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RESUMO

Introducdo: A presente dissertacdo foi realizada segundo as normas do curso de pos-
graduacdo da FCM/Unicamp. Foram apresentados e discutidos dois artigos: Artigo 1:
“Saccharin transit time test for primary ciliary dyskinesia: did we discard this tool too
soon?” e Artigo 2: “Challenges in Diagnosing Primary Ciliary Dyskinesia in a Brazilian
Tertiary Hospital”. A discinesia ciliar primaria (DCP) é uma doenca genética cujas alteraces
na ultraestrutura ciliar e funcéo ciliar cursam com repercussdes clinicas importantes. Devido
a ampla variabilidade de fenotipos e genotipos e por ndo existir um teste padrdo ouro, ainda
ha grande dificuldade na confirmacdo diagnéstica dessa doenca. Objetivos: Artigo 1: O
objetivo deste estudo foi comparar as alteragdes na microscopia eletronica (MET) com
variaveis clinicas e teste da sacarina em individuos com diagndstico clinico de DCP. Artigo
2: O objetivo deste estudo foi descrever os achados clinicos e as alteracGes nas ferramentas
diagnosticas (MET, genética e questionarios clinicos) em individuos com suspeita clinica de
DCP em um Hospital Tercidrio Brasileiro. Método: Artigo 1: Estudo prospectivo
observacional foi realizado no ambulatério de otorrinolaringologia no periodo de agosto de
2012 a abril de 2021. Foram avaliados os pacientes do grupo controle e do grupo DCP. Esses
pacientes foram submetidos aos questionarios de triagem clinica PICADAR (PrImary CiliAry
DyskinesiA Rule) e American Thoracic Society, endoscopia nasal, teste do tempo de transito
da sacarina e bidpsia nasal para analise em microscopia eletrénica. Artigo 2: Foi realizado
um estudo observacional e prospectivo com individuos durante o acompanhamento no
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-Unicamp) por suspeita
clinica de DCP. Os pacientes foram avaliados entre 2011 e 2021 e submetidos a questionarios
clinicos, MET e analises de variantes genéticas. Esses pacientes foram classificados de
acordo com o grau de suspeita de DCP. Resultados: Artigo 1: foram avaliados 34 pacientes
com diagndstico clinico de DCP e 36 controles. As alteracdes clinicas mais prevalentes foram
pneumonias de repeticdo, bronquiectasias e rinossinusite cronica. A analise por microscopia
eletronica confirmou o diagndstico clinico de DCP em 16/34 (47,1%) pacientes. Houve
associacao entre o teste de sacarina maior que 30 minutos e o diagnostico clinico de DCP.
Artigo 2: Trinta e sete pacientes foram incluidos no estudo, destes, vinte pacientes
apresentavam RSC (54,1%), 28 bronquiectasias (75,6%) e 29 pneumonias de repeticdo
(78,4%). Um total de 20 (54%) individuos tiveram confirmacdo genética ou por MET de
PCD. A média de idade ao diagndstico foi de 15 anos e o tempo médio entre a suspeita e 0

diagndstico foi de 5 anos. Um total de 17 individuos foram submetidos a testes de variantes



geneticas, dos quais 10 apresentaram variantes patogénicas positivas para PCD. Conclusao:
Artigo 1: A microscopia eletrénica ajudou a confirmar o diagnostico de DCP. O teste da
sacarina mostrou-se capaz de auxiliar na triagem de um paciente com DCP, devido a sua
associacao com alteracdes clinicas. Artigo 2: Este estudo descreve os achados clinicos, MET
e genéticos em uma populacdo de um hospital terciario e demonstra a importancia da suspeita
clinica de DCP em pacientes com infeccGes respiratorias superiores e inferiores anormais ou
evolugdo incomum de sintomas clinicos, mesmo em individuos sem alteragdes de situs. O
teste genético provou ser um método simples que pode melhorar o diagnostico e o

tratamento, e ajudar nas decis6es médicas do paciente no futuro.

Palavras-Chave: Transtornos da Motilidade Ciliar, Microscopia Eletronica de

Transmissdo, Mucosa Nasal, Diagndstico Clinico, Sacarina.



ABSTRACT

Introduction: The present thesis was performed according to the norms of the
FCM/Unicamp post-graduation course. Two articles were presented and discussed. Article 1:
“Saccharin transit time test for primary ciliary dyskinesia: did we discard this tool too
soon?” e Artigo 2: “Challenges in Diagnosing Primary Ciliary Dyskinesia in a Brazilian
Tertiary Hospital”. Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a genetic disease whose changes in
ciliary ultrastructure and ciliary function have important clinical repercussions. Due to the
great variability of phenotypes and genotypes and because there is no gold standard test, there
is still great difficulty in confirming the diagnosis of this disease. Aim: Article 1: The aim of
this study was to compare changes in electron microscopy with clinical variables and
saccharin test in individuals with a clinical PCD diagnosis. Article 2: The aim of this study
was to describe the clinical findings and alterations in the diagnostic tools (TEM, genetics,
and clinical questionnaires) in individuals with clinical suspicion of PCD from a Brazilian
Tertiary Hospital. Method: Article 1:Observational prospective study was carried out in the
otorhinolaryngology outpatient clinic from August 2012 to April 2021. Patients in the control
group and PCD group were evaluated. These patients were submitted to the PICADAR
(Primary CiliAry DyskinesiA Rule) and American Thoracic Society clinical screening
questionaries, nasal endoscopy, saccharin transit time test, and nasal biopsy for analysis in
electron microscopy. Article 2: An observational and prospective study was carried out with
individuals during the follow-up at the Hospital de Clinicas of the University of Campinas
(HC-Unicamp) due to clinical suspicion of PCD. Patients were evaluated between 2011 and
2021, and were submitted to clinical questionnaires, TEM, and genetic variants analyses.
Those patients were classified according to the degree of suspicion for PCD. Results: Article
1: 34 patients with clinical PCD diagnosis and 36 controls were evaluated. The most
prevalent clinical changes were recurrent pneumonia, bronchiectasis, and chronic
rhinosinusitis. The electron microscopy analysis confirmed the clinical PCD diagnosis in
16/34 (47.1%) patients. There was an association between saccharin test greater than 30
minutes and clinical PCD diagnosis. Article 2: Thirty-seven patients were included in the
study, of those, twenty patients had CRS (54,1%), 28 had bronchiectasis (75,6%) and 29 had
recurrent pneumonia (78,4%). A total of 20 (54%) individuals had either TEM or genetic
confirmation of PCD. The mean age at diagnosis was 15 years old and the mean time
between suspicion and diagnosis was 5 years. A total of 17 individuals underwent genetic

variants testing, of which 10 had positive pathogenic variants for PCD. Conclusion: Article



1: Electron microscopy helped to confirm the PCD diagnosis. The saccharin test proved to be
capable of assisting in the screening of a patient's with PCD, due to its association with clinic
alterations. Article 2: This study described clinical, TEM and genetic findings in a population
of a tertiary hospital and demonstrates the importance of the clinical suspicion for PCD in
patients with abnormal upper and lower respiratory infections, or unusual evolution of
clinical symptoms, even in individuals without situs alterations. Genetic testing proved to be
a straightforward method that can improve diagnosis and treatment and help future patient's

decisions.

Keywords: Ciliary Motility Disorders, Microscopy, Electron, Transmission, Nasal

mucosa, Clinical Diagnosis, Saccharin
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1. INTRODUCAO

1.1- DEFINICAO

A mucosa do trato nasossinusal, orelha média e vias aéreas inferiores sdo recobertas
por epitélio pseudoestratificado ciliado (1). Os cilios porém ndo estdo presentes apenas no
epitélio respiratorio, sdo organelas dispostas em varias células de diferentes tecidos, que
podem ter funcdo motora ou sensitiva (2). Nos cilios motores e flagelos, essas organelas, que
se apresentam em forma de extens@es celulares, irdo gerar um movimento regular em forma
de onda, que sera responsavel pela movimentacdo dos espermatozoides, do muco do trato

respiratorio e dos 6vulos na trompa uterina (3).

Cada célula do epitéelio respiratério tem aproximadamente 300 cilios, cada um
envolvido por citoplasma em uma estrutura denominada axonema (3). O axonema é composto
por 9 pares de microtubulos periféricos (MT), e dois microtubulos centrais (os cilios motores
embrionarios- cilios nodais nao apresentam 0s microtdbulos centrais)(4). Cada MT é
composto de 13 e 11 protofilamentos; protofilamentos sdo compostos de o e B heterodimeros
de tubulina (4). Os MTs sdo conectados entre si através dos complexos regulatorios nexina-
dineina. De um dos microtubulos de cada par, se estendem os bracos internos de dineina
(BID), mais préximos do centro, e os bracos externos de dineina (BED), mais proximo da
membrana citoplasmatica (3,4) . Os microttbulos do complexo central (CC) estdo ligados aos
microtubulos periféricos pelas espiculas radiais (ER), todos esses componentes sao
distribuidos com a periodicidade de 96 nm ao longo do axonema, exceto pelo BED, que sdo
repetidos a cada 24 nm(4). Ao longo do axonema, pode-se distinguir duas formas de BED a
mais proximal (que apresenta duas cadeias de dineinas pesadas : DNAH5 e DNAH9) e distal
(que apresenta apenas DNAH9) (5). As figuras 1 e 2 apresentam a ultraestrutura ciliar
normal, em corte transversal em desenho esquematico e na microscopia eletrbnica de
transmissdao. A figura 3 representa o cilio em corte transversal e as diferengas na

ultraestrutura entre a base e ponta.
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) Braco externo de dineina

{, Bracointerno de dineina
TN . .
\\Duj Par de m'lc,rc.Jtubqus
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H

Figura 1. Desenho esquematico da ultraestrutura ciliar das células ciliadas do epitélio

respiratorio.*Figura: banco de imagens pessoal da autora.

Figura 2- Microscopia eletronica de transmissdo mostrando cortes transversais de axonemas

ciliares sem alteragdes ultraestruturais. *Foto: banco de fotos pessoal da autora.
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JBraco externo de dineina

, Brago interno de dineina
JPar de microtubulos
£ periféricos
= Espiculas Radiais

Complexo regulatério
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Complexo central

Y Conector emY

Figura 3. Ceélula ciliada em corte longitudinal. Cortes A, B e C correspondem as
diferentes apresentacdes ultraestruturais do ao longo do axonema: Ponta (A), meio (B) e

base. *Figura e fotos: do banco de imagens pessoal da autora.

O batimento ciliar ocorre através do deslizamento dos bragos de dineina sobre os
microtubulos em intervalos regulares. Esse processo ocorre através da hidrolise de ATP. Para
que haja o movimento em forma de chicote do cilio, os bracos de dineina de uma metade do
axonema devem estar ativos, enquanto a outra metade estd inativa (3). Outras estruturas
também contribuem para movimentagdo celular. Por exemplo, 0 complexo nexina-dineina
(CR-ND) é regulador da atividade dineina, e além disso o complexo central e as espiculas

radiais também sdo importantes nessa movimentacdo (6).

Nas vias aéreas superiores e inferiores, esses cilios sdo responsaveis pelo transporte
mucociliar, que desempenha funcdo importante de defesa inata do organismo (2,7). A eficéacia
do clearence mucociliar é relacionada com a caracteristica do muco, com a estrutura do cilio,

e com a fungdo : sincronicidade e frequéncia do batimento ciliar(1,8).

A discinesia ciliar primaria (DCP) é uma doenca autossémica recessiva na qual
alteracOes da motilidade ciliar vdo cursar com acimulo de muco e mudanca na microbiota das
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vias aéreas, infeccOes, e alteragcBes estruturais com consequente alteracdo funcional com
repercussdes clinicas importantes (9,10). Nessa doenca, as variantes genéticas patogénicas
irdo determinar alteracfes nas proteinas presentes da ultraestrutura ciliar das células ciliadas,
comprometendo portanto o batimento ciliar e suas func@es: clearence mucociliar, fertilidade e
embriogenia(11). Atualmente aproximadamente 45 genes relacionados a DCP ja foram
identificados, porém muitos casos ainda ndo apresentam variantes genéticas conhecidas (12).
Essa variedade gendmica esta relacionada com uma multiplicidade fendptica significativa, o

que leva a DCP a apresentar quadros clinicos e evolutivos bastante heterogéneos (11).

H& uma grande variacdo na literatura em relacdo a prevaléncia da DCP. Em paises
Europeus a prevaléncia estimada é de 1 para 10000-20000 nascidos vivos (13), porém sua
prevaléncia em criancas com infeccdes respiratdrias cronicas pode chegar até 5%(14).
Populagcdes que apresentam culturalmente maiores taxas de casamentos consanguineos
tendem a ter uma maior prevaléncia da doenca, visto que se trata de heranca autossomica
recessiva. PopulacGes como asiaticos morando na Inglaterra apresentam prevaléncia de até 1:
2265 (15). Porém em muitas partes do mundo ainda faltam dados de prevaléncia e ha locais
em que esses numeros sao subestimados (13,16). No Brasil ndo existem estudos quanto a
prevaléncia da DCP.

1.2- HISTORICO

A histéria cientifica da DCP inicia 1904, quando o Dr. A. K. Siewert relatou a
coexisténcia de bronquiectasia e situs inversus, porém apenas apés trés décadas essa doenca

entraria em evidéncia (17).

O professor Doutor Mane Kartagener, sob a supervisdo do Doutor Wilhelm Loffler,
estudava pacientes com bronquiectasias (18). Na época havia uma controvérsia grande a
respeito das bronquiectasias serem congénitas ou resultado de uma inflamacdo adquirida
(18). Em 1933, Kartagener publicou a primeira descricdo da sindrome que receberia seu
nome, descrevendo quatro casos de pacientes com bronquiectasias, situs inversus totalis e
rinossinusite cronica (19). Durante sua carreira cientifica ele identificou 334 casos da
sindrome, e 15 familias acometidas, e apesar de ter reconhecido o carater autossdmico

recessivo da doenca, nunca identificou a relacdo com infertilidade (18,20).
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Em 1976, Dr. Bjorn A. Afzelius, ao investigar pacientes com imobilidade de
espermatozoides, notou, através de microscopia eletronica de transmissdo (MET), alteracdes
na ultraestrutura ciliar dos axonemas. Esses pacientes também apresentavam a sindrome
descrita por Kartagener, com alteracdo de lateralidade, bronquiectasias e rinossinusite cronica
(21). Afzelius entdo, foi o primeiro a relacionar as alterages da ultraestrutura ciliar, com a

diminuicdo ou incoordenacdo do batimento ciliar, levando a alteragdes clinicas (18).

Ainda na década de 1970, Dra. Jenifer Sturgess, familiarizada com os achados de
alteragBes ultraestruturais do dr Afzelius, apds ler sobre alteracbes de flagelos em
chlamydomonas (alga unicelular ), notou e descreveu detalhadamente alteracGes das espiculas

radiais em pacientes com sindromes associadas a imobilidade ciliar (18).

A partir da década de 1990, a incorporacdo de ferramentas como a
imunofluorescencia, a video-microscopia de alta velocidade (VMAV), e a tomografia de
coeréncia micro-optica permitiram a elucidacdo sobre a proteinas da ultraestrutura ciliar e
suas funcbes no batimento ciliar (22-24). Nas Ultimas duas décadas, a identificacdo das
variantes genéticas e mutacdes relacionadas a DCP, especialmente ap6s o sequenciamento do
exoma e genoma completo, proporcionaram uma mudanga de paradigma no entendimento
molecular das alteracbes provocadas nessa doenca, transformando-a em um verdadeiro

modelo para entendimento da funcdo e fisiologia ciliar (4,11).
1.3- CARACTERISTICAS CLINICAS

O quadro clinico dos pacientes com DCP é bastante variado e pode ser diferente
conforme o geno6tipo, além disso apresenta caracteristica evolutiva, fazendo com que o quadro
clinico seja diferente em diversas faixas etarias (25). A Figura 4 resume 0s principais achados

clinicos da DCP por idade.
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©®Alteracdes ultrassonogréaficas:
©Defeitos de lateralidade*, alterac6es cardiacas congénitas®, hidrocefalia*.
Pré Natal | « Histéria familiar positiva

®Defeitos de lateralidade

®Desconforto respiratério neonatal (pacientes a termo, sem fatores de risco, com
necessidade de oxigenioterapia prolongada, atelectasia)

Neo-Natal oo oo persistente

®Tosse cronica produtiva persistente

©®Bronquiectasia**

©Rinite cronica

©®Otite média com efuséo / Otite média aguda recorrente
Criangas | ®Perda auditiva condutiva

©®Pneumonias de repeticao

» Asma de dificil controle***

Aduttos e | ®Bronquiectasia
Adolescen @Rinossinusite cronica (com ou sem polipose)
tes ©®Perda auditiva condutiva
@ Infertilidade masculina e feminina

Figura 4. Caracteristicas clinicas associadas a DCP por faixa etaria. Baseado em (10,26,27)

*Na maioria dos casos essas alteracdes ndo estdo relacionadas a Discinesia ciliar primaria.
**Bronquiectasia pode iniciar no periodo pré-escolar em alguns casos, e esta presente em
praticamente em todos os adultos ***Diagnostico diferencial de asma de dificil controle:
sibilancia sem melhora com terapéutica profilatica associado a episodios infecciosos

recorrentes

Via aérea Superior

As vias aereas superiores dependem muito do clearence mucociliar para manter sua
fisiologia (28). Assim, pacientes com DCP apresentam comumente rinite perene e
persistente de inicio precoce, rinorreia e obstrugcdo nasal, com prevaléncia desses sintomas em
75-77% dos casos (29,30). Ainda na faixa etaria pediatrica, 0s pacientes podem iniciar
quadros de rinossinusite aguda de repeticdo e cronica, e além disso alguns pacientes também
apresentam polipose nasossinusal (figura 5) e hiposmia (30). Esses pacientes irdo apresentar

consequentemente , colonizagdo nasossinusal por bactérias como Haemophilus influenzae,



21

Streptococcus  pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella catarrhalis e
Staphylococcus aureus(31). Além disso, pacientes com DCP tem um menor volume dos seios

maxilares, esfenoidais e frontais, devido a uma diminuicdo da pneumatizagéo (32).

