os pacientes com DC do subgrupo
Precoce apresentaram predominio de apresentacdo do tipo inflamatorio (57,1% dos casos)
(Tabela 1).

A casuistica do estudo foi formada por criangas com diferentes tempos de
acompanhamento no servico, sendo 43/66 (65,1%) dos pacientes tinham mais de dois anos de
seguimento. Havia 14 pacientes que estavam sendo acompanhados por menos de seis meses,
sendo que dez destes eram acompanhados por menos de trés meses ap0os o diagndstico, ou seja,
estavam ainda tratando a atividade inflamatoria da doenga.

Quando avaliados pelos indices de atividade inflamatéria (PUCAI para RU e PCDAI
para DC), encontrou-se 65,1% (43/66) dos pacientes em remisséo da DII. Entretanto, no
subgrupo de pacientes com DC Infantil 57,1% dos pacientes apresentavam atividade
inflamatdria. O subgrupo que tinha a menor proporcdo de pacientes em atividade, segundo esses
indices, era 0 de RU com mais de 10 anos, sendo apenas 16,7% dos pacientes.

A Tabela 2 apresenta os sintomas relatados pelos pacientes ou seus responsaveis no
inicio da doenca. A diarreia foi o sintoma mais frequentemente relatado tanto na DC quanto na
RU. Nos pacientes com DC, acometeu 78,6% dos pacientes da forma Infantil e 100% da
Precoce, enquanto que nos pacientes com RU, 75% da forma Infantil e 92,8% da Precoce.

Nos pacientes com DC Infantil, ocorreu comprometimento pondero-estatural em mais
da metade das criancas (57,1%) e 42,9% relatou hematoquezia, enquanto que dor abdominal
ndo foi uma queixa frequente. J& a doenga perianal chamou atengdo por sua frequéncia superior
a frequéncia descrita entre os portadores de DC. Esse grupo de pacientes, por sua vez, queixou-
se de dor abdominal com maior frequéncia em 81,8% dos casos (81,8% vs 28,67%, p=0,01),
seguida de comprometimento pondero-estatural em 64%. O comprometimento esteve presente
com frequencia nos pacientes com DC, chegando a 100% dos casos no subgrupo Tardio. A
febre, sintoma pouco frequente nos demais subgrupos, foi observada mais frequentemente no
subgrupo de DC Tardio em 50% dos casos (Tabela 2).

Quanto aos portadores de RU, no subgrupo de RU Infantil destaca-se que a
hematoquezia foi referida com frequéncia elevada, em 75% dos casos, igualando-se com a

diarreia. Nos subgrupos com RU Precoce e Tardio, a diarreia se destaca como sintoma
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frequente, em 92,6% e 60%, respectivamente. A dor abdominal foi mais relatada nos pacientes

do subgrupo Tardio, em 80% dos casos (Tabela 2).



Tabela 2 — Descricdo dos sintomas iniciais de 66 criancas e adolescentes com doenca inflamatoria intestinal.

DC (N= 25) RU (N=41) Total

Sintoma N= 66
N(%) . . £ . : £

Infantil Precoce  Tardia P Infantil  Precoce  Tardia P

14 7 4 8 27 6

Diarreia 11 (78,6) 7(100)  2(50) 0,134 6 (75  25(92,6) 3(60) 0,117 54 (81)
Dor abdominal 4(28,6) 6(857) 3(75) 0,029 3(37,5 18(66,7) 4(80) 0,225  39(59)
Hematoquezia 6429 5(71,4) 1(25) 0,281 6 (75) 17 (63) 2 (40) 0,446  38(58)
Comprometimento pondero-estatural 8(57,1) 4(57,1) 4(100) 0,136  3(37,5) 12(44,4) 3(60) 0,726 31 (47)
Febre 53570 3(42,9 2(50) 0,862 3(37,5 5(185) 3(60) 0,126 18 (28)
Comprometimento perianal 11(78,6) 1(14,3) 3(75) 0,014 - - - 9 (14)

£ (% Pearson)

77
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4.1 Estado nutricional

Do ponto de vista nutricional, quando avaliados através do indice de massa corporal
(IMC) no momento do diagndstico e posteriormente no momento do estudo, a maioria dos
pacientes apresentou elevacdo do IMC (Tabela 3). As Figuras 1-4 mostram a evolucdo de
percentil do IMC dos pacientes com DC e RU e seus subgrupos Precoce e Tardio no momento
do diagndstico até 0 momento do estudo (Figuras 1-4).

No momento do diagnoéstico, a condicdo de eutrofia predominou. Contudo, nos
pacientes com DC Precoce, a condicdo de magreza foi vista mais frequentemente (28% dos
pacientes). Ja nos pacientes com DC Tardia, foi vista mais a condicao de sobrepeso (40% dos
casos). Observa-se que, no momento do estudo, nenhum paciente com DC nos subgrupos
Precoce e Tardio encontrava-se em condi¢cdo de magreza, entretanto um paciente com RU
Precoce e trés pacientes com RU Tardia foram categorizados como magros. Houve uma reducéo
de 44,4% do numero absoluto de pacientes com magreza do diagndstico ao momento do estudo,
sendo que esse numero caiu de 19 pacientes para dez pacientes.

A evolucéo do percentil de IMC dos pacientes do diagnostico de DIl até o momento

do estudo esta apresentada nos Figuras 1 a 4.



Tabela 3 — Estado nutricional de 58 criangas de acordo com o IMC no momento do diagnostico de doenca inflamatdria intestinal.

Grupo DC RU
N(24/25) N(34/41)
Classificacdo Precoce Tardia Precoce Tardia
28(82,3)***
N(%) 14 10* G**

Muito baixo peso e 5(35,7) 3(30) 1(16,7) 10 (35,7)
baixo peso

8 (57,1) 3 (30) 4 (66,6) 15 (53,5)
Eutrofia
Risco de sobrepeso e 1(7,2) 4 (40) 1(16,7) 3(10,8)
Sobrepeso
Total 14 (100) 10 (100) 6 (100) 28 (100)

*]1 pacientes sem dados antropomeétricos no diagnostico que foi estabelecido em outro hospital;
**2 pacientes sem dados antropomeétricos no diagnostico que foi estabelecido em outro hospital;
***5 pacientes sem dados antropométricos no diagndstico.



Gréfico 1 — Evolugéo do pIMC do diagnéstico ao momento do estudo
dos pacientes com DC precoce.

Gréfico 2 — Evolucéo do pIMC do diagnéstico ao momento do estudo
dos pacientes com DC tardia.
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Gréfico 3 — Evolugédo do pIMC do diagnéstico ao momento do estudo dos
pacientes com RN precoce.
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Gréfico 4 — Evolugédo do pIMC do diagnéstico ao momento do estudo
dos pacientes com RN tardia.
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4.2.1 Avaliacdo antropométrica: apresentacdo de casos

O paciente EAS (Figura 11), sexo masculino, 8 anos e 11 meses, apresentava-se no
momento do diagndstico no percentil de IMC compativel com baixo peso para a idade. O
paciente apresentava diagndstico inicial de DIl do tipo colite indeterminada. A mudanca para o
diagnéstico de DC Precoce do tipo inflamatdrio foi aos 5 anos de idade com a identificagdo de
granuloma na mucosa colbénica. EAS apresentava sintomas desde os 12 meses de vida com
sintomas compativeis com doenca agressiva (diarreia intensa e agravo nutricional). N&o
respondeu a imunossupressdo com azatioprina, ndo sendo possivel suspender o corticoide
(corticodependente), gerando um ganho de peso excessivo. No momento do estudo, havia
iniciado, pouco tempo antes, imunobiol6égico (infliximabe), estando em desmame da
corticoterapia.

Gréafico 5 - IMC de acordo com percentis do paciente EAS (DC precoce) desde o diagnostico
até o momento do estudo.
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Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)

O paciente GHS, sexo masculino, 8 anos, portador de DC Tardia da forma fistulizante
apresentou do diagnostico até o momento do estudo queda do percentil do IMC de 87,5 para
16,47 (Figura 12). O paciente cursou com resisténcia ao tratamento com corticoesteroides

(corticorresistente) e pouca resposta ao tratamento com imunossupressor, a azatioprina. Quando
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analisado em relacdo ao crescimento, apresentava baixa estatura, com queda na velocidade do
crescimento no periodo.

Gréfico 6 - IMC de acordo com percentis do paciente GHS (DC tardia) do diagndstico até o
momento do estudo.
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Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)

O paciente MSR, sexo masculino, 17 anos, tem diagnostico de RU tardia desde os 12
anos de idade (Figura 13). Foi instituido o tratamento medicamentoso apropriado para o qual o
paciente precisou apenas de monoterapia com azatioprina evoluindo com remisséo clinica,
laboratorial, endoscopica e histologica. Entretanto, o paciente apresentava baixa aceitagdo
alimentar. Ao longo do tempo de acompanhamento, evoluiu sem melhora do IMC. ApGs serem
excluidas outras possibilidades para a evolucdo nutricional insatisfatdria, concluiu-se que o erro
alimentar seria o responsavel por tal evolu¢do quando se iniciou, entdo, um acompanhamento

nutricional mais rigoroso aos 15 anos de idade.
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Gréafico 7 - IMC de acordo com percentis do paciente MSR do diagndéstico até 0 momento do
estudo.
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Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)

4.3 Atividade inflamatéria

Os escores de atividade inflamatoria (PUCAI e PCDAI) foram relatados na Tabela 1.
Em ambas as formas da doenca, foi verificado que todos os pacientes que apresentaram
atividade inflamatdria clinica apresentavam também atividade inflamatoéria endoscopica. Ja a
atividade inflamatéria laboratorial foi verificada em 83,3% dos pacientes com DC e 77,8% dos
pacientes com RU com atividade clinica. Os mesmos percentuais sdo observados ao verificar a
ocorréncia de atividade inflamatoria histoldgica nas criancas com atividade clinica (Tabela 4).



Tabela 4 — Atividade inflamatdria de acordo com a presenca de alteragdes clinica em 36 criangcas com doenca inflamatdria intestinal.
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N

Atividade laboratorial Presente
N(%) Normal

Total
Atividade endoscopica Presente
N(%) Normal

Total
Atividade Presente
Histologica Normal

N(%)

Total

DC
(13)
Clinica Clinica
presente ausente
5 (83,3) 3 (42,9)
1(16,7) 4 (57,1)
6 7
6 (100) 5(71,4)
0 2 (28,6)
6 7
5 (83,3) 5(71,4)
1(16,7) 2 (28,6)
6 7

p

0,266

0,462

1,00

RU
(23)
Clinica Clinica
presente ausente
7 (77,8) 0
2 (22,2) 14(100)
9 14
9 (100) 5(35,7)
0 9 (64,3)
9 14
7(77,8) 8 (57,1)
2 (22,2) 6 (42,9)
9 14

0,000

0,003

0,400
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Quando considerados so as alteracGes de PCR e/ou VHS como atividade laboratorial,
a concordancia de presenca de atividade inflamatdria clinica e as alteracdes destes marcadores
foi de 83,3% para os pacientes com DC e 66,7% para os pacientes com RU. Essa
correspondéncia foi proxima & encontrada entre a atividade inflamatoria laboratorial e atividade
inflamatoria clinica da Tabela 4.

Na avaliacéo isolada da PCR e a presenca de clinica, verificou-se a concordancia entre
0 aumento da PCR e da presenca de clinica em 83,3% dos pacientes com DC e 40% dos
pacientes com RU. Na avaliagdo da VHS, a concordéncia do aumento desta com a presenca de
clinica foi também de 83,3% dos pacientes com DC e 60% dos pacientes com RU (Tabela 6).

No Quadro 5, ha a descri¢do de um grupo de pacientes com DC no qual foi realizada
a avaliacdo de atividade inflamatoria do ponto de vista de presenca de sinais e sintomas clinicos,
da atividade laboratorial, da atividade endoscépica e histoldégica. No mesmo quadro, foram
descritos também os valores de expressdo de RNA no tecido colonico do TNFa, IL6 — citocinas
pré-inflamatorias 1L10 — citocinas anti-inflamatoria. No Quadro 6, ha a mesma descricdo para
0s pacientes com RU.
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Tabela 5 — Atividade inflamatdria laboratorial (PCR e VHS), atividade inflamatoria endoscopica e atividade histoldgica em relacéo a presenca ou
auséncia de sintomas (clinica).

N DC p RU p
13 23
Clinica Clinica Clinica Clinica
presente negativa presente negativa
PCR e/ou VHS Presente 5 (83,3) 4(57,1) 0,559 6 (66,7) 2(14,3) 0,023
N(%) Normal ~ 1(16,7) 3(42)9) 3(333) 12 (85,7)
Total 6 7 9 14
Atividade endoscépica Presente 6 (100) 5(71,4) 0,462 9 (100) 5(35,7) 0,003
N(%) Normal 0 2 (28,6) 0 9 (64,3)
Total 6 7 9 14
Atividade histoldgica Presente 5(83,3) 5(71,4) 1,00 7 (77,8) 8 (57,1) 0,400
N(%) Normal 1(16,7) 2 (28,6) 2(22,2) 6 (42,9)
Total 6 7 9 14

P<0,05(Fisher)



Tabela 6 — Atividade inflamatdria laboratorial (PCR e VHS) em relacdo a presenca ou auséncia de sintomas (clinica).
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Clinica presente Clinica ausente

N(%) DC
(13)*
PCR Elevada 5(83,3)
Normal 1(16,7)
Total 6
VHS Elevada 5(83,3)
Normal 1(16,7)
Total 6

3 (42,9)
4 (57,1)

7

2 (28,6)
5(71,4)

p RU
(29)*
Clinica Clinica
presente ausente
0,266 4 (40) 1(6,7)
6 (60) 14 (93,3)
10 15
0,103 6 (60) 1(6,7)
4 (40) 14 (93,3)
10 15

0,121

0,007

*16 pacientes sem dados laboratoriais; p<0,05 (Fisher)
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Quadro 5 — Atividade inflamatoria clinica, laboratorial, endoscopica e histopatologica e a expressdo em tecido de TNFa, IL6 e IL10 de pacientes

com DC.
Paciente | Tipo Atividade Atividade Atividade Atividade TNFa | IL6 IL10 | TNFo/ | IL6/
clinica laboratorial endoscopica histologica IL10 |IL10
DPC Precoce | Sim Sim Sim Sim 27,6 7,6 55 |50 1,3
WVS Precoce | Sim Sim Sim Sim 71 3,2 22 |32 14
JGR Precoce | Sim Nao Sim Sim 22,5 395,1 |91 2.5 158,4
GMS Precoce | Sim Nao Sim Sim 2,9 0,6 1.0 |29 0,6
DGJ Precoce | Sim Nao Sim Néo 6,7 1,8 24 |28 0,7
KVN Precoce | Nao Néo Néo Sim 6,3 1,3 15 4,2 0,8
CIG Precoce | Nao Nao Nao Sim 7,9 1,6 30 |26 0,5
LHG Precoce | Nao Sim Néo Néo 3,8 0,6 2,2 1,7 0.2
PGE Tardia | Sim Sim Sim Sim 55,6 223,7 | 314 |1,7 7,12
ALM Tardia | Sim Nao Nao Néo 3,6 0,2 42 10,8 0,04
ACS Tardia | Néo Sim Sim Sim 4,8 2,9 1,3 |37 2,2
LCB Tardia | Néo Sim Sim Sim 4.4 4.8 2,3 1,9 2,0
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Cinco pacientes do estudo séo descritos a seguir para ilustrar a presenca de atividade
inflamat6ria no momento do estudo desde a avaliacdo da atividade inflamatdria do ponto de
vista clinico até a avaliacdo da atividade inflamatoria do ponto de vista molecular. Destaca-se
o diagnostico, o tipo de apresentacdo quanto ao tempo e quanto ao fenotipo da doenca, 0
tratamento recebido e as alteracdes encontradas relacionadas a atividade inflamatoria.

A paciente DPC, 12 anos e 4 meses, sexo feminino, com diagndstico de DC Precoce
do tipo fistulizante estava em tratamento de manutencdo com azatioprina na dose de
2,5mg/kg/dia e infliximabe na dose de 5mg/kg/dia (Quadro 5). A paciente em questdo tinha
queixas como diarreia, despertar noturno, hematoquezia e perda de peso, o indice PCDAI foi
30 e os valores de PCR foi 38,2 e VHS 38. Ndo houve aparecimento de novas fistulas. Na
avaliacdo endoscdpica apresentou pancolite erosiva em atividade com eritema, friabilidade,
Ulceras lineares. A avaliacdo histopatoldgica mostrou presenca de neutrofilos. A expressdo na
mucosa de colon de TNFa, IL6 ¢ IL10 se mostrou elevada, sendo a relagdo entre o TNFa ¢ a
IL10 elevada em relacéo aos outros pacientes.

O paciente JGR, 7 anos, sexo masculino, com diagndstico de DC Precoce do tipo
inflamatdria estava em atividade inflamat6ria no momento do estudo (Quadro 5). Apesar de
estar em uso de azatioprina na dose de 2,5 mg/kg/dia, iniciou quadro de perda ponderal e parada
no crescimento. O indice de atividade inflamatéria PCDAI foi cinco, apresentava PCR 17,8 e
VHS 12. A avaliacdo endoscdpica mostrou presenca de pancolite ativa com Ulceras lineares,
retificacdo e presenca de pseudopolipos. O estudo histopatoldgico mostrou deplecéo das células
caliciformes. O paciente foi encaminhado para a triagem para uso de imunobioldgico,
infliximabe devido a falha na terapia de manutencdo com azatioprina apesar de adequacao da
dose. Houve aumento da expressao em tecido colénico de TNFa, IL6 e IL10, sendo a relagao
de IL6 com a IL10 mais elevada em relagdo aos outros pacientes.

O paciente PGE, 13 anos e 8 meses, sexo masculino, com diagnéstico de DC Tardia
do tipo inflamatoria, tinha diagnostico recente recebendo nutricdo enteral exclusiva e
azatioprina na dose 1 mg/kg/dia. Na avaliagdo inicial desse paciente, apresentava PDCAI de
85, tinha queixas de perda de peso, dor abdominal, febre e episddios de diarreia. O PCR era de
59,4 e VHS 26. A avaliagdo endoscdpica mostrou colite intensa direita com eritema,
friabilidade, Glceras lineares e aftas. O histopatologico mostrou presenca de neutréfilos.
Diferentemente dos outros pacientes acima relatados, o paciente PGE apresentou aumento de
TNFa, IL6 e IL10, porém manteve a relagdo IL6/IL10 e TNFo/IL10 sem elevagdes importantes

em relacédo aos outros pacientes.
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O paciente JSA, 9 anos e 4 meses, sexo masculino, com diagndéstico de RU Tardia e
pioderma gangrenoso, faz uso de mesalazina. Apresentava piora das lesdes do pioderma
gangrenoso em membros. No momento do estudo, apresentava PUCAI 0 e sua Unica queixa era
0 aumento das lesbes do pioderma gangrenoso. No entanto, a avaliacdo laboratorial mostrou
PCR 9,7 e VHS 70. A endoscopia mostrou pancolite erosiva ativa e o histopatolégico apontou
presenca de neutréfilos, criptite, deplecdo de células caliciformes e distor¢do de arquitetura. A
expressao coldnica de citocinas TNFa, IL6 e IL10, assim como a relagao entre o TNFa com a
IL10ealL6 coma IL10, ndo se mostrou elevada em relacdo aos outros pacientes com atividade.

A paciente FMS, 14 anos e 3 meses, sexo feminino, com diagnostico de RU Tardia em
uso de mesalazina. No momento do estudo, apresentava diarreia, despertar noturno e episddios
de hematoquezia. A avaliacdo do PUCAI resultou em 20 pontos. O valor da PCR foi de 0,3 e 0
de VHS, de 36. Na endoscopia havia pancolite erosiva ativa e, no histopatoldgico, havia
presenga de neutrofilia e distor¢do de criptas. Os valores da expressao colonica de TNFa, IL6
e IL10 foram mais elevados em relagéo aos outros pacientes e a relagdo entre a IL6 e a IL10

estava aumentada em relagcdo aos outros pacientes avaliados.
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Quadro 6 - Atividade inflamatoria clinica, laboratorial, endoscopica e histopatologica e a expressdo em tecido de TNFa, IL6 e 1L10 de pacientes com RU.

Paciente | Tipo Atividade | Atividade Atividade Atividade TNFa IL6 IL10 TNFo/IL10 | IL6/1L10
clinica laboratorial endoscopica histolégica

CG Precoce Sim Sim Sim Sim 7,1 2 3,5 2,0 1,0
KKA Precoce Sim Né&o Né&o Né&o 1.7 0.1 1.1 15 0,09
EVC Precoce Né&o Né&o Sim Sim 6,0 2,3 3,1 1,9 0,7
FAA Precoce Né&o Né&o Né&o Sim 2.1 2.7 0.7 3 3,8
FGD Precoce Né&o Né&o Né&o Sim 8.1 1.2 1.0 8,1 1,2
HLS Precoce Né&o Né&o Né&o Né&o 2.6 0.2 1.4 1,8 0,1
JSA * Tardia Sim Sim Sim Sim 10.4 1.4 2.0 5,2 0,7
JPJ Tardia Sim Sim Sim Sim 4.8 45 14 34 3,2
GRS*** Tardia Sim Sim Sim Sim 5.6 27.1 3.7 1,5 7,3
LNP Tardia Sim Sim Sim Sim 8,1 1,7 51 1,5 0,3
FMS** Tardia Sim Né&o Sim Sim 6.9 60.3 2.9 2,3 20,7
KVL Tardia Sim Né&o Sim Sim 5,7 4,3 4 1,4 1,0
MVL Tardia Sim Né&o Néo Sim 5,3 1 2,7 1,9 0,3
JTS Tardia Né&o Né&o Sim Sim 3.8 5.2 0.4 9,5 13
JCG Tardia Né&o Néo Né&o Sim 3,7 2,5 3,2 1,1 0,7
SEG Tardia Né&o Né&o Né&o Sim 1,5 0,1 2 0,7 0,05
RFS Tardia Né&o Né&o Sim Né&o 7,1 1,7 3 2,3 0,5
LGS Tardia Né&o - Sim - 55 0,8 4.4 1,2 0,18
LFS Tardia Né&o Né&o Né&o Né&o 2.2 21 0.7 3,1 3

GGA Tardia Né&o Né&o Né&o Né&o 2,4 0,4 2,4 1,0 0,1
MSR Tardia Né&o Né&o Né&o Né&o 6,2 0,6 3,8 1,6 0,1
DCO Tardia Né&o Néo Né&o Né&o 9 1 2,7 3,3 0,3
JAQ Tardia Né&o - - - 10 29 4,6 2,1 0,6
EFA Tardia Néo - Néo - 2,5 04 2 1,2 0,2
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4.4 Polimorfismos genéticos

Foi possivel avaliar a presenga de polimorfismos para os genes da 1L10, dos receptores
da IL10 (IL10RA e IL10R) e do NOD2, em apenas 49/66 pacientes. Em 35 foram encontrados
polimorfismos associados a DIl (Quadros 6 e 7). A Tabela 7 apresenta a distribuicdo e

frequéncia desses polimorfismos encontrados nos pacientes analisados.

