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RESUMO

CONTEXTO: A doenca celiaca (DC) é uma enteropatia imunomediada do intestino
delgado desencadeada por intolerancia permanente ao gluten em individuos
geneticamente predispostos pelos alelos do Antigeno Leucocitdrio Humano (HLA)
classe Il HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8, sendo o marcador sorolégico para anticorpos da
classe IgA Antiendomisio (IgA-EMA) utilizado para deteccdo e auxiliar na
confirmacdo de novos casos de DC por ter especificidade e sensibilidade proximo a
100%, considerado como valor preditivo positivo (VPP).

OBJETIVO: Determinar a taxa de incidéncia (TI) pessoa-periodo de soroconversao
dos anticorpos IgA-EMA numa coorte de pacientes com alelos HLA predisponente
pertencentes aos grupos de risco alto para desenvolvé-la, atendidos no Ambulatorio
de Doencga Celiaca do Hospital Universitario de Brasilia (AmbDC/HUB) em até 14

anos de acompanhamento (1998 até 2012).

METODO: 456 frequentadores do AmbDC/HUB com alelos HLA predisponente para
a DC, os quais atendiam aos critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos no
estudo, compuseram a coorte (245 masculino e 310 feminino; idade entre 2 a 85
anos, média de idade: 28,9£16,7) identificados nos dados cadastrais do Laboratério
de Pesquisas em Pediatria e Centro de Estudos da Doenca Celiaca
(LabDC/FMUnNB) convidados a repetirem o exame sorolégico para a DC por
apresentarem risco elevado de desenvolvé-la por: ser parente de 1° grau, ser
portador de sindromes genéticas, de doencas autoimunes, de sintomas atipicos ou
por ter fortes suspeitas clinicas, laboratorial, histologica. O teste imunoenzimatico
(ELISA) de pesquisa do anticorpo da classe IgA Antitransglutaminase (IgA-tTG) foi
inicialmente utilizada para triagem dos pacientes. Aqueles com resultado positivo
foram testados para o teste IgA-EMA. A soroconversdo foi considerada em
individuos com resultados positivo para IgA-EMA, na sequéncia foi solicitado exame

complementar, bidpsia endoscopica duodenal, para confirmar a enfermidade.

RESULTADO: 197 portadores de alelos HLA predisponente (95 masculino e 102
feminino, idade entre 4 a 75 anos, média de idade: 29,9+16,8) participaram da

pesquisa e encontrou-se 11 casos de soroconversao para os anticorpos IgA-EMA.



A Tl pessoa-periodo de soroconversao de anticorpos IgA-EMA em até 14 anos de
acompanhamento encontrada no presente estudo foi, com 95% de confianga, 1,1 *
0,2 caso de soroconversdo por 100 pessoas-ano acompanhadas num periodo de
observacéo de 1 a 14 anos, média de 4+3,7anos.

CONCLUSAO: A Tl pessoa-periodo de soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA de
1,1 casos por 100 pessoas-ano sugere repeticdo esporadica de exames sorolégicos
entre pacientes portadores de alelos HLA predisponente para a DC pertencentes ao
grupo de risco de desenvolvé-la.

Palavras Chave: Doenca celiaca, soroconversao dos anticorpos IgA-EMA,
predisposi¢cdo genética, HLA, acompanhamento.



ABSTRACT

BACKGROUND: Celiac disease (CD) is an immune-mediated enteropathy of the
small intestine triggered by permanent intolerance to gluten in genetically
predisposed individuals by the alleles of the human leukocyte antigen (HLA) class II
HLA-DQ2 and / or HLA-DQ8, and the serological marker for IgA antibodies Anti-
endomysium (IgA-EMA) used for detection and confirmation of new cases of CD to
have sensitivity and specificity close to 100% considered positive predictive value.

OBJECTIVE: To determine the incidence rate person-period of seroconversion of
IgA-EMA antibodies in a cohort of patients with HLA alleles predisposing in groups
with high risk to develop it in the Outpatient Celiac Disease, University Hospital of
Brasilia (AmbDC/HUB) by up to 14 years follow-up (1998 to 2012).

METHOD: 456 subjects from AmbDC/HUB with HLA alleles predisposing to CD, who
met the inclusion and exclusion criteria estabilished in the study, comprised the
cohort (245 male and 310 female, aged 2-85 years, mean age: 28,9 £ 16,7) identified
in the registration data Laboratory for Research in Pediatrics and Center for Studies
of Celiac Disease (LabDC/FMUNB) were asked to repeat the serologic test for DC for
presenting high risk of developing it to be a 1st degree relative, be a carrier of genetic
syndromes, autoimmune diseases, atypical symptoms or have strong suspicions
clinical, laboratory, histological. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
search antibody of IgA anti-transglutaminase (IgA-tTG) was initially used to screen
patients. Those testing positive were tested for IgA-EMA test. Seroconversion was
seen in subjects with positive results for IgA-EMA, following further examination was

requested like endoscopic duodenal biopsy to confirm the disease.

RESULTS: 197 patients with HLA alleles predisposing (95 male and 102 female,
aged 4-75 years, mean age: 29,9 + 16,8) participated in the study and was found 11
cases of seroconvertion for IgA-EMA. IT person-time of seroconversion of IgA-EMA
within 14 years of follow-up was found in this study, with 95% confidence interval, 1.1
+ 0.2 cases of seroconversion per 100 person-years accompanied by an observation

period of 1 to 14 years, average 4 + 3.7 years.



CONCLUSION: The incidence rate of seroconversion of IgA-EMA of 1.1 cases per
100 person-years suggests repetition of sporadic serological tests among patients
with HLA alleles predisposing to DC belonging to the risk group of developing it.

Keywords: Celiac disease, seroconvertion of IgA-EMA antibodies, genetic
predisposition, HLA, follow-up.
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1. INTRODUCAO

A Doenga Celiaca (DC) € uma afeccao sistémica imunomediada do intestino
delgado (inflamagdo da mucosa intestinal, hiperplasia de cripta e atrofia das
vilosidades) elicitado pelo gluten presente nos cereais consumidos na dieta regular
(trigo, cevada e centeio) e ocorre em individuos geneticamente predispostos (Husby
et al., 2012). A prevaléncia da DC na populacdo mundial é de aproximadamente 1%
e comum em caucasianos (Katz et al., 2011). Entretanto existem grupos de risco
com prevaléncia aumentada como parentes de primeiro grau e especialmente
gémeos univitelinicos (Dubé et al, 2005; Almeida et al., 2008), pacientes portadores
de sindromes genéticas (Wouters et al.; Frost et al., 2009), assim como pacientes
com doencas autoimunes (Volta et al., 2011).

Para auxiliar no processo de diagnostico da DC existem varios tipos de
exames, tais como: o0 genético pela amplificacdo dos alelos Antigeno Leucocitario
Humano (HLA), o soroldgico pela investigacdo dos anticorpos séricos da classe IgA
Antitransglutaminase (IgA-tTG) e Antiendomisio (IgA-EMA) e pela bidpsia da
mucosa jejunal pela andlise histologica seguindo a classificacdo de Marsh.
Atualmente segue-se o0 protocolo de diagndstico estipulados pela Sociedade
Européia de Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatrica, a ESPGHAN de
2012 (Husby et al., 2012).

