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Resumo

Introducio: Nos familiares de primeiro grau de pacientes celiacos estd indicada busca ativa
de novos casos por sorologia. Nesse grupo de individuos, o diagndstico da doenga celiaca é
complexo. Dentre familiares, sdo frequentes pacientes assintomdticos ou sem sinais de atrofia
vilositdria na bidpsia intestinal. Intimeros esforcos t€ém ocorrido para elucidar o diagndstico
em situacdes de divida e recentemente, a genotipagem do HLA foi sugerida para esse
propésito. Contudo, o perfil HLA € varidvel entre os povos e ainda ndo estd bem conhecido
no Brasil. Objetivos: 1 - Determinar a soroprevaléncia e prevaléncia de doenca celiaca entre
familiares de primeiro grau de pacientes celiacos. 2 - Descrever as alteracdes histoldgicas,
manifestacdes clinicas e condigdes associadas nos novos casos identificados por sorologia
dentre os familiares de primeiro grau. 3 - Avaliar as frequéncias dos alelos codificadores dos
HLA DQ2 e DQS8 dentre pacientes com doenca celiaca e seus familiares ndo acometidos por
essa doenca. Método: O estudo foi descritivo com componente analitico. Os sujeitos da
pesquisa foram identificados a partir de pacientes celiacos (caso-indice) acompanhados em
ambulatérios de pediatria, gastroenterologia e endocrinologia infantil da cidade do Recife. Os
familiares de primeiro grau dos casos-indice foram submetidos a sorologia e aqueles com
anticorpo anti-transglutaminase positivo convidados a realizar biopsia de intestino delgado.
Nos familiares com bidpsia alterada foram pesquisados sinais, sintomas e condi¢des
associadas a doenca celiaca. Os familiares que tiveram bidpsia com sinais de atrofia
vilositdria juntamente com os casos-indice foram considerados casos. Os familiares com
sorologia negativa compuseram o grupo de comparagdo. Os que tiveram sorologia positiva e
bidpsia sem sinais de atrofia, assim como os que recusaram a biopsia foram excluidos da
andlise. Todos os sujeitos foram submetidos a genotipagem dos HLA DQ2 e DQS8 e as suas
frequéncias comparadas entre os dois grupos. A associacdo entre as varidveis qualitativas
foram testadas pelo teste do qui-quadrado ou exato de Fisher, com nivel de significancia de
5%. Resultados: A soroprevaléncia foi de 20,1% (35/174). Vinte e dois familiares
submeteram-se a biopsia, desses 13/174 (7,5%) com histologia grau III de Marsh, 7/174 (4%)

grau I e 2/174 grau zero, conferindo uma prevaléncia estimada de 11,5%. Todos os familiares



com alterag@o de bidpsia tinham sintomas ou condi¢des associadas a doenca celiaca. Dentre
0s 73 casos, 50 (68,5%) tinham o genétipo DQ?2, 13 (17,8%) o DQS, cinco (6,8%) DQ2 e
DQ8 e cinco ndo possuiam esses gendtipos. Dos cinco pacientes negativos, quatro tinham um
gene B1*02 e um ndo tinha nenhum dos genes estudados. Dentre o grupo de comparagdo,
106/126 (78,6%) apresentaram os gendtipos DQ2 e DQS8. Conclusao: A soroprevaléncia e a
prevaléncia de doenca celiaca foram elevadas dentre familiares. O achado de biépsia com
alteracdes minimas também foi frequente. Os gendtipos DQ?2 foi mais frequente dentre os
casos do que no grupo de comparagdo. A elevada frequéncia dos genétipos DQ2 e DQ8
encontrada dentre familiares limita o uso da genotipagem para o diagndstico da doenca

celiaca nesse grupo.

Descritores: Doenca celiaca. Epidemiologia. Genética. Diagnostico



Abstract

Introduction: Among first-degree members of celiac patients’ families, active serological
searches for new cases are indicated. Within this group of individuals, diagnosing celiac
disease is complex. Among family members, asymptomatic patients or patients who do not
present signs of villous atrophy in intestinal biopsies are often found. Great efforts have been
made to elucidate the diagnosis in situations of doubt and, recently, HLA genotyping was
suggested for this purpose. However, HLA profiles vary between populations and are still
poorly known in Brazil. Objectives: 1 — To determine the seroprevalence and prevalence of
celiac disease among first-degree members of celiac patients’ families. 2 — To describe the
histological abnormalities, clinical manifestations and associated conditions among new cases
identified by serological means among first-degree family members. 3 — To evaluate the
frequency of occurrence of alleles coding for the DQ2 and DQ8 types of HLA among patients
with celiac disease and unaffected members of their families. Method: This was a descriptive
study with an analytical component. The research subjects were identified from celiac patients
(index cases) who were followed up at pediatric, gastroenterological and pediatric
endocrinological outpatient clinics in the city of Recife. First-degree members of the index
cases’ families underwent serological tests and those who were positive for anti-
transglutaminase antibodies were invited to undergo biopsies of the small intestine. Those
with abnormal biopsies were investigated for signs, symptoms and conditions associated with
celiac disease. Those whose biopsies showed signs of villous atrophy, like in the index cases,
were taken to be cases. Those with negative serological tests made up the comparison group.
Those with positive serological tests and biopsies without signs of atrophy, and those who
refused to undergo biopsy, were excluded from the analysis. All the subjects underwent
genotyping for the DQ2 and DQS8 types of HLA, and frequencies were compared between the
two groups. Associations between qualitative variables were tested using the chi-square or
Fisher exact test, with a significance level of 5%. Results: The seroprevalence was 20.1%
(35/174). Twenty-two family members underwent biopsies and, among these, 13/174 (7.5%)
presented Marsh’s grade III histology, 7/174 (4%) had grade I and 2/174 had grade 0, thus
giving an estimated prevalence of 11.5%. All the family members with biopsy abnormalities

had symptoms or conditions associated with celiac disease. Among the 73 cases, 50 (68.5%)



had the DQ?2 genotype, 13 (17.8%) had DQS8, five (6.8%) had DQ2 and DQS and five did not
have either of these genotypes. Among the five negative patients, four had one B1*02 gene
and one did not have any of the genes studied. In the comparison group, 106/126 (78.6%)
presented the DQ2 and DQS8 genotypes. Conclusion: The seroprevalence and prevalence of
celiac disease were high among family members. Biopsy findings with minimal abnormalities
were also common. The DQ2 genotype occurred more frequently among the cases than in the
comparison group. The high frequencies of the DQ2 and DQS8 genotypes found among family

members limited the use of genotyping for diagnosing celiac disease in this group.

Key words: Celiac disease, epidemiology, genetics, diagnosis
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1 - APRESENTACAO



1 — Apresentacao

Em 1999, foi realizado o primeiro estudo soroldgico para doenga celiaca (DC)
no Nordeste do Brasil. Brandt (2001) demonstrou 1,9% de soroprevaléncia para o anticorpo
antitransglutaminase em amostras de sangue de 831 criangas e adolescentes do ambulatério de
pediatria do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). Uma
frequéncia considerada surpreendentemente alta na ocasido. A revolugcdo do conhecimento
acerca da doenca celiaca, que havia se iniciado na Europa na década anterior e se consolidava
em todo o mundo, era assim descortinada nessa regido. Novos estudos, em diabéticos
(ARAUIJO; SILVA; MELO, 2006), criancas com baixa estatura (GUEIROS; SILVA, 2009),
em pacientes com queixas digestivas (ALBUQUERQUE, 2009) e universitdrios (MOURA,

2009) confirmavam que a doencga celfaca é frequente no Nordeste do Brasil.

Em todo o mundo, uma mudanga de paradigma em relacdo ao conhecimento da
DC se encontrava em curso, uma “revolucio” nos moldes descritos por Thomas Kuhn'. O
paradigma antigo: A doenga celiaca € rara, de sintomatologia caracteristica, que acomete
populacdes de ascendéncia europeia e de diagndstico objetivo (sintomas e atrofia das
vilosidades em consumo de gliten; desaparecimento dos sintomas e normaliza¢do da biopsia
com a retirada do gliten; atrofia vilositdria em biopsia apds nova exposi¢cao a essa proteina)
(MEEUWISSE, 1970). O novo paradigma: A doenca celiaca é frequente, um novo problema
de satide publica nas diversas regides do mundo; sua clinica € polimérfica e o seu diagndstico

muitas vezes de dificil definicgdo (ACCOMANDO; CATALDO, 2004).

A cléssica descric@o do iceberg celiaco, metafora perfeita dos achados dos
novos estudos populacionais, ja prenunciava as dificuldades que surgiriam para a clinica: uma

grande quantidade de individuos com testes soroldgicos positivos e sem alteragdes na biopsia,

' Thomas Kunh, autor do livro “A estrutura das revolugdes cientificas”, explica a constru¢do do conhecimento
cientifico por substituicido de paradigmas (KUHN, 1970).



ou ainda, com atrofia vilositdria e sem sintomatologia caracteristica (MAKI; COLLIN, 1997).
Esses achados sdo anomalias® no paradigma antigo, que baseia o diagnéstico da DC nos
sintomas e na evidéncia de atrofia vilositdria na mucosa do intestino delgado. Novos exames
comecaram a ser sugeridos na tentativa de fornecer maior precisiao ao diagndstico. Dentre
eles, a genotipagem dos antigenos de histocompatibilidade linfocitdria DQ2 e DQS, pois em
estudos europeus eles se mostraram presentes em até 98% dos pacientes portadores de DC

(FERNANDEZ-ARQUERO et al., 1995).

Contudo, o perfil HLA ¢é extremamente varidvel e reflete a formagao de cada
povo (NIGAN et al, 2004). O Brasil foi povoado inicialmente por tribos amerindias
origindrias da Sibéria e que aqui chegaram através do estreito de Bering (SANTOS et al.,
1999). Esse povo sofreu miscigenacdo com europeus a partir do Século XVl e,
posteriormente, com africanos. Estudos genéticos populacionais confirmam as teorias de que
houve miscigenacao entre as trés etnias no Brasil. Miscigenagao tdo acentuada, que na
maioria dos brasileiros, ndo € possivel determinar a ascendéncia genética apenas pelas
caracteristicas fisicas (PARRA et al., 2003). No Brasil, portanto, as caracteristicas da

populacdo sdo tdo peculiares que se espera que o seu perfil HLA seja distinto do europeu.

Além disso, nos paises em desenvolvimento, soma-se outra dificuldade: o
diagndstico diferencial com enteropatias infecciosas e desnutri¢io, situagdes mais prevalentes
do que nos paises desenvolvidos e que podem ser confundidas com a doencga celiaca, tanto do
ponto de vista clinico, como histolégico (PODDAR; THAPA; SINGH, 2006). Nessa

populacio o achado de outros marcadores do diagndstico pode ser ttil e muito valioso.

Os familiares de primeiro grau de pacientes portadores de DC tém risco
elevado para desenvolver a doenca (DUBE et al., 2005). Existe recomendagio de que se
realize sorologia nesses individuos para diagnéstico precoce, evitando complicagdes da
doenca (NICE, 2009). Nesse grupo especial, estd concentrado o maior nimero de individuos
com diagndstico indefinido (BONAMICO et al., 2006). Nessa nova realidade, os cuidados

médicos com o paciente com DC se estendem aos seus familiares.

? Segundo T Kuhn as anomalias sdo situages ndo explicadas pelo paradigma vigente (KUHN, 1970).



A motivagdo para a pesquisa, que originou a tese ora apresentada, surgiu pelas
dificuldades no diagnéstico e conducdo da DC entre familiares. A escolha do objeto de estudo
foi norteada pela sugestao recente do uso da genotipagem no diagndstico, em situacdes de
divida, especialmente em grupos de risco. Este estudo se justifica pela necessidade de avaliar
o uso da genotipagem HLA DQ2 e DQS8 no diagnéstico de doenga celiaca em populacoes

brasileiras, considerando seu alto custo e dificuldades de operacionalizacao.

A pesquisa foi planejada para ser um estudo exploratorio, descritivo e de
andlise de marcadores HLA. Porém, necessitava de uma etapa anterior de diagndstico dentro
do préprio estudo. Era preciso definir dentro do grupo de familiares os individuos com DC e
0s que nao eram acometidos por essa doenca no momento da pesquisa. Os novos pacientes
diagnosticados durante o estudo se somaram aos casos-indice ¢ compuseram o grupo de
casos. E os familiares nido acometidos por doenca celiaca compuseram o grupo de
comparacdo. Essa etapa de diagnéstico gerou o primeiro artigo original da tese. A
comparacio das frequéncias dos HLA DQ2 e DQS entre os casos € o grupo de comparacio

gerou o segundo artigo.

A tese se intitula Doenca celiaca em pacientes e familiares de primeiro grau
no Nordeste do Brasil: genotipagem, aspectos clinicos e histologicos e é composta por: um

capitulo de revisdo da literatura, um capitulo de método e dois artigos originais.

A tese foi planejada e conduzida para responder as seguintes perguntas:

1. Qual a soroprevaléncia para o anticorpo anti-transglutaminase e a
prevaléncia da DC dentre familiares de primeiro grau de pacientes
portadores de DC em unidades hospitalares da cidade do Recife, Nordeste
do Brasil?

2. Quais as manifestagdes clinicas e aspecto histolégico das biopsias dos
casos de DC identificados por triagem sorolégica dentre familiares de
primeiro grau de pacientes celiacos?

3. A frequéncia dos genétipos DQ2 e DQS8 do sistema HLA dentre pacientes
portadores de DC do Recife é a mesma observada na Europa?

4. Existe diferenca nas frequéncias dos genétipos DQ2 e DQ8 do sistema

HLA entre individuos celiacos e seus familiares de primeiro grau?



As hipéteses formuladas foram: 1 - As frequéncias dos gendtipos DQ2 e DQ8
nos celiacos do Brasil sao diferentes das descritas na Europa. 2 - Ospacientes portadores de
DC tém a frequéncia dos genétipos DQ2 e DQS8 semelhante aquela de seus familiares com

sorologia negativa para DC.

A tese atende aos seguintes objetivos:

1 - Determinar a soroprevaléncia para o anticorpo antitransglutaminase, a
prevaléncia de doenca celiaca dentre familiares de primeiro grau de
pacientes com DC na cidade de Recife, Nordeste do Brasil.

2 - Descrever as alteragdes histoldgicas, manifestagdes clinicas e condi¢des
associadas nos novos casos identificados por sorologia dentre os
familiares de primeiro grau.

3 - Avaliar as frequéncias dos alelos codificadores dos HLA DQ2 e DQS8

dentre pacientes com doenga celiaca e seus familiares com sorologia negativa

para DC.

O capitulo de revisdo da literatura foi estruturado para abranger os aspectos do
diagndstico da DC na atualidade, a fim de embasar a defini¢do dos métodos de diagndstico da
pesquisa e a defini¢do dos casos e grupo de comparagdo. Nele estdo também contemplados os
aspectos da distribui¢cdo da DC e dos marcadores do HLA no mundo e na América Latina para

fundamentar a discussdo dos dados empiricos encontrados na pesquisa.

O capitulo de método descreve o planejamento, operacionalizacdo do estudo e
andlise dos dados, assim como os custos e materiais empregados na pesquisa “Marcadores
genéticos de histocompatibilidade linfocitdria em familiares de primeiro grau de pacientes
celiacos” financiada pelo CNPq, por meio do edital Universal de 2006 (Processo:
475120/2006-1). Os dados empiricos obtidos no estudo compuseram o banco de dados que

originou os dois artigos ora apresentados.

O primeiro artigo submetido para publicacio ao Jornal de Pediatria (Rio J) se
intitula “Doenca celiaca em familiares de primeiro grau de pacientes no Recife, Nordeste do
Brasil, aspectos clinicos e histologicos”. E foi construido a partir dos dois primeiros
objetivos da tese. Esse artigo se fundamenta nos dados obtidos na primeira fase do estudo

elaborada para definicdo dos grupos de caso e comparacdo. Além da soroprevaléncia e dos



achados das biopsias, sdo descritos os sintomas e condi¢des associadas relatadas pelos
pacientes identificados. Entre os dados descritos nesse artigo, estdo: a alta prevaléncia da
doenca nos familiares, a presenga de sintomas ou condi¢des associadas em todos 0s novos
casos diagnosticados na pesquisa e o achado de alteracdes inflamatérias minimas nas biopsias

de um terco dos pacientes com sorologia positiva para o anticorpo antitransglutaminase.

O segundo artigo “Distribuicdo das frequéncias dos HLA DQ2 e DQ8
entrepacientes portadores de DCe seus familiares de primeiro grau”, que atende o segundo e
o terceiro objetivo da pesquisa, descreve as frequéncias dos genétipos DQ2 e DQS8 nos grupos
depacientes portadores de DCe seus controles familiares, assim como a distribuicao dos genes
isolados desses gendtipos entre esses grupos. As frequéncias dos HLA DQ2 e HLA DQS8
foram diferentes daquelas descritas na Europa e préximas as do Chile e Estados Unidos da
América, sugerindo assim um padrio uniforme e distinto nas populagcdes das Américas,
possivelmente explicado pelo povoamento desse continente. Outro dado descrito nesse estudo
¢ a alta frequéncia dos genétipos DQ2 e DQS8 dentre os controles o que dificulta o seu uso

para diagnéstico dentre familiares dessa regio.

Ainda no segundo artigo, para caracterizacdo da amostra estao descritos a
idade e os sintomas no momento do diagndstico do grupo de 73pacientes portadores de
DCincluidos no estudo. Esse grupo abrange os casos-indice e os familiares que tiveram atrofia
vilositdria nas suas biopsias de intestino delgado durante a primeira fase do estudo. Dentre
esses pacientes, 40% tinham sintomas discretos ou ndo gastrointestinais no momento do
diagnéstico, refletindo aumento no grau de suspeicao para a doenca celiaca nessa regiao. O
segundo artigo foi submetido ao Jornal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition no dia
06/12/2009.

A tese se destina a obtengdo do titulo de Doutor em Satide da Crianga e do
Adolescente pela Aluna Margarida Maria de Castro Antunes e foi orientada pela Professora
Dra Giselia Alves Pontes da Silva. O estudo se insere na Linha de Pesquisa Afec¢des
gastrointestinais: clinica e epidemiologia, que pertence ao Grupo de Pesquisa em
Gastroenterologia e Nutri¢do da UFPE, coordenado pela Professora Giselia Alves Pontes da

Silva.
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2 - REVISAO DA
LITERATURA



2 - Revisao da Literatura

2.1 Introducao

A doenca celiaca (DC) é uma enteropatia cronica dependente do gliten. Esse
pressuposto norteou os critérios de diagndstico para DC desde 1970 (MEEUWISSE, 1970). A
demonstracao de atrofia das vilosidades na biopsia do intestino delgado durante o consumo de
gliten e o seu desaparecimento apds a retirada dessa proteina da dieta, assim como o
desaparecimento de sintomas; confirmam que o individuo é portador de DC e que deve

permanecer em dieta sem gliten por toda a vida (WALKER-SMITH et al, 1990).

O surgimento dos testes soroldgicos na década de 1980 causou uma verdadeira
revolucdo no conhecimento acerca da DC (DIETERICH et al, 1997). De doenga rara, que
acomete populagcdes europeias e com quadro clinico caracteristico, percebeu-se que a DC é
freqiiente, polimérfica e acomete pessoas das diversas regides do mundo (ACCOMANDO;
CATALDO, 2004). Demonstrou-se também que a enteropatia dependente do gliten pode
variar de alteracdes discretas na mucosa do intestino delgado a cléssica atrofia das vilosidades
(MARSH, 1992). Esses elementos trouxeram novos desafios no diagndstico dessa doenga.