4.4.1 Presenca de polimorfismos dos receptores da ILLORA e do RRP NOD?2: apresentacéo de

Casos

O paciente DVM, 7 anos e 7 meses, sexo masculino, teve inicio dos sintomas aos 11
meses de idade com diagndéstico DC do tipo inflamatdria e apresentou comprometimento perianal
a partir de 1 ano de idade. Apresentou resisténcia ao tratamento com corticoide e reaparecimento
da atividade inflamatdria. Ndo hd comprometimento pondero-estatural. Recebeu azatioprina para
manutenc¢do do tratamento e corticoterapia nos periodos de atividade. Em processo de avaliagao
para inicio de imunobioldgico. A andlise de DNA identificou dois polimorfismos do receptor de
IL10 (IL1ORA) associados a colite de inicio muito precoce.

O paciente DGJ, 7 anos e 2 meses, sexo masculino, teve inicio dos sintomas aos 3 meses
de idade e diagnostico de DC do tipo estenosante aos 7 meses de vida. Apresentava ainda
pneumonia de repeticdo, granuloma oral, doenca perianal, baixa estatura. Era dependente do
tratamento com corticoide. No momento do estudo, recebia azatioprina, corticoide oral
(prednisona) e imunobioldgico a cada seis semanas sem boa resposta. Mantém periodos
frequentes de atividade da doenca, necessitando ajustar a dose do imunobioldgico e com
dificuldade em manter-se sem corticoterapia. A analise de DNA identificou um polimorfismo do
receptor de IL10 (IL1ORB), porém sem descricdo encontrada sobre seu valor em relacdo ao
fenotipo e ao seu significado clinico. No entanto, foi encontrado polimorfismo NOD?2
(rs1861759). Esse polimorfismo esté associado com a DC.



Tabela 7 — Pacientes com DC e RU precoce e tardia e distribuicdo dos polimorfismos apresentados.

Polimorfismo DC — pacientes RU - pacientes  Total Fendtipo esperado
N (21) N(18) N(%0)
Precoce tardia precoce Tardia

IL10

rs775882347 1 0 0 0 1(2,5) Sem descricdo para DII

rs3024493 3 1 2 3 9 (23) Associacdo com DIl, RU

rs3024492 0 0 1 2 3(7,6) Sem descricdo para DI

rs3024508 0 0 0 1 1(2,5) Sem descricéo para DII

rs6697497 0 0 1 1 2 (5,0 Sem descricdo para DII

rs9282739 0 0 1 1 2 (5,0) Sem descricéo para DIl

rs3024496 0 0 1 0 1(2,5) Sem descricéo para DIl

rs78082264 0 0 1 0 1(2,5) Sem descricdo para DIl

rs3024509 0 0 1 0 1(2,5) Sem descricdo para DIl

IL10RA

rs2228054 1 0 4 1 6 (15,3) Risco aumentado para DC e DIl precoces

rs2228055 1 0 4 1 6 (15,3) Risco aumentado para DC e DIl precoces

rs10892202 2 0 2 2 6 (15,3) Protetor para DII

rs4252249 3 0 4 3 10 (25) Protetor para DII

rs4252270 3 0 3 2 8 (20,5) Protetor para DII

IL10RB

rs8178561 0 0 2 1 3(7,6) Protetor para DII

rs1058867 1 1 4 0 6 (15,3) Associacdo com risco aumentado de DC

NOD2

rs104895431 1 0 0 0 1(2,5) Sem descricdo para DIl

rs104895444 1 0 0 0 1(2,5) Sem descricdo para DIl

rs2066844 1 0 2 0 3(7,6) Susceptibilidade para DII, DC

rs2066845 2 0 0 0 2 (5,0 Susceptibilidade para DII, DC

rs2066842 3 3 1 5 11 (28,2) DC

rs2066843 3 0 0 2 5(12,8) Susceptibilidade para DIl, DC

rs1861759 4 1 1 2 8 (20,5) DC

rs5743289 4 0 0 2 6 (15,3) Susceptibilidade para DC, DC com possibilidade cirurgica,
inflamacdo de intestino grosso

rs2076756 4 1 0 2 7(17,9) Susceptibilidade para DC, DC com possibilidade cirdrgica,
inflamacdo de intestino grosso

rs5743291 2 1 1 3 8 (20,5) DC
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Né&o foi encontrada diferenca estatistica entre 0s grupos, contudo, percebe-se que a
maioria dos pacientes que néo tinha doenca perianal ou doenga fistulizante ndo apresentava os
polimorfismos testados. Na tabela 8, € descrita a ocorréncia dos polimorfismos e sua
“concordancia” com a presenga de doenca perianal. Nos pacientes com DC Tardia, mais de
75% dos casos que tinham doenca perianal ou doenga fistulizante ndo tinham polimorfismos
dos genes (Tabela 8).

Nos Quadros 7 e 8, estdo listados os pacientes com DC e RU, respectivamente, com 0
tratamento recebido, o fenotipo clinico apresentado, a evolucdo para cirurgia ou ndo, o
polimorfismo encontrado e o fenotipo associado com esse polimorfismo de acordo com a
literatura. Além do valor encontrado da expressdo de RNA em tecido colénico da IL10,
IL10RA, IL10RB, TNFa, NOD2. Em alguns pacientes com DC, como DPC, PGE e YM, néo
se encontrou uma definicdo mais especifica entre os feno6tipos encontrados e 0s esperados para
o polimorfismo apresentado por esses pacientes. Nos pacientes com RU, 0 mesmo aconteceu
com mais frequéncia, visto que muitos pacientes (8/17) apresentaram polimorfismos do NOD2
gue tém pouca associacao com a RU.

Nos Apéndices 5 e 6, estdo descritos os pacientes com DC e RU, respectivamente, e
suas caracteristicas clinicas, tratamento, presenca de atividade inflamatéria, polimorfismo

apresentado e expressdo no tecido coldnico de interleucinas anti e pré-inflamatdrias e do NOD2.



Tabela 8 — Presenca de doenca perianal e doenca fistulizante em pacientes com polimorfismos de 1L10, IL10RA, IL10RB e NOD?2.

Polimorfismo

IL10 Presente
N(%) Ausente

Total
ILIORA  Presente
N (%) Ausente

Total
ILIORB  Presente
N(%) Ausente

Total
NOD2 Presente
N(%) Ausente

Total

Manifestacéo clinica

Doenga perianal

DC Infantil (14) p DC Tardia (9)
Presente Ausente Presente Ausente
3(27,3) 1(33,3) 1,00 1(25) 3 (28,6)
7(77,8) 2 (66,7) 3 (75) 3(71,4)

11 3 4 7
4 (36,4) 0 0,50 1(25) 3(42,9)
5 (63,6) 3 (100) 3 (75) 3(57,1)
11 3 4 7
0 1(33,3) 021 O 1(14,3)
11 (100 2 (66,7) 4 (100) 5 (85,7)
11 3 4 7
6 (54,5) 2 (66,7) 1,00 1(25) 3(42)9)
3 (45,5) 2(333) 1 (75) 3(57,1)
9 4 2 6

1,00

1,00

1,00

1,00

Doenga fistulizante

DC Infantil (14)

Presente Ausente
2 (28,6) 2 (28,6)
5(71,4) 5(71,4)
7 7
2 (28,6) 2 (28,6)
5(71,4) 5(71,4)
7 7
0 1(14,3)
7 (100) 5 (85,7)
7 7
4 (57,1) 4 (57,1)
3(42,9) 2 (42,9)
7 6

p

1,00

1,00

1,00

1,00

DC Tardia (9)

Presente Ausente
1(25) 2 (28,6)
3 (75) 5(71,4)
4 7

1(25) 3(42)9)
3 (75) 4 (57,1)
1 7

0 1(14,3)
4 (100) 6 (85,7)
4 7

1(25) 3(42,9
3 (75) 4 (57,1)
4 7

1,00

1,00

1,00

1,00
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Quadro 7 — Pacientes com DC avaliados quanto a presenca de polimorfismos genéticos da IL10 e seus receptores e 0 NOD2, os fenotipos
apresentados, os fendtipos esperados e a expressdo de IL10 e de seus receptores e do NOD2.
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Protecdo para DIl

Paciente | Sexo | Tratamento Fendtipo apresentado Cirurgia | Polimorfismo | Fendtipo esperado IL10 | IL1I0RA | IL1I0RB | NOD2
GMS M MTX-C Fistulizante, perianal, corticodependente, precoce Né&o 1L10 — 1,0 9,5 32778,0 | 2,0
rs3024493 Associacao com DIl, RU
JGR M AZA Inflamatéria, granuloma em célon, precoce Néao NOD2 —
52066842 DC
rs2066843 Susceptibilidade para DII, DC
rs2076756 Susceptibilidade para DII, DC com possibilidade
cirdrgica, inflamacéo de intestino grosso
DVM M A Inflamatoéria, perianal, corticorresistente, precoce Nao IL10RA- - - - -
152228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
152228055 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
LHG M A Inflamatéria, perianal, precoce Nao IL10RA — 2,2 11 283249 | 2
rs10892202 Protecéo para DII
rs4252249 Protec&o para DIl
rs4252270 Protec&o para DIl
NOD2 —
rs1861759 DC
1s5743291 DC
KVN F A Fistulizante, precoce Sim NOD2 — 15 15,5 196799 | 1,9
rs2066844 Susceptibilidade para DII, DC
rs5743289 Susceptibilidade para DIl, DC com possibilidade
cirargica, inflamacéo de intestino grosso
rs2076756 Susceptibilidade para DII, DC com possibilidade
cirargica, inflamacéo de intestino grosso
DGJ M A-I-C Estenosante (es6fago), perianal, baixa estatura, Nao IL10RB - 2,4 11,2 22016,0 | 3,6
pneumonia de repeticdo, corticodependente, precoce rs8178561 Prote¢do para DIl
Granuloma oral e em c6lon NOD2 —
rs1861759 DC
EAS M Mtx-1 Inflamatério, baixa estatura, corticorresistente, Néo IL10- - - - -
precoce rs3024493 Associacao com DIl, RU
Granuloma em colon NOD2 —
rs1861759 DC
CIG F A Fistulizante, corticodependente, precoce Sim NOD2 — 3 21,5 140036 | 2,5
rs2066845 Susceptibilidade para DII, DC
rs2066842 DC
rs2066843 Susceptibilidade para DIl, DC
rs2076756 Susceptibilidade para DIl, DC com possibilidade
cirurgica, inflamagdo de intestino grosso
LSO F A Fistulizante, precoce Sim - - - -
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IL10RA — Protecéo para DII
rs4252249
rs425270 NODZ
— 152066844 Susceptibilidade para DII, DC
rs2066845 Susceptibilidade para DIl, DC
rs5743289 Susceptibilidade para DIl, DC com possibilidade
cirargica, inflamacéo de intestino grosso
rs2076756 Susceptibilidade para DIl, DC com possibilidade
cirdrgica, inflamacéo de intestino grosso
SGS F A Fistulizante, perianal, precoce Sim NOD2 —
rs1861759 DC
DPC F A-l Fistulizante, perianal, precoce Nao I1L10 —
rs3024493 Associacdo com DI, RU 55 62,3 288278 | 7,8
PGE M A Inflamatdria, tardia Néao 1L10 — 31,4 55 11859,1 40,4
rs3024493 Associacdo com DIl, RU
YM F A-C Inflamatdria, corticorresistente, tardia Néo IL10 - - - - -
rs3024493 Associacéo com DIl, RU
ACS M A Inflamatéria, tardia Néo IL10 - 13 29,6 14269,2 5,8
rs3024493 Associacéo com DI, RU
IL10RA -
rs10892202 Protec&o para DIl
54252249 Protecdo para DIl
ALM M A-C Inflamatdria, corticorresistente, tardia Nao ILIORA — 4,2 25,5 22288,8 2,5
rs10892202 Protec&o para DIl
s4252249 Prote¢do para DIl
s4552270 Protecéo para DII
NOD2 —
rs2066842 DC
rs5743291 DC
LAS F A-l Fistulizante, baixa estatura, corticorresistente, tardia] N&o IL10RA - - - - -
rs2228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce|
1s2228055
DC
NOD2 —
rs2066842
LCB F A Inflamatoria, tardia Nao ILIORA — 23 18,9 6337,1 3,6
Granuloma em c6lon 154252249 Protegéo para DIl
rs4552270 Protec&o para DIl
IL10RB —
rs1058867 Associacéo com risco aumentado de DC
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NOD?2 -

152066842 DC
GPS A-l Estenosante, tardia Néo NOD2 —

51861759 DC




Quadro 8 — Pacientes com RU avaliados quanto a presenca de polimorfismos genéticos da IL10 e seus receptores e 0 NOD2, os fenotipos
apresentados, os fendtipos esperados e a expressdo de IL10 e de seus receptores e do NOD2.
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Paciente | Sexo | Tratamento | Fendtipo apresentado Cirurgia Polimorfismo Fendtipo esperado IL10 | IL10RA | IL10RB | NOD2
FGS F Ms Inflamatdria, tardia Né&o IL10RB — - - - -
rs8178561 Protecéo para DIl
NOD2 -
rs1861759 DC
1s5743291 DC
CG F A Inflamatoria, colangite Né&o 1L10 — 35 15 11582,9 | 48
esclerosante, precoce rs3024493 Associagdo com DII, RU
IL10RB —
rs1058867 Associagdo com risco aumentado de DC
NOD2 —
rs2066842 DC
GG M Ms Inflamatéria, tardia Néo IL10RA — 2,4 13,8 21969 21
rs2228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
rs2228055 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
SEG F A-C Inflamatoria, colangite Né&o ILIORA — 2 10,5 15405,4 1
esclerosante, tardia rs10892202 Protecéo para DII
rs4252249 Protecéo para DII
r1s4252270 Protecéo para DIl
NOD2 —
rs2066844 Susceptibilidade para DI, DC
rs5743289 Susceptibilidade para DI, DC com possibilidade cirtrgica, inflamag&o de
intestino grosso
rs2076756 Susceptibilidade para DIl, DC com possibilidade cirtrgica, inflamagéo de
intestino grosso
JPJ M A-C Inflamatéria, baixa estatura, Né&o IL1I0RA — 14 10,4 20707,9 29
tardia rs2228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
rs2228055 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
EFA M Ms Inflamatéria, tardia Né&o IL1I0RA — 2 20,9 14043,3 18
rs10892202 Protecéo para DII
rs4252249 Protecéo para DI
NOD2 —
rs2066842 DC
rs2066843 Susceptibilidade para DI, DC
rs1861759 DC
rs2066844 Susceptibilidade para DI, DC
rs5743289 Susceptibilidade para DIl, DC com possibilidade cirlrgica, inflamagéo de
intestino grosso
rs2076756 Susceptibilidade para DI, DC com possibilidade cirtrgica, inflamacéo de
intestino grosso
RFS F A Inflamatéria, tardia Né&o IL1I0RA — 3,0 17,6 17620,6 4,0
rs2228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
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rs2228055 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
RFA A Inflamatéria, colangite Néo 1L10 — - - - -
esclerosante, tardia rs3024493 Associagdo com DII, RU
IL10RA —
rs2228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
rs2228055 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
EGG A Inflamatéria, tardia Néo IL10RA — - - - -
rs4252249 Protecéo para DIl
1s4252270 Prote¢&o para DII
IL10RB —
rs1058867 Associacdo com risco aumentado de DII
NOD2 -
rs5743291 DC
EVC A Inflamatdria, tardia N&o IL10RB — 31 39,2 11564,0 3,6
rs1058867 Risco aumentado para DIl
FMS Ms Inflamatéria, tardia Néo IL10RB — 2,9 19,4 29606,1 8,5
rs8178561 Protecéo para DII
NOD2 -
rs2066842 DC
GRS Ms Inflamatdria, tardia Nao 1L10 — 3,7 28,2 33424,2 2,3
rs3024493 Associagdo com DII, RU
IL10RA —
rs4252249 Protecéo para DII
r1s4252270 Protecéo para DII
IL10RB —
Rs1058867 Risco aumentado para DII
JCG Ms Inflamatdria tardia Nao IL10RB — - - - -
rs1058867 NOD2{ Risco aumentado para DII
rs2066842
rs2066843 DC
Susceptibilidade para DIl, DC
JTS A Inflamatdria tardia Nao NOD2 - 04 44,6 440479 | 2,1
rs5743291 DC
MLC Ms Inflamatéria tardia Né&o IL1I0RA — - - - -
rs2228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
rs2228055 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
IL10RB —
rs1058867 Risco aumentado para DII
NOD2 -
rs2066842 DC
rs5743291 DC
MVD M Inflamatdria tardia Nao NOD2 -
rs1861759 DC
MNS Ms Inflamatdria tardia Nao IL10RA — - - - -
rs2228054 Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce
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rs2228055
NOD2 —
1s2066842

Risco aumentado para DC precoce e DIl muito precoce

DC
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5 DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas gerais da casuistica

Os pacientes estudados foram recrutados de um Unico centro de referéncia para o
atendimento de DIl em criancas e adolescentes. Nesse centro de referéncia, o atendimento
periddico desses pacientes em ambulatério especializado com padronizacdo de condutas
permitiu o registro de informacdes e a realizagédo do estudo. Os resultados mostraram um grupo
de criancas e adolescentes heterogéneo a partir da andlise de suas caracteristicas clinicas,
laboratoriais, endoscépicas, histolégicas e moleculares.

Nos 66 pacientes avaliados, os casos de RU foram vistos com mais frequéncia. Essa
predominancia de pacientes com RU é compativel com o descrito por outros autores (CASTRO
et al., 2008; MOLODECKY et al., 2012; TURUNEM et al., 2006). Os nossos dados sao
semelhantes aos dados de outra casuistica brasileira, relatada por LIMA et al. (2013), cujos
pacientes também foram provenientes de um Unico centro de referéncia localizado no Nordeste
do Brasil. Esses autores descreveram 30 pacientes com DII, sendo que 60% tinham RU (LIMA
etal., 2013), assim como foi observado em nosso estudo. Nem todos os artigos sdo concordantes
quanto a predominancia da RU na faixa etéria pediatrica. Em 2016, Zhou e Huang descreveram
41 casos de DC em um grupo de 49 criancas. Os préprios autores justificaram esses achados
devido as diferencas regionais e ao tamanho da amostra, reafirmando a importancia do
levantamento de casos de DIl nas diferentes regides do mundo (ZHOU; HUANG, 2016).

No nosso estudo, o predominio de pacientes oriundos do interior do estado de
Pernambuco (59%) reflete o perfil do nosso servigo. O hospital do estudo, o IMIP, assim como
0 seu servico de gastroenterologia pediatrica sdo referéncias para pacientes encaminhados com
quadros mais graves, bem como pacientes com doencas de curso cronico das diferentes regides
do estado. Todavia, esse dado difere do que classicamente é sabido sobre as caracteristicas
geogréficas da DII. Sabe-se que a DIl é predominante em populac6es de centros urbanos e mais
frequente em paises desenvolvidos (MOLODECKY et al.,, 2012; WONG; NG, 2013),
diminuindo a sua frequéncia em paises em desenvolvimento, em zonas rurais e comportando-
se com o chamado gradiente norte-sul entre os hemisférios e até entre os continentes. Mas, a
partir da analise de uma Unica casuistica, ndo é possivel se especular o0 comportamento da

doenca em termos de sua distribuicdo geografica e extrapolar essas informagdes. Em vez disso,
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pode-se utilizar esse dado para reconhecer a presenca da DIl em todo o estado, mesmo em areas
rurais, fugindo do protétipo da associagdo da DIl com regides mais desenvolvidas. Esse
reconhecimento gera mais atencdo para o diagnostico e conduta adequada.

Outra diferenca ilustra o viés de selecdo desse grupo, a frequéncia de pacientes com
apresentacdes clinicas graves: inicio da doenca antes dos 2 anos de idade (DIl infantil) e a
propor¢éo de casos complicados com fistulas, estenoses e doenca perianal, chegando a 50% dos
casos de DC Infantil e Tardia. Novamente, a condicdo de servico de referéncia favorece a
triagem de doenca mais complicada e mais precoce na busca por atendimento especializado.
Em particular, os pacientes com DIl do subgrupo Infantil sdo graves na maioria das vezes e
necessitam de diagndstico precoce, muitas vezes apresentando doenca complicada, sendo
necessario o diagnostico diferencial com sindromes genéticas de cardter monogénico que
muitas vezes simulam imunodeficiéncias e comportam-se com o fendtipo DII-simile
(BIANCO; GIRARDELLI; TOMMASINI, 2015).

A DIl ainda é uma doenca pouco conhecida na faixa etaria pediatrica e, com
frequéncia, é confundida com quadros de enteroinfec¢des, o que contribui para retardar o seu
diagndstico (LOUIS, 2015). Em uma revisao sobre o diagndstico e o diagnostico diferencial da
DIl em criancas feita em 2016, Palle; Prasad e Kugathasan ressaltam a importancia do
diagnostico diferencial da DIl em criancas com as colites infecciosas por Yersinia
enterocolitica, Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis,
Citomegalovirus, Clostridium difficile, entre outros. O que é justificavel dada a grande
frequéncia das colites infecciosas principalmente nas populacdes menos favorecidas e pelo
quadro clinico muito parecido com a fase inicial de muitos casos de DI, o que seria compativel
com a nossa regido (LINS; MOTTA; SILVA, 2003). A revisédo de Palle, Prassad e Kugathasan,
em 2016, também ressalta a importancia de aventar o diagnostico de DIl na faixa etaria
pediatrica, mesmo sendo menos frequente. O curso agressivo, complicagdes e sequelas que s&o
inerentes a DIl em criangas exigem diagnostico precoce para que se iniciem rapidamente
intervengdes que possam minimizar as repercussoes da doenga sobre o processo de crescimento
e desenvolvimento (PALLE; PRASAD; KUGATHASAN, 2016). O diagnostico diferencial
com imunodeficiéncias primérias (UHLIG et al., 2014), enterocolites associadas & doenca de

Hirschsprung, colites alérgicas, vasculites e colites microscopicas também precisa ser realizado
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e frequentemente exige o parecer de outros especialistas (LEVINE et al., 2013; PALLE;
PRASAD; KUGATHASAN, 2016).