A predisposicdo genética ocorre pelos alelos HLA de classe Il expressos
como HLA-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201) e/ou HLA-DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302)
e sdo responsaveis por apresentarem a fracdo toxica do gluten para o sistema
imune adaptativa e desencadearem o0 processo inflamatério deletério da
enfermidade (Meresse et al., 2012). A grande maioria (90%) dos pacientes
portadores de DC amplificam alelos HLA-DQ2 e o restante possuem os alelos HLA-
DQ8 ou parte dos alelos do HLA-DQ2, que pode ser o DQA1*0501 ou o DQB1*0201
(Sollid; Greco et al., 2002; Bonamico et al, 2006). O teste de rastreamento genético
para a DC tem Valor Preditivo Negativo (VPN), o qual atua como coadjuvante no
processo de definicdo dos casos em que necessitam de acompanhamento clinico e

laboratorial por pertencerem a algum grupo de risco de desenvolverem a DC no
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futuro e apresentarem soroconversao dos anticorpos IgA-EMA (Karell et al., 2003.,
Bonamico et al., 2006).

O marcador sorolégico para a deteccdo da DC de maior sensibilidade e
especificidade de aproximadamente 100% e com Valor Preditivo Positivo (VPP) é
realizada pela analise dos anticorpos IgA-EMA feita pela técnica de
imunofluorescéncia indireta em laminas com cortes criostaticos de esbdfago de
primata sensibilizados com o antigeno endomisio (Godfrey et al., 2010, Husby et al;
Fasano et al, 2012). E o exame sorolégico para deteccdo de anticorpos IgA-tTG pela
técnica imunoenzimatica de alta sensibilidade e especificidade, tem custo menor e é
relativamente de facil execucdo, € comumente utilizado para triagem de pacientes
com suspeita de DC ou acompanhamento de pacientes DC ap0s o0 inicio do
tratamento, que é a total exclusédo do gluten da dieta regular (Goldberg et al., 2010).

Bonamico e a sua equipe propuseram 0 acompanhamento de individuos
baseados no tipo de alelo predisponente para a DC (HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8), com
repeticdo esporadica de exames sorologicos em individuos que tenham risco de

desenvolver a mesma (Bonamico et al., 2006; Husby et al., 2012).

Alguns pesquisadores relatam a soroconverséo para a DC pela detec¢édo dos
anticorpos da classe IgA-EMA entre pacientes que apresentem condicfes genéticas
favoraveis ao aparecimento da DC, especialmente parentes de primeiro grau e
portadores de Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1). Por isso, para evitar consequéncias
do diagnéstico tardio como evolucdo com infertilidade, osteoporose, anemia, e até
mesmo o cancer do intestino delgado, muitos estudos sugerem a repeticao
esporadica dos exames soroldgicos especificos para a DC em individuos portadores
de alelos HLA predisponente, principalmente nos grupos com risco elevado de
desenvolver a enfermidade. Nesse grupo estariam parentes de primeiro (1°) grau de
pacientes celiacos, portadores de sindromes genéticas, de doencas autoimunes, de
sintomas atipicos. E também aqueles pacientes com fortes suspeitas clinicas,
laboratorial, histologica, pois o resultado do exame sorolégico prévio negativo nao
exclui a possibilidade de desenvolver a DC no futuro quando a dieta habitual contiver
glaten (Niveloni et al., 2000; Pittschieler et al., 2003, Poulain et al., 2007).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DEFINICAO

A DC é uma desordem imunomediada do intestino delgado provocada pela
constante sensibilizacdo do sistema imune contra os peptideos gliten e acomete
individuos geneticamente predispostos. A proteina glaten é encontrada em cereais
como trigo, cevada e centeio. E uma desordem multifatorial que envolve fatores
genéticos, ambientais e imunoldgicos, por esta razdo a enfermidade possui varias
manifestacdes clinicas até mesmo de forma sistémica (Husby et al.;Meresse et al.,
2012).

2.2 HISTORIA DA DC

O cultivo dos cereais iniciou-se no periodo Neolitico na regido conhecida
como “Crescente Fértil” préximo aos rios Tigre, Eufrates e alto do Nilo. A histéria da
DC remete ao Século Il d.C em que a primeira citacdo da alteracdo gastrointestinal,
semelhante a DC, foi atribuida a um médico grego, o Arateus da Capaddcia
(Losolwsky, 2008). Ja o referencial, no Século XIX, refere ao médico inglés Samuel
Gee, em 1888, que descreveu uma doenca chamada de “Afeccédo Celiaca”, cujos
sintomas eram diarreia, fraqueza muscular, distensdo abdominal, perda ou pouco
ganho de peso, cronicidade do curso da doenca e afetava todas as idades,
especialmente criancas (Dowd, 1974). Em 1924, Sidney Haas descreveu um
tratamento, dieta a base de bananas, que foi aplicado por aproximadamente

cinquenta anos (Paveley, 1988).

Durante a Segunda Guerra Mundial, em 1941, houve na Holanda grande
escassez de alimentos disponiveis, especialmente pées. O pediatra holandés,
Willem Dicke, observou a melhora clinica surpreendente das criancas celiacas com

a exclusao de trigo, centeio, cevada e aveia da dieta. Assim, em 1953, os colegas de
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Dicke, Weijers e Van de Kamer, identificaram a fracdo toxica deletéria do gluten, a

gliadina, contida nos cereais causadores da DC (Losowsky, 2008).

E em 1954, Paulley reportou a correlagdo entre manifestacao clinica da
enfermidade e destruicdo da parede do intestino delgado, a partir destes achados,
os estudos histoldgicos passaram a ser cruciais no diagndéstico da enfermidade. Em
1956, Shiner e Royer descreveram a primeira referencia bem sucedida de biopsia
jejunal per oral, mas a técnica ainda apresentava muitas desvantagens e
dificuldades (Paveley, 1988). Em 1957, Crosby e Kugler publicaram detalhes de um
instrumento flexivel pouco invasivo equipado com ar pressurizado, a cdpsula de
Crosby, técnica adotada por muitos anos, mas permitia a obtencédo de apenas um

fragmento (Losowsky, 2008).

Em 1969, a Sociedade Européia de Gastroenterologia e Nutricdo Pediatrica
(ESPGAN) estabeleceu critério para diagnostico da DC com a recomendacao da
realizacao de trés biopsias: uma no momento da suspeita clinica, outra apés um ano
sem gluten na dieta e a ultima com a reintroducdo do componente toxico na
alimentacao no intuito de verificar o reaparecimento das lesdes na mucosa intestinal
(Auricchio et al, 1996).

De 1970 a 1980 houve inicio dos exames sorologicos pela dosagem de
anticorpos especificos como antigliadina e antireticulina. Mais tarde, Chorzelski e
colaboradores, em 1983, iniciaram uma nova era de diagndstico com a deteccao do
anticorpo especifico, o antiendomisio, ho musculo liso do eséfago de macaco. Um
exame sorolégico de imunofluorescéncia indireta de alta sensibilidade e

especificidade para a DC utilizado até os dias atuais (Chorzelki et al., 1983).