Situacdes de divida no diagnéstico se multiplicam desde entdo.

Num dos primeiros grandes estudos populacionais realizados, Catassi et al
(1995), na Italia, demonstraram que para cada paciente com diagndstico de DC existiam até
sete com sintomatologia discreta ou se dizendo sem sintomas e, portanto, ndo diagnosticados
pela clinica. Nascia, assim, o conceito de iceberg celiaco descrito posteriormente por Maki e
Collin em 1997. Na ponta do iceberg, acima do nivel do mar, se encontravam os pacientes
com sintomas, sorologia positiva e atrofia das vilosidades no intestino delgado. Na base, os
individuos com marcadores genéticos, sorologia negativa e sem enteropatia estabelecida.
Entre esses, uma grande quantidade de pacientes com sorologia positiva e sem alteracdes de
biopsia ou com alteragdes de biopsia e sem manifestagdes clinicas, ou seja, uma grande “zona

de cinza” entre a satide e a doenga celiaca estabelecida (MAKI; COLLIN, 1997).



Os familiares de primeiro grau de pacientes com DC compartilham fatores de
risco genéticos e o ambiente, portanto sdo os individuos de maior risco para desenvolver a DC
(ROBINSON et al, 1971; HILL et al, 2005). Neles, a frequéncia de DC € entre 10 e 20 vezes
superior aquela da populagio geral (KOTZE et al, 2001; DUBE et al, 2005; ESTEVE et al,
2006). Por esse motivo, é consenso que nesses individuos se deva realizar busca ativa da DC
por meio de sorologia, mesmo naqueles que se dizem assintomdticos (NICE, 2009; HILL et
al, 2005). Nesse grupo, contudo, encontra-se a maior concentracdo de pacientes pouco

sintomadticos e situagdes de indefini¢ao diagndstica.

Nos paises em desenvolvimento, além das dificuldades descritas acima, as
enteropatias parasitdrias e infecciosas e o super crescimento bacteriano, que caracterizam a
enteropatia ambiental, sio muito prevalentes e podem apresentar clinica e alteragdes
histopatolégicas semelhantes a DC, especialmente quando a atrofia de vilosidades nao esta
presente (PODDAR et al, 2002). Essas peculiaridades do diagnéstico da DC ja foram
descritas na India, Turquia e Egito, pafses cuja populacio tem condi¢des de vida muito
semelhantes as que sdo observadas na maior parte da populacdo brasileira (GROOVER et al,

2007; ABU-ZEKRY et al, 2008; CATASSI; YACHHA, 2008).

Recentemente tem sido sugerido que os genes codificadores das moléculas
DQ2 e DQS8 do sistema de histocompatibilidade linfocitiria (HLA) poderiam ser utilizados
para definicdo diagndstica em caso de ddvida (HILL et al, 2005). Os HLA DQ2 e DQS8 sao os
marcadores genéticos mais fortemente associados a DC (KAUKINEN et al, 2002;
ARMSTRONG; ROBINS; HOWDLE, 2009). Na Europa, O HLA DQ?2 estd presente em
cerca de 90% e o DQ8 em 8% dos pacientes celiacos, em contraste com a populacdo geral
onde eles estdo em 20 a 30% dos individuos (HUNT; VAN HELL, 2009). Em populacdes das
Américas, no entanto, 0 HLA DQS8 estd presente em cerca de 17% dos pacientes celiacos, o
dobro do descrito em populagdes europeias (PEREZ-BRAVO et al, 1999; ARAYA et al,
2000; FASANO et al, 2003). Esse fato € explicado por o sistema HLA ser um dos mais
polimérficos existentes, refletir a formagdo de cada povo e, portanto, variar entre as diversas

regides do mundo (NIGAN et al, 2004).

No Brasil, além disso, a populacido é extremamente miscigenada (PARRA et

al, 2003) e, portanto, com caracteristicas genéticas distintas das populacdes europeias onde a



maior parte dos estudos em DC foi realizada. Muitos aspectos da DC no Brasil ainda sdo
desconhecidos. Dentre eles, a frequéncia dos genes HLA nos pacientes celiacos e a
distribuicdo desses genes dentre os familiares de primeiro grau desses pacientes. Assim, a
revisdo a seguir embasou a tese “Doenca celiaca em pacientes e familiares de primeiro grau
no Nordeste do Brasil: genotipagem, aspectos clinicos e histoldgicos* e enfoca a distribuicio
e as caracteristicas da DC no mundo, especialmente em grupos de risco, seu diagndstico e

associacdo com os genes codificadores das moléculas DQ2 e DQS8 do sistema HLA.

Foram revisados artigos indexados nas fontes de informacdo em ciéncias da
saude: LILACS, MEDLINE, Biblioteca Cochrane, utilizando o banco de dados da Biblioteca
Virtual em Sadde (BVS) da BIREME-OPAS-OMS e do SciELO, no periodo de 1970 até
2009. Os descritores e o enfoque dos estudos em cada item da revisdo estdo listados no

quadro 1.



Quadro 1: Descritores e enfoque dos estudos utilizados na revisao

Aspectos da revisao

Descritores

Enfoque dos estudos

DC: distribui¢do mundial
ou

DC, prevaléncia

Estudos abordando a distribui¢do da DC
em populagéo geral da Europa, Norte da

“a aldeia global da DC” Africa, Oriente Médio e Américas.
HLA, populagdo América.
s e sborda o el HEA d
O caminho da DC nas aleitamento materno ’ p

Américas e no Brasil

HLA, polimorfismo, amerindios

Consumo, alimentos, Brasil

Américas e consumo alimentar no
primeiro ano de vida no Brasil e
frequéncia de aleitamento materno.

Grupos de risco e
familiares

DC, grupos de risco

DC, familiares

Estudos abordando a distribui¢do da DC
dentre grupos de risco, especialmente
familiares de primeiro grau de pacientes
celiacos.

Critérios de diagndstico

DC diagnéstico

Consensos  diagndsticos em  DC,
Guideline, artigos  discutindo  os
consensos em DC.

Aspectos clinicos do
diagnéstico de DC

DC, sintomas

Frequéncia, DC

Estudos clinicos em DC. Frequéncia da
DC em grupos de pacientes com
sintomas especificos

Testes soroldégicos

DC, sorologia, diagndstico
Anticorpo antitransglutaminase, DC

Anticorpo antiendomiseo, DC

Estudos abordando a técnica da
sorologia na DC. Estudos de validagdo
da tTG e EMA.

Histologia do intestino
delgado

DC, diagnéstico
DC, biopsia

DC, histologia

Estudos descritivos da histologia do
intestino delgado em DC. Classificacio
das alteracdes histoldgicas. Estudos
comparativos entre os resultados das
sorologias e biopsias

Genotipagem dos HLA
DQ2 e DQ8

DC, HLA

DC, genotipagem

Estudos de HLA em DC. Estudos em
fisiopatogenia da DC. Genotipagem em
grupos de familiares e nas populagdes
europeia e americana.




2.2 Doenca celiaca: distribuicao mundial ou “a aldeia
global da doenca celiaca”

A DC € uma das doengas desencadeadas por alimentos mais freqiientes da
atualidade. H4 poucos anos atrds, era crenga que a DC acometia apenas individuos de
ascendéncia europeia. Na atualidade, sabe-se que a doenca estd presente nas Américas
(FASANO, 2003), na Africa (CATASSI, 2006; ABU-ZEKRY et al, 2008), no Oriente Médio
(HASHEMI et al, 2008) e ji foram relatados casos de DC em paises do extremo leste da Asia
(JIANG; ZHANG; LIU, 2009). Estima-se que entre 0,5 ¢ 1% da populacdo mundial seja
acometida pela DC (CATASSI; YACCHA, 2008).

Na maioria dos paises europeus, a prevaléncia de DC situa-se entre 0,5 e 0,8%
e parece haver um aumento da frequéncia do sudeste para o norte europeu. As maiores
prevaléncias de DC estdo na Inglaterra, Finlandia, Suécia e Hungria, paises do norte e as
menores na Espanha, Itdlia e Alemanha (MAKI et al, 2003; ACCOMANDO; CATALDO,
2004; IVARSSON, 2005; MYLEUS et al, 2009). Alguns autores relacionam essa distribuicao
ao “caminho” que o gliten percorreu desde o periodo neolitico. Iniciada h4 cerca de 10000
anos na regido do “crescente fértil” no sudoeste asidtico, a cultura do trigo se expandiu para a
Europa, através do mediterraneo (Norte da Africa, Grécia e Sul da Europa) e do vale do rio
Dantbio na Europa Central; levando cerca de 5000 anos para chegar ao Norte da Europa -
menor tempo de exposi¢ao ao gliten, menor selecio negativa de genes e maior prevaléncia da
DC. As excecdes a essa teoria sdo a regido abaixo do Norte da Africa, a Sardenha, Ird e
Turquia, onde a prevaléncia da DC ¢ elevada (SAVAS et al, 2007; CATASSI & YACHHA,
2008).

Nas Américas, a DC foi descrita desde o Canada até a América do Sul, com
prevaléncia semelhante a europeia (ARAYA et al, 2000; DUBE et al, 2005; FASANO et al,
2003; CINTALDO et al, 2006; BRANDT; SILVA, 2008). Nos Estados Unidos da América
(EUA), Fasano e et al. (2003) realizaram screening populacional em 13145 individuos, sendo
4126 de populagdo geral (doadores de sangue, escolares, exames médicos de rotina) e 9019
pertencentes a grupos de risco (a maioria — 4508, familiares de primeiro grau) e demonstrou

prevaléncia de DC de 1:133 na populacio geral e 1:22 em familiares de primeiro grau.



No Brasil, especificamente, os estudos em populagdo geral apontam para uma
soroprevaléncia entre 0,15 e 1,75% (GANDOLFI et al, 2000; MELO et al, 2006;
CROVELLA et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2007; MOURA, 2009). As caracteristicas dos

estudos soroldgicos em populacdo geral do Brasil estdo descritas no quadro 2.

Quadro 2: Soroprevaléncias para DC encontradas nos diferentes estudos brasileiros

Autor Cidade (ano) Nimero Origem Sorologia Frequéncia (%)
Gandolfi et al  Brasilia (1998) 2045 Doadores de sangue EMA* 0,15

tTGT Soro 0,80
Melo et al Ribeirao Preto (2002) 3000 Doadores de sangue

EMA * 0,50
Oliveira et al Sao Paulo (2004) 3000 Doadores de sangue tTGJr soro 1,50

Universitarios (580) +
Crovellaetal  Recife (2006) 1074 tTG soro 0,84
Triagem para filariose (494)

Moura Recife (2008) 683 Universitarios tTGT soro 1,75

TEMA: anticorpo antiendomiseo
"tTG: Anticorpo antitransglutaminase tecidual humana

Alguns pesquisadores justificam o fato do Brasil ter uma frequéncia
semelhante a da Europa por ter sido colonizado por povos oriundos daquele continente que
teriam trazido os genes de risco. (GUANDALINI, 2008). Entretanto, como se verd a seguir,

curiosamente a explicacio ndo € tdo simplista assim.

2.2.1 A doenca celiaca nas Américas e no Brasil

“O conhecimento da distribui¢do geogrdfica da DC pode ajudar a melhor
compreensdo da interagcdo entre os fatores ambientais e genéticos envolvidos
nessa desordem complexa”

C. Catassi, SK Yachha



Parafraseando Catassi & Yachha (2008), para entender a distribuicio da DC
nas Américas e no Brasil é preciso compreender o perfil dos genes HLA de risco para essa
doenca nas populagdes americana e brasileira. Assim como, conhecer o caminho que o gliten
fez até hoje nesse continente, o padrdo de consumo do trigo e de outros fatores ambientais,

tais como os agressores a mucosa do intestino delgado.

Os primeiros habitantes das Américas sdo oriundos de tribos da Sibéria, que
chegaram ao Canadd atravessando pelo estreito de Bering e posteriormente migraram para o
sul, constituindo as tribos amerindias que povoaram todo o continente americano (SANTOS
et al, 1999; PARRA et al, 2003). Essas tribos ndo tinham contato prévio com o gliten e as
formas selvagens do trigo ndo eram, ainda, encontradas no continente americano. Portanto, a
primeira exposicdo dos amerindios ao gliten ocorreu apds a chegada dos europeus ha 500
anos. Comparativamente, no sudeste da Europa e no Oriente Médio, o cultivo do trigo existe
ha cerca de 10.000 anos. No Norte da Europa, aonde o cultivo do trigo chegou cerca 5.000
anos depois do sul a prevaléncia da DC é até duas vezes maior do que no Sudeste
(ACCOMANDO; CATALDO, 2004). Portanto, do ponto de vista da evolucdo, 500 anos € um
tempo muito curto para selecdo negativa dos genes de risco para DC, tanto os HLA, quanto os

nao HLA.

Os genes HLA muito utilizados nos estudos genéticos populacionais refletem o
processo de miscigenagdo que originou cada povo, pois sdo herdados em codomindncia,
persistindo entre as geragdes (FERNANDES et al, 2003). O padrao da frequéncia dos HLA
também espelha a evolugdo, pois ele sofre selecdo negativa quando os seus genes estdo

associados a doencgas muito prevalentes (PARHAM et al, 1997; HOLLENBACH et al, 2001).

Estudos em genética populacional encontraram que algumas tribos amerindias
do norte do Canadé (regido do primeiro povoamento americano) t€m predominio dos alelos
codificadores do HLA DQS8, nos conduzindo a supor que esse seria o perfil HLA de risco para
DC original desse continente (MONSALVE; EDIN; DEVINE, 1998). Pelo curto espago de
tempo de exposi¢do ao gliten (e consequentemente a DC), € possivel que esses genes ainda
sejam os predominantes nas Américas. Essa hipdtese é corroborada pela descricio do
predominio do HLA DQS8 dentre pacientes celiacos amerindios e familiares de chilenos

(ARAYA et al, 2000).



Atualmente, o consumo de trigo no Brasil é alto e semelhante aos paises
europeus. Segundo dados do IBGE no Nordeste brasileiro, o consumo de trigo responde por
18% das calorias ingeridas por domicilio e € um dos maiores do Brasil (BRASIL, 2004). O
primeiro contato com o gliten é precoce em criancas brasileiras. Estima-se que 60% das
criangas sejam desmamadas antes do 6° més de vida e que 20% das criangas ja tenham contato
com o gliten nessa idade (BRASIL, 2009). A introdugdo do gliten entre o quarto e sexto més
e na vigéncia do aleitamento materno seria fator protetor para DC, bem como, sua introducao
anterior a essa idade, como ocorre na maioria das criancas brasileiras, seria fator de risco
(ASCHER et al, 1997; FARREL; KELLY, 2002; NORRIS et al, 2005). A exposi¢do precoce
e em altas doses ao gliten estd relacionada ao aumento na incidéncia de DC observado em

alguns paises (WEILE et al, 1995; IVARSSON, 2005).

Além disso, a maioria da populagdo brasileira estd exposta a condigdes
ambientais adversas. O desmame precoce conduz a desnutricdo nas populacdes mais carentes
que juntamente com as entero-infecgdes nos primeiros meses de vida modificam a barreira da
mucosa intestinal, facilitando a passagem de peptideos de gliten ndo completamente
digeridos, evento inicial no processo patogénico da DC (KAGNOFF, 2007; HUNT; VAN
HEEL, 2009).

De acordo com os pressupostos acima, além da colonizagdo europeia, a
populagdo brasileira € vulnerdvel a DC tanto por suscetibilidade genética, quanto por estar
exposta a fatores de risco ambientais conhecidos e determinantes do desencadeamento dessa

doenca, explicando assim a frequéncia encontrada em nosso meio.

Dentre os familiares de primeiro grau de pacientes celiacos, esses fatores de
risco estdo ampliados porque eles compartilham a vulnerabilidade genética e o ambiente com
os pacientes (RUBIO-TAPIA et al, 2008). Assim como o diabético tipo 1 (COLLIN et al,
2002; ARAUJO; SILVA; MELO, 2006; WHITACKER et al, 2008), dentre outros grupos, os
familiares de primeiro grau sio considerados grupo de risco para DC (DUBE et al, 2005).
Neles, a frequéncia da DC € de cerca de 20 vezes a da populacdo geral e por esse motivo esses

individuos sdo objeto de numerosos estudos genéticos e de fatores de risco ambientais.



2.2.2 Doencga celiaca dentre familiares de primeiro grau

Os estudos iniciais em familiares de primeiro grau de pacientes celiacos foram
realizados na Inglaterra na década de 1970, baseavam-se nos achados de biopsia intestinal e
demonstravam prevaléncia de DC de 5,5% (ROBINSON et al, 1971). Na Espanha em 1999,
encontraram-se soroprevaléncia para o EMA de 5,8% e prevaléncia de DC por biopsia de
5,5% em 675 familiares, freqiiéncias muito préximas, demonstrando a correlagio do
anticorpo antiendomiseo (EMA) com os achados de atrofia vilositria em biopsia (FARRE et
al, 1999). Na Italia em 2006, a soroprevaléncia para tTG em 439 familiares de primeiro grau
foi de 10,5% e para o EMA de 8,7% (BONAMICO ET AL, 2006). Embora a Itilia e a
Espanha estejam préximas geograficamente a diferenca nas freqii€ncias € acentuada. Nos
paises do Norte da Europa, os estudos em familiares demonstram uma prevaléncia de cerca de

10%, mais préxima a encontrada na Itdlia (ROSTAMI et al, 2000; HOGBERG et al, 2003).

Em populagdes nio europeias a frequéncia de DC entre familiares de primeiro
grau também € elevada. Nos Estados Unidos da América do Norte (EUA), Rubio-Tapia e et
al. (2008), avaliaram 344 familiares de primeiro grau. Dentre eles, 47 (14%) tiveram tTG
positiva, 33 (9,5%) o EMA positivo e 39 (11%) diagndstico histolégico de DC. Também nos
EUA, Fasano e et al. (2003). avaliaram 3214 familiares com EMA e posteriormente tTG e
encontraram uma soroprevaléncia de 4,7%. Essa diferenca, possivelmente se deve ao uso do
EMA como teste inicial o que diminuiria a sensibilidade da triagem e também, ao tamanho da
amostra, pois como se observa a frequéncia tende a diminuir em amostras maiores (FASANO

et al, 2003).

Na América Latina, Araya et al (2000) estudaram um grupo de 126 familiares
de primeiro grau de pacientes celiacos no Chile e demonstraram uma soroprevaléncia para o
EMA de 4,8%. No Brasil, o primeiro estudo em familiares foi feito por Kotze et al (2001), em
Curitiba. Esses autores avaliaram 115 familiares por meio do EMA IgA e encontraram 18
(15,6%) com EMA positivo (KOTZE et al, 2001). Em 2004, Almeida et al (2008). realizaram
um segundo estudo, dessa vez em Brasilia e também utilizaram o EMA IgA. Dentre os 188
familiares testados, nove (4,8%) tiveram o EMA positivo e todos apresentaram atrofia
vilositdria na histologia do intestino delgado. O Quadro 3 sintetiza os resultados dos

principais estudos que descrevem a frequéncia de DC em familiares de primeiro grau.