Esses pacientes enfrentam a dificuldade do diagndstico antes de chegar ao servigo
especializado. No nosso estudo, encontramos diferenca de até 54 meses na mediana da idade
do inicio dos sintomas e a idade do diagnostico nos pacientes com DC Precoce. Os pacientes
com quadros de DC Infantil, nos quais houve 71,4% de casos com doenga complicada, tiveram
reducdo entre a idade de inicio dos sintomas e o diagnostico. Esses pacientes também tiveram
inicio dos sintomas muito cedo, sendo a mediana para DC Infantil de 5,82 meses e de RU
infantil de 9,5 meses, ou seja, no primeiro ano de vida. A DIl Infantil, por ser grave e de inicio
muito precoce, muitas vezes em pacientes com menos de um ano de vida, tem seu diagndstico
mais precoce (TURNER; MUISE, 2017). A maior frequéncia desses pacientes no nosso estudo
provavelmente se deve ao encaminhamento precoce ante a gravidade e urgéncia do quadro
clinico, fazendo com que esses pacientes cheguem mais rapidamente ao centro de referéncia.

Ressaltamos ainda a frequéncia alta de pacientes classificados no subgrupo infantil. A
DC Infantil correspondeu a 56% (14/25) dos casos de DC do estudo, sendo que a RU Infantil
correspondeu a 19,5% (8/41) do total de casos de RU. Begue et al. (2011), ao estudar criangas
com DIl com inicio antes dos 5 anos de idade, relata 47% de casos de DC e 36% de casos de
RU (BEGUE et al., 2011). Em contradicdo ao encontrado no nosso estudo, autores como
Benchimol et al.(2014) encontraram uma frequéncia maior de RU em criangas menores de 5
anos ao analisar os casos de DIl em criangas no periodo de 1994-2009 em Ontario, no Canada.
Nesse estudo, 0s autores compararam as caracteristicas epidemiolégicas da DIl de inicio em
menores de 6 anos com as de 0s pacientes com DIl de inicio tardio (BENCHIMOL et al., 2014).
Bequet et al. (2016), em um estudo comparativo entre a DIl de inicio muito precoce (menores
de 6 anos) e de inicio tardio de 1.412 criangas francesas, também encontraram maior frequéncia
de RU, apesar da maior frequéncia da DC em todas as criancas avaliadas ao somar 0s grupos
de inicio muito precoce e tardio (BEQUET et al., 2016). Ao avaliar essas diferencas, alguns
dados do nosso estudo devem ser enfatizados, como a idade desse subgrupo infantil e gravidade
apresentada ja no inicio da doenca. Contudo, nenhum desses estudos consideraram a idade
limite de 2 anos, como foi feito na nossa analise, descrevendo melhor esse subgrupo de criangas

previsto na Classificacdo de Paris (LEVINE et al., 2011) com caracteristicas tdo peculiares.
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Nos ultimos anos, tem sido dada mais atencdo ao grupo infantil, e o que se observa é
0 nimero cada vez maior de autores preocupados em analisar esses casos (BEGUE et al., 2011,
BEQUET et al., 2016; GLOCKER et al., 2009; KAMMERMEYER et al., 2016; KELSEN et
al., 2015; MORAN et al., 2013; MUISE; SNAPPER; KUGATHASAN, 2012; PIGNEUR et al.,
2013; RUEMMELE et al., 2006). Os pacientes com DIl com inicio antes dos 6 anos de idade,
em particular antes de 2 anos de idade, apresentam com maior frequéncia associagcdo com
imunodeficiéncias (UHLIG et al. 2014). Em alguns casos, acredita- se que a heranca seja
monogeénica e a doenca se apresente com fenétipo semelhante a DII (DII-simile), porém mais
agressiva e muitas vezes caracterizada por pancolite com formacdo de fistulas, doenca perianal
e pouca resposta ao tratamento convencional para DIl (TURNER; MUISE, 2017; UHLIG et
al., 2014).

O fendtipo agressivo e pouco responsivo dos pacientes com DII Infantil foi descrito
por Ruemmele et al. (2006): um grupo de criangcas com DIl de evolucéo atipica (RUEMMELE
et al., 2006). A partir desse relato, surgiu uma série de estudos e um marco na literatura foi
quando Glocker et al. (2009) publicaram os primeiros trabalhos associando esse grupo de inicio
precoce da DI, porém mais agressivo, ao quadro de imunodeficiéncia (GLOCKER et al., 2009).
Nesse artigo, os autores associam a DIl que posteriormente foi chamada de Infantil pela
Classificacdo de Paris (LEVINE et al., 2011) a um defeito na via de sinalizacdo da IL10 e,
posteriormente, autores de outros paises também descreveram essa associacdo (BEGUE et al.,
2011; ENGELHARDT et al., 2013; GLOCKER et al., 2009; MORAN et al., 2013; PIGNEUR
etal., 2013). Logo, essas crian¢as com curso mais agressivo de doenca foram mais investigadas,
sendo observado que muitas tinham associagdes ndo s6 com alteragfes na via de sinaliza¢éo da
IL10, como apresentavam outros defeitos genéticos. Especula-se que esses defeitos possam
estar associados aos quadros clinicos mais agressivos da DIl (BIANCO; GIRARDELLLI;
TOMMASINI, 2015; UHLIG et al., 2014).

Quanto ao sexo, no nosso estudo foi encontrada uma predominancia do sexo masculino
tanto nos pacientes com DC quanto nos pacientes com RU. Essa distribui¢do difere entre os
estudos realizados com criancas e adultos como ¢é relatado na revisdo de Sauer e Kugathasan
(2009) que faz o contraponto entre esses estudos (SAUER; KUGATHASAN, 2009). Malatyet
al. (2010) verificaram em sua coorte retrospectiva em um hospital do Texas (USA) que a DC

foi mais frequente nos meninos e a RU nas meninas. (MALATY et al., 2010). Herzog et al.
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(2014) encontraram em criancas suicas menores de 10 anos o predominio de meninos na DC e
predominio de meninas na RU (HERZOG et al., 2014). Hildebrandet al. (2003), ao estudar
criangas suecas no periodo de 12 anos, verificaram uma incidéncia aumentada de meninos com
DC comparada a uma taxa de incidéncia semelhante entre os sexos nas crian¢as com RU
(HILDEBRAND et al., 2003). Tais estudos apresentam dados diferentes e ndo mostram um
padréo de distribuigdo da DIl entre os sexos na populagdo pediatrica.

A DIl complicada esteve presente em todas as faixas etarias e ambos sexos no nosso
estudo. Contudo, o comprometimento perianal esteve presente em uma proporcéo importante
dos pacientes com DC subgrupo Infantil e Tardio, com 78,6% e 75% dos casos,
respectivamente. Nesses dois grupos, a mediana de tempo entre o inicio dos sintomas e o
diagndstico foi mais curta em relacdo ao subgrupo Precoce. A doencga perianal é definida como
inflamacdo perto ou no anus, caracterizando-se pela presenca de tags, fissuras, fistulas,
abscessos ou estenoses com sintomas de dor, prurido, sangramento, drenagem purulenta e
incontinéncia fecal (DE ZOETEN et al., 2013). Adler et al. (2016), ao avaliar 7.076 criancas
com DC, encontraram 1.399 casos (21%) de doenca perianal em criangas dos Estados Unidos
(ADLER et al., 2016). Assa et al. (2017) encontraram 24% de casos de doenca perianal em 234
criancas com DIl em um estudo multicéntrico envolvendo criangas dos Estados Unidos, Israel
e da Europa (ASSA et al., 2017). Esses estudos relatados avaliam criancas com DIl de idades
diferentes, desde o inicio da doenca em menos de 2 anos até adolescentes. Begue et al. (2011)
descreve um subgrupo de 13 criangas com DIl de inicio antes de 1 ano de idade e encontra
doenca perianal em 54% dos casos, enfatizando a importancia dessa manifestacdo clinica nessa
idade. A doencga perianal mostra-se um dado importante na avaliagéo da possibilidade da DIl
em criangas do subgrupo Infantil, idade na qual a quantidade de diagndsticos diferenciais é
grande o que dificulta o diagnostico de DII. As imunodeficiéncias primarias, como a doenca
granulomatosa cronica, a deficiéncia de 1L10, glicogenose do tipo 1b, deficiéncia de adesdo de
leucocitos do tipo, XIAP (sindrome linfoproliferativa ligada ao X do tipo 2) e as doencas
infecciosas fazem parte desse diagndstico diferencial no qual a doenca perianal € um sintoma
importante (GLOCKER; GRIMBACHER, 2012; UHLIG, 2013).

A diarreia foi o sintoma mais frequente nos dois grupos de DC e RU (Precoce e
Tardio), o que era esperado ja que a diarreia constitui um sintoma classico de ambas as formas
da DIl (DE BIE et al., 2013; LEVINE et al., 2013). Porém nos subgrupos de DIl Tardia, tanto
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de DC quanto de RU, a dor abdominal e o comprometimento pondero-estatural superaram a
diarreia como sintomas mais frequentes. A dor abdominal e o comprometimento pondero-
estatural sdo sintomas relevantes e frequentes em ambas as formas da DIl (LEVINE et al.,
2013). Dada essa relevancia, a primeira € usada nos dois escores de avaliacdo de atividade
inflamatdria utilizados na pediatria (PUCAI e PCDAI) como sintoma indicativo de presenca de
atividade inflamatoria (HYAMS et al., 1991; TURNER et al., 2007). O comprometimento
pondero-estatural por sua vez ndo esta presente no PUCAI devido a sua falta de significancia
durante a construcdo deste escore. Contudo, o0 comprometimento pondero-estatural é pontuado
no PCDAI, assim como esta presente na Classificacdo de Paris para criancas com DC (HYAMS
etal., 1991; LEVINE etal., 2011).

5.2 Estado nutricional

A DIl acomete o trato gastrointestinal da boca ao anus de forma salteada na DC e
acomete o colon de forma continua na RU. Assim os pacientes com DIl podem ter diversas
apresentacdes fenotipicas (DE BIE et al., 2013). Os varios fenétipos da D1l também repercutem
no status nutricional, j& que nem sempre o paciente vai ter ma absor¢do, comprometimento
nutricional pela inflamacéo ou anorexia. Por outro lado, ndo pode se deixar de fora da anélise a
influéncia do uso das medicacbes do tratamento da DII, por exemplo, no estado nutricional
desses pacientes.

A avaliacdo estatural é importante no momento do diagndstico, na avaliacdo de
atividade inflamatoria e na resposta ao tratamento. A classificacdo estatural no momento do
diagndstico é parte da Classificacdo de Paris para a DC (LEVINE et al., 2011). Segundo essa
classificacdo, o crescimento linear seria considerado para classificar o paciente com ou sem
deéficit de crescimento (Growth), ou seja, GO ou G1. O PCDAI também avalia alteracdes
estaturais como parte dos seus escores para pontuar e, por fim, definir se hd ou nao atividade
inflamatoria (HYAMS et al., 1991). Uma vez o paciente diagnosticado e tratado, a adequagédo
estatural, como em todo paciente pediatrico cronico, € um objetivo a ser alcan¢ado sob pena de
ser considerada falha no tratamento, caso ndo ocorra um adequado ganho ponderal e
crescimento do paciente (RUEMMELE et al., 2014; TURNER et al., 2012).
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A complexidade do paciente com DII se estende ao status nutricional. A variacdo de
fendtipos e de locais de lesdo vai repercutir no quadro nutricional que pode ser evidenciado na
avaliacdo antropométrica rotineira até a avaliagdo mais especifica, levando em conta outras
avaliacdes como de micronutrientes, da saude 0ssea e metabdlica. Sdo exemplos de patologias
que podem acometer o paciente com DII, a anemia ferropriva, a osteoporose, a diabetes
(BAHLER et al., 2017; GUZ-MARK et al., 2017). O nosso estudo deteve-se na avaliacio
antropométrica de rotina da consulta médica pediatrica, limitando-se a coleta de peso, estatura
e IMC. Toda a avaliacao seguinte foi baseada no IMC dada a acessibilidade a esse dado feito
de rotina nas consultas, sendo identificados diagndsticos relacionados ao status nutricional dos
pacientes avaliados, porém ndo sendo possivel expandir para uma avaliacdo nutricional mais
completa e detalhada por ndo ser objetivo do estudo.

Uma proporc¢édo dos pacientes no momento do estudo, tanto com DC quanto com RU,
apresentava elevacdo do IMC compativel com sobrepeso e obesidade, sendo a maioria pacientes
com DC. Esse achado remete a importancia da avaliacdo nutricional dos pacientes com Dll e a
existéncia também de pacientes com sobrepeso e obesidade em detrimento da desnutricdo bem
relatada em pacientes com DIl (HYAMS et al., 1991; LEVINE et al., 2011). A presenca da
obesidade na DII pediatrica também ¢é relevante e ja é citada em estudos como de Long et
al.(2011) que encontrou a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em 23,6% de 1.598 criancas
com DIl (LONG et al., 2011).

A obesidade na DIl tem cardter multifatorial, estd associada com o uso de
corticoesteroides, em particular na RU, considerando que a DC tem associacao aos casos mais
graves e, portanto, com maior associacdo com desnutricdo (WIECH; BINKOWSKA-BURY;
KORCZOWSKI, 2017). No nosso estudo, os pacientes com DC Tardia estavam em uso de
corticoesteroides por mais de quatro semanas e apresentavam sobrepeso. Pituch-Zdanowska et
al. (2016) avaliaram atraves de um estudo retrospectivo a presenca de sobrepeso e obesidade
no momento do diagndstico de pacientes com DIl (PITUCH-ZDANOWSKA et al., 2016). Esse
estudo encontrou que a prevaléncia de sobrepeso e obesidade foi maior nos pacientes com RU
assim como o risco de obesidade era 3,5 vezes maior para os pacientes com RU, chamando
atencdo que nem sempre o comprometimento nutricional na DIl é devido a desnutrigdo
(PITUCH-ZDANOWSKA et al., 2016). Outros fatores, como diminuicao da atividade fisica e

ingestdo caldrica em excesso, também contribuem para o excesso de ganho de peso dos
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pacientes com DIl como verificado pelos mesmos autores (PITUCH-ZDANOWSKA et al.,
2016), porém ndo é possivel relatar tais associa¢des neste estudo.

Na nossa pesquisa, a eutrofia predominou no momento do diagndstico, chegando a
66,6% dos casos nos pacientes do subgrupo de RU infantil. Esse subgrupo tem uma diferenca
de medianas entre o inicio dos sintomas e o diagnostico de 35 meses, porém tal fato ndo parece
ter interferido no status nutricional dos pacientes. Provavelmente o acometimento col6nico,
limitado a superficie mucosa de uma regido ndo responsavel por absor¢do de nutrientes e ndo
penetrante da RU, permitiu que esses pacientes permanecessem na condi¢do de eutrofia até o
momento do diagnostico.

O comportamento diferente teve 32% dos pacientes com DC (35,7% DC Infantil e
30% DC Tardia) que apresentavam baixo peso e muito baixo peso no momento do diagndstico.
No estudo de LONG et al. (2011), o uso de tiopurinas como a azatioprina apresentou uma
associacdo inversamente proporcional a obesidade e foi justificado pelo uso maior dessas
medicacdes em pacientes mais graves e com distlrbios de méa absorcdo (LONG et al., 2011).
Kim (2016) levanta os principais fatores relacionados a desnutricdo na DII pediétrica: a
gravidade da doenca, gendtipo, aumentos de citocinas inflamatorias com o TNFa, IL6 e IL13
(KIM, 2016). Ainda segundo essa revisao, a DIl deixa o paciente sem apetite devido aos
sintomas gastrointestinais e ha perdas como conseqiéncia da inflamacdo da mucosa e, mesmo
na presenca da ingestdo adequada de nutrientes, haverd um desequilibrio entre a ingestéo e a
efetiva digestdo/absorcéo de nutrientes (KIM, 2016).

Dada a importancia da avaliacdo do ganho ponderal e do crescimento linear do
paciente com DI, julgou-se importante analisar a evolugédo do percentil de IMC do paciente
desde o diagnostico até o momento do estudo. No entanto, ndo se conseguiu visualizar um
padrdo. E como se cada paciente tivesse uma trajetoria propria, alguns em condicdes estaveis
do momento do diagndstico ao momento do estudo, outros com reducdo ou aumento do IMC.
Ressalta-se 0 nimero de pacientes com aumento do IMC chegando a condicdo de sobrepeso e
obesidade durante o tratamento, principalmente no subgrupo de RU Tardia. Muitos desses
pacientes haviam utilizado ou estavam utilizando corticoesteroides por mais de quatro semanas,
0 que sugere a associa¢do do sobrepeso e obesidade a essas medicacgdes. No entanto, apesar de
a realizacdo de inquérito alimentar ndo fazer parte deste estudo, foram identificados, durante a

avaliacdo desses pacientes, erros alimentares que contribuiram para o sobrepeso.
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No subgrupo de RU Tardia (grupo maior e heterogéneo), alguns pacientes passaram
do status de eutrofia para o status de desnutri¢do, tendo pacientes que ja eram desnutridos que
apresentaram piora do quadro nutricional. Em todos os casos, havia presenga de atividade
inflamatoria. E sabido que as citocinas pro-inflamatdrias contribuem para o déficit nutricional
(KIM, 2016). Shamir (2009) ressalta que a anorexia esta ligada a niveis mais aumentados de
IL1 e TNF (SHAMIR, 2009). Além disso, essas citocinas estdo associadas com retardo do
crescimento linear, inclusive pacientes com DC podem ter reducdo da velocidade de
crescimento muito antes do diagndstico de DC, devendo a DIl ser investigada em casos onde a
causa da reducdo da velocidade de crescimento ndo é identificada (K1M, 2016).

Os exemplos de pacientes apresentados na secdo dos resultados ilustraram trés
questBes nutricionais que podem aparecer na DIl. O paciente EAS tinha o diagnostico
nutricional de muito baixo peso no momento do diagndstico de DC, sendo iniciado azatioprina.
A corticodependéncia apresentada por esse paciente se constitui uma condicdo de risco para
obesidade e doencas 0sseas como a osteoporose, dai ser indicada a substituicdo do corticoide
por imunobiolégico (RUEMMELE et al., 2014). Nesse caso, a necessidade do tratamento para
a atividade inflamatdria levou a consequéncias indesejadas como a corticodependéncia, o que
deve ser alvo de vigilancia do médico acompanhante para a pronta corre¢do e modificacdo do
tratamento instituido.

O segundo exemplo relatado, o paciente GHS, apresentava uma forma complicada da
DC néo responsiva a corticoides e desnutricdo. Esse paciente evoluia com queda de IMC e
baixa estatura associadas com a falta de controle da atividade da doenca. A elevacdo de
citocinas pro-inflamatdrias, o aumento do catabolismo, a presenca da fistula perianal, PCDAI
aumentado e a PCR aumentada foram fatores que provavelmente contribuiram para a evolugéo
nutricional desfavoravel do paciente (KIM, 2016).

O paciente MSR exemplifica a complexidade da avaliagdo nutricional no paciente com
DIl. O adolescente, com RU na forma tardia, surgimento apés os 10 anos de idade, ndo
apresentava atividade inflamatdria. Toda a sua avaliacdo de atividade inflamatdria foi negativa.
O paciente tinha um erro alimentar importante que necessitou de acompanhamento nutricional
mais rigoroso. Uma rotina alimentar correta tem importante papel na DIl pediatrica
(GUAGNOZZI et al., 2012). O crescimento linear e o status nutricional sédo afetados pelas
medicacdes utilizadas e pelo processo inflamatério (PENAGINI et al., 2016; WONG; NG,
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2013). Portanto, erros e transtornos alimentares tipicos da infancia e adolescéncia devem ser
questionados e investigados no paciente com DIl que n&do evolui bem do ponto de vista
nutricional, principalmente se ndo ha atividade inflamatoria naquele momento.

Os casos descritos e a variabilidade de status nutricional do paciente com DII ressalta
a necessidade de uma avaliacdo mais detalhada do paciente com DIl do ponto de vista
nutricional (FORBES et al., 2017; WIECH; BINKOWSKA-BURY; KORCZOWSKI, 2017).
O conhecimento das possibilidades de distdrbios nutricionais no paciente com DIl é importante
e exige uma avaliacdo multidisciplinar periddica baseada nas recomendacfes da literatura e
visando a correcdo de todos os distdrbios nutricionais do paciente com DIl (FORBES et al.,
2017).

5.3 Atividade inflamatdria

Os pacientes foram avaliados a medida que foram recrutados para este estudo quanto
a presenca de atividade inflamatoria segundo os indices de PCDAI e PUCAI, estando a maioria
dos pacientes em remissao, chegando até 57,1% dos casos nos pacientes com DC Precoce e
83,3% dos casos nos pacientes com RU do subgrupo Tardio. O PCDAI foi desenvolvido para
avaliar a atividade inflamatoria dos pacientes com DC quanto a sua presenca ou auséncia, além
da sua intensidade, e baseia-se em quatro parametros: historia, exame fisico, crescimento e
exames laboratoriais. Esse indice consegue avaliar a atividade inflamatéria dos pacientes com
DC com acuracia e atualmente € utilizado em estudos como os ensaios clinicos (HYAMS et al.,
2005; NUTI et al., 2016). O PUCAI ¢é valido pela sua excelente correlagdo com o indice de
Mayo, amplamente utilizado em adultos (D’HAENS et al., 2007), permitindo diferenciar com
acurécia a doenca ativa da doenca em remissdo. Tem as vantagens de ndo ser invasivo, nao
necessitar de colonoscopia e ser de facil aplicacdo (TURNER et al., 2007).