O avanco dos métodos de diagndstico e consequentemente o aumento dos
estudos epidemioldgicos permitiu evidenciar a alta prevaléncia da DC entre gémeos
e parentes de primeiro grau indicando a suspeita de um componente genético
envolvido. Em 1986, Strobe, Cooke e outros pesquisadores descreveram a
suscetibilidade genética ao demonstrarem regides especificas dos alelos HLA
associados com doenca (Stokes et al.; Falchuk et al., 1972). Na sequéncia Ferguson
e Mac Donald reportaram a relacdo do gluten com a imunidade linfécito mediada e

com a destruicdo da mucosa intestinal (Ferguson et al., 1975).
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Em 1990 novas normas de diagnostico foram sugeridas no ESPGAN por
Walker-Smith, embora os exames sorologicos tenham sido incorporados, a biépsia
jejunal ainda era o padrao-ouro na determinacao do diagndstico (Walker-Smith et al.,
1990). Em 1992, Marsh estabeleceu uma classificacdo histologica das lesbes, a qual
varia entre hiperplasia de criptas com aumento dos linfécitos intraepiteliais e atrofia
das vilosidades intestinais (Marsh, 1992).

Anos depois, em 1997, Dieterich identificou a enzima Transglutaminase
tecidual (tTG) como sendo o0 autoantigeno capaz de induzir o aumento da
permeabilidade tecidual. Na mesma época, Sulkanen e Dieterich desenvolveram o
método de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para quantificagdo dos anticorpos IgA
antitransglutaminase (IgA-tTG) (Dieterich et al.,1998). Paralelamente outros
pesquisadores relataram a deamidacdo do gluten pela tTG e consequente
desencadeamento da patogénese da DC (van der Wal et al.; Molberg et al.,1998).

Em 2012, a nova revisdo dos critérios de diagnostico foi publicada pela
Sociedade Européia de Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatrica
(ESPGHAN), pelo novo critério de diagnéstico a bidpsia deixou de ser considerada
como padrao-ouro. A diretriz ancorou-se em analisar os sintomas, a sorologia, a
genética, a biopsia e a melhora clinica com o inicio do tratamento (Husby et al.,
2012).

2.3 PREVALENCIA

Quanto a prevaléncia, a DC é considerada como intolerancia alimentar mais
comum entre os ocidentais, e até a década de 70, o diagnéstico ancorava-se apenas
em sinais e sintomas clinicos de ma absorcéo e esteatorreia como afeccdo comum
entre criancas. A prevaléncia da enfermidade era de aproximadamente 0,03% (Lohi
et al., 2007). Mas na década de 80, com o advento dos exames soroldgicos de alta
sensibilidade e especificidade o aspecto epidemioldgico ampliou sua abordagem de

forma global inclusive no que se refere as manifestagfes clinicas da doenca.



20

Atualmente, a prevaléncia na populacdo em geral é de aproximadamente 1%
com predominancia entre caucasianos (West et al., 2003; Dubé et al, 2005; Katz et
al., 2011), mas se compara-la entre os géneros é duas a tres vezes maior entre as
mulheres (Bai et al.,, 2005). Em relacdo a faixa etaria, de 30 a 64 anos, houve
algumas diferencas entre os paises: 2,4% na Finlandia, 0,3% na Alemanha, e 0,7%
na Italia (Mustalahti et al; 2010). Outros estudos feitos na Finlandia, evidenciam que
entre criangas, a prevaléncia constatada foi de 1,5% (Mé&ki et al., 2003) e entre
idosos de 2,13% (Vilppula et al., 2008).

A DC tem sido diagnosticada em diferentes paises e etnias, reconhecida em
continentes com descendentes de europeus como a Australia, Nova Zelandia,
Estados Unidos, Canada e paises da América do Sul (Gandolfi et al., 2000; Hovell et
al., 2001; Cummins et al., 2009). Aqui no Brasil foi encontrada a prevaléncia entre
doadores de sangue (adultos saudaveis) de 1:214 a 1:681, sendo este ultimo
constatada em estudo desenvolvido em Brasilia (Gandolfi et al., 2000; Melo et al.,
2006; Pereira et al., 2006; Oliveira et al., 2007). Também tem sido verificado entre os
povos nativos no Chile (Araya et al., 2000) e entre os adultos mesticos doadores de

sangue no México 2,6% (Remes-Troche et al., 2006).

Embora casos de pacientes de origem asiatica com a DC sejam raras, ha
relatos de estudos de prevaléncia oriundos da China (Freeman, 2003; Wu et
al.,2010). Na Africa Central é considerada como uma condicdo rara, verificada
similarmente também entre afrodescendentes americanos e brasileiros (Brar et
al.,2005; Barada et al., 2010; Almeida et al., 2012). No Oriente Médio e no Norte da
Africa a prevaléncia é a mais alta, principalmente entre as criancas Saharawi com
prevaléncia de 5,6% (Catassi et al., 1999). Na Turquia o valor encontrado foi

relativamente alto 1,3% (Tatar et al., 2004).

Em relacdo aos grupos de risco com prevaléncia maior de DC, tais como,
pacientes com sindromes genéticas, especialmente a sindrome de Down de 5,2%
(Wouters et al., 2009), de Williams e de Turner 3,2% (Frost et al., 2009), bem como
criancas com desordens autoimunes, especialmente Diabetes Mellitus tipo 1(DM1)
3% a 16% (Volta et al., 2011), e ainda outras como deficiéncia de Imunoglobulina A
(IgA) (Wang et al.,, 2011), tireoidite autoimune (Metso et al.,, 2012), hepatite

autoimune (Panetta et al., 2012), alopecia areata (Naveh et al., 1999), dermatite
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herpetiforme (Nieuwenhuis et al, 2010), ataxia (Freeman, 2010). Na verdade, pela
possibilidade de partilhar alelos HLA predisponentes, entre parentes a prevaléncia é
aumentada e varia de aproximadamente 4,8% a 20% e de 75% entre gémeos
monozigoticos. (Greco et al., 2002; Hogberg, 2003; Dubé et al, 2005). Em Brasilia,
entre parentes de primeiro grau a prevaléncia foi de 4,8% (Almeida et al., 2008).

Nas ultimas décadas, com o advento de métodos diagndsticos foi possivel
notar pacientes celiacos com diferentes manifestacdes sintomatoldgicas. Por causa
disso, existe uma gama de individuos sem ainda terem sido diagnosticados com a
enfermidade. Estudos recentes mostram o aumento da prevaléncia nos Estados
Unidos e paises da Europa em 2% a 4,5% (Lohi et al., 2007; Rubio-Tapia et al.,
2009; Catassi et al., 2010). Logo, a prevaléncia da DC foi esquematicamente
comparada a um iceberg (Figura 1) (Maki et al., 1997; Fasano et al, 2001; Lionetti et
al., 2011; Ludvigsson et al., 2012).

Figura 1 - O modelo do Iceberg celiaco.
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Fonte: Adaptacéo de Lionetti & Catassi, 2011.

Sendo acima da linha d’agua, na parte visivel, estdo os pacientes com a

forma classica da doenca, por apresentar sintomas gastrointestinais tipicos sao
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facilmente diagnosticados e os que estdo proximo a linha limitrofe, os pacientes
atipicos. Entretanto a extensa base submersa abrange os casos complexos de
serem reconhecidos, com pouco ou nenhum sinal e sintoma caracteristicos da
enfermidade, com ou sem lesbes na parede da mucosa intestinal, mas
geneticamente predisponentes pelos alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 (Mé&ki et al.,
1997).