Figura 5. Tomografia de seios da face em cortes axial e coronal de paciente com

Discinesia ciliar primaria e rinossinusite crénica com polipose.
Orelha Média

O ouvido médio apresenta variacdo na distribuicdo de epitélio ciliado e a secrecdo
produzida na caixa média é eliminada para nasofaringe através das tubas auditivas (33).
Devido ao agravamento da disfuncéo tubéria, j& muito comum em pré escolares, criancas com
DCP apresentam comumente, otite média aguda recorrente e otite média serosa crénica, sendo
comum a necessidade frequente de uso de antibiéticos (26,30). Esses quadros podem levar a
otite média crénica com sequelas como perfuracdo timpanica, timpanoesclerose, erosdo de
cadeia ossicular e hipoacusia condutiva (14,29,33). Esses pacientes comumente apresentam

otorréia profusa e cronica apos cirurgia de timpanotomia (25).
Sistema Reprodutor

A imobilidade ciliar pode afetar a fertilidade desses pacientes. Nos pacientes do sexo
masculino a estrutura do flagelo espermatico apresenta ultraestrutura semelhante ao axonema
dos cilios do epitélio respiratério, levando a quadros de imobilidade, hipomobilidade dos
esperma e azoospermia (34). Porém nem todo paciente com imobilidade ciliar apresenta
alteracbes espermaticas, ja que genes compensatérios particulares dos testiculos e
espermatozoides podem prevenir o efeito de variagcGes na espermatogénese (34). Além disso
pacientes do sexo feminino também podem apresentar disfuncdo da motilidade ciliar das
tubas uterinas, levando a maior incidéncia de infertilidade e gestagdes ectdpicas (35,36).
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Embriogénese

Aproximadamente metade dos pacientes com DCP apresentam alteracbes de
lateralidade como situs inversus, situs inversus totalis, situs ambiguos e dextrocardia (29).
Isso ocorre devido a alteragdes nos cilios nodais, expressos transitoriamente no né ventral da
gastrula durante o desenvolvimento embrionario (36). Esses cilios tém estrutura semelhante
aos do epitelio respiratorio, porém ndo apresentam o complexo central. Neles os BED e BID
sdo responsaveis por uma rotacdo no sentido horario, gerando fluxo para a esquerda de fluido
extracelular através da superficie nodal(36,37). Este fluxo é detectado pelos cilios sensoriais
perinodais, 0 que ativa uma cascata de sinalizacdo responsavel pela diferenciacdo lateral entre
esquerda-direita (36,37). Na auséncia desse fluxo, a lateralidade torna-se aleatoria, levando
aos defeitos descritos acima (36,37). Da mesma forma, essa disfuncdo embrionaria pode

gerar alteragdes cardiacas congénitas (37,38).
Via aérea Inferior

Cerca de 50% dos pacientes com DCP apresentam insuficiéncia respiratéria neonatal,
enquanto para todos os recém nascidos a termo esse nimero representa 5%.(39). Porém
enguanto a taquipneia transitoria é a causa mais comum na populacdo geral e tem resolucéo
em no maximo 5 dias, nos paciente com DCP a necessidade de oxigénio ou suporte
ventilatorio pode-se prolongar por semanas(26).

Em uma meta-analise de 2016, Goutaki et al demonstrou que a tosse é um sintoma
frequente nesses pacientes, com uma prevaléncia de 88% (14-100%)e pode ter inicio j& nos
primeiros meses de vida (14,29).Nos pré-escolares essa tosse geralmente esta relacionada a
episddios infeccBes brénquicas recorrentes acompanhadas ou ndo de pneumonias de repeticdo
( esta ultima geralmente em areas pulmonares diferentes) (40). A retencdo de secre¢fes nas
vias aéreas prejudica a defesa inata e adaptativa do organismo, e tornam o tecido pulmonar
mais vulneravel a infeccdo cronica. A persisténcia de patdogenos como Pseudomonas
Aeruginosa, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis incita uma resposta inflamatéria
gue resulta em lesdo e remodelamento das vias aéreas inferiores, resultando na
bronquiectasia, levando a um ciclo vicioso que perpetua a inflamag&o pulmonar (25,41-43).
Apesar da bronquiectasia estar comumente associada a criancas escolares e adolescentes, ha
relatos de bronquiectasia ja em pré escolares com DCP (26). A figura 6 mostra tomografia de

torax de paciente com bronquiectasias.
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Portanto, a deficiéncia do clearence mucociliar ao gerar esses episodios inflamatérios
e infecciosos, tem como consequéncia a ocorréncia de doenca de pequenas e médias vias
aéreas, 0 que caracteriza a doencga pulmonar obstrutiva cronica (10,29,44). Previamente tida
como uma doenca pulmonar de baixa gravidade, sabe-se que parte dos fendtipos estdo
associados a deterioracdo grave da funcdo pulmonar, e o diagndstico precoce nesses casos
pode contribuir com um melhor prognostico(45,46). Em uma populacdo de 49 pacientes
adultos com DCP da cidade de Sdo Paulo, mais da metade dos pacientes apresentaram

comprometimento funcional pulmonar grave (47).

Figura 6. Tomografia de torax em cortes axial e coronal de paciente adulto com

Discinesia ciliar primaria. Nota-se &reas de bronquiectasias e situs inversus.

1.4- DIAGNOSTICO

O diagnostico da discinesia ciliar ainda é um grande desafio devido a auséncia de um
teste diagnostico referéncia ou padrdo ouro, além da dificuldade de existirem diferentes
critérios e algoritmos diagndsticos (48,49). A European Respiratory Society (ERS ) e a
American Thoracic Society (ATS), diferem bastante em relagdo aos critérios diagndsticos,
sendo que ATS se baseia na avaliacdo genética, no nNO e na MET, enquanto a ERS valoriza
a videomicroscopia de alta velocidade (VMAYV) (49-52) . A figura 7 resume os algoritimos
diagnosticos da ERS e ATS.
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Figura 7. Resumo dos algoritmos diagndésticos para Discinesia Ciliar primaria (DCP) da
European respiratory Society (ERS) (a) e American Thoracic Society ( ATS)(b) - Adaptado
de Shoemark, A 2019 et al(49). MET: Microscopia eletronica de transmissdo, NO : Oxido

Nitrico nasal , VMAV: videomicroscopia de alta velocidade.

Por ser uma doenca rara, e com constante evolucdo em termos de diagnosticos, alguns
fendtipos da DCP ainda ndo estdo completamente estabelecidos, assim a confirmagdo do

diagndstico de DCP sempre exigira mais testes e associacdo com a clinica (53).
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Triagem e selecdo dos Pacientes

Atualmente os principais métodos de triagem para discinesia ciliar sdo o questionarios
clinicos, sendo o PICADAR ( Primary CiliARy DyskinesiA Rule) e o questionario de
triagem clinica da ATS (ATS-CSQ)(14,54,55). O PICADAR inclui 8 perguntas, com
pontuacgéo de zero a 14, sendo que scores acima ou igual a 5 tem uma chance maior que 11%
de diagndstico positivo para DCP.Scores acima ou igual a 10 tem mais que 90% de chance de
diagndstico positivo para DCP (14). O ATS-CSQ consiste em 4 perguntas, cada resposta sim
recebe uma pontuacdo de um ponto, e pacientes com dois pontos ou mais sdo selecionados

para investigacdo de DCP(54).

Anteriormente utilizado, o teste do tempo de transito da sacarina foi desconsiderado
nas novas diretrizes diagnosticas devido a dificuldade técnica de execucdo, principalmente em
criancas (49). O teste da sacarina permite uma avaliagdo aproximada da fungdo mucociliar
(56).Neste teste é colocado uma particula de sacarina na cabeca do corneto inferior do
paciente e aguarda-se até que o individuo relate sentir o gosto doce. O tempo maior que 30
minutos é considerado alterado(57). E um teste de triagem amplamente disponivel fora de
centros especializados, simples, barato e de féacil execucdo, além de ser uma ferramenta Util
para o clinico geral (8,57,58). No entanto € um teste subjetivo que pode ser normal em
pacientes com batimento ciliar hipercinético (9).

Oxido Nitrico nasal (nNO)

O nNO, no Brasil, ainda é utilizado somente em centros de pesquisa. Varios estudos
mostraram que os niveis de oxido nitrico exalado, e particularmente NO nasal, sdo muito
baixos na DCP (59). Assim, niveis nasais de nNO alto ou normal podem ajudar a excluir a
DCP, principalmente nos pacientes em que a historia clinica ndo é cléssica. Niveis baixos de
nNO, contudo, podem estar presentes em outras doencas obstrutivas nasais e em algumas

imunodeficiéncias (60,61).

Microscopia Eletronica de Transmissdo - MET

A MET consiste na analise de amostras de epitélio ciliado, obtido por escovado da

mucosa nasal ou pulmonar ou bidpsias. Nessa andlise sdo avaliadas alteragdes na
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ultraestrutura ciliar (2). Pacientes com ultraestrutura normal podem ter alteragdes na fungéo
ciliar, assim mesmo nédo apresentando defeitos 6bvios na MET ndo podem ter o diagndstico
descartado (3,17). Apesar da MET ser utilizada desde a década de 70 para o diagnostico da
sindrome, em 2020 pela primeira vez foi publicado um consenso estabelecendo os critérios
microscopicos compativeis com DCP(62). Os defeitos considerados “definidores” de
discinesia ciliar, ou seja, classe 1 sdo : Auséncia do BED com ou sem Auséncia do BID e
desorganizacdo dos microtubulos (DM) associada a auséncia do BID (62). Alteracdes da
MET consideradas classe Il séo : defeitos do CC, deslocamentos dos corpusculos basais com
poucos ou nenhum cilio (oligocilia), DM com presenca de BID, e auséncia de BED em 25-
50% dos cortes transversais. Essas alteragcdes confirmam o diagndstico de DCP na presencga

de mais evidéncias geradas por outra ferramenta diagndstica (62).

A MET é uma ferramenta muito importante principalmente em pacientes com situs
inversus e/ou sindromes sino-pulmonares. Contudo em pacientes com alteraces isoladas,
pulmonares ou nasossinusais, deve-se ter cautela ao interpretar os resultados da MET devido

as alteracdes ciliares secundarias (63).
Avaliagdo das variantes genéticas

A avaliacdo genética como teste diagndstico para DCP é uma modalidade promissora
para maior acuracia na avaliacdo desses pacientes (11,64). Testes genéticos para uma doenca
mendeliana tem especificidade alta, no entanto, pode-se esperar que a sensibilidade ainda seja
baixa visto que 30% dos casos ndo apresentam variantes genéticas conhecidas (50). Em uma
revisao da literatura sobre DCP, Zariwala e colaboradores, demonstraram que mais de 50%
dos pacientes com DCP possuem duas mutac¢des patogénicas em um gene conhecido causador
de DCP (65) . Contudo, a sensibilidade dos testes genéticos deve aumentar com a
incorporagdo de painéis de diagndstico que identificaram genes de DCP (64). Ainda, a
correlacdo das alteracBes geneticas com variagbes da ultraestrutura ciliar facilitam o
entendimento da fisiopatogenia da doenca e correlagbes clinicas importantes (36,66). A
tabela 1 mostra variantes genéticas conhecidas e as alteracbes ultraestruturais

correspondentes.
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Tabela 1. Variantes genéticas associadas a Discinesia ciliar primaria (DCP) descritas na

literatura e alteracdes correspondentes da ultraestrutura ciliar a microscopia eletronica*

Alteracéo da Ultraestrutura ciliar

Defeito do braco externo de dineina

Ancoragem do braco externo de dineina

Complexo regulatério Nexina-Dineina

Régua axonemal de 96 nm:

Espicula Radial

Complexo central

Fator de pré-formacao

Outros:

Espectro da DCP

*baseado em Lucas JS, 2019 (11).

Gene
DNAH11, DNAI1, DNAI2, DNALI1,
NMES, DNAH9

CCDC114, ARMC4, CCDC151, TTC25,
MNS1, CCDC103

CCDC164, CCDC65, GASS8
CCDC39, CCDC40

RSPH1,
DNAJB13
HYDIN, STK36

DNAAF1, DNAAF2, DNAAFS3,
CCNO, MCIDAS, OFD1, RPGR
CFAPS53, ENKUR, GAS2L2, LRRC56

RSPH4A, RSPH9, RSPH3,

Video-microscopia de alta velocidade (VMAYV)

Na VMAYV podemos analisar diretamente a atividade ciliar imediatamente apds a bidpsia e

novamente apds um periodo de cultura para diferenciar DCP priméria e secundaria (51,67).

Nesse teste uma camera acoplada a um microscopio grava o batimento ciliar em altas

velocidade, podendo ser analisado por diferentes examinadores e até por softwares em relagédo

a alteracdes de frequéncia e padrdo de batimento ciliar(51,68). Ainda ha necessidade de

estabelecer protocolos especificos para a realizacdo e avaliagdo desse método (68).

Outras ferramentas
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Além das ferramentas descritas, outras estdo sendo utilizadas em centros de pesquisa para
corroborar no diagnéstico da DCP. S&o essas ferramentas, a tomografia de coeréncia micro-
optica que € uma modalidade de imagem de refletancia de alta velocidade e alta resolucéo,
para a obtencdo de imagens transversais do epitélio das vias aéreas com uma resolucao
inferior a 1 pum. A imunofluorescencia (IF), que investiga a localizagdo de proteinas ciliares
que podem estar ausentes na DCP, e é um exame Util e promissor na avaliacdo de diferentes
fenotipos da DCP (22,26,69).Além de softwares para contagem de elementos ultraestruturais

e avaliacdo do batimento ciliar(6) .

Portanto apesar da DCP ser uma doenca amplamente estudada, a avaliacdo diagndstica
adequada ainda é um obstaculo para a melhoria do tratamento e seguimento desses
pacientes(13,53).

2. JUSTIFICATIVA

Justifica-se esse trabalho pela necessidade de avaliar alteracdes da ultraestrutura ciliar na
microscopia eletrdnica e variantes genéticas associadas a DCP na populacdo brasileira. Além

disso, avaliar ferramentas de triagem que possam auxiliar na selecdo de casos suspeitos.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar caracteristicas clinicas, métodos diagndsticos e de triagem na DCP.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

ARTIGO 1: Comparar alteragdes do tempo de transito do teste da sacarina com alteracGes da

microscopia eletronica em pacientes com diagndstico clinico de DCP

Comparar alteragcdes clinicas, tempo de transito do teste da sacarina e alteracbes da
microscopia eletronica de pacientes com diagnostico clinico de DCP com pacientes do grupo

controle ( sem doencas inflamatorias nasais, com rinossinusite cronica e com rinite alérgica ).



29

ARTIGO 2: Descrever as caracteristicas clinicas e resultados de diferentes ferramentas
diagnosticas utilizadas em pacientes com suspeita de DCP.

Descrever alteraces clinicas, alteracfes dos scores clinicos, alteracdes da MET e as variantes

genéticas de pacientes com suspeita para DCP.

4. CASUISTICA E METODOS

Os métodos utilizados neste trabalho estdo descritos no artigo 1 (encaminhado para
publicacdo na revista Jornal Brasileiro de Pneumologia) e no artigo 2 (aguarda ser

encaminhado para publicagdo no Orphanet Journal of Rare Diseases).

Ressaltamos que todos os procedimentos utilizados seguiram rigorosamente 0s
principios cientificos previamente publicados, normas técnicas e éticas previstas e necessarias

para a realiza¢do dos dois estudos.

5. RESULTADOS

Esta dissertacdo foi escrita de acordo com o modelo alternativo, conforme as novas
normas do curso de Pds-graduacdo em Salde da Crianca e do Adolescente da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM), da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp, desta forma, os
resultados foram apresentados através de artigos cientificos.
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5.1. ARTIGO 1
Artigo enviado para revista — Jornal Brasileiro de Pneumologia, aguarda parecer dos
revisores.
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ABSTRACT

Introduction: Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a genetic disease whose changes in ciliary
ultrastructure and ciliary function have important clinical repercussions. Due to the great
variability of phenotypes and genotypes and because there is no gold standard test, there is
still great difficulty in confirming the diagnosis of this disease. Also, diagnostic tests can be
expansive and unavailable in most centres. The saccharin transit time test is a simple tool that
can screen mucociliary clearance alterations. The aim of this study was to compare changes in
electron microscopy with clinical variables and saccharin test in individuals with a clinical
PCD diagnosis. Method: Observational prospective study was carried out in the
otorhinolaryngology outpatient clinic from August 2012 to April 2021. Patients in the control
group and PCD group were evaluated. These patients were submitted to the PICADAR
(Primary CiliAry DyskinesiA Rule) and American Thoracic Society clinical screening
questionaries, nasal endoscopy, saccharin transit time test, and nasal biopsy for analysis in
electron microscopy. Results: 34 patients with clinical PCD diagnosis and 32 controls were
evaluated. The most prevalent clinical changes were recurrent pneumonia, bronchiectasis, and
chronic rhinosinusitis. The electron microscopy analysis confirmed the clinical PCD diagnosis
in 16/34 (47.1%) patients. There was an association between saccharin test greater than 30
minutes and clinical PCD diagnosis. Conclusion: Electron microscopy helped to confirm the
PCD diagnosis. The saccharin test proved to be capable of assisting in the screening of a

patient's with PCD, due to its association with clinical alterations related to DCP.

Keywords: Ciliary Motility Disorders; Microscopy, Electron, Transmission; Nasal mucosa;

Clinical Diagnosis; Saccharin
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INTRODUCTION

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is an autosomal recessive disease in which ciliary
motility is compromised, with mucus accumulation and change in the microbiota of the
airways, infection, structural changes with consequent functional worsening and important

clinical repercussions (1,2).

The clinical changes secondary to ciliary motility dysfunction are defects of laterality
(situs inversus, situs inversus totalis, and dextrocardia), infertility, chronic rhinosinusitis
(CRS), chronic otitis media and recurrent infections of the upper and lower airways (1,2,3). In
addition, in the lung, changes in mucociliary clearance are related to respiratory failure in the

neonatal period, recurrent pneumonia, bronchiectasis and chronic cough (1,3,4).

There is no gold standard for the PCD diagnosis (1,2). It is a rare disease that affects
1:10,000 live births approximately (1). Also, it is constantly evolving condition in terms of
diagnoses, some PCD phenotypes are not yet fully established (1,2).

Currently, guidelines from the American Thoracic Society (ATS) and the European
Respiratory Society (ERS) suggest diagnostic confirmation through combinations of clinical
suspicion and diagnostic methods such as nasal nitric oxide (nNO), transmission electron
microscopy (TEM), high-speed video microscopy and genetics screening for pathogenic
variants in the PCD-related genes (1,6). Clinical scores such as PICADAR (Primary CiliAry
DyskinesiA Rule) and the ATS clinical screening questionnaires can help in the suspicion of
this disorder (1,6-7).

The TEM consists in the analysis of samples of ciliated epithelium. In this analysis,
alterations in the ciliary ultrastructure are evaluated, and about 70% of PCD patients will
present alterations within the TEM (8). Some PCD patients may not present obvious defects

under TEM, even with changes in ciliary function (2,8).
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Infectious and inflammatory processes can affect mucociliary transport, so false
positives can be found in these cases (9). On the other hand, patients with normal ciliary

ultrastructure may present functional defects of ciliary motility (8).

The saccharin test allows a rough evaluation of mucociliary function. It is a screening
test that is widely available outside specialized centers, it is simple, inexpensive, and easy to
implement, also, it can be a useful tool for the general practitioner (10,11,12). Nevertheless, it
is a subjective test that may be normal in patients with dyskinetically beating cilia and may be

difficult to perform in children younger than 12 years old (12).

The adequate diagnostic evaluation for PCD disease is still a challenge to the
management and follow-up of these patients (1,2,13,14). Since the last studies involving the
use of saccharin transit time tests there were many changes in the diagnosis criteria and
methods (1,2). Therefore, this study is justified as it could verify the saccharin test as a

screening prospect.