Avaliamos também a atividade inflamatoria nos niveis laboratorial, endoscopico e
histolégico, comparando com a avalia¢do clinica sugestiva de atividade inflamatoria desses
pacientes.

A presenca de clinica correspondeu a presenca de atividade laboratorial, de atividade
endoscopica ou de atividade histologica em mais de 80% dos pacientes com DC. Contudo, ao

avaliar essa correspondéncia nos pacientes com RU, verificou-se que houve significancia
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estatistica em relacdo aos parametros de atividade endoscopica e histoldgica. No grupo de
pacientes com RU, constatou-se a importancia e relevancia dos sintomas clinicos de atividade
inflamatoria. 1sso fica mais evidente quando identificamos ao mesmo tempo a presenca de
atividade endoscdpica, corroborando com o PUCAI, cuja avaliacdo € de carater estritamente
clinico sem avaliacdo laboratorial (TURNER et al., 2007).

Essas observaces ressaltam a importancia dos sinais e sintomas clinicos como
marcadores de atividade inflamatéria. Do ponto de vista global, a avaliagdo da atividade
inflamatdria pelo PUCAI ja é validada nos pacientes pediatricos com RU. Esse escore foi
construido através de um estudo multicéntrico, no entanto ndo foi validado no Brasil
(FIGUEREDO et al., 2004; LIMA et al., 2013). Assim, apesar de ndo tratar de um estudo de
validacdo desse indice e da pequena amostra avaliada, tal fato aponta para a valorizacdo dos
sintomas clinicos como marcador de atividade inflamatoria nos pacientes com RU.

Foram verificadas poucas diferencas ao avaliar PCR e/ou VHS, os achados
endoscopicos e histoldgicos, em relacdo a clinica do paciente. Uma delas foi a queda na
frequéncia de PCR e/ou VHS positivas em relagdo a clinica presente, porém sem perder a
significancia estatistica. Nos pacientes com RU com clinica negativa, verificou-se um aumento
gradual na frequéncia da atividade laboratorial (VHS e/ou PCR), endoscdpica e histoldgica,
sendo de 14,3%; 35,7%; 57,1%, respectivamente. Esse fato leva a reflexdo de que, nos pacientes
assintomaticos, a presenca de alteracdes de PCR e/ou VHS podem indicar presenca de atividade
inflamat6ria em mucosa mesmo que ndo sintomatica, ressaltando a vigilancia necessaria dos
pacientes assintomaticos e que s6 demonstram alteracdes laboratoriais. Tal fato ndo foi
verificado na Tabela 4, na qual os pacientes com RU com clinica negativa nao tinham duas ou
mais alteracdes laboratoriais.

Apesar de esta observacao poder colocar os dois ultimos paragrafos em contradicao,
deve-se ressaltar que o PUCAI constitui um escore que gera uma pontuacdo de 0-85 a fim de
diagnosticar a presenca de atividade inflamatéria (TURNER et al., 2007). A chamada atividade
clinica deste estudo levou em consideracdo a presenca de um ou mais sintomas clinicos
associados a D11 pediatrica, ndo configurando um index ou escore. Portanto, a simples avaliacdo
de presenca ou ndo de sintomas nédo considerando o PUCAI ndo permitiu excluir atividade

inflamatdria laboratorial de todos os pacientes com RU deste estudo.
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A avaliacdo em particular de PCR ou de VHS em contraste com a presenca ou auséncia
de sintomas clinicos mostrou a elevada correspondéncia do aumento de um desses dois
biomarcadores e a presenca de clinica (83,3%) nos pacientes com DC. Tal fato ndo foi
verificado na RU. Nos pacientes de RU, os pacientes com clinica ausente apresentaram mais de
90% (93,3%) de frequéncia na correspondéncia com PCR ou VHS normais, sendo a
correspondéncia desta ultima estatisticamente significante. Turner et al. (2011), ao estudar 75
criangas com RU, verificaram que, em cerca de 70% das criancas, tanto a PCR quanto a VHS
refletiam atividade inflamatéria em mesmo grau, sendo uma ou outra suficiente para essa
avaliacdo, com leve superioridade da PCR devido a sua melhor correlacdo com as alteracdes
endoscépicas (TURNER et al., 2011).

A presenca de pacientes sintomaticos com exames laboratoriais e histologicos normais
pode ser explicada pela existéncia de sintomas compativeis com a sindrome de intestino
irritavel ja bem relatada em pacientes com DIl (BERRIL et al., 2013; DIEDEREN et al., 2016).
Esses autores defendem que os pacientes podem persistir sintomaticos sem estarem em
atividade inflamatoria j& que as provas de atividade inflamatoria séricas e a avaliagdo da
calprotectina estavam normais (JELSNESS-JORGENSEN; BERNKLEV; MOUM, 2013,
WAUGH et al., 2016).

Os pacientes do estudo tiveram uma avaliacdo da atividade inflamat6ria também no
nivel molecular por meio da pesquisa de citocinas inflamatdrias no tecido colénico. Tanto nos
pacientes com DC quanto nos pacientes com RU, houve dificuldades na interpretacdo dos
achados devido ao nosso estudo ndo contemplar um grupo controle saudavel, por conta das
limitacdes éticas.

Nos pacientes com DC que apresentavam atividade inflamatéria em todos os niveis
avaliados, DPC e WVS, observou-se uma relacdo do TNFa/IL10 mais elevada. Porém, ndo foi
verificado um padréo de elevacdo unicamente de citocinas consideradas inflamatérias podendo
ser relacionado com a atividade inflamatdéria. O paciente JGR com atividade clinica,
endoscopica e histologica, apresentou niveis altos de citocinas inflamatdrias assim como a
relacdo de IL6/IL10. O paciente PGE, recém-diagnosticado, sem tratamento ainda, apresentava
atividade em todos os niveis avaliados, assim como havia 0 aumento importante das citocinas
tanto anti-inflamatorias como pré-inflamatorias. No entanto, deve-se ressaltar que os pacientes

avaliados estavam em estagios diferentes de tratamento, alguns recebendo inclusive
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corticoesteroides, o que dificulta o encontro de informac6es que expliqguem o comportamento
das citocinas avaliadas nestes pacientes.

Um percentual menor de pacientes, que chegava a 33,3% nos pacientes com RU,
apresentava clinica sugestiva de atividade inflamatoria, no entanto, ndo tinham atividade
laboratorial, endoscopica e/ou histoldgica presente. Esses sintomas podem ser explicados como
a presenca concomitante da sindrome do intestino irritdvel em alguns pacientes, como sugerem
alguns autores, confundindo com sintomas de atividade inflamatéria da DIl (ABDALLA et al.,
2017). Estudos sugerem que a avaliacdo laboratorial normal pode ajudar a esclarecer e a
diferenciar a presenca ou ndo de atividade inflamatdria nesse grupo de pacientes, em particular
os marcadores fecais (BERRIL et al., 2013; KAISER et al., 2007; JELSNESS-JORGENSEN;
BERNKLEV; MOUM, 2013; PFEFFERKORN et al., 2010).

Outro ponto em questdo nos pacientes sem atividade laboratorial, endoscépica ou
histoldgica esta relacionado com o conceito de remissao da atividade inflamatéria. A remissao
profunda da atividade inflamatdria na DIl consiste na auséncia de sintomas clinicos, alterac6es
laboratoriais e cicatrizacdo da mucosa (ZALLOT,; PEYRIN-BIROULET, 2013). Foram
encontrados 16,6% (2/12) dos pacientes com DC e 33,3% (8/24) dos pacientes com RU nessa
condicdo, sendo pacientes considerados em remissdo de atividade inflamatoria (Quadros 5 e 6).
O conceito de remissao profunda € bem aplicado para a DC, todavia, € ainda discutido para a
RU (DE CHAMBRUN; BLANC; PEYRIN-BIROULET, 2016; ROSENBERG et al., 2013;
ZALLOT; PEYRIN-BIROULET, 2013). Na pediatria, tanto nos pacientes com DC quanto nos
pacientes com RU, o conceito de remissdo profunda ainda ndo é validado e rotineiramente
aplicado, embora autores como Aloi et al. (2014) ja tenham utilizado esses conceitos como
objetivos do tratamento da criangca com DIl (ALOI et al., 2014).

Os pacientes com RU também ndo mostraram padrdo em relagdo as citocinas,
chamando atencdo o paciente JSA, que apresentava niveis de TNFa elevado. No momento do
estudo, JSA encontrava-se com pioderma gangrenoso em atividade apesar do uso de
mesalazina. Esse paciente apresentava alteracdes em todos os niveis de atividade assim como
na expressdo de citocinas inflamatorias. A paciente FMS também apresentava atividade
inflamatdria que foi evidenciada ndo apenas no nivel laboratorial assim como nos niveis de IL6
elevados. A relagdo da IL6 com a atividade inflamatdria é citada na literatura (WANG et al.,

2009). Por sua vez, o paciente DCO ndo apresentava nenhuma alteracéo que sugerisse presenca
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de atividade inflamatéria, porém tinha niveis de TNFa eclevados tanto quanto 0s niveis
encontrados em pacientes em atividade inflamatoria (SLEBIODA; ZBIGNIEW, 2014). Todos
esses pacientes citados com RU estavam em tratamento havia mais de trés meses. Portanto,
ndo foi possivel fazer uma analise clara entre a expressdo tecidual de citocinas anti e pro-
inflamatorias e a presenca de atividade inflamatéria (GYRES; TOTH; ZADORI, 2014).

A busca por um marcador molecular de atividade inflamatdria vem sendo relatada por
alguns autores. Stronati et al.(2010) analisaram a expressao tecidual de citocinas inflamatorias
em criangas com RU. Esses autores verificaram que ha um aumento da expressao tecidual de
citocinas de genes relacionados com a imunidade inata no célon inflamado de criancas com
colite ulcerativa relacionando com a patogénese da doenca (STRONATI et al., 2010). Verdier
et al. (2012) analisaram tecidos de criangas com DC e RU sem atividade inflamatoria
quantificando a expressdo das 1L23, 1L12, IL17A, IL17F, IL6, e IL10 e verificaram a variacdo
dessas citocinas ao longo do intestino, indicando variacBes de mecanismos reguladores
especificos e das diferencas entre a DC e a RU (VERDIER et al., 2012). Velikova et al. (2017)
estudaram a expressao das citocinas IL17A, 1L23, IL6, TGFB1 e IL10 em mucosas inflamadas
e normais de 37 pacientes divididos em terapias com 5-ASA e com imunossupressores
(azatioprina e corticoesteroides). Esses autores encontraram na mucosa inflamada niveis altos
dessas citocinas, sendo o mais alto de IL6 e o menor de IL10. Os niveis de IL6 e TGFp1estavam
mais aumentados na mucosa normal de pacientes com DIl do que nos pacientes sem DIl e
menores na mucosa de pacientes tratados com imunossupressores em relacdo aos que recebiam
5-ASA (VELIKOVA etal., 2017). Portanto, ha diversos fatores que podem influenciar o padrédo
de expressdo de citocinas na mucosa, devendo-se considerar o tipo de DI, o status inflamatério
do paciente e o tipo de medicacao que ele esta recebendo. Deve-se ponderar também a idade do
paciente e se ha polimorfismos genéticos especificos que possam modificar a expressao das
citocinas na mucosa intestinal. Dados os varios contextos considerados, a andlise molecular de
tecido de cdlon de pacientes com DII ainda é uma realidade distante e ainda ndo utilizada na
pratica clinica (LEVINE et al., 2013; RUEMMELE et a., 2014, TURNER et al., 2012).
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5.4 Polimorfismos genéticos

A DIl em criancas, assim como em adultos, € classicamente tida como uma doenca de
base genética com influéncia de diversos fatores ambientais na sua patogénese, embora ainda
ndo claramente conhecida (VENEMA et al., 2017). Ha mais de 200 loci de associacdo a DIl
que, especula-se, contribuem para o aparecimento tanto da DC quanto da RU. Ha polimorfismos
de genes associados ao sistema imunologico inato e ao sistema imunoldgico adaptativo
(BIANCO; GIRARDELLI; TOMMASINI, 2015). De natureza predominantemente poligénica,
a DIl na infancia vem sendo também associada a heranga monogénica nos Gltimos 15 anos
(GLOCKER et al., 2009; MORAN et al., 2016). Neste estudo, optamos por pesquisar 0S
polimorfismos do NOD?2 j& associados com a DC e os polimorfismos da IL10 e seus receptores,
ambos ja descritos na infancia. O NOD2 estaria associado a heranca genética poligénica da DI
e 0 IL10, a heranca genética monogénica (RUEMMELE, 2010).

Os nossos pacientes, em sua maioria, apresentaram polimorfismos associados aos
genes pesquisados, embora nem todos os polimorfismos da IL10 e seus receptores encontrados
ja terem sido associados a patogenicidade da DII. Alguns pacientes apresentaram mais de um
polimorfismo, mas ndo se pode inferir sua participacdo na génese da doenca uma vez que nao
foi feita a avaliagdo funcional da expressdo desses genes. Por sua vez, a expressao tecidual
coldnica dos genes estudados foi realizada, no entanto, ndo foi possivel estabelecer uma relagéo
desta com os polimorfismos apresentados devido as limitagcfes ja discutidas sobre a expressdo
de interleucinas e genes na mucosa intestinal (STRONATI et al., 2010; VELIKOVA et al.,
2017; VERDIER et al., 2012).

Nos ultimos anos, tém surgido muitos estudos genéticos, na maioria do tipo série de
casos, de pacientes com DII-simile. Esse grupo parece ter forte associacdo com doenca de
origem monogeénica, o curso clinico é agressivo e é dificil o controle com as terapias habituais
(GLOCKER et al., 2009; MORAN et al., 2013;PIGNEUR et al., 2013). Ao analisarmos 0s
pacientes com DC infantil, dos 13 que tiveram avaliacdo genética, 12 tinham polimorfismos,
dez tinham DC complicada (fistula e/ou doenga perianal). Um paciente, PE, com doenca de
inicio muito precoce e agressiva com fistula e estenose, ndo apresentou polimorfismos dentre
0s genes estudados o que ndo exclui a possibilidade de outras doencas monogénicas de
comportamento DII-simile. Uhlig et al. (2014) discutem a possivel heranga monogénica em

pacientes com o fenétipo clinico DII-simile com comportamento agressivo em criangas
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(UHLIG et al., 2014). Em alguns pacientes com doencas monogénicas DII-simile, como na
deficiéncia da I1L10 e seus receptores, o tratamento é o transplante de células-tronco devido a
resisténcia aos medicamentos habitualmente utilizados no tratamento da DIl (BIANCO;
GIRARDELLI; TOMMASINI, 2015; UHLIG et al., 2014). A diferenca nos tratamentos de
acordo com o polimorfismo e a doenca monogénica apresentada aponta para a importancia da
investigacao genética desses pacientes.

Deve-se enfatizar que os Ultimos estudos mostram que a incidéncia da DIl muito
precoce, entre elas a DIl infantil, é de 4,37 /100.000 criancas (UHLIG et al., 2014). Apesar dos
crescentes registros de pacientes com essa apresentacdo da DII, a heranca poligénica ainda €
considerada para esse grupo a mais provavel, assim como para os demais grupos de DIl
pediatrica. O NOD2 continua a ser considerado como um gene que d& importante contribuicdo
para a génese da DIl poligénica e com caracteristica de corticorresisténcia, necessidade de
intervencdes cirdrgicas e doenca complicada com fistulas e estenoses (GAZOULI et al., 2010;
OLIVA-HEMKER et al., 2008; RUEMMELE et al., 2006).

A doenca perianal e/ou fistulizante é descrita tanto nos defeitos da via de sinalizagéo
da IL10 quanto nos polimorfismos do NOD2 (BIANCO; GIRARDELLI; TOMMASINI, 2015;
SHAOQUL et al., 2009). Na nossa casuistica, observamos a presenca da doenca perianal e da
doenca fistulizante na presenca ou ndo de polimorfismos. Destaca-se que a maior frequéncia de
polimorfismos e presenca de doenca perianal foi nos pacientes que tinham NOD2 presente
(66,6%).

Nos altimos anos, a relacdo dos polimorfismos genéticos com a DII, assim como a
presenca de DC simile nas doengas com herangas monogénicas, tem sido alvo de muitos estudos
(BEGUE et al., 2011; GLOCKER et al., 2010; GLOCKER et al., 2011; HUGOT et al., 2001;
MORAN et al., 2013; VENEMA et al., 2017). Como foi feito neste estudo, polimorfismos ja
relacionados com a DIl sdo avaliados em pacientes com fendtipo sugestivos destes
polimorfismos, por exemplo, os pacientes que tém caracteristicas sugestivas de deficiéncia de
IL10. Essas associagdes tém permitido que alguns servigos optem por tratamentos mais efetivos
para esses pacientes, realizando até transplantes de medula 0ssea como opg¢do aos nao
respondedores ao tratamento atual (ENGELHARDT et al., 2013). No entanto, entre encontrar
um polimorfismo de associacdo com um fendtipo caracteristico até a determinacdo da sua

responsabilidade com esse fendtipo, verifica-se a necessidade de confirmacdo da acdo desse
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polimorfismo na DIl (BEGUE et al., 2011). Logo, para afirmar que determinado polimorfismo
esta causando o fendtipo agressivo ou ndo de DIl em um paciente, é necessario realizar a
avaliacdo funcional desse gene (MORAN et al., 2013; KOTLARZ et al., 2012).

A avaliacdo funcional permite visualizar a repercussdo da alteracdo genética
encontrada no fenotipo estudado. Ao fazer a avaliacdo de polimorfismos genéticos dos
pacientes deste estudo, ndo foi realizada uma avaliagdo funcional, j& que essa avaliacdo exige
técnicas laboratoriais especificas e direcionadas a presenca de repercussdes inflamatorias
devido a expressdo anormal do gene pesquisado, como, por exemplo, a expressdo de citocinas
inflamatdrias produzidas por auséncia de expressdo de genes de citocinas anti-inflamatérias.
Muitos autores optam por “testar” a atividade do gene, verificando, por exemplo, se aquele
polimorfismo apresentado gera in vitro uma reagdo inflamatéria como aumento de TNFa ou
aumento de IL6 ap6s um estimulo com algum antigeno que gere essa reacdo (BEGUE et al.,
2011). Essa avaliacdo exige tempo e mais custo ao estudo genético, mas é de fundamental
importancia para verificar uma causalidade genotipica e fenotipica (KAMMERMEYER et al.,
2016; KOTLARZ et al., 2012). Uma vez essa causalidade determinada, pode-se definir melhor
o0 entendimento do quadro clinico, e decisdes terapéuticas podem ser mais facilmente tomadas.
Contudo, essa pratica ainda esta longe da rotina de assisténcia dos pacientes com DIl devido as
suas limitagdes técnicas, financeiras e, porque ndo dizer, cientificas. O que ndo suprime a sua

importancia no estudo continuo das possiveis condi¢des genéticas associadas a DII.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES
6.1 Uma reflexao sobre os achados do estudo

A complexidade dos pacientes foi percebida em cada etapa deste estudo, reflexo da
heterogeneidade fenotipica da DII. Ao caracterizar a casuistica, percebemos algumas situacoes
peculiares, entre elas, a propor¢do importante de pacientes com doenca de inicio precoce, em
particular a forma Infantil, com comportamento mais agressivo e suas formas complicadas em
muitos casos. Esse grupo de pacientes exige uma abordagem diferente com envolvimento de
outras especialidades, como a imunologia e a genética, bem como a realizacdo de um amplo
diagnéstico diferencial.

Quanto aos sintomas, os pacientes da nossa casuistica ndo foram diferentes do descrito
na literatura, sendo a diarreia como sintoma mais frequente na maioria dos subgrupos avaliados.
O comprometimento perianal também foi visto principalmente na DC Infantil. A demora entre
0 aparecimento dos sintomas e o diagnostico, por sua vez, foi relevante. Os subgrupos nos quais
0s sintomas iniciais foram ditos como mais evidentes, como 0s que tinham doenca perianal,
foram os que apresentaram o diagnostico mais precoce. Contudo, nos grupos onde a diarreia, a
dor abdominal e a hematoquezia predominavam como sintomas iniciais mais referidos, o
diagnostico contou com atraso de 12, 24 ou mais de 48 meses. A conclusdo acerca dessa
observacdo € que a DIl ainda ndo € um diagndstico aventado com frequéncia entre os pediatras
e a confusdo diagndstica com outras doencas € ainda evidente.

Na seara do diagnostico, ressaltamos que, na maioria dos casos, a sintomatologia
apresentada pelos pacientes justificaria a inclusdo da DIl no diagndstico diferencial, fato ndo
observado provavelmente pelo desconhecimento da doenca pelos pediatras que fizeram os
atendimentos iniciais. Um paciente com diarreia crénica, comprometimento pondero-estatural,
hematoquezia, fistulas, abscessos ou febre, por exemplo, é um paciente que deve ser
investigado, pois essas manifestacdes clinicas associadas com doencas potencialmente graves
e de curso cronico exigem intervencdes que garantam o crescimento e o bem-estar das criangas
e adolescentes. Diante da nossa realidade social e econdmica, as doengas infecciosas devem ser
pensadas tanto como diagndstico diferencial quanto como gatilhos para doencas crénicas,
associadas a distdrbios imunolégicos com a DII.

Ao iniciar este estudo, tinhamos em mente a soberania da clinica na condugdo dos

pacientes, como tradicionalmente é valorizada na medicina. Ndo abandonamos esse conceito.
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Os sintomas iniciais apresentados pelos pacientes guiaram para o diagndstico mesmo que
muitas vezes tardio. O reconhecimento dos seus periodos de atividade inflamatdria tidos como
recaida muitas vezes se da a partir do ressurgimento dos sintomas. Entretanto, deve ser
valorizada a avaliacdo complementar laboratorial e endoscépica no paciente com DII.