2.4 MANIFESTACAO CLINICA

A DC pode se manifestar de varias formas dependendo da duracédo e
extensdo da doenca, da presenca ou auséncia de outras patologias extraintestinais
e da idade do paciente. Por estas variacfes das caracteristicas clinicas no momento
da apresentacdo e por envolver, em paralelo, a analise das anormalidades
sorologicas, histologicas e genéticas no momento do diagndstico a DC pode ser

dividido em varias formas (Husby et al.; Ludvigsson et al.; Sapone et al, 2012).

A forma Classica ou Tipica apresenta genética predisponente, sorologia
especifica positiva e bidpsia compativel sinais e sintomas classicos, tais como, ma
absorcao, diarreia crbnica, anorexia, distensdo abdominal, perda de massa
muscular, nadegas plana, esteatorreia, edema por hipoalbuminemia, flatuléncias,
fraqueza, irritabilidade (Maki et al., 1988; Fasano & Catassi, 2001; Ludvigsson et al.,
2004). Ocorre geralmente entre criancas (6 e 18 meses de idade) que apresentam o
desenvolvimento normal até o inicio da introducdo dos alimentos contendo
prolaminas do glaten e evoluem com atraso pondero-estatural e sindrome de ma

absorcao tipicos da DC (Fasano & Catassi., 2005).

A forma Atipica ou Nao-classica ou Subclinica pode ser diagnosticada em
gualquer idade, envolver outros 6rgdos e sistemas, e manifestar quadro clinico
variado até mesmo com auséncia de sintomas gastrointestinais (Fasano & Catassi,
2005; Ludvigsson et al.,, 2012). Apresenta sorologia positiva, biépsia e genética
compativel com a DC. As manifesta¢gfes clinicas sdo variadas, tais como, anemia

resistente ao tratamento (Baydoun et al., 2012), epilepsia de dificil controle
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(Licchetta et al., 2011), defeitos de desenvolvimento do esmalte dentario (Aine et al.,
1990; Rashid et al., 2011), osteoporose (Sambrook et al., 2006), infertilidade em
mulheres e em homens (Baker et al.,, 1975; Molteni et al., 1990), atraso de
crescimento (Troncone et al., 2010), abortos de repeticao (Martinelli et al., 2010),
osteoporose (Larussa et al., 2012), cancer intestinal (Elli et al., 2012), alopecia
areata (Naveh et al., 1999), deficiéncia de Imunoglobulina A (Wang et al., 2011),
ataxia cerebelar (Freeman, 2008), dermatite herpetiforme (Salmi et al., 2011), DM1
(Volta et al., 2011) e outras doencas autoimunes e genéticas (Panetta et al., Metso
et al., 2012).

A forma Silenciosa é caracterizada pela presenca de alelos HLA
predisponentes, alteracdes soroldgicas e histoloégicas compativeis com a DC, ocorre
em um grupo de individuos aparentemente saudaveis sem sintomas relacionados ou
os tem de forma subclinica, e diagnosticadas ao acaso ao participarem de
programas de investigacao por pertencer a algum grupo de risco como parentes de
primeiro grau ou portador de sindromes genéticas e doencas autoimunes (Swigonski
et al., 2006; Barker et al., 2008; Freeman, 2010; Husby et al., 2012). Embora seja de
forma silenciosa, os pacientes revelam, durante a anamnese, sintomas relacionados
com a enteropatia e melhoram a qualidade de vida ap6s o inicio do tratamento
(Kneepkens et al., 2012).

Por sua vez, a DC pode ainda ser analisada em grupos de pacientes
classificados como o da forma Potencial € caracterizada por pacientes com ou sem
sintomas, com alelos HLA predisponentes para a DC, com analise sorologica
positiva, entretanto ndo apresentam enteropatia e a biopsia pode se apresentar sem
lesdes na mucosa jejunal apenas com aumento de linfcitos intraepiteliais (LIE). Os
individuos com esta forma podem ou ndo desenvolver lesées na mucosa intestinal

no futuro (Husby et al; Kneepkens et al.; Ludvigsson et al.; Sapone et al., 2012).

Por ultimo, os portadores de DC com a forma Latente, 0os quais possuem
genes predisponentes para a doenca, biopsia negativa e podem se apresentar com
ou sem sintomas e com ou sem presenca de anticorpos, mas que tenha tido uma
enteropatia dependente de gluten registrada no passado (Husby et al; Kneepkens et
al., 2012).
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2.5 FISIOPATOLOGIA

Em relacdo a fisiopatologia, a predisposicdo genética representada pelos
alelos HLA, a versdao humana do Complexo de Histocompatibilidade Maior (MHC),
gue sao locus de genes codificadas em proteinas envolvidas no processamento de
antigenos proteicos e na apresentacdo de peptideos as células linfocitarias T, as
moléculas de MHC classe | apresentam antigenos para as células citotéxicas T
CD8+, e as de classe I, para as células auxiliares T CD4+. O HLA de classe Il é
expresso pelos genes localizado no cromossomo 6p21, que desempenha um papel
importante no desencadeamento da DC. Os genes HLA predisponentes para a DC
sdo expressos pelos alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e HLA DQS8
(DQA1*0301 e DQB1*0302). O tipo HLA-DQZ2 esta presente na maioria dos
pacientes portadores da enfermidade e o remanescente possui o alelo HLA-DQ8 ou
parte dos alelos do HLA-DQ2 (Sollid et al., 1989; 2002). E a interacdo dos alelos
HLA predisponentes juntamente com a presenca do glaten na dieta, e possivelmente
associado a outros fatores ambientais, induzem uma resposta imune na parede do
intestino delgado (Figura 2) resultando em dano tecidual caracteristicos da DC (Di
Sabatino et al., 2012). Outros genes ndo-HLA também estdo envolvidos com a DC.
E estdo situados nos outros loci 5931-33, 2933, 19p13-1, 4927, 1931, 2q11-2912,
3p21,3025-3026, 6925, 12924 (Abadie et al., 2011).

O gluten é uma mistura conglomerada de proteinas proveniente da
fragmentacdo das prolaminas (estrutura) e glutaminas (fracdo toxica) presentes no
trigo (gliadinas e gluteninas), na cevada (hordeinas) e no centeio (secalinas). O
peptideo do gluten com maior imunotoxicidade pertence a familia das gliadinas, mais
especificamente a a-gliadina com a sua por¢cdo conhecida como 33-mer, a qual é
resistente as proteases humanas coadjuvante da digestdo identificado como
iniciador da resposta inflamatoria da DC (Shan et al.,2002; Shewry, 2007; Moron et
al., 2008). A glutamina carreia um grupo amino extra, de carga positiva, considerada
como um substrato ideal para a enzima transglutaminase tecidual (tTG) provocar
uma reacao calcio dependente, denominada deamidagéo, convertendo-a em &cido
glutamico, de carga negativa. Por sua vez, este Ultimo confere grande afinidade de

acoplamento com os epitopos dos alelos HLA DQ2 e DQS8 das células dendriticas
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presentes na lamina propria, consequentemente, ativam a primeira parte da resposta
inflamatéria da DC (Molberg et al., 1998;Lionetti et al., 2011; Di Sabatino et al.,
2012).