Thus, the aim of this study was to compare changes in TEM with clinical variables and

saccharin transit time test in individuals with a clinical PCD diagnosis.

METHODS

A cross-sectional, prospective observational study was conducted with patients from
the hospital of clinics of the University of Campinas (HC-Unicamp). All participants and
their guardians signed the terms of assent and informed consent, before the beginning of the
study. The study was approved by the ethics committee of the Unicamp (CAAE:
#31498020.8.0000.5404).

Patients with clinical PCD (cPCD) diagnosis from otorhinolaryngology,
pneumopediatrics and pulmonology from August 2012 to April 2021 were included in the
group clinically classified as cPCD. The clinical diagnosis was based on the characteristic
symptoms described by the ERS task force criteria: defects of laterality, family history of
PCD, persistent rhinorrhea, CRS, neonatal respiratory failure, productive cough,
bronchiectasis, chronic otitis (chronic otitis media, serous otitis media, hearing loss

conductive), and infertility (1).
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For the control group (CG), patients from the otorhinolaryngology outpatient clinic
diagnosed with allergic rhinitis (AR), CRS and patients without nasal inflammatory diseases
were included. Both groups had patients with CRS, but in the CG these conditions were not
associated with other characteristic PCD symptoms. The patients who presented acute upper

airway infections on the day of appointment were rescheduled.

Patients  diagnosed with  cystic  fibrosis, alpha-1-antitrypsin  deficiency,
immunodeficiencies and smokers were excluded from both groups. Also, patients with

insufficient material for TEM were excluded from the study.

All patients answered a clinical form containing demographic data, characteristic PCD
symptoms, personal history, and patients evaluated after 2016 answered the PICADAR and
ATS clinical screening questionnaires (6,7).

All patients underwent nasal endoscopy inspection, and the main findings were
documented. The examination allowed the choice of the nasal fossa to be biopsied and tested,
excluding obstructive factors.

The saccharin test was performed as described in the literature (10,11,15). A sodic
saccharin fragment measuring 1 mm in diameter was placed on the surface of the head of the
inferior nasal turbinate, 1 cm posterior to the nasal vestibule, to avoid the squamous
epithelium area. Participants remained seated, breathing normally, without sneezing or
blowing their noses. The time was measured in minutes between the placement of saccharin
and the beginning of the feeling of sweet taste. If the patient did not report feeling the taste
after 60 minutes, the test was interrupted. The test was considered altered when the result was
greater than 30 minutes (11).

For evaluation of TEM, material was collected through cytological brushing of the
inferior turbinate. The material was placed in a container with glutaraldehyde fixing solution
3% kept at 4°C for 3 hours. The biopsy was then processed, washed, and placed in a
phosphate buffer container. The samples were analyzed by two researchers (MDCT and EQO)
and according to the international consensus guideline for reporting transmission electron
microscopy (Better Experimental Approaches to Treat Primary Ciliary Dyskinesia- BEAT-
PCD TEM criteria )(16). Changes in the ultrastructure were based on the observation of at
least 100 cilia, being evaluated in cross sections (1). Abnormalities found in less than 10% of

the cilia were considered as within the normal range (17). Described alterations associated
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with PCD were analyzed, such as absence of the internal and external arm of dynein,
translocations and absences of central microtubules, compound cilia, ciliary disorientation,

and alterations of peripheral and central microtubules (18,19).

The BEAT PCD TEM criteria consists in: [class 1 alteration] hallmark defects such as
more than 50% of axonemes with outer dynein arm (ODA) defects with or without inner
dynein arm (IDA) defects, or microtubular disorganization (MD) with IDA defects; [class 2
alterations] cilia alterations that confirms PCD diagnosis in presence of other supporting
evidence which include: central complex (CC) defects, mislocalisation of basal bodies with
few or no cilia (Oligocilia), MD defect with IDA present or ODA defect with or without IDA
defect in 25-50% of cross-sections (16).

The descriptive analysis was performed using categorical data by absolute and relative
frequency. The numerical data are presented by median and minimum and maximum values,
and interquartile interval. The normality of numerical data was evaluated by the following
techniques: (i) analysis of descriptive measures for central tendency; and (ii) method by
statistical test (normality tests): Kolmorov-Smirnov and Shapiro-Wilk. The data collected
from the biopsies were compared between the groups, using the statistical analysis of
contingency (Chi-square), Fisher exact test and Wilcoxon-Mann-Whitney. The significance

level considered was 0.05.

RESULTS

A total of 81 individuals were evaluated, 45 of them from the cPCD group and 36
from the CG. Four patients in the CG and 8 patients in the cPCD group were excluded by
insufficient material for TEM. Three patients were excluded after genetic testing positive for
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) gene. After this exclusions
cPCD group was composed of 34 patients. Moreover, in the cPCD group, 4 patients were not
able to do the saccharin transit time test due to lack of understating of the test or reactive
sneezing during it. The CG was composed of 32 individuals being 10 patients with AR, 8
patients with CRS, 5 patients with both AR and CRS and 9 patients without nasal
inflammatory diseases. The CG was composed of 15 male patients, while in cPCD group 22

patients were male. The Figure 1 shows the inclusion of the participants in each step of the
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study. Curiously, in our data a statistical difference between the median ages for both groups
were described, being the CG older when compared with the cPCD group (Figure 2a).

The frequency of clinical alterations most found in participants in CG and cPCD group
are shown in Figure 3a. Also, in the CG none of the individuals meet either class 1 or 2
BEATPCD TEM criteria for diagnosis of PCD.

In the cPCD group, 27 (79.4%) individuals presented changes in the ciliary
ultrastructure and 7 (20.6%) no alterations on TEM. When classifying these alterations
according to the BEAT PCD TEM criteria (16), 16 patients of the cPCD (47.1%) group,
presented class | alterations, 5 patients (14.7%) presented class Il alterations and 13 patients
(38.2%) didn’t present alterations compatible with the PCD diagnosis. Figure 3b shows the
clinical alterations, clinical scores of PICADAR and ATS-CSQ, and saccharin transit time in
the groups with or without class | alterations.

Patients in cPCD group presented the following alterations in the ciliary
ultrastructure: absence of dynein’s inner arm, absence of dynein external arm, ciliary
disorientation, compound cilia, central microtubule translocation, extra numeral peripheral
microtubules, extra central microtubule, absence of cilia, absence of peripheral microtubules

and absence of central microtubule. Figure 4 shows some examples of TEM findings.

The median progression time of saccharin was 10 minutes for the CG and 11.5 for the
cPCD group, there was no statistical difference in relation to the median time of progression
in the two groups, as shown in Figure 2b. However, when analyzing altered saccharin tests
(transition time >30 min), there was a difference between CG and cPCD group (p-
value=0.004), as seen in Figure 3a. Considering the subgroups of the CG with AR, CRS and
patients without nasal inflammatory disease, there was no significant difference between the
median time of saccharin progression. Also, no association was found between altered

saccharin test and changes in TEM in general or according to the BEAT PCD TEM criteria.

As for the clinical score’s tools, no association was found between PICADAR >7 or
the ATS clinical score >2 and saccharin test greater than 30 minutes. Also, there were no
association between PICADAR >7 or the ATS clinical score >2 and TEM class I defects

(hallmarks ultrastructural defects ) as shown in figure 3b.

DISCUSSION
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The PCD diagnosis remains a major challenge in clinical practice due to the need for a
combination of tools, which often require sophisticated techniques available in a few centers
of a limited number of countries (13). The investigation of this disease becomes even more
difficult due to the low incidence and great variability of genotypes and phenotypes (7). In
Brazil, there are few studies evaluating the diagnosis and clinical characteristics of PCD
patients (20).

Due to this phenotypic unpredictability, a great heterogeneity may be observed among
the clinical characteristics of these patients. In this study, clinical variability in the cPCD
group was shown and the most frequent features were recurrent pneumonia, bronchiectasis,
and CRS.

A significant difference in age was also found between the groups, which was due to
the ethical option of not including children in the CG, except for those who would go for

anesthesia for a different reason.

Identifying children with suspicion of PCD at an early age can improve prognosis and
delay pulmonary remodeling that leads to decrease of pulmonary function (6,21). But
complex and expensive screening and diagnosis tests may delay the PCD diagnosis. Pediatric
European centers demonstrated a 5.3-year median age at diagnosis (21). However, Braun et al
demonstrated a median age of PCD diagnosis with 17 years in a retrospective 30-year analysis
of a single center (22), like the results of this study.

Three meta-analysis of studies with PCD patients showed differences between the
prevalence of clinical features like CRS, bronchiectasis, situs inversus, otitis media and
recurrent pneumonias. There was great heterogeneity in the prevalence of the clinical
characteristic (5,23,24,25).

Seventy seven percent of patients with clinical characteristics compatible with PCD
presented alterations in ciliary ultrastructure in TEM analysis. The result was consistent with
a meta-analysis, which found a detection rate of 83% (25). In the literature, approximately
30% of PCD cases present normal TEM (8).

The findings of our study concerning TEM were similar to the study by Demarco et al,
also in the Brazilian population, which presented 54% of alterations in dynein arms (internal,

external, or associated) and 14% of ciliary aplasia (9).



39

However, when analyzing the criteria published by the international consensus of
TEM ( BEAT PCD TEM criteria) in 2020, 61,8% of our patients were classified with either
class I or Class 1l TEM alterations (16).

Previously used, the saccharin test was disregarded in the new diagnostic guidelines of
2017 and 2018, due to its performing technical difficulty, especially in children (1,26). There
was a significant difference in relation to the saccharin test between the CG and cPCD group
in our data. Previous study demonstrated a sensitivity of this test in up to 95% to identify
normal ciliary ultrastructure (17). However, in our results there was no relationship between
the altered saccharin test and TEM. Patients with ciliary beat alterations may also present
false negatives, what may also be true in other diagnosis tests as TEM and genetics screening
(11,27).

Although the statement of the unreliable saccharin transit time tests, in children
younger than 12 years old (11), is present in several guidelines, many studies showed a
reliable result when testing patients from 3-11 years old for other conditions as adenoid

hypertrophy, and even health children (27-29).

In our study, there was no association between altered clinical scores, such as
PICADAR and ATS-CSQ, and alterations in the saccharin test or TEM. Clinical scores have
gained great relevance in the diagnostic algorithm, especially in ATS guidelines in which
patients with clinical screening questionary less than 2 should not continue with the
investigation (2). The positive predictive value of these scores in previous studies were

similar to the nNO, but these scores require multicentric and multidisciplinary validation (13).

The complete diagnosis algorithm can cost from €653 to €2,097 per patient, which can
be challenging in limited-resources and social heterogeneous countries, such as Brazil, not
only considering the costs but also the lack of reference centers with capacitated staff to
perform tests and analysis (26,30).

Thus, for the initiation of diagnostic investigation, physicians should pay attention to
patients with severe or atypical symptoms, and individually evaluate each clinical history (1).
In this context, the assessment of saccharin transit time may be an additional tool to
corroborate with subjective clinical decisions, particularly in primary and secondary care

centers.
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Our study has limitations because it examines a rare disease, reducing the number of
patients evaluated per year. In the 9 years of analysis of this study there were changes in the
diagnostic criteria, especially concerning TEM criteria, and scores such as PICADAR and the
ATS clinical questionary were incorporated, which before 2016 were not available for
example. Also, because of the lack of a reference test for PCD diagnosis, evaluating other
tools is challenging. The access to nNO, ciliary beat analysis trough video microscopy, and
genetic testing may complement the task to best evaluate diagnostic and screening tools. Due
to the genotype and phenotype complexity of PCD, this study shows that the Saccharin transit

time test and the TEM may be complementary to other more specific tools.

CONCLUSIONS

The saccharin test was useful to differentiate the CG and the cPCD. Nevertheless, it
cannot be used as a diagnostic test because of its lack of association with TEM alterations.
Therefore, we consider that the saccharin transit time test is a simple tool capable of assisting

in the screening of patients with clinical suspicion of PCD out of specialized centers.
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Figure 1. The inclusion of the participants in each step of the study. TEM, transmission

electron microscopy. The positive genetic testing for Cystic Fibrosis (CF) was done based on

the genetic screening for pathogenic variants in the Cystic Fibrosis Transmembrane

Regulator was a tool to avoid the inclusion of CF patients with similar clinical symptoms

with Primary Ciliary Patients and, mainly, with borderline value at the sweat test. A total of

34 patients were included as cPCD group, however,* in 4 cases it was not possible to perform
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saccharin

test.



46

B
p<0,001 D =0,48
1
100~ | |
80
—~ 60-
[7p)
S <
> 404 g
2 2
20 =
0_
-20 -20 T T
CG cPCD

Figure 2. Violin plot for age and for saccharin progression time (minutes) of individuals in

the control group (CG) and clinically classified as primary ciliary dyskinesia (cCPCD).
The statistical analysis was done using the Mann-Whitney test. Alpha of 0.05 was set in all

analysis.
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Figure 3. A)Clinical characteristics and alteration in saccharin progression time test

(>30 min) of individuals in the control group (CG) and clinically classified as primary
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ciliary dyskinesia (cPCD). B) Clinical characteristics, clinical scores of PICADAR and
ATS-CSQ (American thoracic society clinical screening questionary) , and alteration in
saccharin progression time test (>30 min) of individuals clinically classified as primary
ciliary dyskinesia (cPCD), divided by transmission electron microscopy (TEM) findings .
TEM class | represents patients with hallmark ultrastructural defects por PCD, and
TEM not class | represents either normal or other TEM alterations. The statistical

analysis was done using the Fisher’s exact test. Alpha of 0.05 was set in all analysis.
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Figure 4. Transmission electron microscopy (TEM) findings in participants classified as
clinical primary ciliary dyskinesia group (A-D) and control Group (E). (A) Absent inner and
outer dynein arm(TEM 40000X). (B) Compound cilia (TEM 6000X). (C) ciliary
disorientation (TEM 10000X). (D) Absent peripheric microtubule and central pair
translocation (TEM 40000X). (E) Normal ciliary ultrastructure (TEM 10000X).
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Abstract

Background: Primary ciliary dyskinesia (PCD) causes alterations in the cellular cilia motility
which lead to clinical manifestations in the upper and lower respiratory tract along with situs
abnormalities. The PCD diagnosis was improved after the inclusion of several diagnostic
tools, such as transmission electron microscopy (TEM) and genetic analysis, however, in
several centers, the PCD screening is a challenge yet. We described the alterations in the
diagnostic tools (clinical questionnaires, TEM, and genetics testing) in individuals with
clinical suspicion of PCD (cPCD) from a Brazilian Tertiary Hospital. Method: An
observational cross-sectional prospective study was carried out with individuals during the
follow-up at the Hospital de Clinicas of the University of Campinas (HC-Unicamp) due to
clinical suspicion of PCD. Patients were evaluated between 2011 and 2021, and were
submitted to clinical questionnaires, TEM, and genetic variants analyses. Those patients were
classified according to the degree of suspicion for PCD. Results: Thirty-seven cPCD
individuals included, 20/37 (54.1%) had chronic rhinosinusitis, 28/37 (75.6%) had
bronchiectasis, and 29/37 (78.4%) had recurrent pneumonia. A total of 20/37 (54.1%)
individuals had either TEM or genetic confirmation of PCD; being 10/17 (58.8%) had
positive pathogenic variants for PCD. Considering the degree of clinical suspicion, we had:
(N=13; high suspicion) 11 (84.6%) PCD, two (15.4%) highly likely PCD diagnosis; (N=16;
moderate suspicion) seven (43.8%) PCD, three (18.8%) highly likely PCD diagnosis, four
(25%) highly unlikely PCD diagnosis, two (12.5%) inconclusive PCD diagnosis; (N=8; low
suspicion) two (25%) PCD, 5 (62.5%) highly unlikely PCD diagnosis, and one (12.5%)
inconclusive PCD diagnosis. The mean age at diagnosis was 15 yo and the mean time
between suspicion and diagnosis was five years. Conclusion: This study described clinical,
TEM and genetic findings in a population of a tertiary hospital. Genetic testing proved to be a
straightforward method that can improve diagnosis and treatment, even in individuals without
situs alterations. However, the time between suspicion and diagnosis should be reduced to

improve the disease management.

Keywords: Ciliary Motility Disorders; Kartagener Syndrome; Microscopy, Electron,

Transmission; Genetic Testing, Sinusitis, Bronchiectasis
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1. Background

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a disease in which alterations in the cellular cilia
motility lead to clinical manifestation, such as situs inversus, bronchiectasis, upper respiratory
tract infections and infertility (1,2). Several genetic variants in PCD-related genes are
responsible for modifications on the ciliary ultrastructure and function, that will result in a
heterogenous clinical phenotype (3). In the lower respiratory tract, the malfunction of the
ciliary clearance can create an appropriate environment for acute recurrent infection,
remodeling of the airways and deteriorated the lung function (4). This motility disfunction
also increase the upper respiratory symptoms and the risk for chronic rhinosinusitis (CRS),
chronic rhinitis, and chronic and acute otitis (5). Also, laterality situs defects along with

infertility are commonly present (1).

Although it has been 45 years since Afzelius described the ultrastructure ciliary
alteration in individuals with bronchiectasis, sinusitis, and situs inversus, the clinicians still
face difficult in diagnosing PCD individuals (6,7). The American thoracic society (ATS) and
the European respiratory society (ERS) differ in their algorithm to diagnosis, and even other
adaptations of this algorithm have been reported (8,9). In addition, the lack of one gold
standard test, along with a PCD phenotype heterogeneity justifies the needs to apply a
different number of tools to establish a confirmatory diagnosis in those algorithms (7,8).

The difficult in diagnosing starts with the selection the individuals that should initiate
investigation, because clinical criteria can differ to many authors. For example, there is no
consensus on predictive clinical questionaries as PICADAR (Primary CiliAry DyskinesiA
Rule), ATS clinical screening questionnaire (ATS-CSQ), and Clinical index questionaries
(10-12). Commonly used tools as transmission electron microscopy (TEM), high speed video
microscopy, nasal nitric oxide can be implemented in the PDC diagnosis workflows, besides
that, these tools are complex, expensive and have a considerable rate of false negatives
(1,2,13). In addition, genetic screening of those individuals can though to be a solution as it is
less expensive than other tools and may become even cheaper in the future. Also, it is a

straightforward test that can be done without patients' collaboration, but it still has allowed
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sensitivity as we are not completely aware of all genetic variants involved with the PCD
disease (14,15).

In the International PCD cohort (iPCD) formed by majorly high-income countries,
30% of individuals had ambiguous or did not conclude a diagnostic algorithm (16).
Considering low-income countries and more remote regions those diagnostic tests are even
more unavailable and difficult to perform (17). The delay in suspicion and diagnosis of this
disease can corroborate with a poorer prognosis because early identifying and treat infectious
exacerbations can avoid lung structural damage in PCD individuals and late diagnosis are
associated with decrease lung function (18,19).

The aim of this study was to describe the alterations in the diagnostic tools (TEM,
genetics testing, and clinical questionnaires) in individuals with clinical suspicion of PCD
(cPCD) from a Brazilian Tertiary Hospital.