A anélise dos pacientes do ponto de vista nutricional mostrou a complexidade dos
casos e a ndo identificacdo de um padrdo, uma vez que 0S pacientes se encontravam em
diferentes momentos do processo de adoecimento e com diferentes intervencoes
medicamentosas. Diante dos resultados encontrados e da variedade de situa¢fes associadas ou
ndo a atividade inflamatdria, seria necessaria uma avaliacdo nutricional que fosse além da
avaliacdo antropométrica. Infelizmente ndo foi possivel neste momento. No entanto, a sua
importancia ndo deve ser minimizada dada a necessidade de conhecimento acerca do
metabolismo dsseo, por exemplo, do paciente com DII. Os perfis de micronutrientes devem ser
tracados, tendo como exemplo a grande frequéncia de déficit de ferro e outros oligoelementos
nesses pacientes. As consequéncias nutricionais do uso frequente de corticoides e da inflamacao
devem ser sistematicamente analisadas. Um dos objetivos do tratamento do paciente com DIl é
manté-lo bem do ponto de vista nutricional e, para isso, devemos ir além da avaliacdo rotineira
de peso e estatura.

Os escores de atividade inflamatdria, tanto o PUCAI quanto o PCDAL, analisados no
inicio do estudo, j& apontavam para a importancia da clinica na avaliagdo do paciente. Quando
avaliamos a concordancia da clinica com a atividade laboratorial, endoscopica e histolégica
verificamos um bom nivel de concordancia. Por outro lado, a presenca de manifestacdes
clinicas e a auséncia de marcadores de inflamacéo chamaram a nossa atencéo para a necessidade
de considerar a sindrome do intestino irritdvel como provavel explicagéo para os sintomas.

O estudo permitiu olhar para os pacientes de forma individualizada, onde suas
particularidades foram vistas e valorizadas. A medicina cada vez mais tenta “estratificar”,
“enquadrar” os pacientes em grupos levando a diagndsticos e condutas direcionadas. Essa
pratica ajuda a entender e atender de uma maneira eficiente a maior parte dos pacientes, porém,
pode funcionar também como uma espécie de armadilha: alguns pacientes, se olhados de forma
mais minuciosa, ndo se encaixariam nesses “estratos” ou “quadros”, mas acabam conduzidos
de forma equivocada. Ao analisar alguns pacientes mais detalhadamente, pudemos perceber

que cada paciente com DII é Gnico e 0 que tentamos fazer ¢é torna-los parecidos para seguirem
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um padrédo predeterminado de tratamento. Nem sempre essa pratica vai resultar em sucesso e
cabe ao medico assistente ter consciéncia de quanto o paciente com DIl é peculiar, obrigando-
se periodicamente a revisar suas condutas e postura diante de cada caso.

O papel dos exames complementares e a heterogeneidade do paciente com DI
impulsionaram a busca de um padrdo inflamatorio relacionado a expressdo de citocinas
inflamatorias e anti-inflamatorias no tecido colénico. O resultado ndo mostrou um padrdo
compativel com a presenga ou auséncia de atividade inflamatdria. Apesar de ja descrito em
varios estudos, o envolvimento de um grande grupo de citocinas na DIl ainda é alvo de
investigacdo. A diversidade no comportamento das citocinas dificulta a interpretacdo dos
achados e, no momento, a sua aplicagdo como ferramenta diagnostica ou de monitoramento da
inflamagdo na pratica medica rotineira. Os pacientes do estudo apresentaram resultados
diversos em relacdo as citocinas, ndo sendo possivel estabelecer uma relacdo com o quadro
clinico e os outros exames complementares. O nimero de pacientes analisados e a auséncia de
um padrdo comparativo ou um controle limitou essa analise.

Por ultimo, a investigacao de genes associados a D11 nos pacientes permitiu estabelecer
algumas caracteristicas genéticas relacionadas aos dois genes testados: 0 NOD2 e a IL10 com
0s seus receptores. A escolha por esses genes foi motivada pela quantidade de estudos ja
descrevendo a associacao e a presenca de polimorfismos em alguns pacientes estudados. A
possibilidade de fazer essa analise nos nossos pacientes era a chance de ter alguma informacéo
genética dessa populacdo carente de qualquer estudo genético prévio. Ao realizar este estudo,
encontramos muitos polimorfismos, alguns descritos como patogénicos e com associagdo a DI
ja conhecida. Contudo, a grande maioria sem descrigdo anterior na literatura e, diante desses
resultados, associados a falta de estudo funcional que permitisse analisar a expressao dos
polimorfismos encontrados, os achados ficaram apenas como um registro.

A reflexdo a partir da literatura existente sobre a analise de polimorfismos genéticos
na DIl permitiu chegar a essa interpretagdo nos alertando quanto & valorizagdo muitas vezes
equivocada de resultados de analise genetica, valorizando a presenca do polimorfismo sem a
preocupacdo de analisar a sua expressao. Neste estudo, ndo foi possivel estabelecer uma relagéo
entre a presencga do polimorfismo e a expressdo do gene na mucosa. Em tempos em que cada
vez mais temos acesso a avaliagdo molecular, o raciocinio critico e ponderado deve ser sempre

prioridade pelo risco de conclusGes precipitadas e gastos emocionais e financeiros
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desnecessarios. O papel da analise genética do paciente com DI, apesar de parecer promissor
e com repercussdes positivas na definigdo terapéutica, ainda é incipiente.

Enfim, concluimos que o conhecimento das caracteristicas de uma casuistica € a base
e 0 ponto de partida de qualquer estudo e primordial para definir o acompanhamento e a tomada
de decisdes terapéutica. O diagnostico nutricional do paciente com DIl deve fazer parte da
rotina assistencial. As analises moleculares de citocinas em mucosa ou em sangue ainda
carecem de valor para a prética clinica, todavia, a insisténcia em estudos € véalida e deve se
direcionar para busca de respostas, apesar de ainda distantes, para o diagndstico e para a
terapéutica da DII. O sonhado perfil genético dos pacientes com DIl ainda ndo é possivel como
rotina devido as dificuldades técnicas e financeiras e de analise. O carater poligénico e a
necessidade de estudos funcionais ainda sdo um desafio para a interpretacéo clinica.

6.2 Recomendac0es

Iniciamos esta pesquisa com varias inquietacdes. Constatamos, ao finaliza-la, que
algumas inquietac6es foram sanadas, mas um nimero maior de perguntas ficou sem resposta.
O objetivo de elencé-las ao fim da escrita deste texto é estimular que outros se juntem a nds em
busca dessas respostas. Sugerimos:

e A realizacdo de inquéritos nacionais onde seja possivel registrar os pacientes com
DIl visando construir um perfil com as caracteristicas dos pacientes da DIl nos paises do
hemisfério sul;

e A andlise do perfil nutricional dos pacientes com DIl de forma detalhada e, a partir
da caracterizacgdo, propor abordagens regionalizadas, evitando aplicar condutas estabelecidas
para pacientes do hemisfério norte sem uma analise critica de sua adequagdo aos nossos
pacientes;

e A investigagdo do papel das citocinas inflamatdria e anti-inflamatoria e sua
aplicacdo na pratica clinica;

e A analise do perfil genético dos pacientes com DII definindo sua importancia em

relacdo ao diagnostico e/ou conduta.
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RESUMO

Objetivo: descrever um grupo de pacientes com doenca inflamatéria intestinal do
ambulatério de gastroenterologia pediatrica em um hospital terciario da cidade do Recife.
Método: estudo tipo Série de Casos envolvendo criancas e adolescentes com DIl 0 a 17 anos.
O critério de inclusdo foi ter o diagndstico de DIl definido. A coleta foi realizada através de
consulta dos prontuarios e do preenchimento de um formulario apds entrevista com os pacientes
e seus responsaveis. Resultados: dos 66 pacientes, verificou-se que 37,9% (25/66) tinham DC
e 62,1% (41/66) tinham RU, sendo 60% (15/25) e 56% (23/41) do sexo masculino,
respectivamente. A mediana de idade foi de 120,5 meses, 0 grupo de pacientes com DC tinha
mediana de idade mais baixa (96 meses) do que a dos pacientes com RU (134 meses). Os
pacientes com DC tiveram inicio mais precoce dos sintomas, tendo menor mediana de idade de
inicio dos sintomas (12 meses) e menor mediana de idade do diagnostico (60 meses), quando
comparados aos pacientes de RU. A maioria dos pacientes era do interior do estado de
Pernambuco. Conclus@es: o conhecimento sobre o perfil dos pacientes acompanhados reflete
na qualidade de atendimento destes. Destas informacdes pode-se identificar problemas a serem
investigados em novas pesquisas assim como promover ac¢des para a melhor assisténcia.

Descritores: doenca inflamatdria intestinal, criancas, adolescentes.
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ABSTRACT

Objective: to describe a group of patients with inflammatory bowel disease in a
pediatric gastroenterology clinic at a tertiary hospital in the city of Recife. Method: A series of
case studies involving children and adolescents with IBD 0 to 17 years. The inclusion criterion
was to have the diagnosis of IBD defined. The collection was done by consulting the medical
records and completing a form after an interview with the patients and their caregivers. Results:
Of the 66 patients, 37.9% (25/66) had CD and 62.1% (41/66) had UC, being 60% (15/25) and
56% (23/41) respectively. The median age was 120.5 months, the group of patients with CD
had a median age lower (96 months) than that of patients with UC (134 months). Patients with
CD had an earlier onset of symptoms, with a median age at onset of symptoms (12 months) and
a median age at diagnosis (60 months), when compared to patients in UC. The majority of the
patients were from the interior of the state of Pernambuco. Conclusions: the knowledge about
the profile of patients followed reflects on the quality of care of these patients. From this
information one can identify problems to be investigated in new researches as well as to
promote actions for the best assistance.

Descriptors: inflammatory bowel disease, children, adolescents.
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Introdugéo

Hoje se sabe que a DII consiste em um grupo de doengas, com evolugdo cronica e
periodos de agudizacdo relacionados a ativagdo de um processo inflamatorio no trato
gastrointestinal. A doenca inflamatdria intestinal engloba trés apresentacfes fenotipicas: a
doenca de Crohn, a retocolite ulcerativa e a colite indeterminada. Define-se a doenga de Crohn
(DC) como uma inflamacéo granulomatosa que pode acometer todo o trato gastrointestinal de
forma descontinua, estendendo-se da mucosa até as serosas (transmural); e a retocolite ulcerativa
(RU), como uma inflamacdo ndo-granulomatosa restrita ao célon, de carater continuo e que é
limitada @ mucosa. A denominacdo de colite indeterminada (CI) é reservada aqueles casos em
que, mesmo apds todo o processo de investigacdo diagnostica, o paciente ndo preenche nos
critérios diagnosticos de DC ou de RU 1.

A incidéncia em adultos € estimada em torno de 200 casos de DC e 240 casos de RU para
100 mil habitantes em paises desenvolvidos, sendo observado um aumento da incidéncia de DC
nos ultimos anos 2. Embora os estudos epidemioldgicos ainda sugiram uma maior ocorréncia da
DIl em paises ocidentais, os dados asiaticos mostram que a doenga esta aumentando rapidamente
nessa regido 3. Atualmente, a maior incidéncia da DIl ocorre nos paises do hemisfério norte,
como os Estados Unidos, Canada e paises europeus*, e com um pico em torno da segunda década
de vida e outro ap0s os 60 anos. Chama atencdo que aproximadamente 25% dos casos tém inicio
na faixa etaria pediatrica®.

De uma maneira geral, o curso clinico caracteristico da DII, tanto na DC quanto na RU,
consiste em sinais e sintomas associados com atividade inflamatdria intercalada por periodos de
remissdo. Nos periodos de atividade inflamatdria, a mucosa intestinal exibe alteracdes que

variam segundo a intensidade da agressdo e o fendtipo da doenca. Observa-se periodos de
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diarreia, enterorragia, dor abdominal, febre, perda de peso, dores articulares, entre outras queixas.
No ambito laboratorial, os biomarcadores de atividade inflamatdria sanguinea e fecal mostram-
se alterados: aumento da velocidade de hemossedimentacdo (VHS), da proteina C-reativa (PCR),

da calprotectina fecal, dentre outros®.

Métodos

Tratou-se de um estudo tipo Série de Casos envolvendo um grupo de criangas e
adolescentes com DIl — doenca de Crohn (DC) e retocolite ulcerativa (RU) — com idade até 17
anos regularmente acompanhados no Ambulatério de Gastroenterologia Pediatrica do Instituto
de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP).

O critério de incluséo foi ter o diagnostico de DIl definido conforme os critérios de Porto
revisados'. Foram excluidos os pacientes caracterizados como colite indeterminada devido ao
pequeno numero de casos e possibilidade de falha no diagnéstico. Foram aplicados formularios
para 0s pacientes e para os pais, além de consulta de dados contidos no prontuério.

Os sujeitos do estudo foram subcategorizados ou definidos com o objetivo de melhor

analisar as suas particularidades descritas nos itens a seguir.

Quanto a idade de aparecimento dos primeiros sintomas

e Forma infantil: pacientes com DC ou RU com inicio de sintomas antes dos 2 anos
de idade.

e Precoce: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas entre 2 e 10 anos de

idade.
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e Tardia: pacientes com DC ou RU com inicio dos sintomas com mais de 10 anos de

idade.
Quanto aos fenétipos clinicos da DC!

e Inflamatéria — doenca inflamatoria ndo complicada sem evidéncia de doenca
estenosante ou penetrante.

e Doenca estenosante — doenca com estreitamento luminal diagnosticado por exames
radioldgicos, endoscépicos ou em procedimentos cirirgicos combinados com
dilatagdo pré-estenotica ou sinais ou sintomas de obstrucdo sem evidencias de
doenca fistulizante.

e Doenga penetrante — ocorréncia de perfuragdo intestinal e/ ou fistulas intra-
abdominais.

e Doenca estenosante/penetrante — presenca do fendtipo estenosante e penetrante no
mesmo paciente, a0 mesmo tempo ou separadamente.

e Doenga complicada — pacientes com as formas estenosantes, fistulizantes e/ou com

doenca perianal.

Quanto ao fenotipo clinico da RU
Os pacientes com RU foram classificados quanto ao fenotipo clinico baseados na
Classificacdo de Paris®, de acordo com a extensdo, variando em E 1 a E4 e com a gravidade

em SO ou S1.



149

Resultados

Foram recrutados 74 pacientes, dos quais 66 preencheram critérios para a inclusdo na
pesquisa. Dos 66 pacientes incluidos, verificou-se que 37,9% (25/66) tinham diagndstico de
DC e 62,1% (41/66) tinham diagndstico de RU, sendo 60% (15/25) e 56% (23/41) do sexo
masculino, respectivamente. A mediana de idade foi de 120,5 meses, sendo que o grupo de
pacientes com DC tinha mediana de idade mais baixa (96 meses) do que o dos pacientes com
RU (134 meses). Os pacientes com DC também tiveram inicio mais precoce dos sintomas, tendo
menor mediana de idade de inicio dos sintomas (12 meses) assim como da mediana de idade
do diagnostico (60 meses), quando comparados aos pacientes de RU.

A maioria dos pacientes era proveniente do interior do estado de Pernambuco, sendo
estes 59% (39/66) dos pacientes. Os demais pacientes foram 32% (21/66) da Regido
Metropolitana do Recife e 9% (6/66) de estados vizinhos do Nordeste. Na Tabela 1, as
caracteristicas dos pacientes, distribuidas de acordo com a idade de inicio, sdo apresentadas de

forma mais detalhada.



Tabela 1 — Caracteristicas de 66 criancas com diagnostico de doenca inflamatoria intestinal, de acordo com 0s subgrupos etarios.
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Tipo de DIl DC RU
Infantil Precoce Tardio Infantil Precoce Tardio
Idade
N (%) 14 (56%) 7 (28%) 4 (16%) 8 (19,5%) 27 (65,8%) 6 (14,7)
Idade atual 60,57 111 172 56 90 173
Mediana (variacéo) (5-138) (96-178) (164-210) (34-168) (62-204) (121-181)
Idade de inicio dos sintomas
Mediana (variacéo) 5,82 (0-19) 42 (24-60) 1625 (131-168) 9,5 (0-23) 58,5 (24-109) 140 (120-60)
Idade no diagndstico
Mediana (variacao) 24,43 (4-104) 96 (48-144)  170,5(131-180) 44,5 (34-108) 60,5 (36-144) 171 (121-80)
Classificacdo N(%)
Inflamatdria 4 (28,6) 4 (57,1) 2 (50)
Estenosante 3(21,4) 1(14,3) 0 - -
Fistulizante 7 (50) 2 (28,6) 2 (50)
Tempo de acompanhamento
<6 meses 4 (28,6) 3(21,4) 2 (50) 2 (25) 0 3 (50)
6-24 meses 2 (14,3) 2 (28,6) 0 0 5 (18,5) 2 (33,3)
24-60 meses 5 (35,7) 0 0 3(37,5) 13 (43,1) 1(16,7)
>60 meses 2 (28,6) 3(42,8) 2 (50) 3(37,5) 9(33,3) 0
PCDAI ou PUCAI * N(%)
Remisséo 6 (42,9) 4 (57,1) 1 (50) 5 (62,5) 22 (81,5) 5(83,3)
Leve 5 (35,7) 2 (28,6) 2 (50) 2 (25) 2 (7,4) 1(16,7)
Moderada 1(7,1) 1(14,3) 0 1(12,5) 3(11,1) 0
Grave 2 (14,3) 0 1 (25) 0 0 0
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Dos pacientes classificados como subgrupo Infantil (inicio dos sintomas antes de
2 anos de idade), oito apresentaram sintomas antes dos 3 meses de idade, destes, seis
tinham o diagndstico de DC e dois de RU.

Os pacientes com DC do subgrupo Infantil apresentaram com mais frequéncia os
tipos fistulizante ou estenosante, somando 71,4% dos casos. Os pacientes com DC do
subgrupo Precoce apresentaram predominio de apresentacéo do tipo inflamatorio (57,1%
dos casos) (Tabela 1).

A casuistica do estudo foi formada por criancas com diferentes tempos de
acompanhamento no servico, sendo 43/66 (65,1%) dos pacientes tinham mais de dois
anos de seguimento. Havia 11 pacientes que estavam sendo acompanhados por menos de
seis meses, sendo que dez destes eram acompanhados por menos de trés meses apos o
diagnostico, ou seja, estavam ainda tratando a atividade inflamatéria da doenca.

Quando avaliados pelos indices de atividade inflamatéria (PUCAI para RU e
PCDAI para DC), encontrou-se 65,1% (43/66) dos pacientes em remissdao da DII.
Entretanto, no subgrupo de pacientes com DC Infantil 57,1% dos pacientes apresentavam
atividade inflamatoria. O subgrupo que tinha a menor proporcdo de pacientes em
atividade, segundo esses indices, era 0 de RU com mais de 10 anos, sendo apenas 16,7%
dos pacientes.

A Tabela 2 apresenta os sintomas relatados pelos pacientes ou seus responsaveis
no inicio da doenga. A diarreia foi o sintoma mais frequentemente relatado tanto na DC
quanto na RU. Nos pacientes com DC, acometeu 78,6% dos pacientes da forma Infantil
e 100% da Precoce, enquanto que nos pacientes com RU, 75% da forma Infantil e 92,6,8%
da Precoce.

Nos pacientes com DC Infantil, ocorreu comprometimento pondero-estatural em

mais da metade das criancas (57,1%) e 42,9% relatou hematoquezia, enquanto que dor
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abdominal ndo foi uma queixa frequente. Ja a doenca perianal chamou atencdo por sua
frequéncia superior a observada entre os portadores de DC. Esse grupo de pacientes, por
sua vez, queixou-se de dor abdominal com maior frequéncia em 81,8% dos casos (81,8%
vs 28,67%, p=0,01), seguida de comprometimento pondero-estatural em 64%. O
comprometimento foi frequente em todos os pacientes com DC, chegando a 100% dos
casos no subgrupo Tardio. A febre, sintoma pouco frequente nos demais subgrupos, foi
observada mais frequentemente no subgrupo de DC Tardio em 50% dos casos (Tabela 2).

Quanto aos portadores de RU, no subgrupo de RU Infantil destaca-se que a
hematoquezia foi referida com frequéncia elevada, em 75% dos casos, igualando-se com
a diarreia. Nos subgrupos com RU Precoce e Tardio, a diarreia se destaca como sintoma
frequente, em 92,6% e 60%, respectivamente. A dor abdominal foi mais relatada nos

pacientes do subgrupo Tardio, em 80% dos casos (Tabela 2).



Tabela 2 — Descricdo dos sintomas iniciais de 66 criancas e adolescentes com doenca inflamatdria intestinal.

Total
DC (N= 25) RU (N=41)
Sintoma N= 66
N(%) Infantil Precoce Tardia pf Infantil Precoce  Tardia pf
14 7 4 8 27 6

Diarreia 11 (78,6) 7(100) 2(50) 0,134  6(75) 25(92,6) 3(60) 0,117 54(81)
Dor abdominal 4(28,6) 6(857) 3(75 0,029 3(37,5) 18(66,7) 4(80) 0,225 39 (59)
Hematoquezia 6(42,9) 5(71,4) 1(25) 0,281 6(75) 17(63) 2(40) 0,446  38(58)
Comprometimento pondero-estatural 8 (57,1) 4 (57,1) 4(100) 0,136 3(37,5) 12(44,4) 3(60) 0,726 31 (47)
Febre 5(357) 3(429) 2(50) 0,862 3(37,5) 5(185) 3(60) 0,126  18(28)
Comprometimento perianal 11(78,6) 1(14,3) 3(75 0,014 - - - 9(14)
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Discusséo

Os pacientes estudados foram recrutados de um anico centro de referéncia para o
atendimento de DIl em criangas e adolescentes.

Nos 66 pacientes avaliados, os casos de RU foram vistos com mais frequéncia. Essa
predominancia de pacientes com RU é compativel com o descrito por outros autores?. Os nossos
dados sdo semelhantes aos dados de outra casuistica brasileira, relatada por LIMA et al., cujos
pacientes também foram provenientes de um Unico centro de referéncia localizado no Nordeste
do Brasil. Esses autores descreveram 30 pacientes com DI, sendo que 60% tinham RU®, assim
como foi observado em nosso estudo. Nem todos os artigos sdo concordantes quanto a
predominancia da RU na faixa etaria pediatrica. Em 2016, Zhou e Huang descreveram 41 casos
de DC em um grupo de 49 criangas. Os proprios autores justificaram esses achados devido as
diferengas regionais e ao tamanho da amostra, reafirmando a importancia do levantamento de
casos de DII nas diferentes regides do mundo’.