Figura 2 — Resposta imune adaptativa ao gluten na DC.
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Fonte: Adaptacéo de Abadie et al., 2010.

O peptideo de gluten ao alcancar a lamina propria, via paracelular, trascitose ou retrotransporte, sofre
deamidacdo por TG2. Através dos epitopos do HLA, células dendriticas (APC) apresentam o
peptideo e aos linfécitos T CD4+ ativando-os. A ativacdo torna-as células T efetoras do tipo Thi,
secretora de citocinas (IFN-y, IL-15, FNT-a), e do tipo Th2, que induz os Linfécitos B (plasmdécitos) a
secretarem anticorpos AGA, tTG e EMA. As citocinas estimulam os LIE (NK) que causam a apoptose
dos enterdcitos configurando a atrofia das vilosidades tipicas da DC. *HLA=MHC (Complexo de

Histocompatibilidade Maior)

O mecanismo imunoldgico predominante na DC é a resposta imune
adaptativa contra os peptideos do gluten na lamina propria da mucosa intestinal, os
guais sao transpostos através do epitélio juncional (EJ) do intestino via paracelular

ou via transcelular do lumen intestinal. O mecanismo pelo qual se atribui a
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passagem da fracdo toxica do glaten ainda ndo estd bem esclarecido, mas estudos
feitos in vitro indicam que a ligacdo de gliadina com a citocina é crucial para a
libertacdo da zonulina e subsequente aumento da permeabilidade intestinal (Drago
et al., 2006; Schumann et al., 2008; Lammers et al., 2008; Kupfer et al., 2012).

Os antigenos tém afinidade especifica com o epitopo HLA DQ2 ou DQ8 da
célula dendritica, sendo esta ativada, recebe o nome de célula apresentadora de
antigeno (APC). Esta por sua vez, migra para os 6rgdos linféides mesentéricos
(placas de Peyer) e ativa o processo de apresentacdo dos peptideos do glaten para
linfécitos T CD4+ inativos ou células T auxiliares. Os linfocitos T CD4+ ao ser ativada
torna-se células T efetora, em seguida deixam os linfonodos e se dirigem para a
[amina propria para executar suas funcoes através de subpopulacdes efetoras como
células T-helper tipo 1 (Thl) e células T-helper tipo 2 (Th2). A Thl induz a célula T
efetora a producdo de citocinas, tais como, interferon gama (IFN-y), o fator de
necrose tumoral alfa (FNT-a) e interleucina 15 (IL-15) que promovem o efeito
inflamatorio e aumentam a permeabilidade entre as camadas do EJ resultando em
atrofia vilositaria e hiperplasia de cripta caracteristicos da DC. A Th2 induz a
ativacao e expansao clonal das células dos linfocitos B, os quais se diferenciam em
plasmadcitos e secretam anticorpos IgA e IgG contra os peptideos do gluten, o
autoanticorpo tTG ou TG2 corroborando para a constante manutencao da resposta
inflamatoria e dano tecidual alterando a configuragcéo do intestino delgado (Abadie et
al., 2010).

A resposta inflamatéria ndo se restringe as células linfocitarias T CD4+, mas
também as células T CD8+ ou, por serem sentinelas infiltradas entre os enterdcitos
no epitélio intestinal, linfocitos intraepiteliais (LIE). Na DC ativa, as citocinas sao
secretadas por varias ceélulas envolvidas com o processo inflamatério e estdo
aumentadas, mas especialmente a citocina IL-15 podem levar a ativacéo
descontrolada dos LIE e sua expansdo, como consequéncia, estas ativam as células
Natural Killer (NK) e os habilita para promover a apoptose dos enterocitos
aumentando a permeabilidade o que causa mais danos na arquitetura da mucosa
intestinal tipicos da DC e induz a producdo constante dos autoantigenos e sua
deposicao na lamina propria perpetuando o dano da mucosa intestinal até que haja
a total exclusédo do glaten da dieta. Estes estagios da degradacao tecidual intestinal

foram estabelecidos por Marsh, os quais sdo visualizdveis através da bidpsia
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endoscopica duodenal. Sendo frequentemente requisitado por médicos como parte
integrante do processo de diagndéstico. (Marsh, 1992; Meresse et al., 2006, 2012;
Abadie et al., 2010).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnostico da DC exige uma anamnese e exame clinico detalhado, pois
apresenta uma grande variedade de sinais e sintomas inespecificos. E necessario
identificar ndo sé sintomas gastrointestinais, mas também quadros clinicos menos
evidentes, pois a DC tem envolvimento com varios orgédos e sistemas. O novo
consenso feito por 15 especialistas do ESPGHAN publicado em 2012 por Husby. A
diretriz enalteceu a relevancia de um diagnostico correto e definitivo com o uso de
exames laboratoriais especificos com alta sensibilidade e especificidade, de tipagem
de alelos predisponentes HLA-DQ2 e HLA-DQS8 e da analise histolégica pela bidpsia
jejunal. Entretanto se ndo houver resposta clinica a dieta isenta de gliten em
pacientes que preenchem os critérios diagnosticos para DC, apds uma avaliacédo
cuidadosa para excluir a falta de adesdo a dieta, sdo necessarias novas
investigacfes, as quais podem incluir biopsias adicionais. Além do mais, para a
interpretacdo dos resultados pela analise de anticorpos séricos deve-se levar em
conta o padrao de consumo de gluten, a idade do paciente e o0s niveis totais de IgA
sérico. Se a exposicdo ao gluten for baixa ou inexistente por um longo periodo o

resultado negativo ndo é confiavel (Husby et al., 2012).

Os exames soroldgicos para deteccdo de anticorpos IgA antitransglutaminase
(IgA-tTG) e IgA antiendomisio (IgA-EMA) de alta sensibilidade (93% para ambos) e
especificidade (maior que 98% e 99% respectivamente) surgiram nas Uultimas
décadas e suplantaram o teste antigliadina (AGA), que tem baixa especificidade
(Lewis & Scott, 2006). Este ultimo, atualmente ainda € indicado como coadjuvante
no diagndstico de criancas com menos de 2 anos de idade, a qual tem baixa
sensibilidade para o exame IgA EMA, ou em pacientes com deficiéncia de IgA sérico
(menor que 0,2g/L, segundo ESPGHAN 2012) por quantificar anticorpos da classe
IgA e IgG no mesmo kit comercial (Maglio et al., 2010; Husby et al., 2012).
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O marcador sorolégico para deteccdo de anticorpos IgA-tTG é um exame
guantitativo de alta sensibilidade e especificidade realizada pela técnica
imunoenzimatica ELISA. Por ser de facil manuseio e custo menor que o IgA-EMA, é
exame de eleicdo para triagem inicial no caso de suspeita clinica e triagem
populacional (Rashtak et al., 2008). Mas o marcador soroldgico IgA-EMA feita pelo
método de imunofluorescencia indireta detecta os anticorpos antiendomisio entre as
miofibrilas em cortes criostaticos de esofago de primata. E por analogia, por ser um
anticorpo sérico detectado também entre as miofibrilas do intestino delgado, é
considerado como indicador de progressao inflamatéria da mucosa intestinal. E, por
esta razdo o exame IgA-EMA, por apresentar alta especificidade e sensibilidade
proximos a 100%, maior que o exame IgA-tTG, € considerado como exame de valor
preditivo positivo (VPP) (Chorzelski et al., 1983; Alessio et al., 2012).