2. Material and Methods

An observational analytic cross-sectional prospective study was carried out with
individuals during the follow-up at the Hospital de Clinicas of the University of Campinas
(HC-Unicamp) due to cPCD. All the participants and their guardians signed the terms of
consent. The study was approved by the ethics committee of institution (CAAE:
#31498020.8.0000.5404 and #48630115.0.2001.5404).

Individuals of the otorhinolaryngology clinics followed from a period of 2012 to 2021,
with cPCD were invited to participate in the research. cPCD individuals were referred to by
other otorhinolaryngologists, pneumologists and pediatricians from the institution. The
inclusion criteria were based on clinical characteristics of PCD described on the ERS task
force: defects of laterality, positive family history of PCD, persistent rhinorrhea, chronic
rhinitis, neonatal respiratory failure, productive cough, bronchiectasis, chronic otitis (chronic
otitis media, serous otitis media, conductive hearing loss), CRS and infertility (20). Subjects
diagnosed with cystic fibrosis, alpha-1-antitrypsin deficiency, immunodeficiencies and other

clinical conditions that may mimic clinical alterations found on PCD were excluded.

All individuals responded to a clinical form containing demographic data,
characteristic symptoms of PCD, personal history, and the individuals evaluated after 2016
responded to the PICADAR and ATS clinical screening questionnaires (10,11).
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All individuals were the classified then with low, moderate, or high suspicion for PCD
according to the following criteria: (low suspicion) individuals with repetition pneumonia or
non-atopic severe asthma and upper respiratory tract infections; (moderate suspicion)
individuals with bronchiectasis and sinusitis or repetition pneumonia and positive familiarly
history of PCD; and (high suspicion) individuals with bronchiectasis and either situs
alterations or sperm defects.

For nasal evaluation, the individuals underwent nasal endoscopy. The main alterations
as mucosa edema, nasal polyps, septal deviation, inferior turbinate hypertrophy, nasal
secretion, and adenoid hypertrophy were documented. Individuals who had acute upper

airways infections on the day of collection were rescheduled after 30 days.

For evaluation of TEM, material (ciliated epithelial tissue) was collected through
cytological brushing of the inferior turbinate. The material was placed in a container with 3%
glutaraldehyde fixative solution maintained at the temperature of 4° C for 3 h. The biopsy was
then processed, washed, and placed in a container with a phosphate buffer. The samples were
analyzed by two researchers (MDCT and EO), according to the “Better Experimental
Approaches to Treat Primary Ciliary Dyskinesia” criteria (BEAT- PCD TEM criteria) from
ERS (21).

The BEAT-PCD-TEM criteria consists in: [class 1 alteration] hallmark defects such
as more than 50% of axonemes with outer dynein arm (ODA) defects with or without inner
dynein arm (IDA) defects, or microtubular disorganization (MD) with IDA defects; [class 2
alterations] cilia alterations that confirms PCD diagnosis in presence of other supporting
evidence which include: central complex (CC) defects, mislocalisation of basal bodies with
few or no cilia (Oligocilia), MD defect with IDA present or ODA defect with or without IDA

defect in 25-50% of cross-sections.

Ultrastructure changes were based on observation of at least 100 cilia, being evaluated
in cross sections (20). Abnormalities found in less than 10% of the cilia were considered
within the normal range (22). It was described all alterations found in the cilia ultrastructure
and organization such as the absence of the IDA and ODA, translocations and absences of
central microtubules, compound cilia, ciliary disorientation, and alterations in peripheral and

central microtubules (23,24).
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Analysis of genetic variants was done according to previously published data (19). In
brief, the venous blood was collected from individuals and transported to the Molecular
Genetics Laboratory of the Faculty of Medical Sciences/Unicamp. At the laboratory, the
material was processed for DNA extraction using the FlexiGene DNA Kit extraction kit
(Qiagen®, Valencia, CA, 91355, USA). After, the DNA extraction was quantified in Qubit 2.0
(Life Technologies®, S&o Paulo/SP, Brazil) and being in accordingly, the sample was sent for
a DNA panel gene (TruSeq® 202 amplicon custom panel) sequencing. The genetic sequencing
was performed on the MySeq platform (Illumina®, San Diego, CA 92122 USA) following
three steps: (i) creation of the DNA library; (ii) equipment sequencing to generate the DNA
sequencing; and (iii) construction of the final DNA sequence by software analysis. After the
initial description of the variants, it was assigned to association with the disease by
comparison with previously published data and the classification according to pathogenicity
was done using the definition from American College of Medical Genetics and Genomics
and the Association for Molecular Pathology.

In our data, the follow PCD-related genes were analyzed: Armadillo Repeat
Containing (ARMC4); Chromosome 21 Open Reading Frame 59 (C210RF59); Coiled-Coil
Domain Containing 103 (CCDC103); Coiled-Coil Domain Containing 114 (CCDC114);
Coiled-Coil Domain Containing 151 (CCDC151); Coiled-Coil Domain Containing
(CCDC39); Coiled-Coil Domain Containing 40 (CCDC40); Coiled-Coil Domain Containing
65 (CCDC65); Cyclin O (CCNO); Dynein, Axonemal, Assembly Factor 1 (DNAAF1);
Dynein, Axonemal, Assembly Factor 2 (DNAAF2); Dynein, Axonemal, Assembly Factor 3
(DNAAF3); Dynein Axonemal Heavy Chain 11 (DNAH11); Dynein Axonemal Heavy Chain
5 (DNAH5); Dynein, Axonemal, Intermediate Chain 1 (DNAI1); Dynein, Axonemal,
Intermediate Chain 2 (DNAI2); Dynein, Axonemal, Light Chain 1 (DNALL); Dynein
Regulatory Complex Subunit 1 (DRC1); Dyslexia Susceptibility 1 Candidate 1 (DYX1C1);
HEAT Repeat Containing 2 (HEATR2); Axonemal Central Pair Apparatus Protein (HYDIN);
Leucine Rich Repeat Containing 6 (LRRC6); NME/NM23 Family Member 8 (NMES8); Oral-
Facial-Digital Syndrome 1 (OFD1); Retinitis Pigmentosa Gtpase Regulator (RPGR); Radial
Spoke Head 1 Homolog (Chlamydomonas) (RSPH1); Radial Spoke Head 4 Homolog A
(Chlamydomonas) (RSPH4A); Radial Spoke Head Component 9 (RSPH9); Sperm Associated
Antigen 1 (SPAG1); Zinc Finger, MYND-Type Containing 10 (ZMYND10); and Coiled-Coil
Domain Containing 164 (CCDC164). In addition, it was performed genetic sequencing of the
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CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) gene to exclude cystic

fibrosis disease.

All individuals then had their clinical and diagnosis data described in an excel sheet
and classified as diagnosed, excluded diagnosis or dubious diagnosis. A retrospective review
of the charts allowed the researchers to double check for any clinical and diagnosis alterations
through the years. Also, the age at suspicion and the age at diagnosis were recorded. It was
evaluated which tools were used to diagnose these patients [clinical characteristics, TEM,
genetics testing, PICADAR, and ATS-CSQ)]. It was considered a PICADAR >6 points and an
ATS-CSQ >2 the score for suspicion of PCD as previously reported in the literature
(10,11,25).

The descriptive analysis was performed using categorical data by absolute and relative
frequency. Numeric data are presented by median and minimum and maximum values;
interquartile range and 95% confidence interval for the mean. The normality of the numerical
data was evaluated by the following techniques: (I) measurement analysis descriptive for
central tendency; (I1) method by statistical test (normality tests): Kolmorov-Smirnov and

Shapiro-Wilk, the level of significance considered was 0.05.

3. Results

A total of 45 individuals with clinical suspicion for PDC were initially included. Three
individuals were excluded due to later diagnosis of cystic fibrosis and Willian Campbell
Syndrome. Other three patients were excluded after loss of follow up before any diagnostic
tests were concluded. Three individuals had insufficient material for TEM analysis. Of the
remaining 37 individuals, six did not answer the PICADAR questionary and ATS-CSQ
because of implementation of this tool after 2016, and 14 individuals did not undergo genetics

testing. Seventeen individuals had the complete protocol done (Figure 1).

In our study cohort, 37 (67.6%) individuals were male; 20 (54.1%) had CRS, 28
(75.6%) had bronchiectasis and 29 (78.4%) had recurrent pneumonia. Table 1 summarizes the
clinical alterations and the classification of the individuals in degree of cPCD. In addition, the
means age at testing, suspicion, and diagnosis of these individuals in total and according to

the degree of cPCD are summarized in Table 2. The mean age at diagnosis was 15 yo and the
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mean time between suspicion and diagnosis was five years. The PICADAR score predicted
55% of the positive confirmed diagnosis, and ATS-CSQ was positive in 77.8% of the cases.

Table 3 summarizes the diagnostic tests, clinical scores, and age at suspicion and
diagnosis of PCD of everyone. A total of 20 (54.1%) individuals had either TEM or genetic
confirmation of PCD. When considering the degree of clinical suspicion, out of the 13
individuals in the high suspicion group, 11 (84.6%) had the PCD diagnosis, and two (15.4%)
had a highly likely PCD diagnosis. In the moderate suspicion group, with a total of the 16
individuals, seven (43.8%) individuals had PCD positive diagnosis, three (18.8%) had highly
likely PCD diagnosis, four (25%) had a highly unlikely PCD diagnosis and two (12.5%) had
inconclusive tests results; this group was therefore, the most heterogeneous one. In the
individuals of the low suspicion group, two (25%) individuals had PCD positive diagnosis,
five (62.5%) had highly unlikely PCD diagnosis, and one (12.5%) had inconclusive PCD
diagnosis. Figure 2 represents the timeline for PCD diagnosis from 2011 to 2021.

A total of 17 individuals underwent genetic variants testing, of which 10 had positive
pathogenic variants for PCD, two had the CFTR in heterozygosis and five had negative results
for the genes included in the DNA panel gene. Table 4 shows the individuals with positive
genetic variants for PCD, their pathogenic variants and proteins involved, the expected ciliary
ultrastructure alteration and if TEM findings confirmed that alteration. Figure 3 shows TEM
findings and its correspondent genetic variants according to the BEAT-PCD-TEM criteria
(21).

4. Discussion

Diagnosing PCD is a challenge often explained by the low sensitivity and specificity
of the tests used; concomitantly with the presence of phenotype and genotype variability (8).
However, in our data, the implementation of genetic testing in our practice improved the
number of individuals with a definitive diagnosis. As shown in Figure 3, the establishment of
genetic testing was a turning point in terms of confirming PCD in our study cohort. Also, it
could help on genetic counseling in the future. This tool offers an accurate diagnosis, with no
age restrictions, and with a potential of been more cost-effaces (15). In the other hand, at least
45 PCD-genes have so far been described but there is still a great number of individuals with

positive PCD diagnosis and an inconclusive genetic testing. Curiously, PCD can be caused by
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pathogenic variants in genes encoding proteins that are necessary for ciliary function but with
normal ultrastructure (14).

However, limited resources countries have additional difficulty because of the need of
expensive equipment and highly trained professionals (17), and many regions of the world
still suffer with a probable underestimated number of cases (26). It was established that in
European countries, both the number of diagnosed cases and the age at diagnosis were
correlated with the government’s health expenditure (27). In Brazil, the national health care
system still does not cover the use of any diagnostic tool in PCD and the only individuals with
definitive diagnosis are those enrolled in research projects.

Individuals with situs inversus are in general, diagnosed in an earlier age due to a
higher suspicion por ciliopathies (27,28). An international study showed that 37% of the PCD
individuals were referred to specialists for diagnosis after at least 40 visits (29). In our study
there were no differences in the median age of individuals with clinical low, moderate, or high
suspicion, also, we had a higher median age of diagnosis than reported in literature (27,29),
which is probably explained by the damming of cases in the last couple of decades. A late
diagnose of this condition can impact in a greater number of lower respiratory exacerbations
and Pseudomonas aeruginosa colonization, which may be associated with pulmonary
structure and function deterioration (18). Also, a previous study demonstrated that individuals
with an earlier diagnosis of PCD presented better health related quality of life, highlighting
the impact of prompt health interventions (30).

Deciding which individuals should undergo a detailed investigation is still a question
to be answered. Screening questionaries as PICADAR and the ATS-CSQ, along with the
clinical index were created to facilitate referral from primary doctors (10-12). Although all
have proven to have good sensibility comparing to other diagnostic tools, they are still in need
of validation, as they were created to a specific population (10-12). In our study, almost all
individuals with high suspicion for PCD had their diagnosis confirmed. However, in the low
and moderate group diagnosis was very heterogenous and, in these groups, PICADAR failed
to predict diagnosis in the majority of PCD+ individuals.

The PICADAR was validated in a pediatric population, and cough was the most
important predictive factor, the use of this tool in a mixed aged population, referred to the
otorhinolaryngology outpatient clinic may not be so useful one. The ATS-CSQ was a
simpler and more reliable tool in our study, but still not flawless. For this reason, individuals

with low and moderate suspicion should looked closely as they often demand more effort to
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ensure diagnosis, and mostly, physicians should be aware of patients with severe or atypical
symptoms, and individually assess each patient's medical history (20). Also, in adult
individuals, physicians are often more worried about the deteriorate lung function, then in
determine a specific diagnosis (29). Considering the lack of diagnostic clinical tools for this
population, along with the lower level of suspicion there is a great chance that adult
individuals are underdiagnosed.

The genetic testing can improve the number of individuals with PCD diagnosis.
Concerning the genetic analysis, the DNAH5 pathogenic variants are the most common gene
alterations in PDC individuals, and these variations results in ODA defects, being the ODA
the main mechanical force responsible for cilia movement, and the absence of this protein will
likely result in an immotile cilia (3,31). Two distinct ODA complexes can be found within
ciliated epithelium, although they have different distributions along the cilia axoneme, both
contain DNAH5 (32). The two individuals in our study with DNAH5 variants were
heterozygous (one had only one variant and other was a compound heterozygote), and none
had isolated ODA defects. Like one of our patients that had ODA+IDA defects, Faily et al
reported 27% of its cohort with ODA+IDA defects presented DNAH5 variants (33).
Interestingly, one of our individuals did not have ODA defect what can be explained by either
DNAHS5 not been the gene causing PCD or TEM may have missed ODA defects that may be
only present in the distal part of the axoneme (defect of only ODA Type 2) (32).

According to the literature, DNAH11 pathogenic gene variants, despite encoding a
protein of the outer arm of dynein, are associated with normal ciliary ultrastructure (34).
Cases of PCD with DNAH11 variants can be identified through abnormal hyperkinetic ciliary
beat pattern in high-speed video microscopy immunofluorescence and TEM (35). As with the
DNAH11, DNA12 also encodes a protein in the ODA, and individuals with this alteration may
present with modified immunofluorescence microscopy and high-speed video microscopy
with anomalous ciliary beat. Also, the CCDC151 encodes an anchoring protein of the external
dynein arm, and individuals with this genetic variant have laterality defects and severe cardiac
malformations (36). Curiously, both individuals in our study with pathogenic variants in the
CCDC151 had situs inversus, only one presented ODA defect, along with other ultrastructural
alterations, and the other had normal ciliary ultrastructure. ARMC4 pathogenic variants also
caused abnormal ODA docking, but in this case, it is more prominent in the distal ciliary

axoneme, and it is associated with left-right laterality defects, similarly in our study the
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individual that presented the pathogenic variant had dextrocardia along with bronchiectasis
and CRS (1,2).

The CCDC40 is related to the absence of the IDA with or without axoneme
disorganization (38). In our study, both individuals with CCDC40 pathogenic variants had
IDA defects along with axoneme disorganization, CRS, bronchiectasis, and recurrent
pneumonia, and one of then also presented dextrocardia. Also, in literature the CCDC40 was
linked with a worsening lung function (3). Importantly, most genetic variants were
compatible with the TEM findings in our study (2).

Our study demonstrated a diagnostic profile for a rare disease and its practical
evolution along the years, it also reveals a genetic and TEM profile in a south American
population that is still poorly studied. The main limitations included the loss of follow-up of
individuals during the implementations of new tools, and genetic testing was performed in
search of only 33 of the 45 known PCD-related gene. However, it brings light to cPCD and
urges an earlier diagnosis of the disease trough awareness of the primary physicians that first

attend those individuals.

5. Conclusions

The cPCD, even in individuals without situs alterations, followed by the diagnostic
tests, mainly PCD genetic testing, are able to confirm the PCD diagnosis. However, the time

between suspicion and diagnosis should be reduced to improve the disease management.
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Figure 1- Included patients' algorithm and division by the degree of clinical suspicion. PCD: Primary
ciliary dyskinesia, TEM: transmission electron microscopy



65

Table 1- Clinical characteristics and time to diagnosis in individuals with low, moderate, and high suspicion for primary ciliary dyskinesia (PCD).

Case PCD Time to diagnosis:  CRS NP CR  Asthma Bronchiectasis Laterality RP Chronic Fertility Consanguinity
diagnosis defect Otitis _ disorders
Low 1 PCD+ 4 - - + - + - - T _ _
clinical 2 PCD highly - - + + - - + + - _
suspicion unlikely
3 Inconclusive - - + - - - + - . )
4 PCD+ 0 - - + + - - + - } .
5 PCD highly - - - - + - + - - -
unlikely
6 PCD highly + + + + - - - - - -
unlikely
7 PCD highly - - + + + - + - - -
unlikely
8 PCD highly - - + + - - + - - -
unlikely
Moderate 9 PCD highly - - + + + - + + - _
clinical unlikely
suspicion 10  PCD highly + + - - + - + + - +
likely
11 PCD highly + - + + + - + + - -
likely
12 PCD highly - - + + + - + + - -
unlikely
13 PCD+ 3 + - - + - + + - -
14 PCD+ 1 + - + + + - + + . .
15 PCD+ 1 + - - + - + + . .
16 PCD highly + + - + + - - - - -
unlikely
17 PCD highly - - + + + - - - - -
likely
18 PCD+ 2 + + - - + - + - - -
19 PCD+ 6 - - - + - - + - - -
20 PCD highly - - + + + - + + - .
unlikely
21 PCD+ 19 + + - - + - + . . .
22 PCD+ 5 - - + - + - + - - -

23 Inconclusive - - - - - - + - - -
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24 Inconclusive + - + - + - + + }
High 25 PCD+ 14 + - - - + - - - i
clinical 26 PCD highly + + - - + + + - -
suspicion likely
27 PCD+ 7 + + - - + + ; + .
28 PCD+ 12 + - - - + + + B} )
29 PCD+ 19 + - - - + + ; B} )
30 PCD+ 24 - - + + + + + + +
31 PCD+ 1 + - - + + - - i .
32 PCD highly + - - - + + + + )
likely
33 PCD+ 5 + - - - - + + + .
34 PCD+ 11 - - + - - + + +
35 PCD+ 0 - - - + + + + +
36 PCD+ 2 + + - - + + + + -
37 PCD+ 22 + - - - + + + B} }

CRS: Chronic rhinosinusitis, NP: nasal polyps, RP: recurrent pneumonia, TEM: transmission electron microscopy, IDA: Inner dynein arm defect, ODA: outer dynein arm defect, CCD: central

complex defect, MD: microtubular disorganization. *Time between suspicion and diagnosis in individuals with confirmation of PCD by either TEM or genetics
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Table 2- Median age of individuals at Transmission electron microscopy testing, suspicion and confirmed diagnosis, separated by degree of clinical suspicion for primary ciliary dyskinesia

(PCD).
Clinical suspicion N Median age testing” Minimum Maximum P25 P75
Low suspicion 8 13 9 17 10.25 15.75
Moderate suspicion 16 15.5 2 50 825 2175
High suspicion 13 17 1 60 9 30.5
Total 37 15 1 60 9 21.5
N Median age suspicion” Min Max P25 P75
Low suspicion 8 11.5 7 15 8.25 145
Moderate suspicion 16 9 0 48 25 16
High suspicion 13 7 0 46 0.5 26
Total 37 9 0 48 2.5 15.5
N Median age diagnosis Min Max P25 P75
Low suspicion 2 155 14 17 14 -
Moderate suspicion 7 11 7 50 7 39
High suspicion 11 22 1 60 12 32
Total 20 15 1 60 10.25 315

“P-value=0.687; “P-value=0.687; ~"P-value=0.631. N: number of individuals with clinical suspicion for PCD, P25: percentil 25%, P75: percentil 75%. The statistical analysis was done using

the Kruskal Wallis test. An alpha error of 0.05 was used in all statistical analysis.
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Table 3- Individuals with clinical suspicion of primary ciliary dyskinesia (PCD), degree of clinical suspicion and results of diagnostic tests (TEM, clinical scores, and genetic testing).