Quadro 3: Sumdrio dos estudos em frequéncia de DC entre familiares de primeiro grau.

Autor Local Nuamero de Exame Frequéncia
(ano) familiares (%)
5,8
Farré EMAT ’
(1999) Espanha 675 Biopsia (atrofia vilositaria) 35
. 10,5
Bonamico 1. tTGE i
(2006) Italia 439 EMA* 8,6
Fasano " 4,5
(2005) EUA 4508 EMAT
Groover Lo tTG % 13,6
(2007) India 169 Biopsia (atrofia vilositaria) 8,6
Esteve 7,2
(2006) Espanha 221 tTGE e EMAY
Kotze Brasil 15,6
(2001) (Parand) 15 EMA1
. . 4.8
Almeida Brasil ’
(2008) (Brasilia) 188 EMAT
Europa
Dubé EUA 2607 Biopsia (atrofia vilositdria) 7.6
(2005) América do Sul

*EUA: Estados Unidos da América.

TEMA: anticorpo antiendomiseo

1 tTG: anticorpo antitransglutaminase

Em 2005, doze estudos de prevaléncia em diversos paises da Europa, EUA e

América do Sul (incluindo o Brasil) foram analisados em conjunto por Dubé et al (2005).

Esses estudos avaliaram entre 92 e 943 pacientes, no total, 2607. Nessa metanélise, quando se

considerava a atrofia vilositaria para diagnéstico, a prevaléncia de DC variou de 4 a 12%, com



média de 7,6%. Todavia, se o grau I de Marsh fosse considerado como diagndstico, a
prevaléncia de DC entre familiares era de 44%.

Além das altas freqiiéncias descritas acima, existe ainda uma grande
variabilidade entre os diversos estudos. Essa diferenca é originada por diversos motivos:
diferencas populacionais, das técnicas soroldgicas e dos critérios diagndsticos empregados em
cada estudo. Dentre familiares especificamente, se encontra o maior nimero de individuos
sem definicdo diagndstica se utilizarmos os critérios de diagndstico vigentes na atualidade
(BONAMICO et al, 2006; ESTEVE et al, 2006). Para melhor compreender esse fato, é

necessdrio conhecer de que forma se delimita o diagnéstico da DC na atualidade.

2.3. Diagnostico da doenca celiaca

Nenhum exame isolado € capaz de determinar o diagnéstico de DC (FARRE et
al, 1999). Uma combinacio entre a clinica, sorologia e achados histoldgicos tem sido utilizada

de diversas formas para esse propdsito (HILL et al, 2005).

2.3.1 Critérios de diagnostico

A DC foi descrita pela primeira vez no século XIX por Samuel Gee, mas a sua
relacdo com o gliten s6 foi descoberta na década de 1940 por Dicke. Anos depois, com o
desenvolvimento da cédpsula de biopsia, evidenciou-se a presenca da enteropatia e desde

entdo, a sua demonstracdo ¢ fundamental para o diagnéstico da DC (AURICCHIO;
TRONCONE, 2008).

O primeiro critério de diagndstico de DC, denominado de Interlaken, foi
elaborado, em 1970, no segundo simpdsio de doenca celiaca da Sociedade Europeia de
Gastroenterologia e Nutricdo. Conforme estabelecido entdo, o achado de atrofia vilositdria na
biopsia com recupera¢do da mucosa e melhora clinica apdés dois anos de dieta sem gliten e
reaparecimento da atrofia depois de nova exposi¢ado a essa proteina indicava o diagnéstico de

DC. A terceira biopsia era realizada trés a seis meses apds a ingestdo de, no minimo, 10



gramas de gliten ao dia. Ao todo, eram necessdrios, no minimo, 30 meses de

acompanhamento para definicdo do diagndstico (MEEUWISSE, 1970).

Em 1990, apés o surgimento dos testes soroldgicos, a ESPGHAN publicou
novo consenso, vigente até hoje, em que dispensava biopsias subsequentes, para os individuos
com atrofia vilositaria (Marsh III), sorologia positiva e melhora clinica apés a retirada do
gliten da dieta. As excecdes eram: criancas menores de dois anos, em paises em
desenvolvimento, pacientes assintomadticos no diagndstico e quando o resultado da biopsia

inicial era duvidoso (WALKER-SMITH et al, 1990).

As apresentagdes clinica e histologica dos individuos diagnosticados por
sorologia sdo extremamente varidveis (BOTTARO et al, 1999; VIVAS et al, 2008). Por esse
motivo, naquele momento, surgiram novas diretrizes para situacdes especiais (MURDOCK;
JOHNSTON, 2005, NIH, 2005). Em 2005, a Sociedade Norte-Americana de
Gastroenterologia e Nutricdo Pedidtrica (NASPGHAN) publicou sua orientagdo para
diagnéstico de DC (HILL et al, 2005).

Nesse documento, a NASPGHAN reforca a necessidade de biopsia para
diagnéstico embora considerando ja o grau II de Marsh associado a sorologia positiva como
fortemente indicativo de DC, recomenda a triagem de grupos de risco com a tTG-IgA e
sugere o uso dos marcadores HLA DQ2 e DQS para elucida¢do diagndstica nos casos em que

houver dividas, situacio frequente entre os grupos de risco para DC.

Em 2009, novo consenso na Inglaterra sugere que a genotipagem do HLA deva
ser utilizada apenas em situacdes especiais e por especialistas, devido a dificuldade na sua
interpretacdo (NICE, 2009). Além disso, é possivel que, tanto os genes HLA quanto a clinica,
sejam varidveis entre os grupos de individuos, populagdes e regides do mundo e que os

consensos de diagndstico devam ser especificos para cada um desses.

Nesse sentido, serdo discutidos a seguir os aspectos clinicos, sorolégicos e
histolégicos da DC, assim como os marcadores genéticos e sua variabilidade dentre os grupos

etdrios e populacionais.



2.3.2. Aspectos clinicos do diagnéstico de Doenca Celiaca

A DC ¢ extremamente varidvel na sua expressdo clinica (LEBENTHAL,;
SHTEYER; BRANSKI, 2008). A maioria dos pacientes celfacos tem formas pouco
sintomaticas ou sdo assintomaticos (BOTTARO et al, 1999; BEATTIE, 2006). Apesar de em
criangas observar-se uma maior correlacio entre a intensidade dos sintomas e o grau de lesdo
histolégica (SAVAS et al, 2007), € comum o achado de pacientes adultos pouco sintomaticos
ou sem sintomas e com alteracdes histolégicas considerdveis (MARSH; CROWE, 1995;

VIVAS et al, 2008).

As formas de apresentagdo da DC sdo classificadas didaticamente em:
gastrointestinal, ndo gastrointestinal e assintomdtica (NICE, 2009). Os sintomas
gastrointestinais podem variar desde a forma cldssica com diarreia, perda de peso e distensdao
abdominal descrita por Samuel Gee até formas ditas oligossintomaticas, tais como nauseas
ocasionais, flatuléncia e sensacdo de empachamento (USAI et al, 2007), ou apenas se
manifestar como constipacdo (SHAHBAZKHAN et al, 2003). Os sinais, sintomas e condi¢des

morbidas ndo relacionados ao trato gastrointestinal estdo descritos no quadro 4.



Quadro 4: Sinais e sintomas ndo gastrointestinais e condi¢des associadas a doenga celiaca.

Alopecia
Amenorreia
Anorexia

Fadiga cronica
Irritabilidade
Aftas de repeti¢do

Sinais e sintomas nao gastrointestinais

Anemia

Infertilidade

Miocardite autoimune
Neuropatia cronica
Osteoporose

Tireoidite

Epilepsia

Aumento de transaminases
Baixa estatura

Defeito no esmalte dentario
Depressao/ desordem bipolar
Dermatite herpetiforme
Diabetes tipo I

Enxaqueca

Condicoes associadas a doenca celiaca

RaviKumara, Tutthill e Jenkins (2006) revisaram os relatos dos sintomas de
criangas, que haviam sido diagnosticados entre os anos de 1999 e 2004, e compararam com
aqueles que foram diagnosticados nas duas tultimas décadas em Cardiff, Pais de Gales. Dentre
os pacientes diagnosticados hd duas décadas, 90% tinham sintomas gastrointestinais,
comparados com apenas 42% dos diagnosticados nos ultimos cinco anos. Os sinais e sintomas
ndo gastrointestinais desse grupo eram predominantemente dlceras orais, anemia por caréncia
de ferro e baixa estatura. Essa pesquisa reflete a mudanca de conhecimento acerca da DC
nesse periodo e também a realidade dos casos diagnosticados agora por triagem soroldgica,

que representaram 26% dos diagndsticos nesse grupo no periodo mais recente.

A DC ¢é uma doenga polimérfica com sintomas originados em todos os
sistemas. Existe um ndmero imenso de estudos, demonstrando a associacdo da DC com
sintomas variados conforme os descritos no quadro 4 (BOTTARO et al, 1999; SALMI et al,
2006; SAVAS et al, 2007; USAI et al, 2007; VIVAS et al, 2008; LURZ et al, 2009). Todavia,
como a DC é muito prevalente e a maior parte dos estudos clinicos foi feita sem grupo
controle, € possivel que a associacdo entre a DC e alguns sintomas e condi¢des moérbidas seja

apenas uma coincidéncia, pela alta frequéncia das duas condi¢des na populagdo geral.



Nesse sentido, em 2009, o National Institute for Health and Clinical Excellence
(NICE, 2009) da Inglaterra revisou os estudos clinicos recentes em DC e publicou
recomendacdo sugerindo as situacdes clinicas em que estaria indicada a triagem soroldgica.
As gastrointestinais sdo: diarreia recorrente, dispepsia e sindrome do intestino irritdvel. Dentre
os pacientes com sindrome do intestino irritdvel 12% tiveram diagnéstico de DC quando
pesquisados (SHAHBAZKHAN et al, 2003; BOTTARO et al, 1999, GARAMPAZZI et al,
2007) assim como, de 10 a 40% dos pacientes com dispepsia (EMAMI et al, 2008). Segundo
esse consenso, dentre os pacientes com sintomas e condicdes ndo gastrointestinais os que tém
indicacdo de submeter-se a sorologia sdo os portadores de: anemia por caréncia de ferro, baixa
estatura, fadiga cronica e osteopenia (NICE, 2009). Doze a 40% dos pacientes portadores de
anemia por caréncia de ferro tiveram diagnéstico de DC nos diversos estudos (BOTTARO et
al, 1999; EMAMI ET AL, 2008), assim como 20 a 30% daqueles com baixa estatura
(BOTTARO et al, 1993; BOTTARO et al, 1999), 8% com fadiga cronica e 6% dos adultos
com osteopenia (VILPPULA et al, 2008).

Outro aspecto importante da DC é que as manifestacdes clinicas variam com a
idade (LUDVIGSSON et al, 2004). Dentre as criancas predominam as formas
gastrointestinais, os sintomas sdo mais acentuados, ocorre comprometimento nutricional mais
frequentemente e as formas assintomdticas sdo mais raras. Nos adultos predominam os
sintomas ndo gastrointestinais e condigdes associadas, tais como, osteoporose, anemia e
fadiga cronica (VIVAS et al, 2008). Uma das teorias para explicar essa mudanga com a idade
é que a 4rea de intestino acometida ¢ compensada em parte pelo segmento de intestino nao
acometido pela DC, com o crescimento intestinal ocorreria uma hipertrofia funcional do
intestino sauddvel (MARSH; CROWE, 1995). Essa compensacdo depende de fatores
genéticos, imunoldgicos e condigdes ambientais préprias de cada individuo (CATASSI;
YACCHA, 2008). Outra teoria seria que diferentes gatilhos ambientais poderiam modificar a

apresentacdo fenotipica da DC tanto na infancia quanto na vida adulta (VIVAS et al, 2008).

Nos paises em desenvolvimento, no entanto, em populacdo geral ainda
predominam as formas gastrointestinais, com 90 a 100% dos pacientes apresentando diarreia e
sinais de md-absorcdo no momento do diagnéstico (BHATNAGAR et al, 2005; PODDAR;
THAPA; SINGH, 2006; SAVAS et al, 2007; ABU-ZEKRY et al, 2008). Na India, em 2003,

foram avaliadas 549 criancas com suspeita de DC, por meio de EMA e/ou tTG e biopsia.



Dentre as 300, que tiveram o diagndstico de DC, 251(84%) apresentavam diarreia, 274 (91%)
desnutricdo e 144 (48%) distensdo abdominal. Embora predominassem entre os pacientes
celiacos, no grupo controle de 210 criancas esses sintomas foram também muito frequentes
(PODDAR; THAPA; SINGH, 2006). A presenca de outras condi¢gdes com sintomas
semelhantes a DC e a alta exposic@o a agressores ambientais em populacdo de baixa renda

pode estar relacionada a esses achados (CATALDO; MONTALTO, 2007).

A idade do diagnéstico de DC € mais elevada nos paises em desenvolvimento
(PODDAR et al, 2002; PODDAR; THAPA; SINGH, 2006, ABU- ZEKRY et al, 2008)
quando comparada com paises desenvolvidos (LUDVIGSSON et al, 2004). Alguns autores
acreditam que a suspei¢do para DC ainda € baixa dentre os profissionais de saide desses
paises, pela dificuldade de diagndstico diferencial da DC com as infeccdes intestinais,
tuberculose, parasitoses e a enteropatia ambiental muito prevalente nessas dreas. Nessas
circunstancias, nos paises em desenvolvimento os testes soroldgicos seriam fundamentais para
o diagnéstico da DC (PODDAR; THAPA; SINGH, 2006; ABU- ZEKRY et al, 2008;
CATALDO; MONTALTO, 2007).

A ocorréncia de individuos assintomdticos ou pouco sintomadticos entre 0s
familiares portadores de DC € muito frequente. No estudo de Gudjondétir et al (2004), na
Suécia e Dinamarca, dos catorze novos casos diagnosticados (entre 271 familiares de
pacientes celiacos), nove eram assintomdticos e, apenas trés apresentavam sintomas
digestivos. Também foi encontrada uma frequéncia elevada de assintométicos nos familiares
estudados na Espanha (onze assintomaticos em 29 casos novos) (FARRE et al, 1999) e na
Italia (45% de assintomaticos) (BONAMICO et al, 2006). Por esse motivo atualmente é
consenso que esses individuos se beneficiam da triagem sorolégica mesmo quando

assintomaticos (HILL et al, 2005; NICE, 2009).

2.3.3 Testes sorologicos

Os testes soroldgicos para DC se baseiam no conhecimento que nessa doenga

sdo produzidos anticorpos contra proteinas da matriz extracelular e que esses anticorpos



podem ser encontrados no sangue (VALDER et al, 2002; KAGNOFF, 2007). Dietrich et al
(1997) demonstraram que a enzima transglutaminase tecidual € o principal antigeno contra o
qual os auto-anticorpos eram produzidos na DC. A tTG € uma enzima sintetizada por vdrias
células, mas normalmente ¢ mantida no compartimento intracelular. A tTG é liberada em
situacdes de agressdo tecidual, pois atua na reparacdo dos tecidos e na sintese do coldgeno,

induzindo a diferenciag¢ao das células intestinais epiteliais (DIETERICH et al, 1998).

Na DC, a tTG exerce o papel de modificar os peptideos de gliten em
moléculas reconhecidas pelos linfécitos T, apds a sua ligacdo as células de apresentacdo de
antigenos na submucosa intestinal (KAGNOFF, 2007). Embora a transglutaminase seja na
realidade um antigeno localizado no interior do endomiseo (DIETERICH et al, 1997), quando
se compara a acurdcia das sorologias especificas para tTG e EMA encontram-se diferencgas na
sensibilidade e na especificidade dos dois testes (REEVES et al, 2006). Essa diferenca ¢

explicada pela forma em que o antigeno € exposto em cada técnica (SULKANEN et al, 1998).

O EMA ¢ realizado por imunofluorescéncia indireta, com esdfago de macaco
ou corddo umbilical humano como substrato. A acuricia da técnica é semelhante para os dois
substratos. (KOTZE et al, 2001; LASAGNI; FERRARI; LAPINI, 2006). Esse teste, por suas
caracteristicas, € mais elaborado, demorado e caro do que a tTG, que é feita pela técnica da
ELISA (BIAGI et al, 2001). A especificidade do EMA varia de 80% a 100% em criancas e de
9% a 100% em adultos (LANDISER; ROSSIPAL; PITTSCHIELER, 1994;
VALDIMARSSON et al, 1996). E a sua sensibilidade ¢ menor em criangas mais novas que
dois anos de idade do que em adultos e criancas mais velhas (BURGIN-WOLF et al 1991).

A positividade do EMA, ainda, varia proporcionalmente ao grau de lesdao do
intestino (ROSTAMI et al, 1999; OZGENC et al, 2003; ABRAMS et al, 2004). Em pacientes
mais sintomdticos e com atrofia total de vilosidades, a sensibilidade do EMA € préxima a
100%, enquanto que naqueles com sintomatologia menos acentuada e alteracdes menores de
biopsia, a positividade do EMA varia entre 31% e 45%%. Esse fato limita a utilizagdo do
exame como procedimento de triagem (ROSTAMI et al, 1999; OZGENC et al, 2003,
ESTEVE et al, 2006).

A decisdo de qual teste utilizar como triagem ainda permanece controversa

(ARMSTRONG; ROBINS; HOWDLE, 2009). Em estudo multicéntrico realizado na



Australia foram avaliados pacientes com sintomas digestivos sugestivos de DC e as técnicas
de tTG fracdo IgA isolada, com tTG IgA+IgG; combinagdo da tTG com anticorpo
antigliadina (AGA) IgA e IgG; e EMA com a biopsia de intestino delgado foram comparadas
entre si. Além disso, foram avaliados diversos Kits comercialmente disponiveis. A tTG IgA
foi superior ao EMA como triagem para DC, embora houvesse uma variacdo nos diversos
Kits testados. Os autores sugerem que o tTG IgA positivo € suficiente para indicar a biopsia
de intestino delgado, em individuos sintomadticos, dispensando a realizacio do EMA

(REEVES et al, 2006).

Salmi et al (2006) estudaram 22 pacientes celfacos com EMA negativo e IgA
sérica normal (definidos como celiacos pela presenca de IgA antitransglutaminase positivo em
mucosa de intestino delgado), comparando-os a 155 pacientes celiacos com EMA positivo e
20 controles com outras doengas intestinais, avaliaram os achados histolégicos e clinicos
nesses pacientes. Os autores encontraram que os individuos celiacos com EMA negativa
eram mais velhos, tinham sintomas digestivos mais pronunciados, morfologia intestinal
semelhante, porém menor nimero de linfécitos intraepiteliais. Todos os pacientes celiacos
com EMA negativo apresentavam IgA antitransglutaminase positivo em mucosa e 3/22 casos

evoluiram para linfoma do intestino delgado.