Devido probabilidade de atrofia vilositaria ser alta em criangas e adolescentes
com sinais e sintomas sugestivos de DC e altos titulos de IgA tTG, com niveis 10
vezes maiores que o valor limite sugerido pelo teste ELISA, a biopsia pode ser uma
opcao. Mas deve colher nova amostra de sangue, para descartar qualquer erro
técnico anterior, e investigar anticorpos IgA EMA. Se o teste EMA resultar em
positivo na segunda amostra de sangue recomenda-se realizar teste genético de

tipagem de alelos HLA para reforcar o diagnéstico.

As biopsias podem ser evitadas em individuos com baixos niveis de anticorpo
tTG (menos de 3 vezes o valor de referéncia), nesse caso €& recomendado a
realizacdo da investigacdo de anticorpos mais especifico, o EMA. Se o teste EMA
resultar em positivo, encaminha-se para biopsias duodenais. Se negativo, €é
recomendado a repeticdo do exame sérico tTG num intervalo de 3 a 6 meses com
uma dieta regular contendo gluten. Nos casos de deficientes de IgA sérico, além do
exame AGA pode-se usar o marcador da classe IgG para detectar anticorpos EMA e
tTG (Husby et al., 2012).

Por ser considerado exame de alto valor preditivo negativo (VPN), a tipagem
de alelos HLA DQ2 e DQ8 é util para excluir a DC ou verificar se o diagnostico é
improvavel nos casos em que 0s exames sorolégicos de ambos marcadores
resultarem negativos e nos casos com pequenas alteragbes na bidpsia intestinal

7

(Husby et al., 2012). Este exame €é comumente indicado para individuos
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assintométicos ou com condic¢des associadas com a DC para verificar a necessidade
de acompanhamento clinico, principalmente familiares de pacientes celiacos,
portadores de doenca autoimune e genética (Romanos et al., 2009).

A bidépsia duodenal para verificagdo histologica do intestino delgado era
considerada como padrdo-ouro do diagndstico nas diretrizes do ESPGAN de 1990,
mas atualmente é um coadjuvante analisado juntamente com 0s exames sorolégico,
genético e clinico. A primeira classificacdo histolégica dos padrdes de atrofia
vilositaria da mucosa duodenal especifico para a DC foi classificada por Marsh
(Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacao histolégica de Marsh.

Classe Denominacéo Descrigéo

Marsh 0  Pré-infiltrativa Mucosa normal  Vilosidades e criptas sem alteracdo. LIE em quantidade

normal
Marsh 1  Les&o infiltrativa Aumento de LIE (maior que 40 a cada 100 enterdécitos)
Marsh 2 Les&o hiperplasica Aumento de LIE e hiperplasia de criptas
Marsh 3  Les&o destrutiva Aumento de LIE e hiperplasia de criptas com grau

variavel de atrofia vilositaria

Marsh 4  Les&o hipoplasica Atrofia vilositaria total com hipoplasia das criptas

Fonte: adaptac&o de Marsh, 1992,

O estagio destrutivo da classificacdo de Marsh foi reclassificado por
Oberhuber e denominada classificacdo de Marsh-Oberhuber (Figura 3): Marsh 3A
com discreta diminuicdo dos vilos; Marsh 3B com atrofia das vilosiadades e Marsh

3C com atrofia total e hipoplasia cripta (Oberhuber, 1999).

O relatério de patologia deve incluir uma descricdo quanto a orientacdo do
tecido observado, a presenca ou ndo de vilosidade, ao alongamento das criptas, a
relacédo entre vilosidades-cripta e ao numero de linfécitos a cada 100 enterécitos (E)

de acordo com a classificagdo de Marsh-Oberhuber (Oberhuber et al., 2000).

A presenca de atrofia vilositaria pode ser -caracteristicas de outras

enfermidades além da DC como, sprue tropical, hipergamaglobulinemia,
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hipersensibilidade a proteinas alimentar, linfoma intestinal, tuberculose, giardiase,
doenca de Crohn, enterite infecciosa, infestacdo parasitaria, desnutricdo severa, e
outros (Vande Voort et al., 2009; Walker et al., 2010).

Figura 3 — Classificagdo de Marsh-Oberhuber.

MARSH-OBERHUBER 0 MARSH-OBERHUBER 1 MARSH-OBERHUBER 2

MARSH-OBERHUBER 3A MARSH-OBERHUBER 3B MARSH-OBERHUBER 3C

Fonte: Adaptacéo de Meijer, 2003.

Husby e colaboradores sugerem o uso de um sistema de escore para analisar
a possibilidade de instaurar um diagnostico simplificado e fidedigno como
abordagem inicial, além disso, possibilita a avaliagdo do diagndstico feito no

passado pela diretriz anterior estipulada por ESPGAN de 1990.

O escore (Tabela 2) esta baseado em quatro categorias: sintomas, anticorpo
sérico, HLA e histologia, cada qual contribui somente uma vez para a pontuacao.
Para fazer o diagndstico, a soma requerida pela contagem dos escores indicados
por categorias € de 4 pontos, mas a pontuacdo menor que 4 ndo descarta a
possibilidade de ser portador de DC.
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Deste modo fica claro quem necessita de acompanhamento prolongado. Nos

casos de deficiéncia de IgA investiga-se anticorpos da classe IgG nos exames

Séricos.

Tabela 2 - Sistema de escore para o diagndéstico da DC.

SINTOMAS: Sindrome de ma-absorcao
Outros sintomas atipicos*

Assintomatico

ANTICORPO SERICO:  EMA positivo ou tTG positivo >10x a U
tTG positivo fraco ou AGA positivo
N&o foi feita a sorologia
Sorologia feita, mas todos negativos

HLA: DQ2 e DQ8
Nao tem HLA feito ou s6 metade do DQ2, ex. DQB
HLA sem DQ2 nem DQ8

HISTOLOGIA: Marsh 3B ou 3C
Marsh 2 ou 3A

Marsh 0 ou 1 ou sem bidpsia feita

2 pt
1 pt
0 pt

2 pt
1 pt
0 pt
-1 pt

1pt
0 pt
-1 pt

2 pt
1pt
0 pt

Fonte: Adaptacéo de Husby et al., 2012. *Anemia, sindrome genética, doencas autoimunes, etc.

Paralelo ao sistema de escore proposto no ESPGHAN de 2012 (Husby et al.,

2012), ainda existe o processo de diagnéstico definitivo para a DC € necessario

preencher ao menos quatro critérios de cinco itens descritos a seguir, tais como:

1) Apresentar sintomas tipicos da DC;

2) Exame sorologico com anticorpos da classe IgA positivos;
3) Ter alelos predisponentes HLA-DQ2 e/ ou DQ8;

4) Bidpsia com atrofia vilositéaria,

5) Responder a dieta livre de gliten com a melhora clinica.
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Consequentemente, o diagnostico considerado definitivo para a DC pode
acarretar em longo periodo de acompanhamento clinico, laboratorial e nutricional
(Bai et al., 2013).