Sex Age at suspicion TEM? Genetics PICADAR >7 ATS- PCD diagnosis Age at

ID CSQ >2 diagnosis

1 F 13 Class | - - - PCD+ 17

2 M 8 Normal N/D - + PCD highly unlikely
3 < 3 M 9 Class II N/D - - Inconclusive
£3 4 F 13 Class | N/D - + PCD+ 13
; 2’ 5 M 7 Normal N/D N/D N/D PCD highly unlikely
& 6 M 15 Normal N/D N/D N/D PCD highly unlikely

7 M 10 Normal N/D - - PCD highly unlikely

8 M 15 Normal N/D - - PCD highly unlikely

9 F 16 Normal N/D - + PCD highly unlikely

10 M 0 Class Il N/D + + PCD highly likely

11 F 9 Class Il N/D - + PCD highly likely

12 M 16 Normal - - + PCD highly unlikely

13 F 8 Class | + + + PCD+ 11
S 14 M 12 Class | N/D - - PCD+ 13
£ S 15 M 9 Class | + + + PCD+ 11
o5 16 M 44 Normal N/D N/D N/D PCD highly unlikely
s & 17 F 4 Class II N/D + + PCD highly likely
g 3 18 M 48 Class | - - + PCD+ 50
s 19 M 1 Normal + - - PCD+ 7

20 F 15 Normal N/D - + PCD highly unlikely

21 M 21 Normal + - + PCD+ 41

22 M 2 Class | - - - PCD+ 10

23 F 2 Normal N/D + + Inconclusive

24 F 3 Normal N/D - - Inconclusive

25 M 46 Class | N/D N/D N/D PCD+ 60

26 M 27 Class Il N/D N/D N/D PCD highly likely

27 M 25 Class | + + + PCD+ 32
© 28 M 0 Class | + + + PCD+ 12
25 29 F 15 Class | + + PCD+ 34
T2 30 M 1 Normal + + + PCD+ o5
=) g 31 M 28 Class | N/D N/D N/D PCD+ 28
T 32 M 0 Class Il + + PCD highly likely

33 F 8 Normal + + + PCD+ 13

34 M 6 Class | N/D - + PCD+ 17

35 F 1 Class | - + + PCD+ 2
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| 36 M 7 Class | + + + PCD+ 9
| 37 M 0 Class | + - + PCD+ 22

ID: identification, F: female, M: male, PICADAR: Primary CiliAry DyskinesiA Rule, TEM: transmission electron microscopy, N/D: not done, ATS-CSQ: American Thoracic society clinical
screening questionnaire. a, The BEAT-PCD-TEM criteria consists in: [class 1 alteration] hallmark defects such as more than 50% of axonemes with outer dynein arm (ODA) defects with or
without inner dynein arm (IDA) defects, or microtubular disorganization (MD) with IDA defects; [class 2 alterations] cilia alterations that confirms PCD diagnosis in presence of other
supporting evidence which include: central complex (CC) defects, mislocalisation of basal bodies with few or no cilia (Oligocilia), MD defect with IDA present or ODA defect with or without
IDA defect in 25-50% of cross-sections.
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Figure 2. Suspected x confirmed cases from 2011 to 2021.



Table 4- Individuals with genetic variants positive for primary ciliary dyskinesia (PCD), their clinical and transmission electron microscopy (TEM) findings X expected ultrastructural
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alterations.
Case Clinical findings  TEM findings Gene Protein c.DNA code Expected ultrastryctural Confirmation
alterations
13 RP, BCT, CRS, IDA+ODA/MD  DNAH11 (DNAH11) (DNAH11) ¢.4790G>T and (DNAH11) 96 nm axonemal ruler: IDA +
CO and p.Cys1597Phe and €.4790G>T; (CCDC40) c.248delC rs72657327 + MD/Normal
CCDC40 p.Cys1597Phe; and c.2614delC (Hom); ultrastructure/ODA defects
(CCDC40) (CCDC40)
p.Ala83ValfsTer84 Without id and
and p.Leu872Ter rs775128843
(Het)
15 RP, BCT, CRS, IDA+ODA DNAH5 p.Arg4577Ter €.13729C>T and ¢.11571-1G>A Het ODA defects +
CO
19 Asthma, RP, FH+ IDA DNAH11 p.Met10961le €.3288G>A rss75775297 Normal ultrastructure/ ODA +
(Het) defects
21 CRS, RP, BCT, IDA DNAH11 p.Met10961le €.3288G>A rs575775297 Normal ultrastructure/ ODA +
FH+ (Het) defects
27 BCT, CRS, CO, IDA+ODA CCDC15 p.His199ArgfsTer60  ¢.583 595dupGCGCAAAACAGA rs750658321 ODA docker +
Sl 1 Cc (Hom)
28 RP, BCT, CRS, IDA+CCD+M  CCDC40 p.Leu872Ter and €.2614delC and c.248delC rs775128843 96 nm axonemal ruler: IDA +
DC D p.Ala83ValfsTer84 and + MD
rs397515393
(Het)
30 AR, BCT, - CCDC15  p.His199ArgfsTer60 ¢.583_595dupGCGCAAAACAGA  rs750658321 ODA docker -
Asthma, SI, RP, 1 C (Hom)
CO, CH
33 CRS, RP, SI, CO IDA+CCD DNAH5 p.Arg3885Te €.11653C>T rs756032160 ODA defects -
(Het)
36 CRS, RP, BCT, IDA+ODA+CC  ARMC4  p.GIn320SerfsTer44 €.958delC Without id ODA docker +
CO, DC D (Hom)
37 CRS, RP, BCT, IDA+ODA DNAI2 p.Arg263Ter c.787C>T rs137852998 ODA defects +
SI, SD (Hom)

AR: allergic rhinitis, FH+: positive family history, SD: sperm defects, CRS: Chronic rhinosinusitis, BCT: bronchiectasis, CO: chronic otitis, SI: Situs Inversus, DC: dextrocardia, RP: recurrent
pneumonia, IDA: Inner dynein arm defect, ODA: outer dynein arm defect, CCD: central complex defect, MD: microtubular disorganization.
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Figure 3. Transmission Electron microscopy (TEM) findings and its related genes as
described in the BEAT PCD TEM Criteria (21), and TEM images of nasal brushing of
patients from the study. In Bold type genes found in the present study genetic testing.

*Quter dynein arm defect with or without inner dynein defect combined.

A and B) TEM showing absence of inner and outer dynein arm. C) Absent inner dynein arm
combined with microtubular disorganization. D) microtubular disorganization. E) Absent
central complex. F) Two pairs of central microtubule G) central pair complex defect with

absence of one central microtubule. H and I) normal ultrastructure.
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6. DISCUSSAO GERAL

Dificuldades diagndsticas na DCP

Na DCP todos os testes disponiveis apresentam vantagens e desvantagens, e nenhum
teste isolado é capaz de realizar o diagnostico da doenca (48). A validacdo de questionarios
clinicos, para populactes diversas em idade e apresentacdes de sintomas, se faz necessaria
para uma melhor elucidacdo dos pacientes que devem ser investigados para DCP (55,71). Em
nosso estudo, a avaliagdo individual das caracteristicas clinicas, juntamente com o teste da
sacarina, foram uma combinacdo que ajudou na selecdo desses pacientes. Por tratar-se de um
estudo que avaliou criancas e adultos, em um ambulatério de otorrinolaringologia, o
PICADAR, desenvolvido para uma populagdo pediatrica com tosse crbnica de um servico de
pneumologia, ndo foi uma ferramenta que contribuiu na selecéo dos pacientes (14,55).

A MET, dentre as ferramentas diagndsticas ja estabelecidas para o diagnostico de DCP
talvez seja a mais disponivel, apesar das dificuldades técnicas inerentes ao instrumento (69).
Embora seja uma ferramenta cara, com necessidade de equipe altamente especializada, de
analise subjetiva e com possiveis falsos negativos ( pacientes com ultraestrutura ciliar normal
e alteracdes funcionais de mobilidade ciliar) e falsos positivos ( discinesias ciliares
secundarias com alteracdes inespecificas), a correlagdo clinica e genética da ultraestrutura
ajuda tanto no diagnostico como na elucidacdo fenotipica desses pacientes(72,73). Devido a
taxa de 30% de pacientes com ultraestrutura ciliar normal € possivel que no futuro a
microscopia eletrénica fique reservada apenas para casos de ddvidas ap0s uso de outras

ferramentas diagndsticas como a anélise genética e 0 nNO (73).

O uso do nNO e da VMAYV, apesar de comuns em centros diagndsticos europeus e
americanos também apresentam falhas (59,68). O nNO tem sua possivel utilizacdo apenas em
pacientes maiores de 5 anos de idade e que sejam cooperativos (59,60). Pensando na
necessidade de diagndstico precoce desses pacientes, essa € uma limitacdo significativa
(39,50). Além disso, falsos positivos podem ocorrer em pacientes com outras doencas
inflamatdrias, especialmente ndo eosinofilicas . A VMAV oferece uma visdao direta e
funcional sobre a mobilidade ciliar, e estaria assim para DCP como o teste do suor esta para
fibrose cistica (74). Contudo, ha limitagbes quanto a dificuldade técnica e falta de

padronizacdo. Além disso infecgBes virais podem ser responsaveis por falsos positivos e
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algumas mutacGes genéticas podem estar associadas a falsos negativos (68,74). Estudo
recente de avaliacdo detalhada de fendtipos e gendtipos conseguiu associar padrdes e

frequéncias de batimentos ciliares com variantes genéticas especificas (75).

Shoemark e cols. realizaram uma andlise topoldgica de dados que confirmou
associaces entre variantes genéticas e alteracbes do MET e VMAV (76). Com essa
metodologia também foi possivel associar piora da funcdo pulmonar com variantes do gene
CCDCa39, e alteracdes de microtibulos. Ainda, individuos com mutacdes do gene DNAH11,
mais comumente apresentando ultraestrutura ciliar normal, apresentam melhor funcéo

pulmonar e menor associa¢do com insuficiéncia respiratoria neonatal (76).

Nesse contexto, o estudo genético pode ser uma alternativa pratica, ja que pacientes
com variantes genéticas especificas podem ser tratados conforme o fenotipo relacionado, por
exemplo, pacientes com variantes genéticas associadas a alteraces de microtibulos como
CCDC39, devem ser agressivamente tratados para evitar deterioracdo da funcdo pulmonar
(75,76). Devido a quantidade grande de variantes genéticas observadas nessa doenca a
avaliacdo individual de cada gene foi por muito tempo uma alternativa ineficaz e cara (36).
Porém, com o advento do sequenciamento de exoma-inteiro, essa pode se tornar uma
alternativa diagndstica mais simples, menos subjetiva, e com a popularizacdo dos
sequenciamentos, possivelmente barata (36,64). Contudo, apesar de grande avanco na
identificacdo desses genes, ainda h& pacientes com genétipo ndo conhecido, e por isso a
atencdo a suspeita clinica deve permanecer (11,50).

Realidade brasileira

A discinesia ciliar primaria ainda é uma doenca pouco estudada na populacdo
brasileira. A maioria dos artigos de grupos brasileiros apresentam relatos ou series de casos e
revisoes da literatura(77—-81). Os estudos que avaliaram ferramentas diagnosticas no Brasil
foram feitos apenas no estado de Séo Paulo (47,82,83).

Em 2011, Olm e cols. avaliaram 24 pacientes com suspeita de DCP, com idades entre
1 e 19 anos, e realizou diagnostico em 12 deles através da MET e avali¢cdo da frequéncia do
batimento ciliar. No seu estudo alteracbes da espicula radial foram as mais frequentes
encontradas em pacientes com DCP, seguido por translocacdo de microtdbulos e alteracbes
nos bracos externos de dineina (81). DeMarco e cols. avaliaram achados da MET em 35

pacientes com suspeita de DCP e 26 pacientes com rinossinusite cronica, e apresentou 54%
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de alteracbes nos bracos de dineina (interno, externo ou associado) e 14% de aplasia ciliar,
achados esses semelhantes aos do nosso estudo (83).

Em 2019, Olm e cols. avaliaram 49 pacientes adultos, em uma avaliacdo completa
com dados clinicos, PICADAR, nNO, genética, VMAV e MET, sendo o primeiro estudo
brasileiro a caracterizar essas alteracdes(47). Esses pacientes apresentavam mediana de idade
de 41 anos, e mais da metade apresentou deterioracdo da funcdo pulmonar grave(47). CCD40
e DNAHS5 foram as variantes genéticas mais encontradas nessa populacao, o que se assemelha
a alguns estudos europeus e difere da populacéo chinesa (11,84,85). No nosso estudo, assim
como a variante DNAH11, as variantes CCD40 e DNAHS5 foram as mais encontradas.

Idade do diagndstico versus evolucao clinica

No Brasil, portanto, ferramentas diagnosticas para DCP ndo estdo disponiveis pelo
SUS, e o diagnostico desses pacientes fica limitado a centros de pesquisa, muitas vezes
concentrados nas regides sul e sudeste do pais. Esse atraso diagndstico pode significar piora
na qualidade de vida dos pacientes, exacerbacfes bacterianas mais frequentes, prejuizos em
relagcdo a audicdo e deterioragdo da funcdo pulmonar precoce(30,46,47,86). Nesse contexto,
avaliar ferramentas como o tempo de trnsito da sacarina e variantes genéticas na populacéo
brasileira pode ajudar a viabilizar a triagem e diagnéstico em um contexto socioeconémico

particular da nossa regido.

7. LIMITACOES DO ESTUDO

Os fatores limitantes dos estudos estdo listados a seguir:

Estudo 1. Por tratar-se de uma doenga rara, 0 nimero de pacientes avaliados por ano é
bastante reduzido, apesar de ser realizado em centro de referéncia de uma regido populosa
brasileira. Nos nove anos de analise do estudo houve mudangas nos critérios diagnosticos e
ferramentas diagndsticas utilizadas, como os critérios de microscopia eletronica e o0s

questionarios clinicos que foram incorporados em 2020 e 2016, respectivamente.

A falta de um teste referéncia, ou padrdo ouro dificulta a avaliacdo de outras

ferramentas diagnosticas e de triagem.
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Estudo 2. Houve perda de seguimento de pacientes, assim como a implementacdo de

novas ferramentas diagnosticas que ndo foram disponibilizadas para todos os pacientes.

A andlise genética foi realizada através de 33 dos 45 genes conhecidos por variantes
patoldgicas da DCP. Assim, é possivel que alguns pacientes apresentem falsos negativos para

variantes genéticas.
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8. PERSPECTIVAS

A introducdo da nNO no nosso servico, possivelmente nos préximos anos ira
colaborar com um aumento dos diagnosticos e melhora da triagem de pacientes com suspeita
clinica de DCP. Na auséncia de um padrédo ouro diagnostico, a implementacdo de multiplas
ferramentas juntamente com uma avaliagdo clinica multidisciplinar pode elucidar dividas

diagndsticas desses pacientes.

Sendo assim, seréd possivel estabelecer um protocolo diagndstico especifico conjunto
dos servicos de pneumologia, pediatria e otorrinolaringologia da UNICAMP, em
concordancia com algoritmos ja validados no mundo, porém respeitando as caracteristicas

peculiares da nossa realidade (49,87,88).

Com um diagndstico estabelecido, sera possivel através de uma coorte de pacientes
com DCP, acompanhar a evolucdo desses pacientes e estabelecer gendétipos e fenétipos da
nossa populacdo a exemplo do que ja ocorre em outros paises do mundo (89,90). Além de

disponibilizar e estudar tratamentos eficazes e especificos para esse grupo de pacientes.
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9. CONCLUSAO GERAL

Na realidade de um pais com poucos centros diagnésticos para DCP a utilizagdo do
tempo de trénsito da sacarina pode ser Gtil na triagem de pacientes com suspeita dessa doenca.
A avaliacdo da microscopia eletronica de transmissdo, associada ao teste genético séo

importantes ferramentas para diagnostico da DCP.
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APENDICES

APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)- SACARINA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Apbs ser esclarecida sobre as informacbes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra
€ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizada de forma
alguma.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto;_Comparacdo _entre microscopia eletronica e teste da sacarina na andlise

mucociliar nasal

Pesquisadora Responsavel : Dra. Mariana Toro

Telefone para contato (inclusive ligagbes a cobrar): (19)3521-7523, (19)3521-7524, (19)
98643338 (24 horas/dia. Plantdo Otorrino). Comité de Etica em Pesquisa. Rua: Tessalia
Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111 13083-887 Campinas — SP Fone (019) 3521-
8936 Fax (019) 3521-7187. e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pesquisadores participantes: Mariana Toro, Eulalia Sakano
Telefones para contato :  (19)3521-7523, (19)3521-7524, ((19) 991999397
CAAE: 1109.0.146.000-11

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa: cujo
objetivo é estudar o tecido que reveste o nariz internamente (a mucosa nasal). O motivo
gue nos leva a estudar o problema de funcionamento da mucosa nasal é encontrar métodos
gue possam auxiliar o diagnéstico de tal problema e por isso podem trazer diversas
consequéncias aos seres humanos que a possuem. Se tivermos sucesso, conseguiremos
acrescentar mais uma ajuda aos seres humanos que se encontram ou venham a
desenvolver tal situacao.