E consenso que tanto a tTG quanto o EMA falham na monitorizagio de adesio
a dieta sem gldten, apds o diagndstico da DC (LUDVIGSSON; BRANDT; MONTGOMERY,
2009). Nessa situacdo, aparentemente o0s questiondrios aplicados por nutricionistas
experientes sdo mais eficazes do que os testes soroldgico, incluindo a pesquisa do anticorpo
antigliadina (AGA) tradicionalmente utilizado para esse propdsito (ARMSTRONG; ROBINS;
HOWDLE, 2009). Uma nova geracao de testes sorolégicos foi desenvolvida para detectar
peptideos homologos da gliadina deaminada (AGA-d) com alta sensibilidade e especificidade
para o acompanhamento de pacientes com DC. Quando comparados com a tTG, o AGA-d é
detectado mais precocemente apds a nova exposi¢do ao gliten e permanece por mais tempo
em circulacdo, o que seria vantajoso para o acompanhamento em longo prazo da adesdo a

dieta (LIU et al, 2007).

Pela sua alta sensibilidade e baixo custo, a tTG é recomendada como teste de
triagem pela maioria dos autores (CHAN et al, 2001). No entanto, sdo frequentes as

descrigdes de individuos com tTG positivo e sem alteracdes de mucosa (BONAMICO et al,



2006; ESTEVE et al, 2006; GROOVER et al, 2007; ABU-ZECKRY et al, 2008). Apesar da
alta especificidade da tTG, alguns estudos sugerem que ela possa ser falsamente positiva em
doencas autoimunes e infecciosas (CROVELLA et al, 2007; SARDY et al, 2007). Do mesmo
modo, podem acontecer pacientes com tTG sérica negativa e sintomas de DC e depdsitos de
tTG na mucosa do intestino (ESTEVE et al, 2006; SALMI et al, 2006). Esse achado seria
mais precoce do que a presenga de anticorpos no sangue (TOSCO et al, 2008). Um dos
fatores, que pode influenciar a sensibilidade da tTG, € a idade. Os titulos de tTG sdo maiores

em pacientes mais velhos (VECSEI et al, 2009).

Embora os testes sorolégicos sejam muito especificos, a evidéncia de lesdo
inflamatdria na biopsia do intestino ainda permanece indispensdvel o diagndstico da DC
(WALKER-SMITH et al, 1990; ARMSTRONG; ROBINS; HOWDLE, 2009). Todavia a
avaliacdo da histologia da mucosa do intestino delgado sofre influéncia de diversos fatores,

como discutiramos a seguir.

2.3.4 Histologia do intestino delgado
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O achado de atrofia das vilosidades intestinais ainda é considerado o mais
caracteristico da DC. A enteropatia induzida pelo gliten, no entanto, pode variar entre graus
diferentes e aparentemente progressivos de alteragdes na mucosa (ROSTAMI et al, 1999). Em
1992, Marsh descreveu as alteracdes histoldgicas préoprias da doenca celiaca, criando a
classificacdo que € utilizada desde entdo. Segundo Marsh, as alteragdes histoldgicas sdo
classificadas em tipo I (infiltrado linfocitdrio, predominantemente de linfécitos yd), tipo 1I
(infiltrado linfocitdrio com hiperplasia de criptas) e tipo III (as alteragdes citadas

anteriormente e atrofia vilositaria) (MARSH, 1992).

A inflamacdo intestinal induzida pelo gliten desencadeia alteracdes em células
da mucosa tais como: aumento do nimero de linfécitos intraepiteliais - acima de 30 linfécitos
por 100 enterécitos (MARSH; MILLER, 1985), aumento no indice mit6tico dos linfdcitos
acima de 0.2%, diminuicdo da altura das células epiteliais (modificando-se de colunar para
cuboide e, posteriormente, epitélio plano), perda da polaridade nuclear das células epiteliais,
diminui¢do das células globet e da borda em escova; e na sua estrutura - alongamento das

criptas, atrofia parcial ou total das vilosidades e diminuicdo da propor¢do vilosidade: cripta



para menor do que 1:1 (FREEMAN, 2004; GOLDSTEIN, 2004; ARMSTRONG; ROBINS;
HOWDLE, 2009).

As alteragdes nos linfécitos intraepiteliais sdo mais precoces e desaparecem
antes das alteracdes estruturais de criptas e vilosidades. A contagem dos linfécitos
intraepiteliais € de grande utilidade nos casos em que a histologia € de dificil interpretagdo e
um valor acima de 30 linfécitos para cada 100 enterdcitos € considerado alterado

(FERGUSSON; MURRAY, 1971).

Classicamente a biopsia de intestino delgado (BID) era realizada pela capsula
de Crosby. Atualmente, a endoscopia digestiva alta (EDA) tem sido mais utilizada para esse
procedimento. As amostras coletadas pela endoscopia sdo compardveis as da capsula de
biopsia, em criancas e adultos (BRANSKI et al, 1998). As vantagens da EDA sdo a

possibilidade de retirar multiplos fragmentos e visualizar a drea a ser biopsiada.

As lesdes da DC costumam ser focais (MARSH; CROWE, 1995). Alteragdes
como espessamento de pregas e edema na mucosa do duodeno, visualizadas durante a EDA,
sugerem a localizacdo de onde devem ser retirados os fragmentos e aumentam a acuricia do
exame (VJERO et al, 2003). Trés ou quatro amostras do duodeno distal costumam ser
suficientes para a andlise histolégica (BONAMICO et al, 2006). Recentemente, tem sido
sugerido uma técnica para visualizar a regido duodenal em imersdo de dgua durante a EDA a
fim de localizar a regido a ser biopsiada. Essa técnica de biopsia aumentaria a sensibilidade do
exame histopatolégico para a demonstracdo de atrofia vilositiria (CAMMAROTA et al,

2009).

Pacientes portadores de lesdes minimas de mucosa intestinal com sorologia e
marcadores genéticos de HLA positivos podem apresentar resposta clinica, histoldgica e
soroldgica a dieta de isengdo (KAUKINEN et al, 2001; REEVES et al, 2006; MOHAMED et
al, 2008). Tursi & Brandimarte (2003) estudaram 35 adultos com sintomas digestivos cujas
biopsias intestinais evidenciavam lesdes inflamatérias tipo I (onze pacientes) e tipo 11 (24
pacientes). Todos apresentaram desaparecimento dos sintomas apds oito meses a um ano de
dieta e 80% tiveram recuperacdo histolégica no mesmo periodo (TURSI; BRANDIMARTE,
2003).



Apés a retirada do gliten da dieta, criangas normalizam a arquitetura
vilositaria em periodo de até um ano, embora os sintomas geralmente melhorem em poucas
semanas (UIL et al, 1996). Aparentemente, as criangas normalizam a biopsia mais
rapidamente do que os adultos (LANZINI et al, 2005). Contudo, em pacientes com alteragdes

menores de mucosa ¢ dificil avaliar essa resposta.

Em familiares, a auséncia de atrofia vilositdria em pacientes com sorologia
positiva € frequente. Esteve et al, na Espanha (2006), estudaram a rela¢do entre quadro clinico
e alteracdes histoldgicas em familiares e encontraram correlag@o entre a gravidade da clinica e
o grau de atrofia vilositdria. Mesmo assim, 45% dos pacientes com atrofia vilositdria nesse
grupo eram assintomadticos. Esses autores chamam a atencgdo para a alta ocorréncia de anemia
e osteopenia em todos os graus de alteragdo histoldgica, inclusive em pacientes cujo tnico

achado na mucosa intestinal era a presenca de anticorpos antitransglutaminase locais.

Em paises em desenvolvimento, o achado de alteracdes minimas em biopsia é
muito frequente. Em criancas indianas com diarreia cronica e sorologia positiva para o EMA,
cerca de 50% das biopsias de intestino delgado ndo demonstraram atrofia vilositdria e sim
alteracdes minimas e moderadas na mucosa (BHATNAGAR et al, 2005). No Egito, sete de
quinze pacientes com sorologia positiva para tTG tinham alteracdes minimas de mucosa
(ABU-ZECKRY et al, 2007). Dados semelhantes foram encontrados na Turquia (SAVAS et
al, 2007) e tém levantado a necessidade de rever os critérios de diagndstico da DC nessas

populacdes (CATALDO; MONTALTO, 2009).

Essas dificuldades no diagndstico de familiares e em paises em
desenvolvimento sdo enfocadas nos ultimos consensos de diagndstico de DC. No seu
“Guideline” (2005) a NASPGHAN sugere o uso da genotipagem do HLA para complementar
o diagnéstico nas situacdes de duvida. Outros autores corroboram essa conduta (CHANG;
GREEN, 2009). No Guideline mais recente da Inglaterra de 2009, a genotipagem também &
sugerida, mas como situag@o de excecdo e sua interpretacdo ndo € especificada (NICE, 2009).
As genotipagens dos HLA DQ2 e DQS8 foram descritas inicialmente em pacientes celiacos da
Europa e a sua distribui¢do nas diversas regides do mundo pode ser varidvel como se discutird

a seguir.



2.3.5 Genotipagem dos marcadores HLA DQ2 e DQS8

A susceptibilidade a DC é em parte determinada por uma associacdo comum
com o sistema HLA (FERNANDES et al, 2003). Genes localizados no cromossomo 6 ¢
codificadores da série DQ do HLA classe II, mais especificamente do HLA DQ?2 (codificado
pelos alelos DQA;*0501 e DQB;*0201) e DQS8 (codificado pelos alelos DQA;*0301 e
DQB;*0302) estao fortemente relacionados ao desencadeamento da DC (SOLLID et al, 1989;
KAUKINEN et al, 2002; VAN HEEL et al, 2005). Estes genes codificam dimeros na
superficie das células apresentadoras de antigenos da submucosa intestinal. Os antigenos
alimentares se ligam as moléculas HLA, formando complexos HLA-antigeno, reconhecidos
pelos linfécitos T CD4 e, desencadeando a resposta inflamatéria na mucosa intestinal
(LUNDIN et al, 1993; KAGNOFF, 2007; HUNT; VAN HEEL, 2009). No caso da DC, estd
demonstrado que a gliadina modificada pela tTG tem alta afinidade pelas moléculas do HLA

tipo DQ2 e menor pelas DQ8 (CONGIA et al, 1994; SOLLID, 2000; MAZARELLA, 2003).

O sistema HLA é um dos mais polimdrficos existentes. Sdo conhecidos mais
de 1500 alelos e eles sdo herdados em codominancia e, portanto sdo transmitidos diretamente
entre as geragdes (KLEIN; SATO, 2000). A DC tem perfil de heranga poligénica com os
genes HLA DQ2 e DQ8 como componente essencial, porém outros genes HLA e ndo HLA

também estao envolvidos (SOLLID, 2000; LOUKA; SOLLID, 2003).

A homozigose dos alelos do HLA DQ2 pode estar associada com o inicio mais
precoce e formas mais graves da DC (ZUBILLAGA et al, 2002). Kaukinen et al (2002), na
Finlandia, encontraram que em 59 pacientes com alteragdes minimas do intestino delgado e
sorologia tTG positiva, a frequéncia dos alelos do HLA DQ2 e DQ8 (63%) era menor do que
aquela observada nos individuos com atrofia vilositaria total (95-98%). Todavia, todos os
individuos com EMA positiva (cuja especificidade para DC é maior) foram positivos para os

HLA DQ2 e DQS.

Muitos estudos europeus encontraram os HLA DQ2 e DQS8 em mais de 95%
dos pacientes celiacos, conferindo a esses marcadores genéticos uma sensibilidade elevada
para a presenga da doenga (FERNANDEZ-ARQUERO et al, 1995; LIU et al, 2002; KARREL
et al, 2003; MAKI et al, 2003). Contudo, 20 a 30% da populacdo geral e até 60% dos

familiares de primeiro grau de pacientes celiacos possuem esses gendtipos de HLA (MAKI et



al, 2003; ESTEVE et al, 2006; BUTTERWORTH; IQBAL; COOPER, 2005), o que
diminuiria o valor preditivo positivo e a especificidade desse exame. Embora, de forma
genérica, a genotipagem HLA determine o perfil de autoimunidade individual e a
predisposicdo para doengas especificas (FERNANDES et al, 2003), é possivel que o
comportamento desses genes seja diferente em grupos raciais distintos. Isso ocorre porque o
sistema HLA ¢é extremamente varidvel entre as populagdes (POLVI et al, 1998,

HOLLENBACH et al, 2001, NIGAN et al, 2004).

Butterworth, Igbal & Cooper (2005), na Inglaterra, compararam as formas de
apresentacdo clinica e marcadores genéticos em pacientes celiacos de diferentes grupos
étnicos (sul-asidticos e ingleses), residentes na cidade de Birmingham. Nos pacientes ingleses,
o gendtipo HLA DQ?2 foi significativamente mais frequente (97,2%) do que nos sul-asidticos
(83,3%). Esses autores evidenciaram também que as formas de apresentac¢do clinica eram
mais graves e o inicio da doenca mais precoce predominaram entre os pacientes sul-asiaticos.
Existe uma teoria, ainda em discussdo, de que o perfil HLA pode determinar a forma de
apresentacdo clinica da DC. Além disso, € possivel que habitos alimentares, distintos nos dois
grupos estejam também interferindo no tipo e gravidade dos sintomas (BUTTERWORTH;
IQBAL; COOPER, 2005).

Dentre os estudos realizados em populagdes da América do Norte, destacamos
dois por seu maior grau de importincia. No primeiro deles, Johnson et al (2004)
acompanharam pacientes portadores de DC em Paris e Nova York e observaram diferencas
quanto as formas de apresentacdo clinica e histoldgica (menos graves nos pacientes
americanos) e na genotipagem entre os dois grupos. O HLA DQ2 foi menos frequente entre
os americanos do que nos parisienses (59 e 79%, respectivamente) e o HLA DQS8 teve
comportamento inverso e estando presente em 41% dos americanos e 21% dos franceses
(JOHNSON et al, 2004). No segundo, Fasano et al (2003) encontraram que 25% de 98
pacientes celiacos eram portadores do HLA DQ8 e 16% sem o DQ2.

Como ja citado anteriormente, na América do Sul, Araya et al (2000)
estudaram pacientes celiacos chilenos de origem amerindia e encontraram o genétipo DQ8 em
37% desses individuos, frequéncia muito mais elevada do que a registrada na Europa. Estes
resultados foram explicados pelos autores como efeito da miscigenacdo das tribos Mapuche,

origindrias da América com os espanhois, formadora do povo chileno. Porém outra



possibilidade € que esse gendtipo seja realmente mais frequente nos primeiros habitantes que
povoaram as Américas, como evidenciado em estudos genéticos realizados nas tribos
amerindias do Canad4 (primeira regiao povoada das Américas) e assim explique a frequéncia
mais elevada do HLA DQS8 dentre os pacientes celiacos desse continente (MONSALVE;
EDIN; DEVINE, 1998).

Finalmente, embora escassos, os estudos iniciais realizados nas Américas
sugerem uma distribuicdo dos genes HLA DQ diferente da encontrada na Europa. Esse fato
pode ter sua explicacio na origem da popula¢io americana, diferente da europeia. E possivel
ainda, que esse perfil genético caracteristico, um padrdo alimentar diferente do europeu e
outros fatores ambientais especificos dessa regido determinem formas de apresentagdo

clinicas distintas e caracteristicas dessa populacio.

2.4 Consideracoes finais

O desencadeamento da doenca celfaca é dependente da interagdo de fatores
genéticos e ambientais. Sua distribui¢do geografica depende da frequéncia desses fatores em
cada regido habitada do mundo. Os familiares amplificam a frequéncia da doenga porque
compartilham a susceptibilidade genética e os fatores desencadeantes ambientais com 0s

pacientes. Por isso, a familia ¢ um grupo considerado de risco para o desenvolvimento da DC.

Dentre familiares, o uso da sorologia como primeiro passo da investigacao,
independentemente da presenca de sintomas, descortina uma realidade clinica e histoldgica,
que remete ao iceberg celiaco, descrito por Maki. Nesses individuos, a sintomatologia é
menos especifica e a histologia varidvel. Ou seja, o grupo, que estd sob maior risco da doenga,
também € o que apresenta maiores dificuldades no diagndstico. Pelas limitacdes no
conhecimento, os critérios utilizados na atualidade nao contemplam todos os pacientes com
suspeita de DC. Nesse sentido, os novos estudos objetivam avaliar outros marcadores do

diagnéstico.



A sugestdo do uso da genotipagem do HLA DQ2 e DQS8 se apoia no fato de
que eles t&€m uma fungdo chave nos mecanismos fisiopatogénicos da DC e que em estudos
europeus foram encontrados em, no minimo, 95% dos pacientes celiacos. Contudo, os estudos

em populagdes ndo europeias sa0 €scassos.

Os mecanismos determinantes das doencas de modo geral sdo complexos e
interligados. Na doenca celiaca especialmente, a variabilidade imensa da clinica nos sugere
que os mecanismos fisiopatogé€nicos sejam altamente complexos. Embora inicialmente os
conhecimentos descrevessem que o HLA DQ2 € a molécula com maior capacidade de ligacdo
com a gliadina e que o DQ8 também tem essa capacidade, novos estudos j4 demonstram que

existem pacientes celiacos sem os genes codificadores dessas moléculas.

No continente americano, em virtude de caracteristicas peculiares de sua
histéria e condigdes ambientais, o perfil dos HLA DQ2 e DQS8 parece ser diferente do que é
descrito na Europa. Nos estudos genéticos iniciais de HLA em DC realizados nas Américas,
registrou-se maior frequéncia do HLA DQ8 do que fora descrito anteriormente em populagdes

europeias.

No Brasil, especificamente, além das diferencas populacionais existe a questao
ambiental que, ao tempo em que predispde ao desenvolvimento da doenga, dificulta o seu
reconhecimento. Nesse contexto, o conhecimento acerca dos marcadores HLA em diferentes
regides do mundo é fundamental para avaliar a viabilidade de sua utilizacdo para o
diagnéstico da DC, assim como, permitir melhor entendimento dos mecanismos

fisiopatogé€nicos implicados no seu desencadeamento nas diversas populagdes.
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3 - Método

3.1 Aspectos gerais:

3.1.1 Desenho do estudo
Estudo descritivo, com componente analitico, envolvendo um grupo de casos e
outro de comparacao que constou de duas fases: a primeira planejada para definicdo dos casos

e grupo de comparacio e a segunda para avaliacio da associac@o entre varidveis.

3.1.2 Local e periodo

O estudo foi realizado nos ambulatérios de gastroenterologia infantil do
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) e do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), ambos situados na cidade do Recife,
que atuam nas areas de assisténcia, ensino e pesquisa e atendem populacdes carentes da
regido. Pacientes oriundos de clinica privada foram incluidos no estudo, contudo durante a

pesquisa foram atendidos em um dos dois servigos acima.

O recrutamento dos casos foi realizado de maio de 2007 a maio de 2008. A

coleta dos dados foi realizada de agosto de 2007 a julho de 2009.

3.1.3 Populacdo

Familiares de primeiro grau de criangas e adolescentes portadores de doenca
celiaca recrutados nos ambulatdrios de gastroenterologia infantil do IMIP, do HC-UFPE, do
Hospital da Restauracdo (HR) do Recife e clinicas privadas de gastroenterologia infantil,
pediatria e endocrinologia da cidade do Recife. Das 66 familias, que participaram dessa

pesquisa, 46 (70%) eram provenientes dos hospitais publicos e 20 (30%) de clinicas privadas.