Em virtude de um grande numero de pessoas, mesmo ndo diagnosticadas
com a DC, seguirem a dieta sem gluten, cientistas constataram as diferentes
reacdes que 0 organismo apresenta perante exposicdo ao gliten e recomendaram
uma nova nomenclatura e classificacfes. A reacdo do organismo ao gluten pode
ocorrer de trés formas: alergia (alergia ao trigo), autoimmune (DC, dermatite
herpetiforme e ataxia por gluten) e possivelmente imuno mediada (sensibilidade ao
gluten). A alergia ao trigo é mediada pela imunoglobulina da classe IgE; a DC,
dermatite herpetiforme e a ataxia por gluten por IgA; mas a sensibilidade ao gluten
ainda néo teve o seu mecanismo de acao identificada. O diagnéstico diferencial das
trés condicdes estd baseado na combinacdo das informacgdes clinicas, bioldgicas,
genéticas e histolégica. Na maioria dos casos as informacdes da apresentacao
clinica podem ser suficientes para distinguir entre alergia e as outras desordens
causadas por glaten. A alergia ao gluten € confirmada por prick test e dosagem de
IgE, especificos para o trigo, e teste de exposicdo ao gluten. Entretanto para
distinguir entre DC e sensibilidade ao gluten, os marcadores sorologicos especificos

da DC devem ser o primeiro passo incluido no processo de investigacao.

O diagnoéstico da sensibilidade € por excluséo, caso a possibilidade de ser DC
for excluida, desconfia-se da sensibilidade ao glaten, mas até o momento nao
existem marcadores sorolégicos, ou mesmo se desconhece a fisiopatologia e a

possibilidade de exclusdo do glaten pode ser considerada (Sapone et al., 2012).

2.7 TRATAMENTO

O tratamento efetivo para a DC € a dieta rigorosamente isenta de glaten
introduzida apds a conclusdo do processo de diagndstico e perdura ao longo da
vida. A dieta retirando ingredientes contendo trigo, cevada e centeio resulta em

remissao clinica, soroldgica e histolégica (Figura 4).



33

Todavia, para manter o tratamento o paciente necessita, além do seu esfor¢o
préprio e compreensdo da enfermidade como uma situacdo condicional, de auxilio
de nutricionistas e médicos, de recursos financeiros, e de cuidados redobrados com
relacdo a contaminacao cruzada, na qual menos de 10 miligramas de gluten por dia
seria suficiente para causar anormalidades histologicas (Dicke, 1951; Akobeng et al.,
2008).

No Brasil no ano de 1992, foi promulgada a Lei Federal n® 8.543 sobre a
obrigatoriedade da impresséo de adverténcia em rétulos e embalagens de alimentos
industrializados que contenham glaten medida coadjuvante para garantir o
seguimento correto do tratamento.

Figura 4 — Mucosa duodenal normal.

Fonte: Adaptacéo de Bao et al., 2012.

Mucosa duodenal normal, com a relacao vilosidade /cripta (>3:1) e LIE escassos. Corados em
hematoxilina-eosina observados num aumento de 100X.
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3. OBJETIVO

Determinar a taxa de incidéncia pessoa-periodo de soroconversdo dos
anticorpos da classe IgA-EMA numa coorte de pacientes com alelos HLA
predisponente, pertencentes aos grupos de risco elevado para desenvolvé-la,
atendidos no Ambulatério de Doenca Celiaca do Hospital Universitario de Brasilia
(AmbDC/HUB) em até 14 anos de acompanhamento (1998 a 2012).
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4. METODO

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, longitudinal de taxa de
incidéncia de soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA numa coorte de pacientes com
alelos HLA predisponente para DC atendidos no AmbDC/HUB em até 14 anos de

acompanhamento.

4.2 SELECAO DA COORTE, ABORDAGEM E AMOSTRAGEM OBTIDA

Para compor a coorte de 456 pacientes com alelos HLA predisponente para a
DC (245 masculino e 310 femininos; idade entre 2 a 85 anos, média de idade:
28,96+16,73). A selecdo da coorte seguiu os critérios de inclusdo e exclusao
previamente estipulados pela pesquisa, no banco de dados do Laboratorio de
Pesquisas em Pediatria e Centro de Estudos da Doenca Celiaca (LabDC/FMUnB)
situado nas Salas B1-94/13 da Faculdade de Medicina da UnB. Ou seja,
selecionaram-se os dados secundarios de pesquisas feitas anteriormente por outros
pesquisadores do LabDC/FMUnNB que envolvem os testes sorologicos e genéticos
de pacientes dos grupos de interesse desta pesquisa (Gandolfi et al., 2000; Pratesi
et al., 2003; Almeida et al., 2008; Modelli et al., 2010; Martins et al., 2010).

A figura n°5 explana acerca da origem da formacédo da coorte composta por
dois grupos com alelos HLA predisponente e com risco elevado de desenvolver a
DC: o grupo de parentes de DC, denominados neste estudo como FM, e o grupo de
suspeita de DC, que foram chamados de SUSP. Os dois grupos tiveram origem em
comum, todos foram atendidos no AmbDC/HUB pela equipe médica especializada
em DC entre 1998 a 2010. Estes pacientes ja tinham sido triados para a realizacéo
de exames complementares de acordo com a necessidade de cada caso clinico.
Desta forma, através do levantamento cadastral de 7769 exames de investigacdo de
IgA-tTG e/ou IgA-EMA dos pacientes atendidos no AmbDC/HUB foi possivel



identificar os pacientes que apresentaram IgA-EMA positivo, parentes de pacientes

com a DC e pacientes com fortes suspeitas clinicas de desenvolver a DC.

Figura 5 — Fluxograma da composi¢ao da coorte e da amostragem.
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Conforme a Figura n°5, a triagem de 7769 pacientes atendidos no
AmbDC/HUB resultou em 225 pacientes com sorologia positiva para a DC, sendo
posteriormente confirmados como portadores de DC (caso index). Por ser alta a
prevaléncia da DC entre os parentes, principalmente entre os de 1° grau, oS
familiares dos pacientes do caso index sdo orientados a realizar o exame sorologico
inicial para deteccao da DC. E caso optem para serem acompanhados ao longo da
vida, realizam também o teste genético de tipagem de alelos HLA predisponente da
DC. O resultado dos exames de sorologia feitos entre os 634 parentes de DC do
caso index foi dividido entre os casos positivos para IgA-EMA (19 diagnosticados
para DC) e os com sorologia negativa para IgA-tTG e/ou para IgA-EMA (620 nao
possuiam os anticorpos IgA-EMA). Mas nem todos os 620 parentes com sorologia
negativa concordaram em ter os alelos HLA amplificados para detectar a
predisposicdo genética com alelos HLA predisponente para a DC. Mesmo assim,
310 parentes de DC de 1° grau com dois pares de gémeos [159 pais (60 pais e 99
maes, idade entre 20 a 85 anos; média de idade: 38,5+10,6), 70 irmaos (33 irmaos e
37 irmas, idade entre 3 a 43 anos; média de idade: 15,8+£11,4) e 24 filhos (13 filhos e
11 filhas, idade entre 2 a 20 anos; média de idade: 9,6+5,8)] com alelos HLA

predisponentes para a DC e compuseram parte FM da coorte (Tabela 3).