Haver& coleta de material para a realizacdo da pesquisa. Esse material sera retirado
de sua prépria mucosa nasal, através de material médico adequado e sob anestesia local. O
risco de tal procedimento é minimo. O principal ocorrido pode ser um sangramento nasal de
pequena quantidade cessara espontaneamente. Os riscos teéricos envolvidos sdo uma
infecgdo adquirida, sangramento nasal, dor, formacdo de cicatrizes nasais internas. Nao
haverd qualquer risco referente a sequelas estéticas. O material retirado serd analisados
nos laborat6rios do HC/UNICAMP.

Havera ainda outro teste clinico que vocé sera submetido que sera a colocacéo o de
uma substancia, semelhante a um pedaco de aguUcar, que se chama sacarina. Essa
substancia tem tamanho menor que um grao de arroz e sera colocada em seu nariz. Vocé
devera ficar parado, sentado e deve evitar engolir, falar ou tossir. O teste acaba quando
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vocé sentir um gosto de aglcar em sua garganta. Esse teste ndo apresenta qualquer risco a
sua saude.

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS: N&o havera qualquer exposicéo
referente a sua identidade, e essa sera mantida em absoluto sigilo.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSINTENCIA: Vocé néo seré prejudicado(a)
em seu seguimento no Hospital das Clinicas da UNICAMP, mesmo caso ndo aceite em
participar desse projeto de pesquisa.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO: Vocé serd esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé
é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacéo a
gqualquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em participar nao ira acarretar
qualquer penalidade ou perda de beneficios.

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo.
Seu nome ou o material que indique a sua participagdo ndo sera liberado sem a sua
permissdo. Vocé nado sera identificada em nenhuma publicacdo que possa resultar deste
estudo. Uma cépia deste consentimento informado sera arquivada no seu prontudrio
médico, uma ficara com os pesquisadores e outra sera fornecida a voceé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS: A participag@o no estudo ndo acarretara custos para vocé e nao sera
disponivel nenhuma compensacéo financeira adicional.

Nome e Assinatura do pesquisador
(Mariana D C Toro)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,

RG , abaixo assinado, concordo em participar do
estudo citado acima, como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo
pesquisadora Laiza Mohana sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participac¢éo. Foi-
me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualguer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento.

Local e data: Campinas, de de 20 .

Nome: (HC )

Assinatura do sujeito ou responsavel:
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APENDICE 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)- GENETICA
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa: IDENTIFICACAO DE PORTADORES DE DISCINESIA CILIAR PRIMARIA E DESCRICAO
DAS MUTAGOES PREVALENTES NO BRASIL.

I. A justificativa e objetivos da pesquisa

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de um estudo para avaliarmos a presenca de Discinesia
Ciliar Primaria (DCP) e as mutagdes genéticas envolvidas.

A Discinesia Ciliar Primaria (DCP) é uma doenca que afeta multiplos drgaos e causa infec¢des crénicas
em vias aéreas, particularmente sinusite, otite e bronquite supurativa. A DCP é uma doenca
autossémica recessiva, com incidéncia entre 1:4.000 a 1:40.000 na populagdo caucasiana. Ndo ha
dados de prevaléncia de DCP na populagdo brasileira ou latino-americana. Portanto, podemos
estimar que 10 a 20 mil brasileiros tem a doenca e que a imensa maioria ndo tem diagndstico
confirmado e consequentemente ndo recebe tratamento adequado para DCP.

Este projeto tem como objetivo detectar portadores de DCP por medidas de éxido nitrico nasal e por
anadlise de estrutura ciliar por microscopia eletrénica. Adicionalmente, através de estudos genéticos,
pretendemos descobrir que tipo de mutacdo causou a doenca. Esta pesquisa que serd desenvolvida
no Instituto de Pesquisas Biomédicas localizado no segundo andar do Hospital Sdo Lucas da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul e no Hospital de Clinicas da Unicamp.

Il. Procedimentos a serem realizados

Vocé sera convidado a responder uma ficha clinica com dados da histéria dos sintomas respiratorios.
Serd feita uma medida de 6xido nitrico nasal e obtidas amostras de epitélio nasal e uma amostra de
sangue detalhadas a seguir.

1. Medida de 6xido nitrico nasal: esta medida é feita pela introdu¢do de uma canula na narina,

por aproximadamente 3-5mm. A canula, que estd conectada ao medidor de dxido nitrico, ird
registrar os niveis de 6xido nitrico nasal por 30 a 60 segundos.
2. Amostra de epitélio nasal: a obtengdao de epitélio é importante para avaliar alteragdes na

estrutura dos cilios e também no movimento que eles realizam. Amostra do epitélio é obtida
por raspagem da mucosa nasal.
3. Amostra de sangue: sera usada para estudos genéticos e serd obtida por pung¢do venosa

periférica.

Armazenamento de amostras bioldgicas: as amostras de epitélio e de sangue serdo armazenadas por
um prazo de no maximo 10 anos, para analises bioldgicas futuras.

Esses procedimentos serdo realizados por profissionais treinados e experientes, com a duracdo de
aproximadamente 15 minutos.

I1l. Desconfortos e Riscos

Alguns efeitos colaterais que sdo comuns durante a coleta de epitélio nasal ou coleta de sangue. A
medida do dxido nitrico nasal ndao causa dor e pode ser levemente desconfortdvel. A raspagem nasal
€ um pouco dolorosa e pode causar sangramento no nariz. A coleta de sangue também pode causar
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dor ou eventualmente hematoma na regido onde o sangue é coletado, porém quando presentes
oferecem riscos minimos. Porém caso qualquer outro sinal sintoma, ou desconforto seja relatado
pela crianga, os profissionais responsaveis interromperdo o teste e tomardo todas as medidas
necessdarias para a situagao.

Os participantes da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua
participacdo na pesquisa, previsto ou ndo no termo de consentimento livre e esclarecido, tém direito
a indenizacao, por parte do pesquisador, patrocinador e das instituicdes envolvidas segundo a
resolucdo 466/12 (item IV.3).

IV. Beneficios que se pode obter:

Ao participar vocé estard colaborando para esclarecer a origem dos seus sintomas respiratorios. Caso
a doenca seja confirmada, vocé sera encaminhado a um centro especializado para atendimento de
DCP. Vocé também estara ajudando os pesquisadores a entender melhor a DCP na nossa populacgéo.

V. Os procedimentos alternativos que possam ver vantajosos:

Conforme descrito no paragrafo anterior, em virtude de realizar testes normalmente ndo disponiveis,
a inclusdo no estudo pode auxiliar o médico no diagnéstico e no tratamento.

VI. Garantia de resposta a qualquer pergunta:

Caso ainda ap0s a leitura do termo a crianca ou o responsavel ainda tiverem alguma duvida, sobre
este estudo o senhor(a) podera contatar o pesquisador responsavel Professor Dr José Dirceu Ribeiro
pelo telefone (19) 992147525 a qualquer hora do dia. Para qualquer pergunta sobre meus direitos
entrarei em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp pelo telefone (19) 3521.8936. O
Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp funciona durante segunda a sexta das 8:30 as 17:00 horas
no seguinte enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo niumero 126, Cidade Universitaria Zeferino Vaz
— Campinas SP

VII. Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si:

Os participantes podem em qualquer momento cancelar a sua participagao no estudo. Isto nao
influenciard no andamento do estudo e nem influenciara seu atendimento nos Hospitais.

VIIl. Garantia de Privacidade:

Os dados dos clinicos e o resultado dos exames de 6xido nitrico nasal, analise das amostras de
epitélio e sangue (analise genética) sdo confidenciais e ndo poderdo ser utilizados para outros
objetivos que ndo estejam descritos neste termo. Os resultados deste estudo deverdo ser publicados,
mas a identidade dos participantes n3o sera revelada em nenhum momento. O Comité de Etica em
Pesquisa ao qual o projeto foi submetido podera ter acesso aos dados da pesquisa.

IX. Compromisso com informacao atualizada do estudo:

Os participantes do estudo e os responsaveis saberdo os resultados dos exames, bem como, apds a
publicacdo dos dados acessos as informagdes obtidas no estudo, apds a publicagao.
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X. Garantia de que custos adicionais serdao absorvidos pelo or¢camento da
pesquisa:

N3o havera custos para os participantes do estudo, nem para responder o questionario nem para as
coletas de secrecbes nasais e sangue. Vocé e seu (sua) filho (a) também ndo receberdo nenhum
pagamento para participar do estudo, sendo a coleta realizada durante a rotina de atendimento.

Xl. Responsabilidade do pesquisador

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboracdo do protocolo e na obtencao deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que
o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar
o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste
documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)

O material bioldgico coletado no estudo (sangue e epitélio nasal) sera armazenado no Instituto de
Pesquisas Biomédicas caso existe a possibilidade de avaliarmos outros fatores que podem ajudar no
progndstico e tratamento dos portadores de discinesia ciliar primaria.

Considerando o material bioldgico obtido no estudo:

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do meu

material biolégico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo

CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

O descarte do material armazenado sera autorizado nas seguintes situacGes: término dos
estudos e validade da amostra para novas andlises. Em caso de falecimento ou condicdo
incapacitante, os direitos sobre o material armazenado deverdo ser dados

a:

Favor preencher abaixo se concordar em participar do estudo:

U PRSP concordo em participar do
projeto titulado: “IDENTIFICACAO DE PORTADORES DE DISCINESIA CILIAR PRIMARIA E DESCRICAO
DAS MUTACOES PREVALENTES NO BRASIL” e declaro que fui informado sobre os reais objetivos da

pesquisa de maneira clara e detalhada, e que estou ciente que o estudo pretende detectar
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portadores de DCP por medidas de dxido nitrico nasal e por analise de estrutura ciliar por
microscopia eletrénica. Adicionalmente, através de estudos genéticos, os pesquisadores pretendem
descobrir que tipo de mutacdo causou a doenca. Declaro ainda que as minhas duvidas foram
esclarecidas e sei que poderei entrar em contato caso haja duvidas. Além disso sei que as
informacgdes dadas nesse estudo sdo confidenciais e que poderei me desligar do estudo a qualquer
momento, bastando informar aos pesquisadores da minha decisdao, sem que isso interfira no meu

acompanhamento médico.

Declaro que recebi uma via do presente Termo de Consentimento e concordo com a minha

participacao neste estudo.

Nome do participante

Assinatura do participante

Telefones de Contato: () ()

Data: / /

Nome Pesquisador

Assinatura do Pesquisador

Este formuldrio foi lido para em

/ / (data) por (nome pesquisador)

enquanto eu estava presente.



Eu,

94

concordo com a participacdo e aceito realizar as seguintes avalia¢oes:

Aplicacdo da ficha clinica ( )Sim, estoude | ( ) Nao, ndo estou | Ass. Representante legal
acordo de acordo

Realizacdo do raspado da ( ) Sim, estoude | ( ) Nao, ndo estou | Ass. Representante legal

mucosa nasal acordo de acordo

Realizacdo da coleta de sangue | ( ) Sim, estoude | ( ) Ndo, ndo estou | Ass. Representante legal
acordo de acordo

Usar o material bioldgico para | ( ) Sim, estoude | ( ) Ndo, ndo estou | Ass. Representante legal

futuras analises

acordo

de acordo




APENDICE 3 —FICHA CLIiNICA DISCINESIA CILIAR PRIMARIA

PROTOCOLO TESTE DA SACARINA/MICROSCOPIA ELETRONICA

DATA: No.
PACIENTE CONTROLE () PACIENTE CONTROLE RINITE/RSC( ) ~ PACIENTE TESTE (
NOME:
HC: DN: IDADE:
TEL: ENDERECO:

DIAGNOSTICOS:

DIAGNOSTICOS ORL:

NASOFIBROSCOPIA:

)

95

MEDICACOES EM USO:

TESTE SACARINA: INICIO: FIM: TEMPO TOTAL:
TEMPERATURA DA SALA: TEMPERATURA CORPORAL:
FOSSA NASAL AVALIADA: ( ) DIREITA ( JESQUERDA

MICROSCOPIA ELETRONICA:

NORMAL ( ) ALTERADO ( )

DATA ASSINATURA TCLE:

PICADAR:
ATS-CSQ:

ANEXOS
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ANEXO 1- CARTA DE APROVAGCAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS-
SACARINA

I
:

¥

¢

UNICAMP - CAMPUS
CAMPINAS W

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

R anI

DAl DD PROJETO DE PES@UISA
Tiiulo da Pesquisa; COMPARACAD ENTRE MICROSCOOPIA ELETROMCA E TESTE DA SACARIMA HA
AMALISE MUCOCILIAR MASAL DE PORTADORES DE DISCIMESIA CILIAR

Pesquisador: Marana Dalbo Conirera Tor
Area Tamatica:

Versso: 1
CAAE: 31453020 E.0000.5304

Inatitulg30 Proponents: Hospital de Clink:as &3 UNICAMP
Pafrocinador Principal: Fnanciamanto Propro

DraDes D PARECER

Humero oo Parecer: 4.069.650

Apresantacio oo Projsto:

Ag Informagdes contldas nos campos "Apresentagan do Projsto”, "Objefvo da Pesguisa” & “Avalagdo o
Riscos e Benafclos™ foram cotidas dos documenios apresentacos para apreciacao #3ca & das Infomagies
Insandas peio Pesquisator Responsavel do estudo na Platatma Srasl.

IntrodugSo:

0 transporta mucoddliar @ Importante mecanismo de defesa do traln respirabono superior & Infizror, sendo
capaz de carear particulas nas vias asreas 3 dnofaringe, onde 550 degiutidas. O seu funcknamento
depende da quantidade e proprictdates visco-slasticas do mUco, do NFNero o cdiulas oiladas & da
ativigade cliar. Defelics nos mecanismos 0o ransporis mucosilar pregsplem a Infecpdes recomenies ou
crenkas oo frato respirabonio. O Snomas da dsfungSo cliar CosUMAam aparecer em liade Precoce, poram
05 sitomas ndo s30 especiicos 2 o diagnostico pode ser retardado. Cuira CaUs3 para o alraso sd0 oE
metndos diagnisticos alualmente disponivels, als como 3 MichosCcopla eletninica & a medida de fluxo
mucocillar por particulas raflomaracadas, que 530 Cares, COMpIEXDs & ndo disponivels na malona dos
hospitals. 0 teste da sacanina vem sando cada vez mals estudado por 5& mostrar um bom ftesia de triagam
para avallar o ransponie mucoellar nasal. E tecnicamenis simples, de Tadl execugdo, ndo Invasha e de
Dalmd cusioAlguns auiones demonsiraram que 3 medida do clearence mucoclllar atraves @0 teste de
EACANNE em cfangas na Telxd elara sseolar demonsrou um pom cosflcisnte de repmdutibilidade Aleracies
do dearence mucocilar podem Dcomer apis clinungla de sapioplasia, mesmo havendo

Eadareca: Fus Tl Ve o Casangs 128

Balrra: Banlo Geralde CEP: 15085837
UF: =7 Husasipia: CAMPIMNAS
Tabslona: | 100E52 -2 Faee: (1052 1-T167 E-mail. ool concame b

Fagra 1 oe oA
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Integridads da siperfice da musesa nasal debectado por micoscopla elemdnica, conforme demanstrado
previamente. O tabaglsmo também A fol demonsirado ser capaz de allerar o clearence mucoclar
nasal Esta pesquisa tem como finalldade padronizar o ieste da sacaring coma meéindo diagnostico das
disfungdes do clearsnce mucodliar nasal. Espera-6e com e51a pesquisa obiler dados que aponiem que o
ieshe da sacaring & um maindo segurd & =fefvo para o diagnostico das dsfunclies mucocilares, em de
pouco Invasive, balng custo @ e Tacll realizapo. Desta fuma, e5ta pesquisa @ Justficada par fentar
demonsirar que esie iesle sera uma aiemativa a microscopla slerdnica & mucosa nasal, anaimente o
metndo padrac-oun & conneddn por ser exame de alo cusio & ndo disponivel na malor pans 43 rede
heespitaiar pubica 2 privada do Brasl. Trata-se de uma oporiunidade Impar na reallzacio de pesquisas
dessa relevincia, dignas de Instibulgdo de ensing & pesguUiEa coma 3 UNICAMP. A prévia reallzagao de
misoscoplas Sietnnicas em pesquisas mostam a afnidace do setor de oiomnolarngolegia com o seior de
mizroscopla slefrdnica, 0 gue gera mals um Incentivo a reallzacio desse projeto.

Hiptizse:

O tesie da sacarna @ um método seguro, efetivo, de balo custo o) realizagdo e lsento de complicagdes
para o diagnistico de dsfuncbes mucociiares da mucosa nasal.Os resultados o0 26te da sacanna 530
COMparavels 305 achados 3 microscopla eleminlca da mucosa nasal em relagio a0 cearence mucoailarn
Mebodoiogla Propost

Trata-s2 de um estudo observacdional e deseritlvo, bassado na anallse comparativa de duas opgles
diagnisticas. O estudo 52 Daseard na dhisSo enfre dots bragos de padentes | G350 & conirole). O grupo be
3506 5erdo padenies com discinesla clllar primaria, [ dagnosticados previamente segundo o5 crienios da
teratura madica |3 evidendlados acima. O grupo conimie 5273 de pacientes saudivels, 5em queixas nasals
& woluniarios. A pesquisa pode Se7 SUSPENSa DU ENCEMata em caso de Impossiblidade de reallzagio dos
2EMEE, N3 AuEAncia de voluntarios ou ainda s& observado qualguer efslio adverso ou Intercomencias
gravEs qUE POSE3M ITazer consequenclas 305 sUjeiios de pesquisa O estudo sera realizato no ambulatino
de Ctominciarngoiogla do HC-UNICAMP. Serdo sslecionados voluntanos poriadanes de discinesua oilar,
que necessitem da biopsia nasal com microscopla lefronica paa elucdacio dagnostica e voluniardos
satfios sem queixas nasals. Serdo anallsados sexo, Idade, comorbldades, quehas rasals, temperstua nass
& ambiental, pataioglas nasais, modologla do cllo, posicSa cllar Para 3 reallzacio do feste de sacaring, serd
coocada uma particula da sacanna de imm na supesficie da cabeca @3 concha Inferion, a 1cm da concha
da cabega Iraror eviEndo-se a Area de epibélo escamosn. O sujetio

Eadarein:  Fus Tmssible Ve oe Casange, 128

Bairen: Banllo Geralde CEPF: 132085%-837

UF: & Husadpia: CAMPIMNAS

Tebslose: | §00E50-B0W Fiee:  (0AE21-T16T E-mrail  zocffiz uscamc b
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peNTEnecard sentaca, em poeicao confortdvel, com a oientac3o de respirar nomaments, ndo tosslr, ndo
deghutir @ ndo falar. Serd montionzada 3 femperabura da sala & 3 femperatura nasal. Ao sentir o gosio de
3¢hcar na boca, relatara o Talo a0 avallador e o tempo de tesie serd documentado. O iempo monhorado
E2rd em minutos. Se nenhum gosto Tor sentido apas S0 minubos, o teste 523 parado e a habilldade do
pacients am sendr o gosto da sacanna colpcada diretaments na lingua sera veriicada Meste caso, o leste
S2rd repetido no minimo duas semanas apds. Serd reallzada a remogio de 3 pequences fragmentos com
pinga microscdpica 5aca-bocado [1mm jda mucosa nasal Iocalzada no | processo uncinado; transico so
sapto com o assoalho nasal a 1 om do vestibuly nasal; na concha Inferor 1 om posterior cabaga da concha,
na transicdo 43 face sepial com sua borda Inferon. Esse material sera colocado em meln Kamovisk &
enviado para analise com microscopia eelinica, com anallse pelo mesmo avalador. O procedmenio sera
precedido de anestesla ioplca nasal com xliocaina spray (10% aplicaglo topica ) & o packenie sera
completamente Informado a respelto do procedimento & da pesquisa em questlo. Serd ainda fomecko
TCLE {em anexo ). Toda reallzagde da blopsla ocomrera sob visuallzagdo dreta atraves de
nasofibrolanngocopla fexivel. Vale lembrar que a fossa nasal 3 ser estudada serd escolhida pelo
Sxaminador atraves de cribénics cinkcos gue faciiem a redizagdo dos tesbes desoritns. Ambos teshiss serdo
reallzados na mesma fossa nasal, 5endo o primelno o da sacanna. O material da bidpsla e processo na
roting do servigo de micrsocopla eletninica do HCUMNICAMP . Os dados obiidos serdo anotados para em
seguida serem tabulados, dgializados & analisados.