3.1.4 Estimativa do tamanho amostral

O tamanho amostral foi calculado objetivando a andlise da associagdo dos
HLA DQ2 e DQ8 com a DC, utilizando a calculadora Statcalc do pacote estatistico EPI-
INFO, segundo a férmula proposta para estudo do tipo caso-controle, de acordo com os

seguintes parametros:

— Nivel de confianca de 95% e poder de 80%;

— Frequéncias dos HLA DQ2 e DQ8 de 58% no grupo de comparagdo,
conforme os dados de Esteve et al (2006) e de 83% nos casos, conforme os
dados de Butterworth, Igbal e Cooper (2005);

— Propor¢do de um caso para trés no grupo de comparacao.

Adotando esses critérios, a amostra foi prevista para 160 individuos, sendo 40
casos e 120 no grupo de comparacdo. Ao término da pesquisa, 73 casos e 126 controles

familiares haviam sido incluidos na anéalise.

3.2 Critérios de inclusio dos casos e do grupo de comparacao

3.2.1 Casos

Foram considerados casos os portadores de doenca celiaca, incluindo os casos-
indice e os novos casos identificados dentre os familiares de primeiro grau desses pacientes.
Sendo:

® Casos-indice: portadores de doencga celiaca acompanhados nos ambulatérios que
preenchiam um dos critérios abaixo:
1. Biopsia de intestino delgado com sinais de atrofia vilositiria em
vigéncia de dieta com gliten, seguida de normalizacdo do padrdo da
biopsia apds dois anos (no minimo) de dieta de isen¢do de gliiten e
nova biopsia alterada apds trés a seis meses da reintroducdo do gliten
na dieta.
2. Sorologia positiva para anticorpo antitransglutaminase humana (tTG)

ou antiendomiseo (EMA) acompanhada de biopsia de intestino delgado



com sinais de atrofia vilositdria (Tipo III da classificacio de Marsh)

[MARSH, 1992].

® Casos novos, os familiares maiores do que 18 meses que apresentaram sorologia

positiva para o tTG e biopsia com sinais de atrofia vilositaria.

3.2.2 Grupo de comparagcdo

Foi considerado pertencente ao grupo de comparagdo, o familiar em primeiro
grau de paciente com DC, maior de 18 meses, cuja sorologia foi negativa para o tTG, em
consumo de gliten.

O fluxograma demonstrando a distribuicdo dos sujeitos da pesquisa encontra-
se na figura 1.



Familias de pacientes celiacos
(celiacos + familiares de primeiro grau)

4

e Pesquisa do HLA DQ2, DQS8
e Avaliacéo clinica

Individuos com diagnéstico prévio de doenca Familiares sem diagnéstico prévio de doenga
celiaca celiaca
A
Sorologia tTG
tTG positivo tTG negativo

A

Biépsia de intestino delgado

A

Biépsia
Marsh I1I

v I A4

HLA: antigeno de histocompatibilidade tecidual linfocitaria

tTG: anticorpo antitransglutaminase

Figura 1: Fluxograma da pesquisa



3.3 Aspectos éticos

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto Materno Infantil Fernando Figueira — IMIP, sob o nimero 893, no dia
10 de novembro de 2006 e cumpriu as determinacdes da Declaracido de Helsinque [WORLD
MEDICAL ASSOCIATION, 1997] e normas da resolucio 196 do Conselho Nacional de

Saude.

As familias participantes foram esclarecidas verbalmente sobre os objetivos,
operacionalizacdo e os aspectos éticos da pesquisa. Em seguida, um Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de cada participante da pesquisa (ANEXO C).

A coleta de sangue para os exames foi realizada com o maximo de cuidado
para ndo causar sofrimento desnecessario. Apenas os pacientes com sorologia positiva para
DC foram submetidos a endoscopia digestiva para biopsia intestinal, sendo que nesses casos

existe indica¢do clinica formal para tais procedimentos [HILL et al, 2005].

Os familiares diagnosticados como portadores de doenca celiaca e os que
tiveram ao menos uma sorologia positiva sem diagndstico definido pela biopsia estdo em
acompanhamento pela pesquisadora e outra médica especialista em gastropediatria, no

Ambulatério de Gastroenterologia Infantil do IMIP.

3.4 Operacionalizaciao

3.4.1 Recrutamento

A pesquisadora solicitou aos médicos responsaveis os dados dos pacientes
portadores de doencga celiaca acompanhados nos ambulatérios de Gastroenterologia Infantil
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC), Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) e Hospital da Restauragdo (HR), assim como, de

ambulatdrios privados de gastroenterologia infantil da cidade do Recife.

Foram identificados 135 pacientes (casos-indice) no periodo e as respectivas
familias contatadas por telefone e por carta (APENDICE C); foram convidadas a comparecer
ao ambulatério de pediatria do HC ou do IMIP em data previamente marcada, conforme sua

conveniéncia. Setenta e uma familias atenderam ao convite e destas 66 foram incluidas. Cinco



familias foram excluidas porque tinham um caso-indice que ndo preenchia os critérios de

diagnéstico adotados no estudo.

3.4.2 Coleta de Dados

A equipe de coleta era composta pela pesquisadora, por um biélogo e por uma
aluna do curso de Medicina, bolsista do Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo

Cientifica (PIBIC) do CNPq.

A pesquisadora aferiu as medidas do peso e estatura, preencheu os formulérios
clinicos e identificou os tubos para coleta de sangue de todos os participantes. A coleta de
sangue foi realizada pelo bidlogo auxiliado pela aluna, que também foi responsdvel pelo

armazenamento dos tubos em recipiente térmico para transporte.

3.4.3 ldentificagdo
Os participantes da pesquisa foram identificados por um niimero composto por

sete digitos, que eram codificados da seguinte forma:

— Trés primeiros digitos: nimero de identificagdo do paciente no banco de

dados
— Quarto, quinto e sexto digitos: nimero da familia

— Sétimo digito: parentesco (0 — caso-indice, 1 — pai, 2 - mée e 3 — irmao).

Os tubos de coleta eram identificados com os trés primeiros niimeros € 0 nome
de cada participante. Os formuldrios da pesquisa eram identificados com o nimero completo.

A codificagdo completa era conhecida apenas pela pesquisadora.

3.4.4 Coleta, transporte e armazenamento do sangue

Os participantes foram submetidos a puncdo venosa e coleta de cinco ml de
sangue. Para esse procedimento utilizou-se agulha e tubo para coleta por sistema de vacuo.

Trés ml foram coletados em tubo seco e dois ml em tubo com anticoagulante &cido

etilenodiamino tetra acético (EDTA), sendo os tubos armazenados em caixas térmicas e



transportados pela equipe até o laboratério de virologia do Laboratério de Imunopatologia

Keiso Asami (LIKA) da UFPE, no fim de cada turno de coleta.

No laboratério, os tubos com anticoagulante foram encaminhados para o
processo de extragdo do DNA e os tubos sem anticoagulante foram centrifugados e o soro
obtido armazenado em Ependorf. Os tubos de Ependorf com soro foram novamente
identificados, classificados em caixas numeradas e armazenados a - 18° C em Freezer da
pesquisa alocado no LIKA. Esse procedimento foi realizado pela aluna e supervisionado pelos
bidlogos do laboratério. Semanalmente, a pesquisadora conferia as amostras armazenadas

com a lista de coleta do periodo.

Apds o término da coleta de sangue, o soro armazenado e congelado foi
transportado para o Laboratério Marcelo Magalhdes onde foram realizadas as primeiras
sorologias para tTG e posteriormente para o Laboratério de Imunologia do IMIP onde essas

sorologias foram repetidas

3.5 Avaliagdo clinica

A avaliacdo clinica constou de medidas do peso, da estatura e pesquisa de

sintomas e condi¢Oes associadas a doenga celiaca.

O peso em kilogramas, a estatura em centimetros e o indice de massa corporal
(IMC) foram classificados em percentis segundo as curvas do CDC, 2002 [KUCZMARSKI et
al, 2002], utilizando o programa Nutrition do pacote EPIINFO, 2000.

Um formulério com perguntas fechadas foi elaborado para pesquisar sintomas
e condicdes associadas a doenca celiaca. Os sintomas pesquisados foram perda de peso,
sintomas gastrointestinais (ndusea, vomito, dor abdominal, diarreia, empachamento, distensao
abdominal, flatuléncia e constipagdo) e ndo gastrointestinais (aftas, dor articular, fadiga,
irritabilidade, insOnia, alopecia e dermatite). Também foram pesquisadas condi¢des
associadas (anemia, tireoidite, diabetes tipo I, doencas reumatoldgicas, osteoporose,

convulsoes, depressdo, dermatite herpetiforme, sindrome de Down e nefropatia cronica).

Foram considerados apenas os sintomas cronicos. Para os sintomas

gastrointestinais utilizou-se o Critério de Roma III para defini¢do de cronicidade [TACK et al,



2006]. Para os sintomas ndo gastrointestinais, considerou-se cronico o sintoma que ocorreu
mais de trés vezes nos dltimos tré€s meses. O formulério da avaliacdo clinica encontra-se no

APENDICE D.

Para os casos-indice, foi preenchido um segundo formulédrio com informagdes
sobre o diagndstico, tais como: idade, peso, estatura e sintomas no momento do diagndstico;
resultados dos exames sorolégicos; nimero das laminas, data e resultado(s) da(s) biopsia(s);
data de inicio da dieta sem gliten e densitometria 6ssea. O formuldrio de caso-indice

encontra-se no APENDICE E.

3.6 Laboratorio

3.6.1 Pesquisa do anticorpo antitransglutaminase tecidual humana (tTG)

Pesquisou-se o tTG da classe IgA, por meio da técnica Imunoezimdtica
(ELISA), com Kit comercialmente disponivel (Immulisa anti-hu IgA — IMMCO Diagnostics,
Buffalo, NY USA). As reagdes soroldgicas foram realizadas no Laboratério Marcelo
Magalhaes e repetidas no laboratério de Imunologia do IMIP. O soro estocado era
descongelado e juntamente com os componentes do Kit mantidos em temperatura ambiente
(20-26°) por 30 minutos antes de se iniciar a reacdo. Procedeu-se a dilui¢io do soro de 1:51, a
pipetagem de 110l da solucdo em cada pogo da micro placa, incubagdo, lavagem e leitura,

segundo as orientagdes do fabricante

As reacdes foram realizadas por bidlogas experientes na técnica de ELISA,
utilizando sistemas automatizados de pipetagem, lavagem e leitura. Considerou-se positivo o
paciente que apresentava as duas reagdes com valor do tTG > 25 UI (ponto de corte

estabelecido pelo fabricante).



3.6.2 Genotipagem

O DNA gendmico foi extraido de dois ml de sangue total por meio de Kit
comercialmente disponivel. (Wizard® Genomic DNA Purification - Promega, Madison,
USA), seguindo os protocolos padrdo. O material obtido desse processo foi identificado e
estocado em caixas numeradas a — 20°C no laboratério de virologia do LIKA. Esse
procedimento era realizado até 48 horas apds a coleta por bidlogos desse laboratério. E os

tubos congelados também conferidos semanalmente pela pesquisadora.

A genotipagem dos HLA DQ2 (alelos A1*05 e DQB1*02) e DQS8 (alelo
B1*0302) foi realizada por amplificacio da PCR com sequéncia de primers-especificos,
utilizando Kit comercialmente disponivel (EU-DQ Eurospital, Trieste-Italia). Também foi
identificado o alelo A1*0201. A deteccao dos produtos da PCR foi realizada por visualizacio
em luz ultravioleta em gel de agarose a 2%. Os haplétipos do HLA identificados foram
conferidos por meio do Kit PCR-SSP, comercialmente disponivel (AllSet -Dynal,
BIOTECH.S.A, Oslo, Noruega).

3.6.3 Biopsia de intestino delgado

Os 35 familiares com tTG positiva foram convidados a se submeterem a
biopsia de intestino delgado, por meio de endoscopia digestiva alta (EDA), coletando-se
quatro a seis fragmentos de mucosa em bulbo e duodeno distal. Os fragmentos foram fixados
em solucdo de formol a 10%, incluidos em parafina, cortados e corados pela hematoxilina-

eosina.

As alteragdes encontradas na BID foram classificadas segundo o critério de
Marsh para diagnéstico de doenga celiaca em Graus I, II e III segundo os critérios de Marsh

(1992). O quadro 1 descreve essa classificacao.



Quadro 1: Classificagdo de Marsh para diagndstico histolégico de doenga celiaca [MARSH,
1992].

Marsh 0 Mucosa normal

Marsh I Lesao infiltrativa. As vilosidades do epitélio estao infiltradas por linfécitos

intraepiteliais (> 30 linf6citos/100 enterdcitos). Arquitetura normal.

Marsh II Lesao hiperplésica. Criptas alargadas e infiltradas por linf6citos

intraepiteliais

Lesdo destrutiva. Sinais de atrofia vilositdria (diminui¢cdo da altura das
Marsh III | vilosidades abaixo da propor¢do de 1: 1 no comprimento vilosidade/cripta).

Infiltrado de linfécitos intraepiteliais.

3.7 Varidveis do estudo

As varidveis do estudo foram classificadas em: de caracterizagdo da amostra,
de defini¢do dos casos/grupo de comparagéo e de andlise. A lisa de varidveis estd descrita no

quadro 2.
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3.8 Banco de dados

Os dados foram armazenados no banco de dados do pacote estatistico
EPIINFO 6.04. A digitagdo dos dados foi feita pela pesquisadora e os mesmos foram

checados pelo programa VALIDATE do EPIINFO.

3.9 Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram expressas por média e desvio padrio ou
mediana e quartis, e as qualitativas, em proporcdes. As diferencas de frequéncias e a
associagdo entre as varidveis qualitativas foram testadas pelo o teste do qui-quadrado ou exato

de Fisher. O nivel de significancia estatistico adotado nos testes foi de 5%.

3.9.1 Plano de andlise:

A Figura 2 demonstra o planejamento da andlise estatistica com o objetivo de
comparar as frequéncias dos gendtipos DQ2 e DQS entre os grupos de pacientes e familiares
ndo acometidos por DC.

Figura 2: Plano de andlise principal da pesquisa
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3.10 Financiamento

Essa pesquisa

Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPqg-Brasil). O processo estd registrado sob o

numero 475120/2006-2.

3.10.1 Prestacdo de contas

recebeu

financiamento do Conselho Nacional

Categoria Data Discriminacio Valor em Reais
02/07/2007 Material de coleta 223,03
19/07/2007 Kits para extragdo do DNA 262,69
12/09/2007 Material de coleta 198,35
12/09/2007 Papelaria 109,18
Material de consumo 08/10/2007 Kits para sorologia 2.138,00
18/03/2008 Kit para extracdo de DNA 550,00
06/05/2008 Kit de sorologia 800,00
05/09/2008 Kit sorologia 3.072,00
26/09/2008 Kit sorologia 1.536,00
11/12/2008 Material de laboratério 3.864,70
10/07/2007 Freezer 2.000,00
04/12/2008 Termociclador 16.800,00
Material permanente
04/12/2008 Centrifuga Minispin 3.500,00
04/12/2008 pHmetro digital 1.553,00
04/12/2008 Agitador tipo Vortex 1.000,00

Total

37.606,95
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Resumo:

Objetivo: Determinar a prevaléncia da doenca celiaca e descrever as alteragdes histoldgicas, manifestacdes
clinicas e condi¢des associadas de um grupo de familiares de primeiro grau de pacientes celiacos na cidade de
Recife, Nordeste do Brasil. Método: O estudo foi realizado em ambulatérios de gastropediatria da cidade do
Recife. Foram incluidos no estudo 174 familiares de primeiro grau. submetidos a pesquisa do anticorpo
antitransglutaminase IgA, por meio do kit ImmuLisaTM, IMMCO Diagnostics, Inc, Buffalo, NY, USA e
considerou-se positivo o valor >25 Ul/ml. Os pacientes com sorologia positiva foram convidados a realizar
biopsia do intestino delgado (classificadas segundo Marsh) e avaliagdo do peso, estatura, manifesta¢des clinicas
e condicdes associadas a doencga celiaca. Foram utilizados o teste do Qui-quadrado e Fisher para avaliar as
diferencas, considerando-se significativo o valor de p< 0,05. Resultados: O anticorpo antitransglutaminase foi
positivo em 20,1% (35/174) dos familiares (IC95%: 14,6; 26,5). Nio se observou diferenca na positividade da
sorologia quanto ao grau de parentesco, nem quanto ao sexo. Vinte e dois pacientes submeteram-se a biopsia.
Treze apresentaram alteragdes histoldgicas grau III de Marsh, sete grau I e dois grau zero, conferindo uma
prevaléncia estimada de doenca celiaca de 11,5%. Todos, exceto um, pacientes eram sintomaticos, o tinico
paciente sem sintomas tinha baixa estatura. Conclusdo: A prevaléncia de doenga celiaca nesse grupo de
familiares foi elevada. Todos os novos casos identificados tinham sintomas ou condi¢des associadas. A
frequéncia elevada de pacientes com sorologia positiva e sem atrofia de biopsias sugere a necessidade de

acompanhamento clinico para defini¢do do diagndstico nesse grupo de individuos.

Descritores: Doencga celiaca, familiares, diagndstico, biopsia de intestino delgado, anticorpo

antitransglutaminase, sintomas.



Abstract:

Objective: To determine the prevalence of celiac disease and describe the histological abnormalities, clinical
manifestations and associated conditions among a group of first-degree members of the families of celiac
patients in the city of Recife, northeastern Brazil. Method: This study was conducted in pediatric
gastroenterology outpatient clinics in the city of Recife, and it included 174 first-degree family members. They
were investigated for IgA antitransglutaminase antibodies, by means of the ImmuLisa™ kit IMMCO
Diagnostics, Inc, Buffalo, NY, USA) and values >25 [U/ml were considered positive. Serologically positive
patients were invited to undergo small-intestine biopsy (classified according to Marsh) and evaluations of
weight, height, clinical manifestations and conditions associated with celiac disease. The chi-square and Fisher
tests were used to evaluate the differences. P-values < 0.05 were considered significant. Results: 20.1% (35/174)
of the family members were positive for antitransglutaminase antibodies (95% CI: 14.6; 26.5). No difference in
the rate of positive serological findings was found in relation to degree of kinship or sex. Twenty-two patients
underwent biopsies. Thirteen presented histological abnormalities of March grade 111, seven grade I and two
grade 0. All except one of the patients were symptomatic, with a estimated prevalence of celiac disease of
11,5%. The only asymptomatic patient presented short height. Conclusion: The prevalence of celiac disease
among this group of family members was high. All of the new cases identified presented associated symptoms or
conditions. The high frequency of serologically positive patients without atrophy in biopsies suggests that

clinical follow-up is needed in order to define the diagnosis among this group of individuals.



Introducao:

A doenca celiaca (DC) é determinada por altera¢des inflamatdrias e auto-
imunes desencadeadas pelo gliten em individuos geneticamente susceptiveis [1]. Ela acomete
entre 0,5 e 1% da populagdo mundial e o seu tratamento € a dieta de isencdo de gliten por
toda a vida. No Brasil, embora inicialmente tida como rara, os novos estudos soroldgicos
evidenciaram que a DC estd presente em 0,15 a 1,75 % da populacdo geral [2,3,4 e 5]. Essa

frequéncia é semelhante a encontrada na maioria dos paises europeus [6].

Os familiares de primeiro grau de pacientes celiacos compartilham fatores de
risco genéticos e ambientais para DC, portanto, sdo os individuos de maior risco para
desenvolver essa doenga [7]. Neles, a frequéncia de DC é de dez a vinte vezes maior que a da
populacao geral. Por esse motivo, é consenso que, nesses individuos, se deva realizar busca

ativa por meio de sorologia, mesmo nos que se dizem assintomaticos [8,9].