No nosso estudo, o predominio de pacientes oriundos do interior do estado de
Pernambuco (59%) reflete o perfil do nosso servigo. O hospital do estudo, o IMIP, assim como
0 seu servico de gastroenterologia pediatrica sdo referéncias para pacientes encaminhados com
quadros mais graves, bem como pacientes com doencas de curso cronico das diferentes regides
do estado. Todavia, esse dado difere do que classicamente é sabido sobre as caracteristicas
geograficas da DII. Sabe-se que a DIl é predominante em populagdes de centros urbanos e mais

frequente em paises desenvolvidos 2

, diminuindo a sua frequéncia em paises em
desenvolvimento, em zonas rurais e comportando-se com o chamado gradiente norte-sul entre
0s hemisférios e até entre os continentes. Mas, a partir da analise de uma Unica casuistica, ndo

é possivel se especular o comportamento da doenca em termos de sua distribui¢cdo geografica e

extrapolar essas informacbes. Em vez disso, pode-se utilizar esse dado para reconhecer a
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presenca da DIl em todo o estado, mesmo em &reas rurais, fugindo do protétipo da associacéo
da DIl com regifes mais desenvolvidas. Esse reconhecimento gera mais atencdo para o
diagndstico e conduta adequada.

Outra diferenga ilustra o viés de selecdo desse grupo, a frequéncia de pacientes com
apresentacdes clinicas graves: inicio da doenga antes dos 2 anos de idade (DIl infantil) e a
proporcao de casos complicados com fistulas, estenoses e doenga perianal, chegando a 50% dos
casos de DC Infantil e Tardia. Novamente, a condicdo de servico de referéncia favorece a
triagem de doencga mais complicada e mais precoce na busca por atendimento especializado®.

A DIl ainda é uma doenca pouco conhecida na faixa etaria pediatrica e, com frequéncia,
é confundida com quadros de enteroinfeccfes, 0 que contribui para retardar o seu diagnostico
(LOUIS, 2015). Em uma revisdo sobre o diagndstico e o diagndstico diferencial da DIl em
criangas feita em 2016, Palle; Prasad e Kugathasan ressaltam a importancia do diagnostico
diferencial da DIl em criangcas com as colites infecciosas por Yersinia enterocolitica,
Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Citomegalovirus,
Clostridium difficile, entre outros. O que € justificavel dada a grande frequéncia das colites
infecciosas principalmente nas populagdes menos favorecidas e pelo quadro clinico muito
parecido com a fase inicial de muitos casos de DII, o que seria compativel com a nossa regizo™°.
A revisdo de Palle, Prassad e Kugathasan, em 2016, tambeém ressalta a importancia de aventar
0 diagnoéstico de DIl na faixa etaria pediatrica, mesmo sendo menos frequente. O curso
agressivo, complicacGes e sequelas que sdo inerentes a DIl em criangas exigem diagnostico
precoce para que se iniciem rapidamente intervencfes que possam minimizar as repercussoes
da doenca sobre o processo de crescimento e desenvolvimento®!. O diagndstico diferencial com

imunodeficiéncias primarias'?, enterocolites associadas a doenca de Hirschsprung, colites
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alérgicas, vasculites e colites microscdpicas também precisa ser realizado e frequentemente
exige o parecer de outros especialistas*,

Esses pacientes enfrentam a dificuldade do diagnostico antes de chegar ao servico
especializado. No nosso estudo, encontramos diferenca de até 54 meses na mediana da idade
do inicio dos sintomas e a idade do diagndstico nos pacientes com DC Precoce. Os pacientes
com quadros de DC Infantil, nos quais houve 71,4% de casos com doenca complicada, tiveram
reducdo entre a idade de inicio dos sintomas e o diagnostico. Esses pacientes também tiveram
inicio dos sintomas muito cedo, sendo a mediana para DC Infantil de 5,82 meses e de RU
infantil de 9,5 meses, ou seja, no primeiro ano de vida. A DIl Infantil, por ser grave e de inicio
muito precoce, muitas vezes em pacientes com menos de um ano de vida, tem seu diagndstico
mais precoce®®,

Ressaltamos ainda a frequéncia alta de pacientes classificados no subgrupo infantil. A
DC Infantil correspondeu a 56% (14/25) dos casos de DC do estudo, sendo que a RU Infantil
correspondeu a 19,5% (8/41) do total de casos de RU. Begue et al., ao estudar criangcas com DI
com inicio antes dos 5 anos de idade, relata 47% de casos de DC e 36% de casos de RU. Em
contradicdo ao encontrado no nosso estudo, autores como Benchimol et al. encontraram uma
frequéncia maior de RU em criangas menores de 5 anos ao analisar os casos de DIl em criancas
no periodo de 1994-2009 em Ontario, no Canada®®. Ao avaliar essas diferencas, alguns dados
do nosso estudo devem ser enfatizados, como a idade desse subgrupo infantil e gravidade
apresentada ja no inicio da doenca. Contudo, nenhum desses estudos consideraram a idade
limite de 2 anos, como foi feito na nossa analise & com caracteristicas tdo peculiares.

Os pacientes com DIl com inicio antes dos 6 anos de idade, em particular antes de 2
anos de idade, apresentam com maior frequéncia associacido com imunodeficiéncias!?. Em

alguns casos, acredita- se que a heranca seja monogénica e a doenca se apresente com fenoétipo
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semelhante a DIl (DI1-simile), porém mais agressiva e muitas vezes caracterizada por pancolite
com formac&o de fistulas, doenca perianal e pouca resposta ao tratamento convencional para
DIl 2,

Logo, essas criangas com curso mais agressivo de doenca foram mais investigadas,
sendo observado que muitas tinham associa¢des ndo s6 com alteragdes na via de sinalizagdo da
IL10, como apresentavam outros defeitos genéticos. Especula-se que esses defeitos possam
estar associados aos quadros clinicos mais agressivos da DI1912,

Quanto ao sexo, no nosso estudo foi encontrada uma predominancia do sexo masculino
tanto nos pacientes com DC quanto nos pacientes com RU. Essa distribuicdo difere entre os
estudos realizados com criancas e adultos, como é relatado na revisdo de Sauer e Kugathasan
que faz o contraponto entre esses estudos'®. Herzog et al. encontraram em criangas suicas
menores de 10 anos o predominio de meninos na DC e predominio de meninas na RUY’.
Hildebrand et al., ao estudar criancas suecas no periodo de 12 anos, verificaram uma incidéncia
aumentada de meninos com DC comparada a uma taxa de incidéncia semelhante entre os sexos
nas criangas com RU8, Tais estudos apresentam dados diferentes e ndo mostram um padréo de
distribuicdo da DII entre os sexos na populacdo pediétrica.

A DIl complicada esteve presente em todas as faixas etarias e ambos sexos no nosso
estudo. Contudo, o0 comprometimento perianal esteve presente em uma proporgdo importante
dos pacientes com DC subgrupo Infantil e Tardio, com 78,6% e 75% dos casos,
respectivamente. Nesses dois grupos, a mediana de tempo entre o inicio dos sintomas e o0
diagnostico foi mais curta em relagdo ao subgrupo Precoce. A doenca perianal é definida como
inflamacéo perto ou no anus, caracterizando-se pela presenca de tags, fissuras, fistulas,
abscessos ou estenoses com sintomas de dor, prurido, sangramento, drenagem purulenta e

incontinéncia fecal®®. Adler et al., ao avaliar 7.076 criangas com DC, encontraram 1.399 casos
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(21%) de doenca perianal em criancas dos Estados Unidos®°. Assa et al. encontraram 24% de
casos de doenca perianal em 234 criangas com DIl em um estudo multicéntrico envolvendo
criangas dos Estados Unidos, Israel e da Europa®l. A doenca perianal mostra-se um dado
importante na avaliacdo da possibilidade da DIl em criangas do subgrupo Infantil, idade na qual
a quantidade de diagndsticos diferenciais é grande o que dificulta o diagndstico de DII.

A diarreia foi o sintoma mais frequente nos dois grupos de DC e RU (Precoce e Tardio),
0 que era esperado ja que a diarreia constitui um sintoma classico de ambas as formas da DII%.
Porém nos subgrupos de DIl Tardia, tanto de DC quanto de RU, a dor abdominal e o
comprometimento estatural superaram a diarreia como sintomas mais frequentes. A dor
abdominal e o comprometimento estatural sdo sintomas relevantes e frequentes em ambas as
formas da DII'. Dada essa relevancia, a primeira é usada nos dois escores de avaliacio de
atividade inflamatoria utilizados na pediatria (PUCAI e PCDAI) como sintoma indicativo de
presenca de atividade inflamatoria?>?3. O comprometimento estatural por sua vez ndo esta
presente no PUCAI devido a sua falta de significancia durante a construgcdo deste escore.
Contudo, o comprometimento estatural é pontuado no PCDAI, assim como esta presente na
Classificagdo de Paris para criangas com DC8,

O conhecimento sobre o perfil dos pacientes acompanhados reflete na qualidade de
atendimento destes pacientes. Ainda, a partir destas informacdes pode-se identificar problemas
a serem investigados em forma de novas pesquisas assim como promover a¢oes para a melhor

assisténcia desta populagéo de pacientes.
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RESUMO:

Esta revisdo se propOe a descrever os aspectos mais atuais da patogénese e fisiopatologia da
inflamacdo do paciente com doenca inflamatoria intestinal (DIl) de inicio na infancia e
adolescéncia. Os aspectos genéticos, imunoldgicos e ambientais envolvidos na DIl foram
descritos, em particular, a acdo do NOD2, os genes da autofagia e da IL10 e seus receptores.
Os conhecimentos acerca da patogénese e evolucao da DIl em criangas estdo aumentando nos
ultimos anos. Com o0 aumento do conhecimento sobre a etiopatogénia, surgem novas medidas
terapéuticas e propostas diagnosticas. No entanto, hd muitas perguntas sem respostas. A
utilizacdo de indicadores moleculares de atividade inflamatdria encontra-se nesse universo de
especulacdes e ainda sem uma base empirica robusta que corrobore a sua real contribui¢do na
investigacdo diagndstica e conducdo dos pacientes.

Descritores: Doencas inflamatdrias intestinais, genes, criangas
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ABSTRACT

This review proposes to describe the most current aspects of the pathogenesis and
pathophysiology of inflammation of the patient with inflammatory bowel disease (IBD) of early
childhood and adolescence. The genetic, immunological and environmental aspects involved in
IBD have been described, in particular, the action of NOD2, autophagy and IL10 genes and
their receptors. Knowledge about the pathogenesis and progression of IBD in children has been
increasing in recent years. With the increasing knowledge about the etiopathogenesis, new
therapeutic measures and diagnostic proposals appear. However, there are many unanswered
questions. The use of molecular indicators of inflammatory activity is found in this universe of
speculations and yet without a robust empirical basis that corroborates its real contribution in
the diagnostic investigation and conduction of the patients.

Descriptors: inflammatory bowel disease, children, adolescents
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Introdugéo

A doenca inflamatdria intestinal (DI1) foi relatada como tal pela primeira vez em 1932
por Crohn, Ginzburg e Oppenheimer no Journal of American Medical Association, como uma
ileite terminall. Apesar de esta ser considerada por muitos como a primeira descrigdo da
doenga, hé relatos de manifestacdes clinicas similares desde o ano 850 d.C., como as do Rei
Alfred de Wessex, que sofria de dor ao se alimentar associada a fistulas perianais, e os relatos
do médico patologista italiano Giovanni Battista Morgagni, de 1761 em Padova, que descreveu
um caso de ileite regional. Em1960, Lockhart-Mummery e Morson relataram que a doenca de
Crohn (assim conhecida em homenagem ao primeiro autor que a descreveu) também poderia
cursar com acometimento do célon, assim como ja descrito na retocolite ulcerativa (0 que ja
era defendido por Crohn), descrevendo de forma detalhada a histologia e clinica do processo
inflamatorio de ambas as doengas?2.

Hoje se sabe que a DII consiste em um grupo de doengas, com evolucdo cronica e
periodos de agudizacdo relacionados a ativagdo de um processo inflamatério no trato
gastrointestinal. Os avancos dos métodos diagndsticos permitiram uma melhor compreenséo de
diversos aspectos da DI, tais como: seu carater sistémico e envolvimento do sistema imune do
trato gastrointestinal, caracteristicas das manifestagcdes extraintestinais, associacdo com cancer
de intestino, vulnerabilidade genética, descri¢cdo de sindromes monogénicas similares a ela e,
finalmente, o papel da microbiota intestinal na sua fisiopatogenia*. No entanto, a complexidade
e a diversidade das manifestagdes clinicas da DIl deixam muitas perguntas sem respostas, o que
motiva especialistas de diferentes areas — gastroenterologia, genética, patologia, entre outras —
a continuar estudando a DI|I.

A explicacdo mais aceita hoje no tocante a patogenia da DIl é que a inflamacdo na

mucosa intestinal é resultante de uma desordem na modula¢do do sistema imunoldgico
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intestinal envolvendo polimorfismos genéticos e a microbiota. Essa desregulacdo geraria o
processo inflamatdrio caracteristico dos periodos de exacerbacdo da doenca, levando aos
sintomas e alteragBes clinicas, laboratoriais e endoscopicas que definem a DII°. No entanto, os
mecanismos patogénicos ndo sao de um todo conhecidos e ainda ndo ha modelos que expliquem
de forma satisfatoria as varias faces da doenca.

Esta revisdo tem como objetivo descrever os aspectos mais atuais da sua patogénese,
fisiopatologia da inflamac&o, buscando entender o paciente complexo e Unico que é o paciente

com DII.

A doenga inflamatoria intestinal: aspectos gerais

A doenca inflamatdria intestinal engloba trés apresentagdes fenotipicas: a doenca de
Crohn, a retocolite ulcerativa e a colite indeterminada. Define-se a doencga de Crohn (DC) como
uma inflamacdo granulomatosa que pode acometer todo o trato gastrointestinal de forma
descontinua, estendendo-se da mucosa até as serosas (transmural); e a retocolite ulcerativa
(RU), como uma inflamac¢do nao-granulomatosa restrita ao colon, de carater continuo e que é
limitada & mucosa. A denominacéo de colite indeterminada (ClI) é reservada aqueles casos em
que, mesmo apo6s todo o processo de investigacdo diagndstica, o paciente ndo preenche nos
critérios diagnosticos de DC ou de RU®®.

A incidéncia em adultos é estimada em torno de 200 casos de DC e 240 casos de RU
para 100 mil habitantes em paises desenvolvidos, sendo observado um aumento da incidéncia
de DC nos Gltimos anos’. Embora os estudos epidemioldgicos ainda sugiram uma maior
ocorréncia da DIl em paises ocidentais, os dados asiaticos mostram que a doenca esta

aumentando rapidamente nessa regifo®. Atualmente, a maior incidéncia da DIl ocorre nos
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paises do hemisfério norte, como os Estados Unidos, Canada e paises europeus®, e com um pico
em torno da segunda década de vida e outro ap6s os 60 anos. Chama atencdo que
aproximadamente 25% dos casos tém inicio na faixa etaria pediatrica’®.

Hoje j& ndo se discute a contribuicdo da genética para a DI, considerando que ha uma
boa base empirica que aponta a sua participacdo na génese da doenga a partir da constatacao de
uma maior incidéncia da DIl em populagdes caucasianas, da observagao de um risco aumentado
em certos grupos étnicos (por exemplo, judeus ashkenazi), da forte associacao familiar entre os
pacientes europeus e da concordancia em gémeos monozigéticos®. Ha estudos mostrando
diferengas no comportamento clinico da doenca provavelmente associado a polimorfismos
genéticos, o que fortalece o argumento da contribuicdo genética na etiopatogenia da DII1811,

No entanto, apesar do grande nimero de estudos sobre genes associados a DII, ainda é
necessario um melhor entendimento sobre o papel da genética na sua origem®*. A grande
quantidade de polimorfismos associados a DIl e o carater poligénico da doenca na maioria dos
casos dificultam essa investigag&o®®. Por outro lado, recentemente, tem chamado atencdo dos
clinicos um grupo de pacientes com inicio precoce ou muito precoce da doenga e levantada a
hipétese de que essa apresentacéo esteja mais fortemente associada a heranca monogénica?®.

O papel do ambiente, em particular o ambiente luminal onde esta a microbiota intestinal,
¢ outro aspecto que tem sido bastante estudado em relacdo a patogénese da DIl. O modelo
atualmente proposto para explicar a etiopatogenia da DIl sugere uma interacdo complexa entre
fatores ambientais luminais e genéticos™®.

Sabe-se que, em condic¢Bes normais, 0 trato gastrointestinal & continuamente exposto a
uma variedade de antigenos, incluindo bactérias entéricas e alimentos, que levaria a uma
“inflamacao fisiolodgica” com a supressao de respostas imunologicas excessivas a antigenos

estranhos. Na DII, a homeostase é quebrada como consequéncia da alteracdo de elementos da
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barreira intestinal, levando a invasdo bacteriana e a inflamag&o®. Como Schirbel e Fiocchi
afirmaram em revisdo da literatura, a resposta imunolégica é o braco efetor que mede a
inflamacao e compreender sua fungdo e seu desequilibrio no trato gastrointestinal na DC e na
RU é fundamental para desvendar os complexos mecanismos da inflamag4o intestinal cronica®®.

Os polimorfismos genéticos relacionados a DII gerariam “defeitos” em diferentes
pontos do processo, como, por exemplo, na funcdo de barreira intestinal contra bactérias
intestinais comensais e/ou patogénicas. A perda da funcédo de barreira permitiria a invasdo de
elementos da microbiota intestinal, tal como acontece no modelo que explica como a invasao
bacteriana desencadeia o processo inflamatério a partir da ativagdo de citocinas pro-
inflamatdrias na tentativa de bloquear o agente invasor®.

Em suma, a origem do processo inflamatdrio na DIl resulta da interacdo de fatores
genéticos, bacterianos e imunoldgicos. Os polimorfismos genéticos criam condigdes que levam
a desregulacdo imunoldgica e a ativacdo de cascatas inflamatdrias que resultara em agressdo a
mucosa intestinal. Portanto, nesse contexto, a interacdo entre a microbiota e a mucosa intestinal
gera uma resposta inflamatdria anormal, que seria o ponto de partida da DI1’.

Contudo, o conhecimento acerca dos polimorfismos genéticos envolvidos na DII, assim
como de que forma os acontecimentos intra e extrauterinos configuram a expressdo génica
nessa entidade, ainda é incompleto. Fiochi, em 2012, afirmou que o paradigma deterministico
(gendtipo/fendtipo) na DIl ndo é mais aceito'®. A interagdo genes e meio ambiente, mais
especificamente, o ambiente luminal, se daria de uma forma bem mais complexa e ndo seria
igual para todos os individuos, o que justificaria os diferentes fendtipos da DII*®?, O
desconhecimento é agravado pela complexidade das interaces: gene-gene, gene-ambiente e
gene-microbiota. O produto dessas interacOes resultaria na heterogeneidade clinica e

laboratorial caracteristica da D114,
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A inflamagdo na DIl

E esperado que o organismo defenda-se de qualquer dano tecidual desencadeando uma
resposta inflamatoria. A inflamacdo envolve aspectos vasculares, celulares e moleculares.
Classicamente, manifesta-se por rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional. Na inflamacéo
aguda, predomina a resposta imunolégica inata e, na inflamacéo cronica, o dano € persistente,

mais complexo e vai se modificando progressivamente.

Aspectos gerais da resposta inata e adaptativa da mucosa intestinal

A partir de um modelo aplicado a agressdo por um agente infeccioso, pode-se
compreender algumas caracteristicas da resposta inata e adaptativa da mucosa intestinal®. Na
resposta inata, principalmente no processo agudo, ha uma participacdo importante de células
efetoras — macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas e células natural killer. As barreiras
anatdmicas e a integridade do muco tém um papel importante, merecendo destaque a fagocitose,
a liberacdo de mediadores inflamatérios, a ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem
como a sintese de proteinas da fase aguda, citocinas e quimiocinas. O mecanismo é ativado por
moléculas comumente encontradas na superficie de microorganismos, denominadas padroes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS), que interagem com receptores presentes nas
membranas celulares*. A interacdo dessas moléculas com os receptores de reconhecimento
padrdo (RRP) ativa a resposta imunologica inata?’. E uma interacio analoga a reacéo antigeno-
anticorpo, no entanto, ndo ha resposta adaptativa e ndo confere imunidade em longo prazo.

O papel central dos RRPs é facilitar a opsonizacgéo, ativar o sistema complemento (SC)

e a fagocitose. Destacam-se pela capacidade de ligacdo ao patdgeno, iniciando a resposta
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inflamatoria, e estdo localizados nas células dendriticas, neutréfilos e macréfagos®. O sistema
complemento age mediante a acdo de substancias sollveis, como as proteinas do SC e a proteina
C reativa (PCR), ap6s a ligacdo aos RRPs. Posteriormente, o patdgeno é internalizado em
vesiculas chamadas fagossomos. Estas se fundem ao lisossomo, que libera seu conteudo,
digerindo e eliminando o patogeno.

A complexa composicdo do sistema imunoldgico inato (SII) — com suas barreiras
anatdmicas, RRPs e multiplos tipos de células — permite uma resposta rapida e eficaz contra o
patdgeno invasor. Essa resposta leva a uma “linha de produ¢@o” de citocinas que funciona como
uma ponte para ativacio das células T e ativacdo do sistema imune adaptativo (SAI)*.

Em contraste com o SllI, o SIA desenvolve respostas altamente especificas ao antigeno.
O processo de apresentacao do antigeno pela célula dendritica, pelo macréfago e pelas células
B induz o desenvolvimento e a maturacdo de células imunoldgicas em lugares indutores como
o tecido linféide do mesentério e 0 GALT — tecido linfoide associado ao intestino (gut
associated lymphoid tissue). O linfécito ThO é ativado e se diferencia em Thl (responsavel pelo
clearance intracelular de patdgenos), Th2 (responsavel pela resposta alérgica e a parasitas) ou

Th17 (responsavel pela resposta a bactérias e fungos)*.