Critgrio de Inciusda;

Portadores de discinesla oliar pimanz Ndviduos saudavels sam guelxas nasals, gue desslem colaborar
voluriariaments com a pesguisa.

Crigrio de Exclusdo:

Serao exciuidos £3 pesgquisa Individuos com dificuldade de compresns3p, nao colaborativos e que s&
maniieEtErem receio, Medo DU recusa na realizagio dos exames. Serdo ainda exciiccs (00 gnupo comnse)
pacientes que apresentam qualguer doenga nasal prévia, que tenham sido suometidos 3 procedmentos
ciringlcos nasals, que estefam em fratamento com medlcaglo oplca nasal ou que tenham evidencia de
doenca nasal allva | po ex Infecgdo de vias agreas superionss).

Metodologla de Analise o Dados:

05 dacos obidos serlo aMMazenaios em base de datcs do programa de CompUiator SPSS para WNGoWs,
versio 16.0 (SPSS Inc., Chicago, 1L ELUA) A anallss dos resuitados @mbam 526 reallzada pelo do mesmo
programa Para a anallse da normalidade das vanavels, sera aplicado o Teste Komalgoroy- Smimoy e
Shaplro-WIks. As variavels guaniitativas serSo apresantadas por media,

Eadareia: Fua Temble Ve de Casangs, 128

Balrra: Banlo Geral de CEP: 15085837

UF: =7 Husidpio: CAMPINAS
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desvie padrdo, minime, medana & maEmo. As varkavals categiricas seran apresentafas em forma
descrifva & a5 disrencas serdo anal Eadas \Rllzsnodose o Teste do Cukquadrado, o Tese Exato de Flsher
ou o Tesie de FisherFresdman-Halton. Para 3 comparagado das dsmiouigdes de vanavats quantiativas de
ir&s ou mals grupos Independenies, serd wilzado o Teste Anova nas varlavels com distibulgo nomal; ou o
teste ndo-parameTico de Kneska-Wallls nas vanavels ndo pammatncas. Para a comparagan da madla de
irés ou mals QrUpos pareaos ser uHiEado o Teste ANCVA nas vanavels com distribulgSo normal & o feste
de Friedman nas varlaves nao paraméiricas. Em idos 06 C3605 5604 adotado o nivel de significanda de 5%
{p = 0,05). Desfecho Primanc

EEpEra-5= 00 e513 pesquida obiler d3dos gue aponiem que o teste da sacanna & um metodo seguro &

afelivo para o dagnistico das disfungies mucodiianss, além de pOLCD IMvasive 2 oe DalkD cush, comparado
A microscopla eleinka & mucosa nasal, atual padrao ouro.

Oibjativo s Pesqulsa:

Cibjetivo Primario: Esta pesquisa tem como objetivo comparar os resultados o teste de sacarna com os
achasos & micnoecopia eletninica da mucosa nasal de indviduos sadios & portadorss de disfungdo do
chearance musocllar,

Oibjedvo Secundano: padronizar 3 realizagdo do tesie da sacarna-comparar alteragdes encontradas no
iesie da sacanna nos Indviduos portadores de disfungdo do clearence mucocilar com Individucs com
patoioglas nasais-comparar os resuliados enconfrados no teste da sacaina com 06 achados na microscopla
sletrdnica nasal;- Demonsrar gue o 26te da sadanng @ um metodo sequrp, efietivo, e balxd cusio 2 facl

redlzagdo pard o dagnistico das disfungles mucodilanss da mucosa nasal.

Avallagio dos Riscos & Senafichos:
RiIs00s:

A pesquisa DRErece UM graw ge riscd airemaments Dequeno 308 Volntanos, & que e5ta ralacionado ao
risco de sangramenio nasal e dor durante 3 Doosla. O dsco sera minlmizado através da uiiizagdo de
anestesia tiplea & da wiilzagdo de pinga microscopica. A pesquisa ndo contard com a participagdo de
grupos vulnerdvels. A qualguer momento paclenis podera salr da pesquisa s2m prejulzo para o
atenglmento. & reallzacio da bOpsa 03 MUCHsa Nasal ADarenta ST UM Metodo IMasha q que rana recos
a0 sulsfios ervolvidos. Pordm sabe-se que trats-se de um procedimento parieaments Indoior & que ndo trz
malores M55 3 5alde dos sulelns. O material de cada blopsla s=ra menar ge imm &e mucosa nasal. &
risco mals evidents serd de um sangramento nasal, o que camaments & Improvavel. Pordm 3 equipe
ervallda na realzacso desse
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projeio se responsabillza & apolar odas e qualsquer Inercomanclas relacionadas 3 tl projedo.
Beneficios:

AD participar vocs estard colaborando para esciarecer a orgem dos seus Sitomas resplratarios. Vioca
tambem estard ajudando s pesquisadonss 3 entender melhor 3 DCP na nossa populagdo.
Comentarios & Conslderagies sobre 3 Peequisa;

Trata-se de um protocolo de pesgulsa aprovado anteriommente pelo CEF ("em papdl™) & Alendendo a5
orentaghes da Cara Clrcular n®1BW201 TICOMER/CHS/MSE de 16 de malo de 2017 , o pesquisador
resporsavel Inseniu o prolocoio de pesquisa para ser valldado no Sistema Plataforma Brasl. Profcolo de

pesquisa aprovado ("em papel™) anieriomments a Plataforma Brasll em 170172011 com parecsr CEP n®
12062011.

Conelderagies aobra o8 Termos de apressntagdo chrigstora:

Foram anexatos 05 5eguinies SocUmenios:

1-Foiha de nosbac “capd. pdf 01042020 11:44:087;

2-Projeto detainaca; “projetoonigingl pdf 24042020 1525187

3-Informagies Baslcas do Projeto; “PB_INFORMACOES_BASICAS DO _PROJETO_ 1425267 pdf
240472020 15:30:037;

4-TCLE"TCLEsacarina. paf 0102020 11:500307, 5-Panecenes anieriones a Plataforma Srasll: “cepd. pdf
0110452020 11:45:037; “cepd.pdf 01042020 11:44:47; "cep.pdf 0042030 11244237, “cepd . pdf 0104 2020
11:44:08.

Recomendagdes:

A ComissSe Masional de Slica em Pesquisa (Conep), do Consalho Madonal de Saide [CHS) orenta a
adopio das diretrizes do Minishéno da Sa0de (MS) decomenies da pandemla causada pelo COronavins
SARS-COV-Z (Covid-15), com o obielivo de minimizar o5 pobenclais iscos & salde @ a Integridade dos
participanies de pesquisas @ pesquisationss.

De acordo com cara cireular da COMEPR Imfulada 'EHIEHTAI;J:'ES PARAmNDLH;ﬂDDE PESQIASAS E
ATIVIDADE D05 CEP DURANTE A PAMDEMIA PROVOCADA PELD CORONAVIRUS SARS-COWV-2
{COVID-19)" publicada em 09052020, referente a0 them 1. “Orlentagdes para Pesquisadores™

- Aconselha-se 3 adogdo e meddas para a prevengao e gerenclamento de todas as atividades de
pesquisa, garanindc-se a5 agdes primordais 3 salde, minknizando prejulzos & potenclals fscos, albm de
prover cuidatio & prEsEVar a Integridacs & assisténda dos pariiipantss & da equipe de pesquisa

- Em pbsanvancia as dificuldades operacionals decomentes de todas as medldas Imposizs paia

§

ELnRane

Contrumclia do Perscss 4 DEG R

Eadareia: Fua Temdle Ve o Casargs, 128

Balrra: Banlo Geral de CEPF: 15085837
UF: =7 Husidpia: CAMPIMNAS
Talalona: | 103501205 Fae:  (WDEE21-T167 Eorail. cooffl=r uscame i

Fagns o8

100



=
e UNICAMP - CAMPUS
- CAMPINAS w
CEPUnIC AN S

Contrumglia do Perscsr- 4 DEG R

pandemila do SARS-CoV-2 [COWID- 19), & necessano zeiar pelo melhor Interesse do participante da
pesquisa, mantendo-o Informado sobre a5 modifcagdes do profocoio de pesquIsa que possam afetd-i,
principalmente s2 houver ajusie na condupdo do estudo, cronograma ou plano de trabalho.

- C:350 S23m NecesEAN0s 3 suspensdo, Intemupgdo ou o cancelamento d3 pesquisa, em decomaincla dos
riscos Imprevisivels aps parficipanies da pesgulsa, por causas diretas pu Indiretas, caberd aos
Invesiigadores a submissdo de nodificagdo para apreclagdo do Slstema CER/Conep.

- oS c3506 08 ensalos clinicos, & permitida, excepcionaliments, a framitagio de emendas concomitantes 3
Implemeniagdn de modificacdesalteragies no profocoio de pesquisa, visando 3 seguranca do particlpants
da pesquisa, 355im como dos demals envolvidos no contexio da pesquisa, eviiando-se, ainda, guando
apllcavel, a InfermupeSo no fratamento dos participantes da pesquisa. Eventuaimente, na necessidade de
modificar o Temo de Consentimenta Livie @ Esciarecido (TCLE), 0 pesquisador deveara proceder com o
nowa consentimenio, o mals oreve possivel.

Conclusdas ou Pendénclas e Lista de Inadequacies:

Trata-s2 de um protocolo de pesguisa aprovado anterormenie pelo CEP ("em paped™) & atendendo a5
orentaghes da Cara Clrcular n*1BA20T/CONERICHSMS de 16 d2 malo d2 2017 , o pesguisador
resporsavel Insenu o protocoio de pesquisa para ser valldado no Sislema Plataforma Brasl. Profocolo de
pesquisa aprovado ("em papel™) anteriorments a Plataforma Brasl em 17:01/2011 com parecer CEP P
12082011.

Conslderagdes Finals & critéro do CEP:

- O participanie da pesquisa deve raceber uma via do Termao de Consenfmento Livie & Esciarecioo, na
Integra, por ele assinacd (quanso aplicavel).

- O participanis da pesquisa t=m 3 inerdade de recusar-s= 3 paricipar ou g reirar ssu consentimenin em
qualiquer fase da pesquisa, sem penalzacio slguma e sem prajulzo a0 seu culdado (quando aplicivel).

- 0 pesquiEador feve Sesanvolver 3 pesquisa conforme delineada no poincolo apmvadd. 52 o pesquisacdor
COnskderar 3 desconinuacio 0o eshudo, esta deve ser justificada e soments ser
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realizaca apds analse cas razles da descomtinuldade peio CER que o aprovou. O pesgulsador feve
aguandar o parecer do CEP quanto & descontinuagdo, excstn guanda perceber dsco ou dano ndo previsto
30 partcipants ou QuUAaNGo constatar 3 supenondate de UMA estratagls dlagndstioa ou terapRutica oferecica
3 um 05 grupes da pesquisa, k1o &, SDMenie eM c3s0 de necessidade de apao Imediata com intults de
proteger os partcipantss.

BRIl

Corfrumcha do Perscer 4 DEQ R

- 0 CEP deve 5 IMfi/Maco de 1000 05 efeitos acversos ou Tai0s ralevantes que alefsm o curso normal do
estudo. E papel 0o pesquisador assegurar medidas Imediatas adequatas frente 3 evenin adverso grave
OCOMido {Mesma que jenha sido em oulro centro) @ enviar notificagdo a0 CEP & 3 Agéncla Nacional de
Vighancia Sankaria — ANVISA — Junio com 52 poskionamento.

- Eveniuais nmdﬂnapﬁe-a Ol EMendas a0 protoslo devem s&7 apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, Idenitificando a parte oo protocoio 3 ser Modficada @ suas |ustiicativas & aguandando a aprovagdo
do CEP para contruklade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteroments 3

ANVISA, 0 pesqUISI0r oU patrocinador deve envidHas 1ambem & Mesma, Junto COm O Darecer apnovaiino
do CEP, para 5erem |uniadas a0 protocoko Inical.

- Relabénos pardals & final devem sar apresemtados a0 CEP, Iniclaimenie 58l5 meses apds a dala deste
parecer de aprovagdo e a0 bérmino do estudo.

Lemtramos que segundo 3 Resciugio 456/2012 , Hem X1.2 kelra e, "cabe 30 pesquisator apresantar dascs
solcianos peio CEP ou pela CONEP 3 qualquer momento”.

-0 pesquisador deve manter 05 datios da pesquisa em arquivo, Tisico ou digital, sob Su3 guarda e
responsabllidade, por wm perlods de S anos apds o bAMminG da pesquisa

Eafls parecar il slaborads bkasagdo noE documentos abalxo relacionados:

Tipa Documento Amuivo Postagem Autor SRS
Infoemaglies Baslcas | PE_IN UES BASICAS DO P | 24042020 AoEin
| do Proien ROJETO 1 7008 15:30:03
Proein De@hats | | projetoonginal por TAT2020 | Marara CAbo AT
Brochura 15229:18 | Conirera Tam

Eadireia: Fub Temdls Ve e Camage, 128

Bairro: Banlio Gernalde CEF: 12085837

UF: & Husasipio: CAMPINAS

Tabsbona: | {00501 -E05 Faee: (10352 1-T167 E-rail.  zocffizm smzame i
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Contrumcha de Parsces 4 DEGUEE]

Invesigador FeOjEtoongnaLpa ZANA2020 | Marana Daibo ACEin
15:23:18 | Contrera Torg

TCLE | Termos 0e | TCLEsacanna pat TH/O42020 | Mariana Daibo ACEin

Asgantimento / 11:50:30 | Contrera Torg

Jugtiicatva de

AusEncia

Cutos TamesTac0.pdl TO42020 | Manana Daibo AEin
11:50:01 | Contrera Torg

Parecer Anterior | cepd pat T1042020 | Marlana Daibo ACEin
11:45:03 | Contrera Torg

LBEEELYER CEpa P O] | Warara Db =R
11:44:47 | Contrera Torg

Parecer Anterior | cepapat /02020 | Marana Dalbo Aoein
11:44:37 | Contrera Torg

Foina o2 Aosio cepl pdl TO4202] | Marlana Daibo ACEin
11:44:08 | Contrera Toro

Siuagaoe oo Parscar:
Aprovado
Mecesalia Aprociapio da CONER:
Mao
CAMPINAS, 04 de Junho de 2020
Agnsinado por:
Renata Marla dog Santos Caleghinl
{Coordenatoral)

Eaderen: Fua Tisbls Ve o Casange, 128

Balrsa: Banllo Geial de CEP: 152085887
UF: & Muswdpia: CAMPIMAS
Tabelona: | 1f0A - Fa:  (WRE2-TET E-rail. ool coecame b
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ANEXO 2 - CARTA DE APROVAGAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS-
GENETICA

COMITE DE ETICAEM
PESQUISA DAUNICAMP - SQRErearo™®
CAMPUS CAMPINAS
PARECER COMSUBSTANCIADD DO CEP

DADDS DD PROJETOD DE PESGUISL

Triulo da Pesquisa; |dentificagdo de portadorss de discinesla cllar primana e descrigdo das mutagdes
prewalentes no Srasll.