Segundo o critério de 1990, da Sociedade Europeia de Gastroenterologia e
Nutri¢do (ESPGHAN), o diagndstico da DC se baseia na presenca de: atrofia vilositdria em
biopsia de intestino delgado (Marsh III), clinica e sorologia durante o consumo de gliten; e
normalizacdo desses pardmetros apds a retirada dessa proteina da dieta. [10]. Contudo,
utilizando-se esses parametros, sdo frequentes as situagcdes de indefinicdo diagndstica. Em
2005, a NASPGHAN publicou uma orientacdo diagndstica revisando o critério da ESPGHAN
e abordando as situagdes especiais de diagndstico [8]. Essa orientacdo recomenda realizar
sorologia em individuos de grupos de risco, mesmo que assintomaticos, apds os trés anos de

idade.

Em muitos dos familiares com sorologia positiva para DC nao se evidencia
atrofia vilositdria na biopsia do intestino delgado. Muitos deles, além disso, t€ém sintomas
inespecificos ou sio assintomadticos [11]. Embora, atualmente, alteracdes inflamatdrias
minimas (Grau I de Marsh) ainda ndo sejam suficientes para o diagndstico de DC, alguns
autores sugerem que os pacientes em que foram evidenciadas essas alteracdes, se tiverem
sorologia positiva e sintomas, deveriam ser submetidos a um teste com dieta de isengdo de

gliten e acompanhamento [12, 13].



Outro aspecto do diagndstico € que no Brasil, como em outros paises em
desenvolvimento, as entero-infec¢des e a desnutricao cronica sdo muito frequentes e podem
determinar alteracdes na mucosa intestinal que se confundem com as da enteropatia celiaca
[14,15]. A populagdo brasileira, pela sua miscigenacdo, tem caracteristicas genéticas
diferentes da europeia onde a maioria dos estudos foi realizada e, portanto, pode também ter
formas de apresentacao clinica e histolégica caracteristicas. Baseado nesses pressupostos, 0
objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia da DC e descrever as alteracdes
histoldgicas, manifestacdes clinicas e condig¢des associadas de um grupo de familiares de

primeiro grau de celfacos na cidade de Recife, Nordeste do Brasil.

Pacientes e Método

Populacio, local e desenho do estudo

A pesquisa foi realizada em ambulatérios de gastroenterologia infantil de
Recife, Nordeste do Brasil, no periodo de agosto de 2007 a marco de 2009. Pacientes com
diagndstico pregresso de doenga celiaca foram identificados como casos-indice e os seus
familiares de primeiro grau, maiores do que dezoito meses, convidados a participar da
pesquisa. Considerou-se caso-indice o individuo cujo diagnéstico havia sido firmado
conforme o critério da ESPGHAN de 1990 [10], independentemente do tempo de
acompanhamento. Os familiares que aceitaram participar do estudo foram submetidos a coleta
de cinco ml de sangue, avaliacdo de peso e estatura e respondiam a um questiondrio que
investigava sintomas. Os familiares que tiveram sorologia positiva foram convidados a

submeter-se a biopsia intestinal.

Sorologia

Trés ml de sangue foram acondicionados em tubo seco para realizacdo da
sorologia. O sangue coletado foi centrifugado e o soro obtido nesse processo, armazenado em
ependorf a - 18°C. A pesquisa do anticorpo antitransglutaminase tecidual (tTG) no soro foi
feita pela técnica de ELISA semi-quantitativa com kit comercialmente disponivel

(ImmuLisaTM, IMMCO Diagnostics, Inc, Buffalo, NY, USA). O exame foi realizado em



duplicata em duas leitoras distintas e foi considerado positivo o individuo cujas duas leituras

foram maiores do que 25 Ul/ml, conforme estabelecido pelo fabricante.

Biopsia intestinal

Quatro a seis fragmentos de mucosa foram coletados em bulbo e duodeno distal por
meio de endoscopia digestiva alta (EDA). A avaliacdo histopatoldgica, realizada apds
coloracdo por hematoxilina-eosina, utilizou a classificagdo de Marsh para diagndstico de DC
[16].

Avaliacao clinica

As medidas de peso e estatura foram realizadas pelo mesmo examinador e
classificados em percentis de acordo com a curva do CDC, 2000 [17]. O indice de massa
corporea (IMC) foi calculado utilizando a razdo do peso pelo quadrado da estatura. Para
pesquisa de sintomas e condi¢cdes associadas utilizou-se formuldrio com respostas fechadas.
Os sinais e sintomas foram agrupados em trés categorias: 1. Perda de peso 2. Gastrointestinais
- dor abdominal, diarreia, constipacdo, distensdo abdominal, flatuléncia, empachamento. 3.
Nao-gastrointestinais - aftas, dor articular, fadiga, irritabilidade, ins6nia, alopecia, dermatite.
As condicdes morbidas avaliadas foram: anemia, osteoporose, dermatite herpetiforme,
tireoidite, convulsdo, depressdo, doengas reumatoldgicas, sindromes genéticas e nefropatia

cronica.

Analise estatistica

As frequéncias estdo descritas em porcentagem com 0s seus respectivos
intervalos de confianca de 95% e as idades em mediana e quartis. Utilizou-se o teste do Qui-
quadrado e Fisher para testar diferencas entre as frequéncias. Considerou-se o valor do p <

0,05 como estatisticamente significante.

Aspectos éticos
Um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do

Instituto de Medicina Integral Fernando Figueira — IMIP e cumpriu as determinagdes da



Declaracdo de Helsinque. Os individuos que tiveram diagndstico de DC ou sorologia positiva

foram encaminhados para acompanhamento em ambulatério especializado.

Resultados

Cento e noventa e nove familiares de 66 casos-indice de DC foram
identificados e 174 (87,4%) aceitaram participar e foram incluidos no estudo. Todas as
familias apresentavam apenas um individuo com diagnéstico prévio de DC. Os familiares
eram 78 homens (44,8%) e 96 mulheres (55,2%). Quanto ao tipo de parentesco com o caso-
indice eram 49 pais, 63 maes e 62 irmaos. A idade dos pais variou entre 23 e 56 anos,
mediana de 38 anos (P25: 33; P75: 42) e a dos irmaos de vinte meses a 27 anos, mediana de
treze anos (P25; 8; P75: 17 anos). Observa-se predominio do sexo feminino na populacio

estudada (p=0,05).

Sorologia:

O tTG foi positivo em 35/174 dos familiares conferindo uma soropositividade
de 20,1% (IC 95%: 14; 26). Os resultados das sorologias segundo o tipo de parentesco e sexo
estdo descritos na tabela 1. Nao se observa diferenca nas frequéncias da soropositividade da
tTG quanto ao parentesco com o caso-indice, nem quanto ao sexo.

Tabela 1: Frequéncia do anticorpo antitransglutaminase segundo sexo e grau de parentesco com o
caso-indice.

tTG" presente tTG" ausente Total
n=35 n=139 N=174
N % (C195%") n % N
Parentesco
Pai 12 24,5 (14,0 - 37,9) 37 75,5 49
Mae 14 22.2(13,2-33,7) 49 77,8 63 0,31
Irmao (3) 9 14,5 (7,3 - 25,0) 53 85,5 62
Sexo
Masculino 14 17,9 (10,6 — 27,6) 64 82,1 78 0,51
Feminino 21 21,9 (14,4 -31,0) 75 78,1 96
Total 35 20,1 (14,6 — 26,5) 139 79,9 174

tTG: Anticorpo antitransglutaminase tecidual humana IgA
1C95%: Intervalo de confianga de 95%



Histologia do Intestino delgado:

Dos familiares com sorologia positiva, 22/35 (62,8%) aceitaram submeter-se a
endoscopia com biopsia. Dentre eles, 20/22 (90,9%) tiveram biopsias alteradas, sendo sete
compativeis com o grau I de Marsh e 13 com o Grau III. Considerando-se como celiaco o
paciente com biopsia alterada e sintomas, observamos uma frequéncia presumivel de DC de
11,5% (1C95%: 7,3; 17,4). A Figura 1 demonstra a sequéncia e distribui¢do dos resultados das

sorologias e biopsias.

199 familiares de primeiro 25 recusaram
grau de 66 pacientes o] ou
celiacos ndo compareceram

174 incluidos

87,4% 139/174 negativos
» para tTG
(TG IgA 79,9%

Avaliagio clinica

v

35/174 positivos
para tTG
20,1%

A

Biopsia de intestino
delgado 13 recusaram

22/174

4

2/174 Marsh 0 7/174 Marsh 1 13/174 Marsh 111
1,2 % 4% 7,5%

Figura 1: Fluxograma da pesquisa com a distribuicdo dos resultados das sorologias e biopsias, classificadas

segundo Marsh.



Sintomas:

Um dos dois familiares com tTG positiva e biopsia normal era assintomadtico e
o outro apresentava dor e distensdo abdominal, diarreia, empachamento, flatuléncia,
constipagdo, dor articular, fadiga, irritabilidade, alopecia e doenca reumatolégica sem
diagnéstico definido. Na tabela 2 estdo descritos a idade, parentesco, resultado da tTG,
classificacdo da estatura, IMC e alteragdes histoldgicas; descricdo dos sintomas e condicdes

associadas nos 20 familiares que tiveram biopsia alterada.
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Discussao

Nesse estudo, observou-se uma soroprevaléncia de 20,1% e uma prevaléncia
de DC estimada em 11,5%, em familiares de pacientes celiacos. Essa frequéncia € elevada e
semelhante as da Europa e America do Norte [13,18]. Os dois estudos brasileiros em
familiares, que temos conhecimento até o momento, foram realizados no centro-sul do Brasil
e encontraram a prevaléncia maxima de 4,8%. Ambos utilizaram o EMA para triagem inicial
[19,20]. Acreditamos que a diferenca nas soroprevaléncias entre esses € o presente estudo
tenha sido acentuada pelo fato que o EMA, embora mais especifico, ¢ menos sensivel do que

o tTG [21].

Optamos pela tTG IgA como teste Unico para triagem dos familiares pela sua
alta sensibilidade, baixo custo e facilidade técnica. A maior causa de falso-negativo da tTG
IgA € a deficiéncia de IgA. Na populacio brasileira a deficiéncia de IgA ocorre em cerca de
0,1%, uma das menores relatadas no mundo [22] e mesmo considerando a maior frequéncia

dentre celiacos, essa possibilidade nesse grupo € baixa.

Uma das maiores limita¢des operacionais do estudo foi a dificuldade de
retorno dos familiares provenientes de zonas afastadas da cidade do Recife. Por esse motivo,
13/ 34 (37%) dos pacientes com sorologia positiva nio se submeteram a biopsia. E provavel
que alguns desses pacientes sejam portadores de DC e que a frequéncia desse grupo seja ainda

maior do que a observada.

A frequéncia da DC em cada regido geografica reflete o perfil dos fatores de
risco ambientais e marcadores genéticos daquela regiao [23]. Os genes de
histocompatibilidade (HLA) DQ2 e DQS8 sio os mais conhecidos e sdo considerados
indispensdveis para o desencadeamento da DC [24, 25, 26]. Embora, até o momento, ndo
tenhamos conhecimento de dados referentes a prevaléncia desses genes em populagdo geral
do Recife é provavel que eles sejam frequentes por dois motivos. O primeiro é que foi
encontrada alta prevaléncia do HLA DQ8 em tribos indigenas do continente americano,
demonstrando que eles eram frequentes na populacdo original dessa regido [27]. E o segundo

€ houve pouco tempo para selecao negativa desses genes, pois o gliten chegou as Américas



ha apenas 500 anos trazido pelos colonizadores europeus, tempo curto se comparado a Europa

onde ele ja estd a cerca de 10.000 anos [23].

A introducgdo precoce do gliten e ndo concomitante ao aleitamento materno é
fator de risco para o desencadeamento da DC [28,29]. O primeiro contato com o gliten é
precoce em criangas brasileiras. Cerca de que 60% das criancas sejam desmamadas antes do
6° més de vida e 20% das criangas ja tém contato com o gliten nessa idade [30] e o consumo
de trigo no Brasil € alto e semelhante aos paises europeus. [31]. Além disso, a maioria da
populacio brasileira estd exposta a condi¢cdes ambientais adversas. As entero-infeccdes nos
primeiros meses de vida modificam a barreira da mucosa intestinal, facilitando a passagem de
peptideos de gliten ndo completamente digeridos, evento inicial no processo patogénico da

DC [1].

Outro dado encontrado no estudo foi que dentre os 22 pacientes que se
submeteram a biopsia, sete tiveram alteragdes minimas (grau I de Marsh). Nesses casos
podemos levantar a possibilidade de um falso-positivo da sorologia, da coleta do fragmento
ndo ter sido realizada numa drea acometida do intestino delgado ou a doenga celiaca
encontrar-se numa fase inicial onde ainda nao ha atrofia vilositaria. Nessa populacao é
relevante considerar o diagndstico diferencial com a enteropatia ambiental, endémica nessas
regides e que podem ter apresentacdo clinica e histolégica semelhante a DC. Dados
semelhantes foram encontrados na India, Egito e Turquia pafses onde a populacio vive em
condi¢des compardveis a do Brasil [14, 32, 33]. Nesse contexto, a sorologia e o
acompanhamento da resposta clinica a dieta de isencao de gliten seriam imprescindiveis para

o diagndstico.

Todos, exceto um, os pacientes diagnosticados no estudo eram sintométicos e o
que se dizia assintomdtico tinha baixa estatura. Possivelmente, por serem sintomas de menor
intensidade e pouco especificos, ndo os motivou a procurar diagnéstico. Embora, muitos
estudos ja tenham demonstrado que uma parcela elevada de pacientes com constipacgao,
dispepsia e sindrome do intestino irritdvel sdo portadores de DC ndo diagnosticada a suspei¢ao

diagnéstica nessas situacdes ainda € baixa [34, 35].

Esses dados reforcam a necessidade de busca ativa por sorologia nos familiares

de pacientes celiacos, inclusive em populacdes ndo-europeias. Em paises em desenvolvimento



a sorologia e 0 acompanhamento sio fundamentais para diagndstico em familiares. Sugerimos
ainda que, nos que tiverem biopsia inconclusiva e que sejam pouco sintoméaticos devem ser

considerados teste com dieta de isencao de gliten e novas biopsias para avaliagao.
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Resumo:

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar as frequéncias de genétipos os HLA DQ2 e DQS8 e os alelos
A1*05, A1¥0201, B1*#0201 e B1*0302 entre individuos com doenca celiaca e familiares de primeiro grau em
Recife, Nordeste do Brasil. Métodos: A Genotipagem do HLA DQ2 DQS foi realizada em 73 pacientes celiacos
e 126 familiares. Os alelos DQA1*05, DQA1*0201, DQB1*02 e DQB1*0302 foram identificados pela
sequéncia de primers especificos usando o kit de EU-DQ do laboratério de Eurospital, Trieste, Itdlia e com dupla
checagem pelo kit de SPP (Dynal). Resultados: Entre os 73 casos, 50 (68.5%) tinham o genétipo DQ2, 13 (17,8
%) tinham o DQS8, cinco (6,8 %) tinham DQ2 e DQ8 e cinco ndo tinham nenhum destes genétipos. Entre os
cinco individuos negativos, quatro tinham o alelo B1*02 e um nenhum dos alelos estudados. O B1*02 foi o
alelo mais frequente em ambos os grupos (94 % dos pacientes e 89 % nos controles familiares). Conclusdes: No
presente estudo, a doenca celiaca esteve associada com os genétipos DQ2 e DQS8. O genétipo DQ2 predominou,
mas a distribui¢do das frequéncias foi diferente da encontrada na populagdo europeia e mais proxima as das
Américas. As frequéncias muito altas dos genétipos HLA DQ2 e DQS8 encontradas nos familiares dificulta o uso

da genotipagem HLA para rotina diagnéstica da doenca celiaca neste grupo.

Palavras-chave: doencga celiaca, HLA, familiares; genotipagem; diagndstico.



Abstract:

Aims: The aim of this study was to evaluate the frequencies of the HLA genotypes DQ2 and DQ8 and the alleles
A1*%05, A1*0201, B1*0201 and B1*0302 among individuals with celiac disease and first-degree relatives in
Recife, northeastern Brazil. Methods: HLA DQ2 DQ8 genotyping was performed on 73 individuals with celiac
disease and 126 first-degree relatives. The alleles DQA1*05, DQA1*0201, DQB1*02 and DQB1*0302 were
identified by sequencing specific primers using the EU-DQ kit from the Eurospital Laboratory, Trieste, Italy and
double checked by the All Set SPP kit (Dynal). Results: Among the 73 cases, 50 (68.5%) had the genotype
DQ2, 13 (17.8%) had DQ8, five (6.8%) had DQ2 and DQS, and five did not have any of these genotypes.
Among the five negative individuals, four had the gene B1*02 allele and one did not have any of the alleles
studied. B1*02 was the most frequent allele in both groups (94% in the patients and 89% in the control
relatives). Conclusions: In this study, celiac disease was associated with the genotypes DQ2 and DQS8. DQ2
predominated, but the distribution of the frequencies was different from what had been found in European
population and was closer to what has been found in the Americas. The quite high frequencies of the HLA
genotypes DQ2 and DQS found in first-degree relatives would make it difficult to use these HLA genotypes for

routinely diagnosing celiac disease in this group.

Key words: celiac disease; HLA; relatives; genotyping; diagnosis.



Introducao

O processo inflamatério e auto-imune que caracteriza a doenga celiaca (DC) é
desencadeado pelo gliten em individuos geneticamente predispostos, na presenca de
agressores ambientais que interferem na integridade do intestino delgado [1]. Dentre os
marcadores genéticos, os genes dos antigenos de histocompatibilidade linfocitaria (HLA) sdo
os mais estudados e estdo fortemente implicados no desenvolvimento da doenca [2]. A
presenca dos genes codificadores das moléculas HLA classe I1 DQ2 e DQ8 explicam cerca de
40% da ocorréncia da DC em populagdes europeias [3]. A associacdo entre o gendtipo DQ2 e
a DC esta baseada na alta afinidade da molécula DQ2 do HLA das células apresentadoras de

antigeno da mucosa intestinal pelos peptideos derivados do glidten [4].

Em estudo multicéntrico realizado na Europa, observou-se que o gendtipo
HLA DQ2 estd presente em 86 a 93 % dos pacientes celiacos, enquanto de 3 a 8 % sdo
portadores de DQ8 sem DQ2 [5]. Esses marcadores também sdo carreados por muitos
individuos sem DC: 40 a 65 % dos familiares de primeiro grau de celiacos e 18 a 30 % da
populacdo em geral europeia [6-8]. No entanto, em populacdes ndo europeias, sdo observadas
frequéncias diferentes. Nos Estados Unidos foi relatada uma propor¢do maior de HLA DQS8 e
menor de DQ2 do que na Europa [9]. Frequéncias semelhantes as observadas nos Estados

Unidos foram descritas em populacdes asidticas [10], cubanas [11] e chilenas [12].