O processo inflamatorio na DIl

O epitélio intestinal & a maior interface entre 0 meio interno do organismo e 0 meio
exterior; reagindo a diversos estimulos ndo nocivos com um “estado de inflamacdo controlada”.
Essa resposta inflamatoria que ndo esta associada a doenca funciona como um mecanismo
fisioldgico. A “inflamagdo controlada” tem como objetivo defender o hospedeiro, reparar o

tecido e restabelecer a homeostase?®. O intestino, por ser um 6rgdo que estd em constante
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comunicagdo com a sua microbiota e com 0 meio externo, necessita desse processo de
“inflamacao controlada” e reparacdo permanente. Em pacientes com DII, a inflamagdo ¢ em
graus e duracdo excessivos e ocorrem lesdes teciduais que se manifestam por dano e morte
celular, destruicdo da arquitetura tecidual e perda da funcéo, levando a fibrose, metaplasia,
autoimunidade e cancer®..

A mucosa intestinal esta constantemente exposta a antigenos microbianos e antigenos
oriundos da dieta. Certo grau de permeabilidade € necessario para que o intestino exerca sua
funcdo e mecanismos de autorregulacdo asseguram a homeostasia. Quando algum fator leva a
perda desse equilibrio, € gerada uma condicdo que propicia a inflamag&o crénica mediada pelo
sistema imunoldgico por meio das suas respostas inatas e adaptativas®®. A doenca inflamatoria
intestinal surge no contexto de grande complexidade onde cada componente — seja associado a
mucosa ou ao sistema imunoldgico intestinal, a microbiota intestinal e/ou ao ambiente — tem

um papel importante.

O sistema imunol6gico inato (SII)

O SII do trato gastrointestinal atua através das suas barreiras anatémicas (barreira
epitelial e mucosa), RRPs e células. A barreira mucosa € a primeira barreira contra os antigenos
microbianos, sua principal funcdo é impedir o contato desses antigenos com o meio interno. O
muco faz parte da barreira mucosa, é produzido pelas células caliciformes formando duas
camadas — uma externa e uma interna — e € composto de proteinas, carboidratos e lipideos,
sendo o seu principal componente uma glicoproteina, a mucina?’. A camada externa é mais
fluida, tendo mucina, antibacterianos (antimicrobial peptides — AMPS) e bactérias comensais.

Ja a camada interna é mais consistente e aderida ao epitélio, sendo livre de bactérias'®%.
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A barreira epitelial também tem funcbes de digestdo, absorcéo e secrecdo. As celulas
das criptas do epitélio proliferam e migram para manté-lo integro e repor as células que tenham
sofrido lesdo ou apoptose, permitindo que a camada epitelial se renove a cada dois a trés dias.
O epitélio € formado por enterdcitos e outras células epiteliais mais especializadas, como as
células de Paneth, as células caliciformes e células enteroenddcrinas *. As células de Paneth
secretam substancias antibacterianas (lisozimas, a-defensinas e outras glicoproteinas com efeito
antibacteriano) e fagocitam bactérias.

Em condigdes fisioldgicas, os AMPs sdo secretados pelas células de Paneth apds o
reconhecimento de componentes bacterianos pelos RRP expressos também nas células da
barreira epitelial. Os AMPs estdo mais concentrados na camada interna de muco contribuindo
para a manutencdo da sua esterilidade?!. Os AMPs das células de Paneth sio liberados apos a
estimulagdo do NOD2 pelos lipolissacaridos e dipeptideos muramil. Os RRPs, como os toll-
like receptors (TRLs) e o NOD (nucleotide binding oligomerization domain) constituem uma
grande familia e com particular interesse para a DIl estdo os receptores NOD-like?2,

Os TLRs sdo proteinas transmembrana que reconhecem proteinas moleculares
extracelulares associadas a patégenos e também localizadas intracelularmente nas membranas
dos endossomos no epitélio intestinal. No intestino existe um estado de tolerancia onde os TLRs
ndo estdo ativados. Mas a quebra da toleréncia leva a ativacdo e pode contribuir para a
inflamacéo crénica, como na DII. Alguns estudos sugerem que genes dos TLRs 2 e 4,
especificamente, estdo ativados em pacientes com DII%,

Outro complexo de madltiplas moléculas, denominado inflamassoma, participa do
desencadeamento da resposta imunoldgica inata. E ativado em resposta a estimulos end6genos
e microbianos para evitar a quebra da homeostase celular, protegendo a integridade da céelula e

controlando a interagéo entre o hospedeiro e microbiota. Quando ativado, induz a producdo de
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interleucinas pré-inflamatorias (IL1 e IL8) que promovem o recrutamento de fagdcitos,
angiogénese, reparo epitelial no local da lesdo. No intestino, alteragdes na sua expresséo podem
levar a perda de protecdo contra infec¢es, disbiose, inflamacéo e perda no reparo da barreira
epitelial®,

Outras estruturas na barreira epitelial do intestino estdo envolvidas no processo
inflamatorio e contribuem para a patogénese da DII. Os desmossomos, as “tight junctions” e as
juncdes de adesdo mantém a integridade da barreira epitelial em individuos saudaveis
protegendo contra antigenos indesejaveis. A falha na barreira epitelial por meio da disfuncédo
das suas células ou das estruturas de adesdo celular tem sido descrita como possiveis
mecanismos patogénicos da D11,

Nos ultimos anos, diversos polimorfismos genéticos tém sido identificados em pacientes
portadores de DIl e vérios estudos foram realizados com o objetivo de analisar o seu papel na
desregulagdo imunoldgica que caracteriza essa doenga®> 4, Mas, acredita-se ser pouco provavel
que um modelo tnico explique de forma satisfatoria a patogenia da DII*°. Os polimorfismos

do NOD?2 e dos genes de autofagias estdo entre os mais estudados.

Os NOD like receptor

A “familia” NLR (NOD like receptors) é representada pelos NOD1 (nucleotide binding
oligomerization domain containing 1) e NOD2 (nucleotide binding oligomerization domain
containing 2). O NOD2 foi o primeiro gene associado a DIl por Hugot (2001). O NOD2 é
considerado um RRP, estando presente nos monaocitos do sangue periférico e pelos enterocitos.
Esta localizado no cromossomo 1 e codifica uma proteina envolvida no reconhecimento do

componente do muramil-dipeptideo da parede celular peptidoglicana da bactéria que ativa a via
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do fator NF-«B (kappa light chain enhancer of activated B cells). A “familia” do NOD ativa as
vias de sinalizagdo que promovem uma cascata de reagdes resultando na ativagao do fator NF-
kB, estimulando a transcripcdo de genes responsaveis pela produgdo de mediadores pro-
inflamatdrios, assim como a interagdo e ativagdo do sistema imunoldgico adaptativo®. Logo, a
acdo do NOD resulta na efetiva resposta contra antigenos agressores e na eliminacao desses.

Desde a sua primeira descri¢cdo, 0 NOD2 é o gene apontado com maior frequéncia nos
estudos que analisam genes associados a DC, em homozigose ou mesmo em heterozigose,
sendo descritos trés polimorfismos maiores associados a DC em caucasianos: o Arg702Trp,
Gly908Arg e Leu1007fsinsC%.

Defeitos na produgdo de AMPs, relacionados ao NOD2 e que repercutem na adeséo
celular, permitem o0 contato e a invasdo de antigenos agressores, gerando 0 processo
inflamatério crénico presente na DII%. Polimorfismos do NOD2, associados a defeitos na
expressao das defensinas, e 0s genes associados com a adeséo celular (HNF4A, CDH1, LAMB1

e GNA12) tém sido descritos em pacientes com DC e/ou a RU.

Genes associados a autofagia

A autofagia € um processo intracelular responsavel pela degradacdo de proteinas e
organelas produzidas em excesso, danificadas ou velhas e que, se ndo forem removidas,
comprometem a homeostase. A autofagia esta sempre ativa em um nivel basal na maioria das
células e sua atividade ¢ modulada pelo estresse, hipoxia, infeccdo e desnutricdo. Todo o
processo de autofagia é coordenado pelo complexo de proteinas ATG (autophagy related

protein).
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Um dos primeiros genes de autofagia associado a DC foi 0o ATG16L1. Os polimorfismos
do gene ATG16L1A resultam na perda da proteina com 0 mesmo nome e consequentemente
no aumento das interleucinas pro-inflamatérias IL1f e IL18. A proteina ATG16L1 também age
como modulador da atividade do NOD2 e, quando ela esta ausente, a sua agéo pré-inflamatoria
aumenta®’. Tem acdo importante como apresentadora de antigeno e ativa o SIA. Outros
polimorfismos de genes associados a autofagia podem estar envolvidos na patogenia da

inflamac&o da DII, no entanto ainda carecem de estudos®*.

O sistema imunologico adaptativo

O SII se comunica com o SIA no intestino por meio de “pontes” representadas pelas
celulas linfoides inatas, as células T ndo variadas associadas a mucosa (MAIT — mucosal-
associated invariant T cells) e as células apresentadoras de antigeno®. As células linfoides inatas
estdo presentes na mucosa dos tecidos e ajudam a manter a integridade da barreira epitelial. As
células MAIT sédo células que diferem das células T; sdo abundantes no intestino, onde se
localizam preferencialmente. Sua funcdo ainda ndo esta totalmente esclarecida, especula-se que
funcionam como a ponte entre o Sll e o SIA na defesa contra as bactérias. As células
apresentadoras de antigeno atuam na conex&o do Sll e do SIA, ativando e modulando a resposta
das células T sendo cruciais para manter a homeostase®.

A célula Th17 tem também a sua produgdo induzida pelo TGFp, IL6 e IL23. Esta célula
produz IL17A, IL17F, IL21 e IL22. As células Th17 sdo importantes na inflamacéo da DI, pois
estudos mostram aumento da producdo dessas células nessa doenga®®.

As células Treg, também estimuladas pelo TGFp, sdo responsaveis por monitorar a resposta

imunoldgica, prevenindo a sua ativacao excessiva e potencialmente agressiva. Atualmente postula-se
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que as celulas Th17 e Treg compartilham de vias em comum, levando as ligacdes funcionais entre

essas duas célulast®.

Interacéo SII-SIA: o papel da IgA

Os linfécitos B também sdo células apresentadoras de antigenos, além de agirem na
producdo de anticorpos e geracdo de citocinas. Em particular as células B intestinais
diferenciam-se em plasmdcitos e secretam IgA. Sabe-se que a IgA € o anticorpo mais abundante
no corpo humano e é de vital importancia para o trato gastrointestinal, sendo produzida nas
placas de Peyer com o estimulo do TGF-B que ¢é o gatilho para a diferencia¢do das células B
em plasmdcitos. A IgA, apos interacdo com o receptor de imunoglobulina na superficie lateral
do epitélio, é transportada para o limen intestinal como IgA secretéria. Sua acdo no limen é
evitar o acesso da bactéria e toxinas ao hospedeiro. A IgA age no muco reduzindo a expressao
do epitopo da bactéria e de antigenos alimentares, diminuindo a colonizacéo de bactérias no
intestino. Também tem a funcdo de apresentar a bactéria comensal de forma seletiva para
células dendriticas via um complexo formado por bactéria-IgA que atravessa a mucosa ao
interagir com um receptor especializado. Todas essas fung¢des fazem com que as células B e a

IgA estejam presentes nesta complexa interagéo entre o Sl e o SAI%,

Interacéo Sl e SIA: o papel das citocinas

A interleucina (IL) desempenha um papel importante na interagdo do sistema

imunologico inato e adaptativo, sendo o principal mediador da diferenciacdo da célula T
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induzindo ou ndo uma resposta inflamatdria. Existem muitas citocinas e o efeito resultante de
suas acOes é complexo. De forma simplista, as citocinas, segundo seus tipos de agdo, séo
classificadas em pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias. A interagdo das citocinas IFNy/IL12 e
IL23/IL17 leva & liberagcdo de um conjunto complexo de citocinas pré-inflamatérias (1L18, IL2,
IL1, IL21, IL22). As células Thl e Th2 produzem IL6 e TNFa. A ativagcdo dessa rede de
citocinas leva ao recrutamento de mais células efetoras e o inicio da inflamagao da mucosa, que
pode se tornar cronica devido a falta de regulacdo da resposta imunoldgica?.

O SIA esté fortemente envolvido no processo inflamatdrio crénico do intestino na DII.
As células Thl induzem a produgdo de IL12, IFNy e TNFa — respostas anormais dessas células
induzidas pelos niveis aumentados de IL18 e IL12 sdo associadas a DC. O IFNy induz a morte
do enterdcito e estimula a liberagio de TNFo a partir da ativagio de macrofagos®®. A resposta
das células Th2 é induzida pela IL13, produzindo IL4, IL5 e I1L13 e séo associadas a patogénese
da RUY.

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) é uma citocina pro-inflamatoria sintetizada por
células mononucleares. A sintese de TNFa ¢ ativada por receptores toll-like (TLR-4) existentes
nas membranas celulares. A ativagdo dos TLR-4 induz a ativacdo de fator nuclear kB (NF-«xB)
e proteinas quinases-mitdgenas, causando aumento da proliferacdo celular e diferenciacdo de
macrofagos e a inducdo de expressao de citocinas pro-inflamatorias, como o TNFa, IL6 ¢ IL12.
A ativacdo dessas vias é importante para homeostase, no entanto, quando desreguladas,
induzem proliferacdo celular, diferenciacéo e liberagdo de varias citocinas pro-inflamatorias,
incluindo o proprio TNFa. Ainda, a sinalizacdo do TNFa induz a ativagdo da caspase-8 e
apoptose de células intestinais epiteliais, induzindo mudancas na expressdo epitelial das
proteinas das tight junctions entre pacientes com DC, além de diminuir a fungéo da barreira

mucosa dos pacientes com DII, exacerbando a inflamacéo. O TNFa ¢ a principal citocina que
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induz a diferenciacdo de células estromais em miofibroblastos e a produgdo de
metaloproteinases que degradam o tecido®®.

A IL6 € uma citocina multifuncional envolvida na regulacdo de respostas imunes, na
reacdo de fase aguda e hematopoese. O pleiotropismo é uma de suas principais caracteristicas
e em parte explica porque esta expressa em varias células. Em resposta a infecgdes ou lesdes
teciduais por traumas, a IL6 é prontamente sintetizada e ativa a resposta imunoldgica, induzindo
a diferenciacao de células B ativadas em células plasmaticas produtoras de imunoglobulinas. A
IL6 estimula os hepatdcitos a produzir proteinas de fase aguda, tais como a PCR, serum
amiloide A, fibrinogénio, hepcidina e al-antiquimotripsina, reduzindo a producdo de
fibronectina, albumina e transferrina. A PCR é um marcador de inflamacdo e sua sintese é
principalmente regulada pela 1L6%.

Contudo, a func¢do da IL10 no trato gastrointestinal ainda ndo esta totalmente elucidada.
Ainda héa questbes ndo respondidas em relacdo ao seu papel na imunoregulacdo). Na dltima
década, aumentou o nimero de publicagdes que descrevem mutacGes e alteracbes no gene e na
expressdao da IL10 no sistema imunoldgico gastrointestinal. A participacdo da I1L10 na
patogénese da DII, em especial nos casos de inicio precoce, ganhou forca nos ultimos anos,
apesar dos relatos de mutagdes homozigoéticas ainda serem raros®.

As mutacdes da IL10 resultam em uma sinalizacdo defeituosa. O processo normal
comeca com a ligacdo do homodimero da IL10 ao seu receptor (IL10R). O IL10R consiste em
um complexo tetramérico composto por duas moléculas de cadeias a (IL1I0RA) e duas
moléculas de cadeias B (IL10RB). Essa liga¢do ativa a Janus Kinasel (JAK1) e a tirosina
kinase2 (Tyk2) que sofrem autofosforolizagéo e subsequente ativagdo do IL10R1, recrutando,
assim, o transdutor e ativador de sinal de transcripcdo3 (STAT3). A ativacdo do STAT3 ¢

contraditéria na patogénese da DII. A sua relacdo com a IL10 leva a crer na sua agdo anti-
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inflamatoria, no entanto, 0 STAT3 pode contribuir para a inflamacdo em outras células. Os
polimorfismos genéticos na IL10, no IL10R e no STAT3 sdo relacionados a patogenia da DI,

principalmente nos casos mais graves de colite de inicio precoce?.

Repercussoes locais e sistémicas da inflamagéo

O paciente portador de DIl apresenta alteracfes inflamatorias caracteristicas, apesar de
ndo patognomonicas. Segundo os critérios de Porto, dados da historia clinica, do exame fisico,
dos exames laboratoriais, dos exames de imagem e da avaliacdo histolégica sdo necessarios
para o diagnostico e acompanhamento desses pacientes®. Na RU, a caracteristica mais marcante
é a inflamacdo crénica continua sem a presenca de granuloma e, na DC, é a presenca de
inflamac&o cronica focal com ou sem granulomas®. As alteracdes inflamatorias estdo
relacionadas aos periodos de atividade da DII°.

As alteracdes no Sl e no SAI podem levar a alteragdes no padrdo de infiltrado celular
e citocinas na mucosa. A resposta inflamatdria ativada por estes defeitos produz as lesdes de
mucosa tipicas da DIl concentrando células e citocinas inflamatdrias. A lesdo da mucosa mostra
esse arsenal de células e citocinas em grande parte localizado na lamina préopria. Na DIl ativa,
had um grande infiltrado na lamina propria de células do sistema imunoldgico inato, como
neutrdfilos, macrofagos, células dendriticas e células natural killer e do sistema imune
adaptativo, como cé€lulas B e T. A ativacao dessas células leva ao aumento na mucosa de TNFa,
IL- 1B, interferon-y e citocinas da via I1L23-Th17 na DC e RU™.

Os macrofagos sdo células importantes nesse processo, ja que no intestino normal sao
condicionados a expressar um fenotipo ndo inflamatdério com a inibicdo dos receptores de

imunidade inata e contengédo da producéo de citocinas pré-inflamatorias. No paciente com DI,



180

0s macrofagos apresentam um fen6tipo ativado e, junto aos macrofagos recrutados do sangue
periférico, expressam o marcador CD14, priorizando a producdo de vérias citocinas pro-
inflamatoérias, como a IL1a, IL1B e o TNFa. Nos pacientes com DC, os macrofagos CD14 sdo
aumentados em numero e produzem mais [L23 e TNFa, contribuindo para a producao de INFy
pelas células T locais quando comparados com pacientes com RU ou sem DI,

Por sua vez, as células dendriticas sdo muito envolvidas na iniciacdo e regulacdo da
resposta imunoldgica inata local por serem células apresentadoras de antigenos. Sabe-se que na
DC as células dendriticas sdo ativadas e a expressdo dos seus receptores microbianos esta
aumentada, produzindo citocinas pré-inflamatorias como a IL12 e a IL6. Seu envolvimento
com a DIl ainda ndo estd muito esclarecido, j& que junto aos macréfagos, sdo células de dificil
estudo, além do que as células dendriticas estdo em pequena quantidade na mucosa intestinal e
tém fendtipos variados®®.

O acumulo de neutrdfilos na mucosa do intestino € uma alteracdo comum na DIl vista
no estudo histopatoldgico e indica atividade inflamatéria da doenga, sendo relacionado com o
Sll. Os neutrofilos podem liberar substancias com capacidade de danificar o tecido e a sua
associacao com dano tecidual indica atividade inflamatdria. O recrutamento e a adesdo dessas
células s&o mediados pela acdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL1 e o TNFa, levando a
manutencdo do processo inflamatorio. Os vasos sanguineos intestinais também participam no
acumulo de neutréfilos por falha na regulacéo da entrada dos leucdcitos no tecido®®.

No paciente com DIl em atividade, a inflamacéo pode ser detectada em varios niveis e
ter diferentes expressdes fenotipicas nas manifestacdes clinicas, nas manifestacdes
laboratoriais, histologicas e moleculares. As evidéncias inflamatorias nos varios niveis de
avaliacdo do paciente permitem verificar a extensédo e a intensidade da doenga nos periodos de

crises, assim como classificar fenotipicamente cada paciente®. A evolucio e complicacdes da
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DIl tanto adulta quanto pediatrica estdo intimamente ligadas ao controle ou ndo da atividade
inflamatoria da doenca. O ganho estatural, a normalidade dos exames laboratoriais e
endoscépicos, assim como a remissdo da inflamacdo histoldgica levariam ao controle da
doenca, o que hipoteticamente deixaria o paciente livre de sintomas e complicacoes®.

A necessidade de identificacdo desses periodos leva a discussao sobre os indicadores de
atividade inflamatdria e seu valor na préatica clinica diaria. Os sintomas caracteristicos do
paciente em atividade inflamatoria, os indices de atividade inflamatoria, os biomarcadores
laboratoriais e moleculares, a avaliacdo endoscopica e histoldgica permitem o diagnostico de

atividade, mas devem ser avaliados com cautela.

Consideracdes finais

Os conhecimentos acerca da patogénese e evolucdo da DIl em criancas estdo
aumentando nos Gltimos anos. Com o0 aumento do conhecimento sobre a etiopatogénia, surgem
novas medidas terapéuticas e propostas diagnosticas. No entanto, ha muitas perguntas sem
respostas. A utilizacdo de indicadores moleculares de atividade inflamatdria encontra-se nesse
universo de especulacfes e ainda sem uma base empirica robusta que corrobore a sua real
contribuicdo na investigacdo diagndstica e conducao dos pacientes.

A distancia entre o conhecimento teodrico e 0 uso na rotina de assisténcia ainda é grande.
Contudo, o uso criterioso dos indicadores validados ja existentes e a busca por indicadores mais

acurados sao grandes passos para o diagnostico e tratamento das DII.
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APENDICE C

Grupo: Indentificacdo
NGmero formulario: {form} |:| |:| Data de atendimento __ / /
1. Nome:
2. Datadenascimento__ / /  idade em meses {idmeses}
3. Mae:
4. Endereco:
5. Sexo {sexo} (1) masculino (2) feminino
6. Telefone (casa (telefone)
7. Informante:
Dados sociais
8. Renda total da familia (em nimeros de salario)(colocar ao lado o nimero de salarios) :
(1) <1 salario
(2) 1a2salérios
(3) 2a3salérios
(4) 3 a4 saléarios
(5) 4 absalérios
(6) > 5 saléarios
(7) Nao sabe
(8) Nao se aplica
9. Numero de habitantes no domicilio (incluindo o paciente) {nhabitdom}:
N° de lactentes (incluindo o paciente)
N° de pré-escolares
Ne° de escolares
N° de adolescentes
N° de adultos
(1) 1a3
(2) 2a4
(3) 4a6
4) >6
(5) Nao sabe/nédo informou
(6) Nao se aplica
10. Fossa/ esgotamento sanitério {sanit}:
(1) Néo
(2) Sim
(3) Néo sabe/néo informou
(4) Nao se aplica
11. Agua encanada no domicilio {aguadom}:
(1) Néo
(2) Sim
(3) Nao sabe/ndo informou
(4) Nao se aplica
12. Recolhimento formal do lixo {reclixo}:

Formulario de pesquisa — dados clinicos

Identificacdo

(1) Néo

(2) Sim

(3) Néo sabe/ndo informou
(4) Nao se aplica

{rend}
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Eletricidade no domicilio {eletrdom}:

(1) Néo

(2) Sim

(3) Néo sabe/ndo informou
(4) Nao se aplica

Local da residéncia {locresid}:

(1) Zonada Mata
(2) Agreste
(3) Sertdo
(4) RMR
(5) Séo Francisco
(6) Nao sabe/ndo informou
(7) Nao se aplica
Nome da cidade:

Tipo de habitagdo {hab}:

(1) Alvenaria

(2) Taipa/ madeira

(3) Outro. Qual?