Pesquisador: Jose Dirceu RIbeing

Area Tematica: Genstica Humana:
(Trata-s2 e pesquisa envolvendo Gengtica Humana que nao necessita de andlise
&fca por parie da CONER;);

Versaoo 2
CAAE: 43630115.0.2001.5804

InstrtulgSo Proponents: Hospital de Clinicas - UNICAMP
Pairocinador Principal: CHPQ

DA DD PARECER

Humero oo Parecer: 1.421.341

Apresentagio oo Projet;

Trata-se die um projeto de pesquisa regular que consiste em um estudo observacional, mulicsniricn, com o
objefvo de |dentifcar poriadores de dlscinesla dilar primana [DCP) e descriplo das mutagies prevalentes
em Indlviduas com DCP no Brasil. Os pesquisadones esclarecem que a DCP & uma doenga que afeta
muitiples drglos & causa Infecples crinicas em vias adreas, particwammente slnusite, offe & brongults
supurativa. A DCP & uma doenga aulnssdmica recessiva, com Incldéncda entre 1:4.000 a 1:40.000 na
populacdo caucasiana. A Incldéncia na populagao Aslafica @ mulbo mals elevada. Mo ha dados de
prevalgncla de DCP na populagio braslieira ou latino-amencana. Portanto, estimam que 10 3 20 mil
orasleirns 2m 3 doenga & que a Imensa maiona ndo t=m dagnisiico confinmado 2 conssquentemente nao
recebs tratamento adequato para DCRP. Assim, o5 objstivos deste projeto sendo identificar mutagdes de
Di:P ra populagdo brasielra, idemBoar 35 mutaglies prevalentes em Individucs com DCP no Brasl, verficar
0 eslado cinlco, rAdiplogico, funcional & qualidagde de vida de portadores de DCP e eslabelecer o Regisi
Braslielro de DCP (REBRADIC) para futuros estudos de Infervengdo. O6 padentes serd0 salecionados
através de bénos clinlcos, recnitados aivamenie de hosplals, clinicas pObllcas e privadas e cemtros
especiallzades. O encaminhamento para os centros de

Esdeeca: Fua Tesmids Ve o Casags, 18

Bairea: Banlo Geral e CEPF: 15085%H8T
UF: & Husadpla.  CARFIMAS
Tabsbona: | {0550 -S05 Faee: (H03E21-T1H7 E-rail.  ceofflzm ascame i
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COMITE DE ETICAEM

PESQUISA DA UNICAMP - “QREFTAf ™
CAMPUS CAMPINAS

rederdncia e dlagnosticn ser fstin de acomo com o protocolo do Consamio BesiCilla. As Indcagdes dinicas
para encaminnamentn acs centros de inagem e diagnastico serdo 35 seguinbes: ciangas ou Adulios com
iosse cronlca, bronquieciasias ou doenca das vias a8reas supenonss grave/persisienie [otisrinossinuste
crnica) de causa desconhecida; crangas ou adulics com Sltus versus totalls, ou qualquer sindrome
hetertnica; lactentes com dficuldace respiEiona neonatal sem causa aparente, principalmente se exsiem
OUiras caracterisicas de DCP; criangas ou adulios com vertrculomegalla cerebral, na ausencla de uma
A=A tba; imadcs de pacienies com DGR, homens com Imotiidade de espemmatozoldes & mulheres com
gravkiez ectopica recomente. Sord feita busca aiiva desies pacienies em ambulatonos de preurologla, de
otceminolaingoiogla & candisiogla, cinlcas de Infertilidade, unldades neonatals. Ser feta dvulgagso soare o
especin dinko de DCP, do projelo & da Importancla do dagnisiico preoce em evenios das sotledades
médicas de Pedlatria, Ctorrinolaringologia, Preumalogia, Cardologla & de Reprodupdo Humana.
Conslderanda uma estimativa de mals de 10.000 brasliiros poradores sintomaticss de DCP, que estdo
evpiuingd aceloradamente para UM QUadnD de DPOC, espara-62 qUe MURDS pacicnies seiam encaminhados
para Iriagem em Noss0s CEnT0s por madleos esparialstas de g0 o pals. Pacienies que apreseniam sinalks
& siniomas clinkcos sugestivos de DOP, serko avallados nos Ceniros de Triagem e Dlagnostico. Anamnees e
exame clinlca focado em snals & sIntomas resplirattnes serio conduzitos por membnes da equips ok de
assshancla, Alem disso serdo avalados qualikdace de vida, unplo pulmonar jesplrometria), medida de Gedo
nitrico nasal, avallagdo ©o padrdo de patmento dlar (videp-microscopla de alta velocidage, medlda da
astnutura cliar jmicnescopla 2ksndnica), avallagio genstica, coieta de sangue & exiragdo de DHA, andlse do
=%DMa & analiss de bioinformatica. A pesquisa sera desanvoivida no Insiiuiy de Pesquisas Blomeédicas do
Hospital S80 Lucas da Pontificla Universidade Calolica do Rlp Grande do Sul e no Hosplal de Clinkeas &3
UNIGAMP. O nimem de participanies previsho @ de 100 Individuos. A pesquisa contard com finandamento
do CHPg. A data ge Inicio previsia & 10172015

Contrumcla do Parsces 1451 341

Oibjativo da Pesquiaa;
Cinjetivo Primancoc Identifcar 35 mutaghes prevalemies em individucs com DCP no Srasll.
Cinjelivo Secundano: Verificar 0 estado dinico, radioidgico, fundonal & qualidade de vida oe portadones de

DCP. Estabalecer o Reglstro Srasielro de DCP (RESRADIC) para fturoe estudas de Intervengio.

Lwallacio dos Ri=cos & Benefichoa:
RIs00S: Segunco 0F pesquisationss Sguns e%=hos colalerais que s30 comUns duranis a coista de

Eadereca: Fua Temibls Viam o Casargs, 128

Balria: Banlo Seialde CEPF: 15085837

UF: = Husadpla: CAMPIMNAS

Tabsloea: | 1A -0 Fas:  (HE2-T1ET E-rail. el concame ta

Figra = o B

105



COMITE DE ETICA EM

PESQUISA DA UNICAMP - wﬂ“
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apitélio nasal ou colsta de sangue. A medlda do dxido nitfico nasal ndo cawsa dor & pode ser levemente
desconfortavel. A raspagem nasal & um pouco dolofTsa & pode caUsAr sangramenio no narz. A colela de
sangue ambém pode causar dor ou eventualmente hematoma na regiio onde 0 sangue & coletado, porém
U Presates NEMcem fisces minimos. ANNTEm que Caso qualguer outn sinal, sintoma, ou desconTorto
=23 relatado pela orianca, o8 profissionals responedvals Intemomperio o teste & iomardo todas as medidas
necessanas para a siuacdo. Beneficios: tentar esclarecer 3 origem dos sintomas respiratonios. Caso a
doenga saja confirmada, o Individue serd encaminhado 3 um centro espedialzado para atendimento de
DCP. Como beneficio Indiretn esta 3 ajuda para os pesquisadores entenderem medhor a DCP na popuiagio.
Considen que 0 estuto poposto & valldo & esta de 3cOmo oM 35 NOMMas 0o Comits de Elca em Pesquisa
2m Seres Humanos. A |usificativa, o8 oojetivos @ a3 metodoiogla do projeto 30 claros, 2 o projetn ndo
Apressnia riscos para os volumtanos.

ConEramclia do Parscsc 9431 341

Comentarios & Conslderagtes sobre 3 Peaquisa:

Considan qua o S5IU0 Proposta & vallto & sta te 3000 GO 35 Normas 00 Comits de Elea em Pesquisa
em Seres Humanos. A |usifcativa, os objetivas @ a metodoiogla do projeto sdo olarns, 2 o projeto ndo
apressnia riscos para of voluntanos.

Conslderagies sobrs os Termos de apressntagdo obrgatara:

Foram apresentados: 1) projeto de pesquisa; 2) fiha de rosto, devidamente preenchida, datada e assinada
peio diretor da unidade na qual o pesquisador tem vinculo. 3) fermo de consenfimento llvre & ssdarscido
(TCLE], de acoimiD o 35 noimas da Fies. CHS-MS 466712

Recomendacies:

30 ha.

Conclusies ou Penddnclas e Lista de Insdequacles:

Lista de Pendénclas & InadequagBes:

TCLES Unicamgs

1-Subsfihuir "Comile de Efca em Pesquisa da Faculdade de Ciéncdas Medicas da Unicamp” para "Comite de
Etica em Pesquisa g3 Unicamp® — RESPOSTA: O nome oo comi2 fol substiiuida,

AMALISE: PENDEMCLA ATENDIDNA

2-Substitulr a paiawa “copia™ por Wa" - — RESPOSTA: O ferme oipla fol substiuiso.

Eadereia: Fua Temidds Ve o Camags, 128

Balrsa:  Barlo Gernalde GEF: 13085847

UF: &° Husicdpla.  CANPINAS

Tabsboma: [ 00550 1-Ea Fa: (1352 1-T1ET E-rail.  zecfffizr cizame ia
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AMALISE: PENDENCLA ATEMDIDA

ConBramcla do Parsces- 1431 3481

3~ 0 fexin como fol descrito no TCLE ndo garanie Indenlzacdo por danos decomentes da pesquisa. A
Resoiupan S56/12 (item IV.2) define que "o partidpanies da pesquisa que visrem 3 sofrer qualquer tipo de
dano resulianie de sua paficipagdo na pesquisa, previsto ou nda no TCLE, tam direfio 3 Indenizagdo, por
pane do pesquisador, patrocinador & das Institulpdes envolvidas™. Cabe enfafizar gue 3 questdo da
Indenizagso nio & premogstiva da ResoiugSo £66/12, estando prevista no codlgo ohil. Portanto, solikitamos

que 58{3 asseguradn, de foma clara & afmativa, que o participanie de pesquisa tem dirgito 3 Indenizagio
2m £3506 de danos decomenies d3 pesquisa. Resposiar Mo nowa 1emmo de consentimento escarscido o

frecho fol adcionado: "Os paricipantss da pesquisa que wierem a sofer qualquer tipo de dano resuitante de
U3 participacao na pesquisa, previsin ou nado no femmo &e corseniimenta e & esclarecido, t&m direlio &
Indenlzagdo, por pars do pesquisador, patrocinasor & das Instiulgdes envoividas segundo 3 resolugEn
46512 Hem IV.3)."

ANALISE: PENDEMCLA ATENDIDA

4-Mo Hem X o pesquisador imforma que: "N3o havera cusios para os participanies o estudo, nem para
responder o questionano nem para as coletas de secreples nasals @ sangue. Voo e ssu (sua) fihg (3)
1ambem ndo receierdn nenhum pagamenin para panidpar do estudo.”. A coleta de dados sera realzada
duranie a rotina de abendimanto do parfcpants 3 pesquisa? Caso 5843, 0 pesquisation deverd conbampiar
a5t3 Informagao no TCLE. Caso contrario, como preve o Rem IV_3.g da Resolucdo CHES 45602012, deve sar
garantido ao participants e pesquisa, & sUe acompanhante, O ressaniments g despesas decomentes &3
participagdo no estudo, taks como ransporie & alimentagdo nos das em gue for NecesEaNa sUE presanca
para coieta de daoos fora da rofina de atendmenio - RESPOSTA: Todos of procedmentos s2rio realzados
na rofna, |4 que os exames complementarss r2allzados no estudo podem ser feiios na consulta 2 sdo
procedimenios que podem ser uillizados para o dagnastico da doenga

AMALISE: PENDENCLA ATEMDIDA

5-s2guUndo o Ikem "Armazenamento de amostras blologicas: as amosiras de spitslo & e sangus ssrio
anrEzenadas por WM prazo de no masmo 10 3nos, para andlises bolgicas Tuturas™. As

Enderegn: Fua Tesils Ve oe Camags, 128

Bairen: Banlo Geralde CEPF: 120853837

UF: & Husidpio: CAMPINAS

Tabsloea: | 103220 Fae: (103E21-T1ET E-mail.  cwogfl uscame i
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AMOSiTas 5erd0 AMAzZEnatas em UM Diomeposhon para pesguisas RWEsT Cas0 sea, segundo a noma

operacional NA0/2012 CNSMS, o TCLE devera comemplar a5 sequinies opoes para o paricpante da
pesquisa

{ } concoedo em parsolpar o presente estudo, porem NAD AUTORIZO o amazenamento do meu matenal
binitgico, devendd o Mesmo Ser descariacd a0 final desti pesquisa.

{ ) concondo em parscpar do presente estudo & AUTORIZD o amazenameanto do meu matarial biokgico,
SEN00 NECEEEATI0 Mew consenlimento 3 cada nova pesquisa, que deverd ser aprovada pelo CEP
Institucional e, &= for o caso, pela COMER.

O gescarta oo material armazenado sera autorizado nas sequintes situaches: (detalhar). Em caso de
faecmento ou condigao Incapaciants, os dirgltos sobre o materlal armazenado deverdo ser dados
a . [pedir para o participanis Indicar o nome de uma
pES50E 3 57 ConiEiada).

Resposta: o seguinte tracho fiol adicionado conslderando peguenas ateragies de escitta para o temo de
3duRos ou Indlviduos de menor kade.

Consderando o maierial Diokigico otido no eshudo:

{ ] concodo na parikipagio no presenie estudo, porem MAD AUTORIZO 0 anTazenamenta do matera
biniagicn, devendo o Mesmo sar descartato 3o final desta pesquisa.

{ } concordo na paricipacso no presents estudo & AUTORIZD 0 anmazenamenis do matenal bioiogic,
£En00 NeCcesEAN0 mew conssnlimento 3 cada nova pesquisa, que deverd ser aprovada pelo CEP
Institucional e, = for o caso, pela COMER.

O gescarts do materal arnazenado s2rd auborizado nas seguinies stuacdes: térming dos estudos &
validade da amostra para novas anallses. Em caso de falesimento ou condlpSo Incapaditanie, oe diratios
sobre o maEterd armazenacdd deverd ser datos a;

Contrasclz de Parscar 1431 341

ANALISE: PEMDENCLA ATENDIDA

& C:350 exista 3 poesiblidade dos dados dos Sx0Mias serem encaminhado para um banco, o TCLE devera
contemplar 2sta Informagdo com opgles para autorizar ou ndo o arMmiazenamento de2stes dados -
RESPOSTA O dados ndo serdo encaminhadios para banco @2 eXoma.

AMALISE: PENDENCLA ATEMDID:

Eadiremza:  Foa T s Ve e Casags 198

Balra: Barllo Gernalde SEF: 1R08%RAT
UF: =° Husaspia.  CAMPIMNES
Tebsfoma: [ 00550 1-E5 Faee:  (03E21-T1687 E-mail otz uszame b
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7- Insenr o [bem responsaniidade do pesquUIEACtor: "ASSSQUD ter cumprido 35 exigéncias da resolugdo
4A66/2012 CHSMS e complemantarss na elaboracio o0 profpcodo @ na pbiengdo deste Termo de

Consentmento Lvie & Esciareckdo. Asseguro, tambem, tor expilcado & fomeddo uma via deste documento
ao participanie. Informo que o estudo fol aprovado peio CEP perants o qual o projeto fol apresantada.
Comprometo-me 3 utiizar o material e 05 dados oblites nesta pesquisa exclusivaments para as finalidades
FITE"HE-[EE- neste documento ou conforme o consentiments dado |:IE|ﬂ pa r1|-:|pan1 E.

Contrumclia do Perscer 1431 341

do pesquisacon)

REFPOSTAD O seguinie frecho Tol adiclorado

¥I. Responsablidade do pesquisadorn

ASESQUID tEr cumprido 35 exigénclas da resolugso 466/2012 CHSMS 2 complementanss na elaboragao do
profocole @ na ootencdo desie Temmo de Corseniimenio Livre @ Esclarscido. Assegura, tambsm, ter
expllcado & fomeacito uma via deste documento 20 participante. Informo que o estudo fol aprovaso pelo
CEP perante 0 qual o propdo fol apresentado. Comprometo-me 3 usltzar o materal @ os dados obitcs nesta
pesquisa exclusvaments para as fnaldades previstas neste documnenio ou confiomne o consentimento dado

pelo participante.
Datx __ / /. (Asshatmado

pesquisacor)

AMALISE: PENDEMCLA ATEMDIDA

Conslderagies Finale a critério do CEP:
- ) sufeito de pesquisa deve receler UMa via do Tenmao de Consantimeno Livre & Esclansciod, na Inbegra,
por ele assinado [quando apiicavel).

- O sujsito da pesgulsa tem a liberdade de recusar-s2 3 participar ou de retirar seu consenfimento =m
qualguer fase da pesquisa, s=m penalizagio aiguma & sem prejulzn a0 s=u culdado (guando aplicive).

- O pesquisador deve SesanVOIVEr 3 pesquUisa confonme delineata no proiocolo apmvadd, Se o pesquisacor
conslderar 3 descontinuagio oo estudo, esta deve sar justificada & soments ser reallzada apos analise 035
razfles da desconfinuidade pelo CEP que o aprovod. O pesquisador deve aguandar o parecer do CEP
quanio & descontineagdo, exceto quando perceber Hsco ou dano ndo

Eadareca: Fua Tsmdds Ve de Casange, 128

Balren:  Bardo Geral de CEP: 12085837
UF: & Wusasipla.  CANFIMAS
Tabslona: | 00350 1-B05 Fiot: (103521-T167 E-rail  cocdTize upzame b
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previsto a0 sujeito panicipants ou quando constatar a supenorkdade de wma estratégla dagndstica ou
terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, Isto &, somente em caso e necsssidade de agdo
Imediata com Intulio de proteger os participantes.

ConBramcla do Parsces- 1431 3481

- 0 CEP deve sev Infomado de todos oF efisios adversos ou Taos nelevanies que aiersm o curso nomal do

astudo. £ papsl do pesquisador assegurar medidas Imediatas adeguadas frente a evemn adversd grave
oCOido (mesmo que tenha sido em outro centro) & enviar noticaglo a0 CEP e 3 Agéncla Naclonal de
Vigllancla Saniaria — ANVISA — junio com sau poskionamenta.

- Eventuais modificagles ou emendas 3o protocolo devem ser apresentadas a0 CEP de forma clara e
sucinta, identficando a parta do profocolo 3 ser modiicada @ suas |ustifcativas. Em caso de projetos do
Gnupe | ou Il apresentatos anteriormenis 3 ANVISA, o pesquisador ou parodnador deve emvidHas ambem
A mesma, junba com o parecer aprovaltno oo CEP, para sersm juntadas 30 protocolo Inlclal.

- Relabonos parcials e final devem ser apresentados ao CEP, Iniclaimente sels mesas apas 3 data deste
parecar de aprovagio e a0 bamino do sshudo.

-Lambramos que segundo 3 Resoiugo 456/2012 , em 1.2 lefra &, “tabe 30 pesquisator apresantar dados
solichates peio CEP ou pela COMEP a qualquer momenia”.

Eafs parscar foll slaboradse basaado nos ocumentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Amuive Fostagem T SR
P _THFCRMAL LS, EAGICAS Do P | s B

| do Projeto ROJETO 514053, 09:46:40

TCLE ! Temmos de | TCLE_pals comigido CEPUI2O2MA6.d| OO22016 | Jose Dircel Ribeim Aceito

Assanimento ! oo o443

Jusificativa de

ALBSENCA

TCLE ! Temmos e | TCLE_adufps_comgdoCEPTE2016.0| D220 | Jose Dircel Ribeim Aceito

Assanimento ! oo o417

Jusificativa de

ALSENCE

Owtres Cararesposia. oo 2022016 | Jose Dincel Ribeim Aceito

Esdereca: Fua Temdls Viem de Casargs, 128

Bairo: Banlo Geraldo CEF: 13085837

UF: & Husidpio: CAMPINAS

Tabsloea: | 103220 Fae: (103E21-T1ET E-mail.  cwogfl uscame i
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Contramgliia oo Perscar 9 431 341

Qe

Cfs Cararespoeid. 0o 004125 |Jose Dirced Ribeim

Faina oe Foeo Teharosouricamp. pd OS11/2015 | Jose Dircewd RIDein
093753

Taros Toihagerneto_uricamy. pdt 0311/2015 | Jose Dircew FIbein
16:14:03
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ANEXO 3- QUESTIONARIO PICADAR E ATS- CLINICAL SCREENING QUESTIONARIE
Questionarios:

Informagodes Clinicas Presenga

Doenca respiratdria neonatal persistente inexplicdvel com necessidade de oxigénio
suplementar em criangas nascidas a termo

Tosse Umida, de inicio precoce, durante todo o ano

Congestao nasal, de inicio precoce, durante todo o ano

Defeito de lateralidade

Adaptado de: Leigh et al. Ann Am Thorac Soc. 2016.

PICADAR

SIM — complete o PICADAR

O paciente tem tosse Umida didria que comegou na primeira
infancia? NAO - PARE. PICADAR n3o esta desenhado
para os doentes sem tosse Umida

1. O paciente nasceu prematuro ou a termo? Termo 2

2. O paciente apresentou doenga respiratdria baixa no periodo

T ) Sim 2

neonatal (por exemplo, taquipneia, tosse, pneumonia)?
3. O paciente foi admitido na UTI Neonatal? Sim 2
4. O paciente tem uma anormalidade de situs (situs inversus e .

. Sim 4
heterotaxia)?
5. O paciente tem um defeito cardiaco congénito? Sim 2
6. O paciente tem rinite perene e persistente? Sim 1

7. O paciente relata sintomas de doenca cronica no ouvido ou na
audicdo (por exemplo, otite, otite média serosa, perda de audi¢do, | Sim 1
perfuracdo do timpano)?

Adaptado de: Behan et al. Eur Respir J. 2016;47(4):1103-12.
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