Alguns autores t€m sugerido que os gendtipos HLA DQ2 e DQ8 ndo sdo
apenas indicadores de vulnerabilidade genética, mas também podem ser usados para
diagnosticar a doenga celiaca em situagdes de indefinicdo diagndstica [13, 14]. Entre

familiares, tal como entre outros grupos em risco, estd indicada a busca ativa de novos casos



utilizando testes soroldgicos. Estes grupos de apresentam a maior concentracao de casos com
diagnésticos indefinidos e seriam os maiores candidatos a genotipagem [7, 15]. No entanto, a
frequéncia a HLA gendtipos DQ2 e DQS8 entre os familiares é maior do que a da populacio
geral e também varia entre as diferentes regides do mundo. Assim, seu uso no diagndstico

também deve ser avaliado nas diversas populacgdes.

O sistema HLA é extremamente polimérfico e reflete o processo de formagdo
de cada povo [16]. A populacdo brasileira € intensamente miscigenada, com diferencas
acentuadas entre as regides. Na Regido Nordeste do Brasil, os marcadores genéticos da DC
ainda ndo foram estudados. Estudos recentes demonstraram que as frequéncias da DC nas
Américas e no Brasil sdo semelhantes ao que tem sido descrito em Europa [17-19]. Este
conhecimento tem aumentado o nimero de novos casos de DC diagnosticados no Brasil,
especialmente entre os grupos de risco. Por esse motivo, também tém sido maior a
necessidade de conhecimento sobre os marcadores genéticos e ambientais nas diversas
populacdes. O presente estudo pretende avaliar as frequéncias dos alelos codificadores dos

HLA DQ2 e DQ8 dentre os pacientes com doenca celiaca e seus familiares nao acometidos no

Nordeste do Brasil.

Método

Desenho e populacao de estudo

Este estudo foi realizado em ambulatérios de gastroenterologia pedidtrica da
cidade de Recife, Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, entre Agosto de 2007 e Maio de
2008. Criangas e adolescentes com diagnéstico de celiaca doenga, juntamente com os seus

familiares de primeiro grau (pais, mdes e irmaos) foram convidados a participar do estudo.



Um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes. O estudo tinha sido previamente aprovado pela o Comité de ética em pesquisa
em seres humanos do Instituto de Medicina Integral Fernando Figueira (IMIP), sob o nimero
893, em 10 de Novembro de 2006, e o trabalho foi realizado em conformidade com os

principios da Declaragdo de Helsinque.

O estudo teve um desenho transversal observacional com componente analitico
para comparar as frequéncias dos HLA DQ2 e DQS8 entre casos e controles familiares. Todos
os familiares de primeiro grau que aceitaram participar no estudo foram submetidos a
sorologia para pesquisa do anticorpo antitransglutaminase tecidual humana(tTG) e aqueles

com resultados positivos foram convidados a se submeter a biopsia intestinal.

Foram considerados casos os individuos cujo diagnéstico de DC havia sido
feito de acordo com os critérios da ESPGHAN de 1990 [20], independentemente do tempo de
seguimento, e familiares com tTG positiva e sinais de atrofia vilositdria na biopsia intestinal.
O grupo controle era composto por familiares cuja sorologia para tTG foi negativa. Os

familiares com sorologia positiva e sem sinais de atrofia foram excluidos da andlise.

Sorologia:

Apbés a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas e o soro obtido,
armazenado em tubos de Eppendorf a - 18°C. A pesquisa da tTG sérica foi realizada

utilizando a técnica de ELISA semi-quantitativa por kit comercialmente disponivel



(ImmuLisa ™, IMMCO diagnéstico, Inc, Buffalo, NY, EUA). Valores inferiores a 20 EU/ml

foram considerados negativos, conforme sugerido pelo fabricante.

Genotipagem dos HLA DQ2 e DQS:

O DNA gendmico foi extraido de dois ml de sangue usando o kit Genome
Wizard DNA (Promega), seguindo o protocolo padrao. A genotipagem dos HLA DQ2 (alelos
Al * 05 e DQBI1 * 02) e DQS (alelo B1 * 0302) foi realizada utilizando o kit EU-DQ do
Laboratério Eurospital (Trieste, Itdlia). Os produtos da PCR foram detectados através de
eletroforese em gel de agarose de 2 % e sua leitura foi feita sob luz ultravioleta. Foi feita
uma segunda pesquisa dos haplétipos do HLA, utilizando o kit de PCR-SSP AllSet (Dynal,

BIOTECH S.A, Oslo, Noruega).

Analise estatistica:

As frequéncias dos gendtipos HLA e dos alelos foram descritas como
porcentagens com seus respectivos intervalos de confianca. As varidveis continuas foram
descritas como medianas e percentis. As frequéncias dos grupos foram comparadas através do
teste qui-quadrado ou Fisher. O nivel de significincia adotado foi de 5 % (p < 0,05). Os dados

foram armazenados e analisados usando o pacote de software do Epilnfo 6.04.

Resultados

Cento e oitenta e dois familiares de 66 pacientes foram identificados e 161
familiares (88.4 %) foram incluidos no estudo. Sete familiares com sorologia positiva para
tTG e atrofia vilositdria na biopsia foram incluidos no grupo de casos, enquanto 126

familiares de primeiro grau com sorologia negativa constituiram o grupo controle.



As caracteristicas dos 73 casos estdo descritas na tabela 1. Entre os 126
controles, 68 (54 %) eram mulheres e 58 eram homens; quanto ao tipo de parentesco com o
caso-indice: 33 (26,2 %) eram pais, 45 (35.7 %) eram maes e 48 (38,1 %) eram irmdos. A
Idade dos pais variou entre 23 e 56 anos, com uma mediana de 38 anos (P25/75: 33/43 anos) e
a idade dos irmaos variou entre 20 meses € 27 anos, com mediana de 13 anos (P25 / P75: 8/16
anos).

Tabela 1: Sexo, idade e caracteristicas clinicas dos 73 pacientes celiacos no momento do
diagnéstico.

Pacientes (n = 73)
n %

Sexo

Masculino 37 50,7

Feminino 36 49,3
Idade do diagnéstico (anos)

Menos de 2 8 11,0

2a6 35 479

7al2 17 23,3

13a21 6 8,2

Mais de 21 7 9,6
Caracteristicas no diagnéstico

Forma classica * 29 39,7

Sintomas gastro-intestinais leves 21 28,8

Sintomas ndo gastro-intestinais’ 8 11,0

Diagnéstico por triagem soroldgica * 15 20,5

* Forma cléssica: diarreia, distensdo abdominal e desnutri¢io associada.
T o s . L . . ~ . . .
Sintomas e condi¢des ndo gastro-intestinais descritos nesse grupo: baixa estatura, reducdo da densidade mineral 6ssea.

¥ Indicacdes de triagem sorolégica nesse grupo: familiares de primeiro grau, diabete tipo 1. Ambos os grupos utilizaram
a tTG para triagem.

Os gendtipos HLA DQ2 ou DQS estiveram presentes em 68 dos 73 pacientes celiacos
(93,2 %; 95 % CI: 84 — 97 %) e 99 dos 126 controles (78,6 %; 95 % CI: 70 — 85 %). A
distribui¢do da frequéncia dos genétipos HLA DQ2 e DQS8 nos dois grupos estdo descritos na

tabela 2.



Tabela 2: Frequéncia dos gendtipos DQ2 e DQS8 nos pacientes e controles familiares.

HLA Pacientes (%) Controles (%) X2 p
n (%) Cl n (%) Cl

Ausente 5 (6.8) 2.5-15.9 27 (21.4) 14.8 -29.8 7.28 0.006*
DQ2 50 (68.5) 56.4 - 78.5 66 (52.4) 43.3-61.2 4.94 0.026*
DQ8 13 (17.8) 10.1 —28.8 20 (15.9) 10.1 - 23.6 0.13 0.72
DQ2 + DQ8 5(6.8) 2.5-15.9 13 (10.3) 5.8-17.3 0.68 0.41
Total 73 (100) - 126 (100) - - -
*p < 0,05

Entre os cinco pacientes que ndo apresentaram os gendtipos DQ2 ou DQ8,

quatro tinham o alelo B1 * 02 e um néo tinha nenhum dos alelos pesquisados com o kit Eu-

DQ. A tabela 3 descreve a idade, sexo, sintomas e sinais no momento do diagnéstico dos

cinco pacientes sem HLA DQ2 ou DQ8.

Tabela 3: Caracteristicas dos pacientes sem HLA DQ2 ou DQ8, segundo sexo, idade,
sintomas no diagnéstico e alelos presentes na genotipagem.

Paciente Sexo  Idade Sinais e sintomas Alelos
1 F 3 anos Diarreia, dor e distensdo abdominal e desnutri¢dao B1*02
2 F 8 anos Diarreia, distensdo abdominal e perda de peso B1*02
3 F 14 anos  Constipagido, dor e distensdo abdominal, aftas e fadiga B1*02
3 F 14 anos Constipacdo, dor e distensido abdominal, aftas e fadiga B1*02
4 M 22 meses  Diarreia, vOmitos, distensdo abdominal e desnutri¢do B0z
A1*0201
5 F 2anos  Diarreia, dor e distensdo abdominal e desnutricio. Negativo '

" Para os quatro alelos investigados (A1*0201, A1*05, B1*02 e B1*0203)

As frequéncias dos alelos A1*¥0201, A1*05, B1¥02 e B1¥0302 nos pacientes

celiacos e controles s@o descritos na tabela 4. O alelo B1¥02 foi o mais frequente nos dois

grupos e foi encontrado em 93% dos pacientes e 88% dos controles. Nao foram observadas

diferencas na distribuicdo de cada alelo entre os dois grupos.



Tabela 4: Frequéncias dos alelos A1¥0201, A1*05, B1*02 e B1*0302 nos pacientes e
controles familiares.

Pacientes Controles Total 2
Alelo x P
(n=73) (n=126) (n=199)
+ % + % + %

A1*0201 10 13.7 15 11,9 25 12,5 0.14 0.33
A1*05 55 75,3 84 66,7 139 69,8 1,65 0.19
B1*02 68 93,2 111 88,1 179 89,9 1.31 0.25

B1*0302 18 24,7 33 26,2 51 25,6 0.06 0.81

Discussao

Conforme descrito em outras regides do mundo, a maioria dos pacientes
celiacos deste estudo (93,2 %) tinha os gendtipos DQ2 e DQ8. Todavia, o HLA DQ?2 estava
presente em apenas 75,3 % dos nossos pacientes e 0 HLA DQ8 sem associacdo com DQ2 em
17,8% e estas propor¢des diferem daquelas descritas em populagdes europeias [21].
Diferencas nas frequéncias dos genétipos HLA DQ2 e DQS8 em populacdes ndo-europeias ja
haviam sido descritas anteriormente. Butterworth e cols [10], na Inglaterra, demonstraram que
pacientes de origem asidtica tinham menor frequéncia do HLA DQ2 do que os de origem
britdnica. Essa diminui¢do na frequéncia do HLA DQ2 e aumento do DQ8 também foram
descrita em pacientes celiacos nos Estados Unidos (82 % do DQ2 e 16% do DQS8) e em Cuba
(86 % do DQ2) [11,17].

Na América do Sul, Araya e cols, estudando pacientes celiacos chilenos com
ascendéncia amerindia, verificaram que o genétipo DQS8 predominava dentre este grupo. Estes
resultados possivelmente podem ser explicados pelas origens da populagédo chilena, formada
pela miscigenagdo do povo Mapuche com espanhois [12]. No Brasil, a miscigenagdo é tio

grande que é equivocado identificar a ascendéncia genética por caracteristicas fisicas [22, 23].



Portanto é impossivel determinar a composicio do grupo do nosso estudo em termos de

ascendéncia genética.

Outro dado descrito nesse estudo foi a presenca de 79 % dos genétipos DQ2 e
DQS8 dentre familiares ndo afetados, que ¢ uma das frequéncias mais elevadas descritas dentre
controles familiares at€é o momento. Os alelos A1*0201, A1*05, B1*02 e B1*0302 isolados
foram ainda mais frequentes do que os gendtipos DQ2 e DQS entre os familiares. Levantamos
a possibilidade de que estes dados foram superestimados devido as caracteristicas peculiares a
este grupo de controles. N6s acreditamos que uma das maiores limitagdes para este estudo é
que, entre os controles familiares, pode haver alguns pacientes. Essa possibilidade se justifica
pelas caracteristicas da DC que pode se manifestar em qualquer momento da vida, o que
limita a avalia¢@o feita em um momento tinico. No entanto, os demais estudos de HLA entre
familiares utilizam desenhos semelhantes ao nosso e constataram uma frequéncia de até 59.5

% dos HLA DQ?2 e DQ8 entre os controles familiares em populacdes europeias [7, 15].

Até o presente momento, nao conhecemos dados sobre a distribuicio de HLA
DQ na populacio geral do Recife. No entanto, o fato de que as frequéncias dos marcadores
genéticos entre familiares refletem e amplificam os da populagdo geral, nos permite
hipotetizar que em nossa regido, uma grande propor¢cdo dos individuos pode carrear esses
marcadores. Isso porque, uma das teorias que explica as diferencas dos HLA entre as
populacdes é a da selecdo negativa dessas moléculas durante a evolucdo humana [16]. Esta
selecdo foi afetada pelos diferentes estimulos antigé€nicos a que cada populacdo foi exposta
[24]. No caso da doenca celiaca, ela depende principalmente da exposicdo ao gliten e

possivelmente também outros fatores ambientais [25].



Recife estd localizada no Nordeste do Brasil, uma regido que foi inicialmente
povoada por tribos indigenas, como o restante das Américas. Estas tribos provém de locais
onde ndo havia cultivo do trigo (povos que vieram da Asia e chegaram aqui através do
Estreito de Bering) [26]. Além disso, diferentemente da Europa e do Oriente Médio (préximo
ao crescente fértil), onde o gliten existe hd mais de 10.000 anos, esse alimento chegou as
Américas com os colonizadores europeus hd 500 anos [25, 27]. Consequentemente, em nossa
regido houve menos tempo para selecdo negativa dos genes de susceptibilidade para a DC, o

que manteria a sua frequéncia elevada na populagao.

Outra observagdo do presente estudo foi que cinco (6,8 %) dos 73 pacientes
celiacos ndo tinham nenhum dos gendtipos DQ2 e DQS8, embora quatro deles tivessem ao
menos o alelo B1*02. Dentre estes doentes, apenas um ndo apresentava a forma clédssica da
doenca celiaca no diagndstico, contudo, mesmo nesse paciente foram observados vérios
sintomas gastrointestinais. Tais conclusdes sdo concordantes com vdrios estudos anteriores
que demonstraram que apenas um dos alelos A1¥05 ou B1*02, codificaria metade da

molécula DQ2 conferindo predisposicao para DC [2, 5, 21].

Encontramos o alelo A1* 0201 em nove pacientes: um deles foi negativo para
DQ2 e DQS8, mas tinha o alelo B1*02. Estes achados sdo concordantes com dados europeus.
Em um estudo multicéntrico realizado na Europa em 2002, 61 de 1008 pacientes celiacos
estudados ndo apresentou os genétipos DQ2 e DQ8 gendtipos. Trinta e quatro dos 61
pacientes tinham o gene A1*0201 em associacdo com B1*02[21]. Foi sugerido pelos autores
que o gendtipo A1¥0201-B1*0201 seria capaz de codificacdo para uma molécula de DQ2

com menor afinidade para gliadina.



No nosso estudo, o paciente que ndo apresentou quaisquer dos alelos
investigados havia sido diagnosticado em conformidade com os critérios da ESPGHAN, com
sintomas cldssicos, testes sorolégicos positivos e sinais de atrofia vilositdria na biopsia. Esse

paciente deverd ser acompanhado clinicamente.

N6s encontramos que os gendtipos DQ2 e DQS8 conferiram vulnerabilidade
para DC nesse grupo. No entanto, a distribuicdo das frequéncias dos genétipos DQ2 e DQS
foi diferente daquelas encontradas em populacdes europeias e semelhante aos achados de
outros estudos realizados nas Américas. As altas frequéncias dos gendtipos HLA DQ2 e DQS8
encontrados em familiares dificultariam o seu uso rotineiro para o diagndstico da DC nesse
grupo No futuro, serd necessario investigar os genétipos HLA DQ2 e DQS8 na populacdo geral

do Recife, para alcancar uma melhor compreensdo desses marcadores nessa regiao.
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6 — Consideracoes finais e

Recomendacoes

6.1 Consideracoes finais

A elaboracdo e execucdo deste projeto de pesquisa buscavam responder
davidas relacionadas ao diagndstico da doenca celiaca em familiares de primeiro grau de
pacientes celiacos acompanhados nos ambulatérios de gastropediatria do Recife. Atendia
assim a uma necessidade de estudar aspectos especificos regionais em um grupo de risco, de

uma doenga que ¢ mundial.

A pesquisa, planejada inicialmente para ser um estudo exploratdrio e descritivo
com andlise de marcadores HLA, necessitava de uma etapa anterior de definicdo diagndstica
dentro do préprio estudo. Era preciso definir os casos dentro de um grupo de risco. Essa etapa
que gerou o primeiro artigo original evidenciou os seguintes dados:

e A alta prevaléncia de DC entre os familiares dessa regido, compardvel aos
dados europeus.

e (O subdiagnéstico dentro desse grupo, pois todos 0s novos casos
identificados no estudo eram sintomdticos. Esse dado deve ser ainda mais valorizado, pois
essas pessoas convivem com um familiar celiaco e conhecem a existéncia da doenca.

e O fato de um terco dos pacientes com sorologia positiva ter biopsia sem
sinais de atrofia vilositaria; dado ja demonstrado em outros estudos em familiares e também

descrito em paises em desenvolvimento.



A genotipagem dos antigenos HLA DQ2 e DQS8, descrita no segundo artigo,
demonstrou um padrao distinto do europeu e com uma alta frequéncia de HLA DQS8, como
ndo havia sido descrita até entdo. Chama atencio ainda o grande niimero de controles com o0s
genes de risco, maior do que o descrito nos demais estudos A discussdo do artigo foi
estruturada buscando as origens genéticas do povo que habita essa regido, bem como a
histéria dos fatores ambientais que poderiam ter influenciado a persisténcia dos genes HLA

DQ2 e DQS8 nesse grupo.

Embora ndo tenha sido objetivo desse estudo a validagcao da genotipagem para
o diagnéstico da DC; é possivel prever que ele teria um valor preditivo positivo muito baixo
pela alta frequéncia em individuos sem a doenca. Esse perfil de distribuicdo dificulta o seu

uso para diagndstico dentro desse grupo e dessa regido.

Algumas limitacdes aconteceram durante a realizagdo da pesquisa e podem
refletir nos achados da mesma. Dentre as que foram percebidas devem ser consideradas:
1. A dificuldade de acesso de algumas familias ao servico o que gerou perdas,
que podem ter interferido nos resultados.

e Devido a impossibilidade de comparecimento de todos os constituintes
da familia, possivelmente eram escolhidos para participar aqueles com
algum sintoma e que desejava fazer o exame. Esse viés pode ter
levado a superestimar a frequéncia no grupo e também o achado de
sintomas e condi¢des associadas.

2. As respostas ao formuldrio podem ter tido o viés do género.

® As mulheres eram nitidamente mais propensas a relatar sintomas do
que os homens. Esse fato € percebido na avaliagdo global dos
questiondrios, inclusive e principalmente, dos individuos com
sorologia negativa, embora esses questiondrios ndo tenham sido
analisados nos dois artigos por ndo ser objetivo dos mesmos.