(4) Nao sabe/ndo informou
(5) Nao se aplica

Cosanguinidade {cosang}
(1) Naéo

(2) Sim

(3) Nao sabe/ndo informou
(4) Nao se aplica

Condic6es de parto {condparto}
(1) Normal em casa

(2) Normal hospitalar

(3) Cesariana

(4) Néo sabe/néo informou

(5) Nao se aplica

Leite materno exclusivo {aleitexcl}
(1) N&o amamentou

(2) 1-2meses

(3) 3 -4 meses

(4) 5-6meses

(5) Nao sabe/nao informou

(6) Nao se aplica

Aleitamento materno (tempo total) {aleit}

(1) 1-2meses

(2) 3 -4 meses

(3) 5-6meses

(4) 6-—12 meses

(5) 12— 24 meses

(6) Nao sabe/ndo informou
(7) Nao se aplica

Peso ao nascer {pesonasc}
(1) <1000g

(2) 1000g — 15009

(3) 1500g — 20009

Antecedentes
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21.

22.

23.

24,

25.

26.

(4) 2000g— 2500 g

(5) 2500g — 3000g

(6) 3000 - 45009

(7) > 4500g

(8) Nao sabe/ndo informou
(9) Nao se aplica

Caracteristicas clinicas

Idade de inicio dos sintomas da doenga {idinsint}
(1) 0-1ano

(2) 1-2anos

(3) 2-6anos

(4) 6-10anos

(5) 10-17 anos

(6) Néo sabe/ndo informou
(7) Néo se aplica

Idade do diagnostico da doenca {iddiag}
(1) 0-lano

(2) 1-2anos

(3) 2-6anos

(4) 6-10anos

(5) 10-17 anos

(6) Néo sabe/ndo informou

(7) Néo se aplica

Sintomas e sinais iniciais {inicsintsin}
(1) Diarreia

(2) Dor abdominal

(3) Hematoquezia

(4) Melena

(5) Febre

(6) Perda de peso

(7) Baixaestatura

(8) VoOmitos

(9) Outros

Diagnostico {diagn}

(1) Retocolite ulcerativa
(2) Doenga de Crohn

(3) Colite indeterminada

Classificagdo de Paris

Doengas associadas {doenc¢assoc}
Doenga de Hirschsprung
Imunodeficiéncia primaria

Lapus

Artrite reumatoide

Hepatite autoimune

Doenca celiaca

Diabetes melitus insulino-dependente
Tireoidite

. Psoriase

10. outras

11. ndo sabe/ndo informou

12. ndo se aplica

©OoNOR~WNE
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Exame fisico
Estado nutricional no diagndstico (Peso ; estatura
Peso diagndstico {pesodiag}
(1) <score-3
(2) -3scorea-2score
(3) -2scorea-1score
(4) -1scorea+1 score
(5) +1scorea+2 score
(6) +2score a+3 score
(7) >+3score
Estatura diagnostic {estatdiag}
(1) <score-3
(2) -3 scorea-2score
(3) -2scorea-1score
(4) -1scorea +1 score
(5) +1scorea+2 score
(6) +2score a+3 score
(7) >+3score
Estado nutricional atual (Peso ; estatura )
Peso atual {pesoatual}
(1) <score-3
(2) -3 scorea-2score
(3) -2scorea-1score
(4) -1scorea+1 score
(5) +1scorea +2 score
(6) +2scorea +3 score
(7) >+3score
Estatura atual {estatatual}
(1) <score -3
(2) -3scorea-2score
(3) -2scorea-1score
(4) -1scorea+1 score
(5) +1scorea +2 score
(6) +2score a +3 score
(7) >+3score
Doengas auto-imunes em parentes de 1° grau {autoimparent}
(1) Néo
(2) Sim
(3) Néo sabe/ndo informou
(4) Nao se aplica
Doenga inflamatdria intestinal em parentes de 1° grau {diiparent}
(1) Néo
(2) Sim
(3) Néo sabe/ndo informou
(4) Nao se aplica
InfecgBes prévias {infecprev}
(1) Pneumonia
(2) Otite
(3) Estomatite
(4) Rotavirus
(5) Diarreia agente
(6) Celulite
(7) Osteomielite
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(8) Outras

36. Uso de antibidticos (nimero de vezes ) {usoatb}
(1) Néo
(2) Sim
(3) Nao sabe/nao informou
(4) Nao se aplica

37. ManifestagOes extra-intestinais {manifextraint}
(1) Artrite ou artralgia
(2) Colangite
(3) Eritema nodoso
(4) Sindrome de Sweet
(5) Pioderma gangrenoso
(6) Pancreatite
(7) Outras
(8) Nao sabe/ndo informou
(9) Nao se aplica

Dados endoscopicos e laboratoriais
Caracteristicas macroscopicas

Acometimento {acomet}:

38. ( )Reto
39. ( )canal anal
40. ( )sigmoide
41. () colon descendente
42. () colon transverso
43. () colon ascendente
44. () ceco
45. () valvula ileo-cecal
46. ( )ileo
47. () duodeno
48. ( )estdbmago
49. ( )esoOfago

Doenga continua {doencont}
50. ( )ndo
51. ( )sim

Caracteristicas da mucosa {mucosa}:

52. () ulceras pequenas ou erosdes
53. () Ulceras serpenginosas
54. () Ulceras aftosas isoladas
55. () Ulceras aftosas difusas
56. () pedrade calgamento

57. ( )edema

58. () eritema

59. () granularidade

60. ( ) friabilidade

61. ( )exsudato

62. ( ) perda do padréo vascular

Caracteristicas anatdmicas {anatom}
63. () estenose ou estreitamento intestinal com dilatacdo pré-estenética
64. ( ) espessamento da parede do intestino com estreitamento do limen
65. () fistula perianal
66. () estenose perianal
67. () abscesso perianal
68. () tags grandes e inflamadas
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69. ( ) fissuras em linha média do anus

70. () tags pequenas

Hb Hct
Leucocitos (Miel Meta

Bastoes

Exames
Diagnostico

Plaquetas
VHS PCR ferritina

segmentados

eos LA LT mon

FAN albumina

Asca p-ANCA

Hb Hct
Leucdcitos (Miel Meta

Bastoes

Atuais

Plaquetas
VHS PCR ferritina

segmentados

e0s LA LT mon

FAN albumina

Asca p-ANCA

Outros

Tomografia com enterografia

Ressonancia com enterografia

Transito intestinal

Enema opaco

Anadlise laboratorial
DNA sangue

DNA tecido

RNA tecido

Citocinas sangue,

Imunohistoquimica

Tratamento

Medicamento

Inicio

Fim

Corticoide (predinisona,

metilpredinisolona,

budesonida,hidrocortisona)

Mesalazina

Azatioprina

Metotrexate

Ciclosporina

Infliximabe
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Adalimumab

Metronidazol

ciprofloxacina
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APENDICE D

Caracteristicas microscépicas

Histopatol6gico {histop}

71. ( ) distor¢do arquitetural

72. () linfoplasmocitose basal

73. () inflamag&o transmural

74. ( ) ulceras profundas

75. () ulceras em “V” (fissuras)

76. ( ) granuloma Peri-criptal

77. () fibrose de submucosa

78. () granuloma ndo-caseoso

79. () infiltrado de lamina propria ndo especifico
80. () metaplasia de células de Paneth coldnica
81. ( ) deplecéo de células caliciformes

82. () inflamag&o crénica focal

(segundo Critérios de Porto)
Retocolite ulcerativa

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscépicas

Reto

Reto

] Doenga continua a partir do reto

[ Distorgdo arquitetural, linfoplasmocitose basal,
doenca mais grave distalmente, sem granulomas

[] Sem doenga no reto ou sigmoide

[1Sem distorcéo arquitetural ou sinais de cronicidade

] Doenga do cdlon esquerdo do reto com éreas de
inflamacéo cecal e dreas normais entre os dois

[ Inflamagé&o inespecifica no patch (ceco)

[J Inflamag&o transmural ou Ulceras profundas, Glceras
em forma de V (fissuras)

[1Sem agregados linfoides

Estdmago

Estdmago

] Erosoes ou pequenas tlceras (ndo serpinginosas ou
lineares) no estdbmago

[] Gastrite difusa ou focal, sem granuloma (exceto por
granuloma Peri-criptal)

Observacdes

Doenca de Crohn

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas

1leo e jejuno Todo trato gastroinestinal
[] Ulceras [ Inflamag&o crénica focal
colon ] Infiltrado inflamatério transmural

[ Ulceras aftosas em mucosa

[1 Fibrose submucosa

] Ulceras lineares ou serpinginosas

[] granuloma ndo caseoso (longe de uma cripta rota)

[ Ulceras aftosas isoladas

[] Granuloma adjacente a uma cripta rota

1 Aspecto de pedra de calcamento

[ Infiltrado de lamina prépria leve ndo especifico

[ Estenose ou estreitamento intestinal com dilatacéo
pré-estendtica

[ Ulceragdo ou erosdo de mucosa

[ Espessamento da parede do intestino com
estreitamento do lUmen

[ Distorcéo arquitetural

[] Fistula perianal

[] Metaplasia de células de paneth col6nica

1 Abscesso perianal

[] Deplecéo de células de caliciformes

1 Estenose anal

[ Ulceras no canal anal

[] “tags” grandes e inflamadas

[] Lesdes salteadas

[] Edema

LI Eritema

[] Friabilidade

[] granularidade

[] Exsudato
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[ Perda do padréo vascular
[] Fissuras em linha média do anus

[] “tags” pequenas

Observacdes
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APENDICE E

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

POS-GRADUAGCAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

TITULO DA PESQUISA - DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES: AVALIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Introducdo. O Sr. (Sr.?) estd sendo convidada a participar dessa pesquisa, que tem
como pesquisadores as gastroenterologistas pediatricas Michela Cynthia da Rocha Marmo e a
Prof.2 Dr.2 Gisélia Alves Pontes da Silva, pesquisa que tem como finalidade avaliar alteracdes
genéticas associadas a doenca inflamatdria intestinal.

A doenca inflamatoria intestinal € uma doenca que acomete adultos e criangas, tendo
dois tipos principais: a doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa. Quando ocorre em criancas
pode ter evolugdo mais agressiva com complicagdes, como necessidades de cirurgias. Estas
caracteristicas da doenca inflamatdria intestinal em criancas estdo associadas com defeitos
genéticos que podem levar a inflamag&o do intestino tipica da doenca. Entender estas
alteracdes genéticas pode trazer informacoes relacionadas a evolucdo da doenca e resposta ao
tratamento. Em alguns paises ja existem estudos que descrevem as alteracfes genéticas da
populacdo de criancas e adultos com doenca inflamatoria intestinal, aqui no Brasil existem
poucos estudos sobre o assunto.

Se decidir participar desta pesquisa, € importante que vocé leia as informacdes a
seguir, ou poderemos ler juntos. Se houver alguma palavra ou trecho que néo esteja claro,
estou a disposicdo para responder e esclarecer qualquer duvida.

Procedimentos, riscos, desconfortos. Concordando em participar desse estudo,
primeiro o Sr. (Sr.?) respondera a um formulario, cujas perguntas serdo feitas por mim, sobre
a historia desde o inicio da doenca do seu filho. O prontuério do seu filho também sera
consultado. Mas, todas estas informacdes serdo mantidas em sigilo absoluto, guardadas em
um armario proprio, com chave, o qual sé os pesquisadores principais terdo acesso.

Para a analise genética, sera necessaria coleta de sangue por pun¢do venosa, com
agulha e seringa pela veia e estudo do material da bidpsia feita durante a colonoscopia. A
coleta de sangue sera realizada no momento em que for feito coleta de sangue na rotina de
acompanhamento do seu filho, ou seja, na rotina das consultas para controle da doenca e/ou
dos efeitos dos medicamentos. Neste momento, coletaremos 5,0 mL adicionais de sangue para
enviar para avaliar a presenca de genes associados a doenca inflamatdria intestinal. Em
relacdo as biopsias, o material utilizado sera resgatado de bidpsias prévias armazenada no
servigo de patologia do hospital e de bidpsias feitas em colonoscopias realizadas por
indicacdo médica durante o tratamento do seu filho. Esta coleta serd feita por profissionais
habilitados sem prejuizos ao seu filho de acordo com a rotina de acompanhamento da doenca
sem por em risco a satde do seu filho e sem prejuizos financeiros.

Beneficios da pesquisa. O Sr. ou a Sr.2 estara contribuindo para sabermos se ha
alteracOes genéticas associadas a doenca inflamatdria intestinal nos pacientes que
acompanhamos neste hospital. Caso estas alteracdes estejam presentes este conhecimento
podera nos esclarecer davidas em relagdo ao curso da doenca destas criangas e podera,
também, colaborar para outros estudos futuros. Se houver alguma alteracdo genética com
influéncia na doenca do seu filho, vocé sera comunicado durante as consultas medicas ou por
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telefone pelo proprio pesquisador e as condutas possiveis e cabiveis relacionadas ao
tratamento serdo tomadas.

Deciséo de participar, ndo participar ou desistir. O Sr ou a Sr.? como convidados e
voluntarios desta pesquisa, possui total liberdade para aceitar ou recusar-se a participar, tendo
também o direito de desistir da participacdo da pesquisa em qualquer momento. A sua recusa
ou desisténcia ndo Ihe trard nenhum prejuizo para o tratamento do seu filho, sendo-lhe
assegurada total assisténcia.

N&o existira nenhuma cobranca de taxa ou recompensa financeira para os participantes
desta pesquisa.

Em aceitando, o Sr. ou a Sr.? recebera uma copia deste Termo de Consentimento, da
qual consta meu telefone (99454116) e o meu e-mail (michelamarmo@yahoo.com.br) para
que possa esclarecer quaisquer duvidas que venham surgir posteriormente sobre a pesquisa.

Termo de consentimento livre e esclarecido. Pelo presente instrumento, declaro que i,
ou 0 médico ( ) leu por mim, as informaces contidas neste documento
antes de assina-lo. Afirmo que fui suficientemente esclarecido sobre os procedimentos a que
meu filho serd submetido e nada além do que foi exposto neste termo com finalidade de
avaliar as alteracOes genéticas associadas a doenca inflamatodria intestinal. Afirmo que
entendo que esta pesquisa € um estudo sério realizado no IMIP e na Universidade Federal de
Pernambuco, sem a necessidade de expor o nome do meu filho publicamente. Autorizo a
divulgacdo dos resultados em qualquer evento de carater cientifico, inclusive em revistas
cientificas. Compreendo também que sou livre para desistir em qualquer momento do estudo,
sem sofrer nenhum prejuizo por conta disso. Confirmo também que recebi uma copia deste
Termo de Consentimento. Declaro que ndo tenho duvida alguma, pois todas foram
devidamente esclarecidas.

Pelo presente, manifesto assim minha concordancia e meu livre consentimento para a
realizacdo dos procedimentos acima descritos.

Local e data:

Nome e assinatura do responsavel:

Documento de identidade:

Testemunha 1

Testemunha 2

Assinatura do medico que obteve o consentimento
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APENDICE F

Termo de assentimento

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE 8 A 18 ANOS

Titulo do estudo: Doenca Inflamatoria Intestinal em criangas e adolescentes: avaliagdo de

polimorfismos genéticos em hospital de referéncia do nordeste do Brasil.

Pesquisadora responsavel: Michela Cynthia da Rocha Marmo

Nome da Instituicdo: UFPE - Universidade Federal de Pernambuco / IMIP — Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira

Telefone do Pesquisador: (81)99454116/ Telefone do Comité de Etica: (81)21224756
Nome completo do participante:
Idade: anos meses

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que vai estudar as alteraces genéticas
associadas a doenca inflamatéria intestinal.

1. O que nds queremos saber?

Vocé tem uma doenca chamada doenca inflamatdria intestinal e sabemos que a doenca tem
algumas alteracdes genéticas associadas que ajudam no surgimento da doenca. Por isso
gostariamos de estudar se vocé tem algumas destas alteracdes.

2. O que vai acontecer comigo se eu participar?

Se vocé decidir participar do estudo, as alteracGes genéticas serdo pesquisadas durante os seus
exames de rotina que vocé faz para o acompanhamento da sua doenga. As coletas de sangue e
de bidpsias serdo realizadas no momento que vocé fizer exames de sangue e colonoscopia
para 0 acompanhamento de rotina da doenca, ndo sendo necessario realizar exames extras
para o estudo.

3. Participar do estudo vai me ajudar?

Sua participacdo pode ajudar a entender melhor a sua doenga e seu tratamento, podendo
também ajudar outras criangas que tenham doenca inflamatoria intestinal.

4. Eu preciso participar deste estudo e eu posso desistir se eu quiser?

Se vocé ndo quiser participar deste estudo ndo tem problema. Ninguém ficara com raiva e seu
médico vai cuidar de vocé da mesma maneira, mesmo nao participando do estudo. E a
qualquer momento vocé pode desistir de participar.

5. E se eu tiver perguntas?

Se vocé tiver qualquer davida, pode perguntar aos seus pais ou a mim (Dra Michela Marmo —
81 99454116). Se tiver davidas quanto aos seus direitos neste estudo, pode perguntar aos seus
pais ou pedir que liguem para o Comité de Etica do IMIP 2122 4756.
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Importante: A sua participacao nesse estudo é uma decisdo sua. Mesmo que vocé comece
a participar, vocé pode sair dele a qualquer momento.

Por favor marque aqui se vocé concorda em participar deste estudo.

Assinatura do paciente data

Assinatura do médico do estudo data



ANEXO A

PUCAI
Item Points
1. Abdominal pain
* No pain 0
* Pain can be ignored 5
* Pain cannot be ignored 10
2. Rectal bleeding
* None 0
« Small amount only, in <50% of stools 10
= Small amount with most stools 20
* Large amount (>50% of the stool content) 30
3. Stool consistency of most stools
* Formed 0
* Partially formed 5
* Completely unformed 10
4. Number of stools per 24h
e 0-2 0
¢ 3-5 5
* 6-8 10
* >8 15
5. Nocturnal stools (any episode causing wakening)
* No 0
* Yes 10
6. Activity level
= No limitation of activity 0
* Occasional limitation of activity 5
* Severe restricted activity 10

Sum of PUCAI (0-85)
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ANEXO B
PCDAI
Ok Cincinnati Pediatric Crohn's Disease Activity Index Calculator
Chlldren's‘ Pediatric Crohn's Disease Activity Index, Hyams et al.,

Development and validation of a pediatric
Crohn's disease activity index. J Pediatr Gastroenterol Nutr
1991;12:439-447, [rusmet s

History (Recall; 1 week)

Abdominal pain:

None (-]
Mild-- Brief, does not interfere with activities

Mod/severe - daily, longer lasting affects activities, nocturnal

Stools (per day):

Formed stools or up to 1 liquid stool, no blood o
Up to 2 semi-formed with small blood, or 2-5 liquid with or without small blood
Any gross bleeding, or 2 6 liquid, or nocturnal diarrhea

Patient Functioning -- General Well-Being

No Limitation of activities, well o
Occasional difficulty in maintaining appropriate activities, below par

Frequent limitation of activity, very poor
Laboratory (values obtained within the past week)

Sex: [(remaie K Age(whole years): (o K Hematocrit %: [o ESR (mm/hr): [0 | Albumin (g/dl): (o

Examination

Weight
Weight gain or voluntary weight
stable/loss
Involuntary weight stable, weight )
loss 1-9%

Weight loss 2 10%

Height: Score using (a) criteria when possible

Height velocity 2—1SD (o]
(a) Height velocity <—1SD, >—2SD

Height velocity s—2SD

<1 channel decrease @
(b) 21,<2 channel decrease

>2 channel decrease

Abdomen
No tenderness, no mass (=}

Tenderness, or mass without
tendemess

Tenderness, involuntary guarding,
definite mass

Perirectal disease
None, asymptomatic tags (o]

Inflamed tags or 1-2 indolent
fistula(e) or fissure(s), scant
drainage, no tenderness

Active fistula, drainage, tendermess,

or abscess
Extra-intestinal Manifestations
(Fever=38.5°C for 3 days over past week, oral None o
ulcers, definte arthritis, uveitis, erythema One 3
nodosum, pyoderma gangrenosum) 2 Two

Final Score

Total Score: o ) (cacutste Score ) (Reset )
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ANEXO C

DPIA
Instituto de Medicina Integral 6
Prof. Fernando Figueira
Escola de P6s-graduagio em Saide Materno Infantil

Institui¢do Civil Filantropica

DECLARAGAO

Declaro que o projeto de pesquisa n°® 4125 - 14 intitulado “Doenca
inflamatéria intestinal em criangas e adolescentes: avaliagdo de
polimorfismos genéticos em hospital de referéncia do Nordeste do Brasil”
apresentado pela (o) pesquisadora (0) Michela Cynthia da Rocha Marmo foi
APROVADO pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira — IMIP, em reunido
ordinaria de 11 de junho de 2014.

Recife, 19 junho de 2014

Dr. Joﬁula abral Fli/lho

Coordenador do Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira

Rua dos Coelhos, 300 Boa Vista
08/11/6 Recife - PE - Brasil - CEP: 50.070-550
- PABX: (81) 2122.4100
Fax: (81) 2122.4722 Cx. Postal 1393
e-mail: imip@imip.org.br
www.imip.org.br
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