¢ Do mesmo modo, ndo encontramos predomino do sexo feminino
dentre os individuos positivos, como € descrito na maioria dos
estudos. Esse fato deve ter sido causado pelo fato de que os homens,
que atenderam ao recrutamento, serem mais sintomadticos e,

portanto, com maior chance de estarem doentes.



e Pelo mesmo motivo, as mulheres que tiveram sorologia positiva
aceitaram submeter-se a biopsia mais facilmente que os homens.

Dentre as treze recusas, apenas uma era mulher.

Uma das observacdes importantes é que muitos dos familiares com diagndstico
de DC, apesar de sintomdticos, ndo se apercebiam doentes. Outros, apesar de se saberem
doentes, recusaram a EDA para evitar o diagndstico. A vivéncia dessa pesquisa trouxe a tona
a duvida do beneficio do diagnéstico de uma doenga para individuo que nio se sente doente.
O tratamento da DC € para toda a vida. Contudo as taxas de adesdo a dieta em adolescentes e
adultos sd@o baixas. As complica¢des mais importantes da DC estdo relacionadas a diminuicao
da massa 6ssea e a um risco moderado de malignidade. Mesmo sem considerar as outras
complicagdes esses sérios agravos a sadde 4 justificariam o sacrificio de viver sem gliten num
mundo onde ele é onipresente. Além disso, embora ainda escassos, alguns estudos sugerem
uma melhora na qualidade global de vida de pacientes que aderem a dieta de isencdo de

gliten.

Por outro lado, nos primeiros estudos sobre as alteracdes em mucosa intestinal
ocasionadas pela DC, observou-se que mesmo em individuos ndo tratados, com o tempo se
estabelecem mecanismos compensatérios no intestino residual ndo acometido pela doenca.
Esses mecanismos na maioria dos casos manteriam o individuo estdvel e sem sintomas ou
com poucos sintomas. Esse equilibrio pode ser quebrado por eventos que interferem na

integridade do intestino, como por exemplo, as gastrenterites agudas virais.

Na imagem do Iceberg celiaco, também estd contida uma grande zona de
indefini¢@o entre a satide e a doenga, desafio para a clinica médica da crianga e do adulto. O
pensamento médico ocidental, sempre foi conduzido por duas motivagdes principais
diagnosticar e tratar. Porém, em diversos momentos da histdria se questionou o beneficio do
tratamento em algumas situacdes clinicas especificas. No caso da DC ainda ndo estdo claros
os beneficios do tratamento em individuos adultos assintomdticos. Acreditamos que os anos
que virdo trardo respostas para essas perguntas em novos estudos e na sedimentacdo das
indmeras informacdes sobre doenga celiaca, transformando-as em conhecimento e beneficio

para os pacientes.



6.2 Recomendacoes

Considerando os resultados desse estudo, observamos a dificuldade em
diagnosticar a DC dentre familiares e utilizando os consensos atualmente vigentes. Esses
conhecimentos reforcam a necessidade de individualizar o diagnéstico em cada grupo e em

cada regido do mundo. Nesse contexto, recomendamos que:

1. Os familiares de primeiro grau de pacientes celiacos devem ser submetidos a
sorologia para pesquisa de DC rotineiramente.

2. Dentre familiares do Nordeste nao se justifica o uso rotineiro da genotipagem
dos HLA DQ?2 e DQS8 para diagndstico de DC.

3. A resposta a retirada do gliten deve ser acompanhada, clinicamente nos
pacientes com sintomas e por biopsia nos assintomadticos, tendo em vista a
possibilidade de confusdo diagnéstica da DC com outras doengas nos paises

em desenvolvimento.

Sugerimos a realizagdo de novos estudos que avaliem:

® A necessidade de repetir as sorologias periodicamente nos familiares ndo

acometidos numa primeira triagem.

e A resposta clinica e qualidade de vida nos pacientes portadores de DC em

dieta de restricdo de gliten.

¢  Complicagdes tardias da DC em pacientes assintomaticos.

e Fatores de risco e de protecdo para DC em paises em desenvolvimento.
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Apéndice A — Carta de apresentagcao do Artigo original I ao JPGN

Frequency distribution of HLA DQ2 and DQS8 among celiac and first-degree relatives in
Recife, northeastern Brazil

Margarida Maria Castro-Antunes, Sergio Crovella, Lucas André Cavalcanti Brandao, Rafael
Lima Guimardes, Valentina Zanin, Maria Eugénia de Faria Motta, Giselia Alves Pontes da
Silva.

Word Count: 2951

Dear Dr Eric Sibley:

We would like to submit the enclosed material for possible publication in JPGN, as original
article. It has not been submitted for publication nor has it been published in whole or in part
elsewhere. 1 attest to the fact that all authors listed on the title page have contributed
significantly to preparing the manuscript, attest to the validity and legitimacy of the data and
its interpretation, and agree to its submission to JPGN.

The authors have declared that no conflict of interest exists and the study was funded by the
Brazilian National Counsel of Technological and Scientific Development (CNPq). Copyright
transfer and the signatures of all authors are attached with the manuscript.

Best regards,

Margarida Maria de Castro-Antunes

Department of Postgraduate Studies on Children and Adolescents’ Health, Federal University
of Pernambuco (UFPE).



Apéndice B — Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Namero: __ - -__
(Form) (fam) (par)

I. Dados de identificaciao do sujeito da pesquisa:

Nome do paciente:
Nome do responsdvel legal:
Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.):
Documento de identidade:

Pesquisadoras responsaveis:

Giselia Alves Pontes da Silva CRM: 3640 — Cremepe

Margarida M de Castro Antunes CRM-12414 — Cremepe — Fone: 99653037
E-mail: margarida.mmcastro@gmail.com

IL. Informacdes sobre a pesquisa:
Titulo: Marcadores genéticos de histocompatibilidade linfocitdria em familiares de primeiro
grau de pacientes celiacos

1. A pesquisa serd realizada em familiares de pacientes portadores de doenca celiaca.

2. Esse estudo poderd trazer contribui¢des para o diagndstico da doenca celiaca, inclusive em
criancas sem sintomas, para tentar prevenir as complicacdes dessa doenga (desnutrigdo,
anemia, osteoporose, infertilidade entre outras) por meio do tratamento precoce.

3. Serd coletado 5 ml de sangue para pesquisa de marcadores genéticos e anticorpo anti-
transglutaminase. A coleta de sangue serd feita com o maximo de cuidado para ndo causar dor
e serd coletada a menor quantidade necessdria de sangue.

4. Os individuos que tiverem esses exames positivos serdo chamados para completar a
investigacdo da doenca. Aqueles que tiverem diagnéstico de doenga celiaca serdo
encaminhados para acompanhamento e tratamento da doenca.

5. Garantimos que todas as informag¢des obtidas serdo confidenciais, que os dados referentes a seu
filho ou a vocé podem ser excluidos do estudo a qualquer momento em que vocé julgar
necessario, que ele ou vocé ndo sofrerdo nenhuma restri¢do de tratamento, caso haja negagdo
para participar do estudo, e que a divulgacdo de qualquer informagéo que permita identificd-lo,
um de seus familiares, ou pessoas que moram em sua casa, pode implicar em processo judicial
contra nés.

6. A participacdo no estudo € inteiramente voluntdria e ndo existird nenhuma taxa, nem recompensa
financeira para os participantes e suas familias.

7. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para pesquisa em seres humanos do Instituto
Materno Infantil Prof. Fernando Figueira — IMIP sob o niimero 8§92 de 10/11/2006.

III. Consentimento da participagdo do sujeito
Eu, , responsdvel pelo menor

declaro que fui devidamente informado pela

pesquisadora Margarida Maria de Castro Antunes sobre a pesquisa Marcadores genéticos de
histocompatibilidade linfocitdria em familiares de primeiro grau de pacientes celiacos, estou consciente das
condicGes sobre a minha participacdo no estudo descritas no item anterior e concordo com a participagdo na

pesquisa.

Recife, de de

Assinatura do responsavel.



Apéndice C — Carta de convocacdo para a pesquisa

Prezado (a) Senhor (a):

O (a) seu (sua) filho (a) esta
convidado a participar de estudo sobre a doenca celiaca, juntamente
como os seus familiares de primeiro grau — pai, mae e irmaos e/ou

filhos. Esse estudo seré realizado no IMIP e Hospital das Clinicas da
UFPE em Recife — PE

Para maiores informag¢des favor entrar em contato com Dra.
Margarida Antunes no telefone (81) 92930861 ou comparecer ao
Ambulatério de Pediatria do IMIP numa sexta-feira pela manha.

Solicitamos que, se possivel, venham os dois pais e os irmdos do
paciente.

Atenciosamente,

Margarida Antunes.

E-mail: margarida.mmcastro@gmail.com




Identificagio: ____ - -
Formulirio da pesquisa: marcadores gendéticos de
histocompatihilidade em familiares de primeiro
grau de pacientes celiacos

Data: I;l / I;l / ;l(ddmlnv'uum]

» Os campos com grifo serio preenchidos
posteriormente

» Nos formuldrios aplicados as criangas e
adolescentes a pergunta serd dirigida ao
responsdvel e trocado o termo vocé do inicio
da frase por ele (a).

Identificacio:

1. Nome:

2. Nimero do formuldrio: {form} l;| l;|
1. Numero da familia: {fam} E_I

2. Parentesco com o caso indice {parente}: |;| (0-
caso {ndice, l-pai, 2-mie, 3-irmio, 4- filho, 5-meio
irmio, 6- gémeo dizigdtico, 7- gémeo monozigdtico,
8- pémeo sem informagio, 9 - outros).

3. Nome do caso indice:

4. Enderego:

Fone:
7. Data de nascimento: |/ / _ )ldade em meses
{idmeses}: .
5. Sexo {sexo}: I;l (1-masculino, 2-feminino).

Exame fisico:

Peso: [;| ;l gkg {peso}.

Percentil do peso {ppeso} : g I;l s I;l
Altum:l;| ;l ;l I;I cm {altura}.

9. Percentil da estatura {pest} : ;l g , |;|

10.IMC{ime} : ][]

L1.Percentil do ime {pimc} : g [;l, [;l

Antecedentes (S4 para criangas menores de 12 anos):

i =y

12. Tipo de parto {parto}: [;l normal (1) cesdrea
(2) nio informada (9) niio se aplica (8)

13. Peso do nascimento {pnasc}: l;l I;l

14. Ele nasceu antes do tempo? {prem}: (1-
sim,0-ndo, 9-nio sabe, §-nio se alica

15. Ficou internado no bergdirio ou UTIl neonatal
quando nasceu?{uti}:

16. Ele mamou no peito?{aleit}: E_I

17. Por quanto ele mamou no peito (tleit)?

nio fez

o

de 2 a 4 meses

de 5 a 6 meses

mais de 6 meses

nio sabe/nio informou
| 8 | nio se aplica

18.  Quando a senhora comegou a oferecer dgua efou
chi efou leite na mamadeira e ou chugquinha?
{aleitexcl}:

nao fez

um més

de 2 a 4 meses

de 5a 6 meses

mais de 6 meses

nio sabe/nio informou

nio se aplica

T .
|L|mlwwlf|

]

<

7|

=)

Com que idade a senhora ofereceu a ele outros
alimentos diferentes de leite? {dieta}:
[1] o fez
L2 um més
3 [de 2 a 4 meses
T_ de 5 a 6 meses
mais de 6 meses
nio sabe/nio informou
nio se aplica

]

20. Ele esteve internado no primeiro ano de vida?
{inter):

nio esteve

uma vez

duas vezes

mais de duas vezes

nio se aplica

==
L3 |

9 | ndo sabe/ndo informou
L8

21.Se sim a pergunta 20: qual a causa do(s)
internamento(s):

22| |Diarréia

23 _ | Vomitos

24.| | Desidratagiio

25.[ | Cirurgia

26.__|Pneumonia

27.|__|outras doengas respiratérias

28, ! outras causas. Qual?

Sintomas:

29, Nos udltimos trés meses vocé tem tido perda de
peso {perdpeso}? sim

1io informado niio se aplica

nio

30. Vocé tem tido enjdoo/ ndusea mais de trés vezes

E sim nﬁo nﬁo

ao més {ndausea}?

informado nio se aplica

31, Vocé tem tido vomitos {vomito}? sim
En:‘m nﬁo informado niio se aplica

Se a resposta da questio 31 for sim responder a

questio 32

32, Vocé tem tido vomitos mais de trés vezes nos

Gltimos trés meses {vomito}? sim nﬁo
nﬁo informado néo se aplica




33, Vool tem tido dor na barriga {dorabd}? m sim
gnﬂn:‘l{) informado E nio s aplica

Sz @ msposta da questdo 33 for sim responder a

questdn 34

34, Wock tem dor ma barriga por mais de més meses
ou mais de s diss no més {dorabd}? E sim

Enm Eﬂdﬂ informado E nio s aplica

45, Wood tem tido aftas na boca [aftal? E sim
:ms-:. informmado E nio s aplica

52 @ msposta da questio 43 for sim, responder &

questio 4

A6 Wood teve afta majs de trés veses nos dltimos trés
meses {afta)? E sim s-:- o
inr'c-rma.r.t:- nio s aplica

. Voo tem tide diaridia efon fezes amolkcidas ou
liguidas mais de és veres ao dia [diarréia}?
i sim gnan Elm informado E nio
se aplica

S a msposta da questio 35 for sim responder a

questdo 36

36, Vool tem diarsdia todos os dias hd mais de um

més afon mais de s veres nos Oltimos dois

me=s {diarrial? sim nao o

inr':rrnadc:@ o s aplica

L
LA

47 Nos dltimos tré s meses viocd tem sentido dor nas
47 M It i te tido d
juntas, mais uma vez por més? {dorart)

sim :I.[J E‘Iﬂm informado nio se

aplica

37, Vool tem tido empachamento ou dificuldade de
fazer a digestio {empach}? E_lsim nx:
Enm inr'ormn.dc:-na.c:- =2 aplica

S a mspost da questio 37 for sim, msponder is

questies 38

38, Voo emempachamento ou dificuldade de faxer
a digestio todos o8 dias efou mais de wés wres
nos_(ltimos tés meses {empach}? [T sim

Enm@m: informado E niose aplica

48 Mos dltimos wés meses, vood sente falla de
disposigio @fou dificuldades para famer suas
atividades efou tarefas didriss {fadigal? [1]
sim .10 E‘Iﬂx: informado nio s

aplica

49 Moz dltimos @ meses, vood fica iritado sem

motive {irritab}? E sim Eo o
inr'orma.dc: nio se aplica

39, Wook lem tido barriga inchada {distabd}? 1]
sim Enm ao informado nio s
aplica

Sz @ msposta da questio 39 for sim, responder 4

questibo 0

0, Wood teve barriga inchada todos o dias hi mais

de um més edon mais de tds vezes nos dlimos

trés  meses  {distabd 7 E sim 5:-
Enm inr'ornmdc:-nd.c:- =2 aplica

500 Mos dltimes tés meses, vool tem dificuldade
para dormir efou falta de sono {insimia}? E
sim :b:: E‘Idﬂ informado nin s
aplica

4

. Wook em tido aumento de gases {flatu}? E
sim @nm Elsn informadi nio s
aplica

S a msposta da questio 41 for sim, responder &

questdn 42

42, Vood ewe aumento de gases todos os dies hd

mais de um més afou mais de tilds vemes nos

altimos tés meses {flatu}? E sim :jn

Enm inr'-:-rnmdc:na.c: s aplica

43, Vood tem tido intestino preso efon dificoldade
para evacwar /o fezes duras afou Feme s grossas
ou grandes Joonst}? E sim nx:I:';l_h:m
inr'trrnax_t:@ reio s aplica

Se a mesposta da questio 43 for sim, responder A

questdo 44

44, Vood tem intestine pre so todos os dias no dlGmo
més afon mais de bds vemes nos dlimos s
me=s  [eonst)? E sim Eﬂdﬂ :1(:-

informado réo s aplica

51 Mos dltimos tés meses, seu cabelo tem caldo
muito efou tem locais da cabeca com falta de
cabelo {alopecial? E sim rein so
inr'c-rma.ct: nio s aplica

52, Wood tem tido bolhas na pele  (Dermatite
herpetiforme)  {de rmat ): sim so
E_h:m informado E nio se aplica

Alguma ver o médico ou enfermeiro ou dentista lhe
falow que vocd tinha uma das doengas abaixo:
I- sim,_0- reio, 9— nio informado, 8- méo s aplica

35 _|Anemia
54 |__|Tieoidie
55, ; Dhabetes CQue toma insulina
56 || Reuvmatismoddozngas rumatoligicas
57 ; Olsleoporogs
58 || Epikpsia ou comvulsio
59 ; [Drepres=io
60 | __|Dermatite herpe tiforme
61 [_|Sindrome de Down
2 || Doenga nos rirs

(e




Identificagdo: ____

Formulirio da pesquisa: marcadores genéticos de
histocompatibilidade em familiares de primeiro
grau de pacientes celiacos

Data: ;l / |;| / [;l{ddfmmf;mm]

» Os campos com grifo serio preenchidos
posteriormente
» Nos formulirios aplicados as criancas e

adolescentes a pergunta serd dirigida ao
responsivel e trocado o termo vocé do inicio da
frase por ele (a).

Identificacio:

Nome:
Endereco:

Fone:
Hospital:
Niimero do registro no hospital:

1. Data de nascimento: g / l;' / l;'

Diagnéstico:
Data do resultado da 1*bidpsia: __ /[
2. Idade do diagnostico em meses:
3. Inicio da dieta sem gliten:
4. Pesonodiagndstico: ___ kg
5. Estatura do diagnéstico: _______cm

Sintomas: Assinale os prévios ao diagndstica

Gastro-intestinais:

; Perda de peso
L__|Dor abdominal
:Dian‘éiu

| __|Flatuléncia

| _ |Distensdo abdominal
;Constipagio
|L__|Aftas

__|Outros,

Extra-intestinais:

|__| Dor articular

|| Astenia

| [Irritabilidade

| |Insénia
altemgﬁes dentarias
| lalopécia

L__|Outros

tn

Soralogias
Anticorpo anti-transglutaminase{TTG}: __
(valor em UI'L)
Anticorpo anti-endomiseo
(valor em ui/l)

{EMA}:

Anticorpo anti-gliadina IGA
(AGAIGA) _ (valorem ULVL)_
Anticorpo anti-gliadina
IGGAGAIGG) (valorem UI/L)_
HLA {DQ2}:
__ DQA*105(1)__ DQBI*02(2)___negativo

(3) ___ ndo informado (4)
HLA {DQ8}): ___DOQB1*0302(1)___negativo
(3) ___ ndo informado (4)
Bidpsia intestinal {biopsia}:
00 _____tipo I(1) ___tipo 1(2)
Linfécitos intra-epiteliais {linfoc }:
¢  menos de 20/100 enterdcitos
(n
e _  de20a 30/100 enterceitos (2)
e mais de 30/100 enterdcitos (3)
Hemoglobina {hb}: ___ mcg/dl
Cintilografia  dssea  {cintilog}: ___normal (0)
__ Osteopenia(l) __ osteoporose(2) _ ndo
informado (9)

____tipo
tipo 111(3)

1 biopsia:
Data:
Laudo:

Médico:
Laboratdrio:
Numero:

2 biopsia:
Data:
Laudo:

Médico:
Laboratorio:
Numero:

1 biopsia:
Data:
Laudo:

Meédico:
Laboratério:
Numero:
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