Tabela 3 — Parentes (FM) da coorte.

Parentesco Masculino Feminino Idade (anos) Média de idade (anos)

159 pais 60 pais 99 mées 20a 85 38,5+£10,6
70 irmaos 33 irmaos 37 irmas 3a43 15,8+11,4
24 filhos 15 filhos 9 filhas 2a20 9,6+5,8

O outro grupo identificado neste estudo como suspeitos de DC (SUSP)
também teve origem dentre os 7769 exames realizados. Todos 0s pacientes
selecionados para comporem parte da coorte baseava-se nas informacfes conforme
anamnese feita pela equipe médica do AmbDC/HUB foram identificados
aproximadamente 2507 pacientes com suspeita compativel com a DC. Todavia apos
a realizacdo de exames de investigacao, tais como, sorologico, histologico, genético,

a maioria dos pacientes foram diagnosticados e/ou afastados da suspeita e/ou



38

encaminhados para outras especialidades. Mas alguns pacientes ainda geravam
davidas quanto ao diagnéstico definitivo por apresentaram discrepancia entre os
exames requisitados. S&o pacientes com possivel desencadeamento futuro da DC e
necessitam de seguimento ao longo do tempo, tais como os portadores de sindrome
genética, doencas autoimunes, e até mesmo pacientes com sintomas, tanto tipicos
como atipicos foram recrutados para este grupo dos SUSP. Desta forma, a outra
parte da coorte foi acrescida por 146 SUSP (70 masculino e 77 feminino; idade entre
2 a 59 anos, média de idade: 13,2+14,6).

Apés levantamento de dados secundarios de exames sorolégico e genético
feitos anteriormente pela equipe técnica do LabDC/FMUnB, e da selecdo dos
possiveis participantes da pesquisa, formou-se a coorte somando os pacientes do
grupo FM e do SUSP. Desta forma possibilitou a implementacdo da segunda etapa
do estudo, que foi a abordagem do paciente ou seus familiares, o recrutamento para
o AmbDC/HUB para a repeticdo de exames soroldgicos especificos para a DC e

realizacdo dos exames séricos.

Por se tratar de uma amostra ndo-probabilistica do tipo conveniéncia, o
célculo da amostra em pesquisa sobre soroconversao do exame IgA-EMA numa
coorte de pacientes com HLA predisponente para a DC ficou destituida da

necessidade de utilizar calculos estatisticos rigidos.

Para a abordagem, os pacientes foram convidados por telefone ou
pessoalmente ao comparecerem no AmbDC/HUB as tercas-feiras no periodo

matutino no Setor de Ambulatérios no Corredor Azul Sala G.

A amostragem, representados ainda na Figura n°5, foi composta por dois
subgrupos, a de 154 FM parentes de primeiro grau (Tabela 4) com 2 pares de
gémeos, sendo 92 pais (35 pais e 57 maes entre 21 a 75 anos, média de idade
42,94+9,86 anos), 45 irmaos (22 irmaos e 23 irmas entre 6 a 47 anos, média de
idade 19,7+£10,9 anos) e 17 filhos (14 filhos e 3 filhas entre 3 a 32 anos, média de
idade: 13,1+6 anos). E, no outro subgrupo, 43 SUSP de desenvolver a DC (23
masculino e 20 feminino, idade entre 2 a 42 anos, média de idade: 11,5+10,1),
dentre os quais 4 apresentam sindrome genética, 7 portadores de doencas

autoimunes, 18 com sintomas tipicos e 21 com atipicos da DC. No total, a
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amostragem da pesquisa foi composta por 197 pacientes (95 masculino e 102
feminino, idade entre 2 a 75 anos, média de idade: 29,9+16,8).

Tabela 4 — Parentes (FM) da amostragem.

Parentesco Masculino Feminino Idade (anos) Média de idade (anos)

92 pais 35 pais 57 mées 21a75 42,94+9,86
45 irmaos 22 irmaos 23 irmas 6 ad7 19,7+10,9
17 filhos 14 filhos 3 filhas 3a32 13,146

4.2.1 Critérios de Inclusao

a) Ter alelos HLA predisponente para a DC.

b) Ter feito exame sorolégico IgA-tTG e/ou IgA-EMA com resultado anterior
negativo entre 1998 a 2010.

c) Estar consumindo gluten regularmente na época do 1° exame sorolégico e
na do 2° exame solicitado.

d) O intervalo de ao menos 1 ano entre 0s exames.

4.2.2 Critério de Excluséao

a) Ter menos de 2 anos de idade.

4.3 COLETA, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE SANGUE

Efetuou-se a coleta de sangue venoso dos pacientes participantes de
aproximadamente 3 mililitros (ml) em tubo com gel separador pela técnica de

laboratério do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) conforme os critérios
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sugeridos pela norma técnica H3-A6 e H21-A5 do Clinical Laboratory and Standards
Institute (CLSI), que trata sobre coleta, transporte e processamento de amostras de
sangue. O soro sanguineo obtido pela centrifugacdo a 4500 rotac6es por minuto
(rpm) por 5 minutos (min.) foi enviado, catalogado e estocado a aproximadamente 2
graus centigrados (°C) no LabDC/FMUnB para posterior realizacdo dos testes
sorologicos IgA Antitransglutaminase (IgA-tTG) e/ou IgA Antiendomisio (IgA-EMA).
Apds os devidos exames soroldgicos realizados e os resultados obtidos para o
interesse da pesquisa, todos os soros coletados foram descartados em lixeira

propria e enviada para incineracao.

4.4 IDENTIFICACAO DOS GENES HLA PREDISPONENTE

As analises moleculares de tipagem de alelos HLA por Reacdo em Cadeia de
Polimerase ou Polimerase Chain Reaction (PCR) foram efetuadas pela equipe
técnica do LabDC/FMUNB, o qual corroborou para estabelecimento da coorte do
presente estudo. Foram exames feitos anteriormente a esta pesquisa, através do
levantamento de dados secundarios de pesquisa envolvendo teste genético (Martins
et al., 2010). Obteve-se a coorte de pacientes com alelos HLA predisponente para a
DC.

4.5 EXAMES SOROLOGICOS

Um dos critérios de inclusdo para a selecdo da coorte de pacientes foi a
realizacdo prévia de exame sorologico IgA-tTG e/ou IgA-EMA o resultado negativo.
Foi utilizado para este fim os dados secundarios de pesquisas ja realizadas pelos
pesquisadores do LabDC/FMUnB em periodo anterior a esta pesquisa (Gandolfi et
al., 2000; Pratesi et al., 2003; Almeida et al., 2008; Modelli et al., 2010).

Mas para a verificacdo de soroconversdo de anticorpos de interesse desta
pesquisa foi feito uma coleta de amostra de sangue, ante consentimento, dos
pacientes participantes ao comparecerem no AmbDC/HUB. E na sequéncia foram
realizados os exames sorologicos especificos para a DC como a analise de
anticorpos IgA-tTG e IgA-EMA no LabDC/FMUnB com o objetivo de verificar a

soroconversao do anticorpo IgA-EMA.
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4.5.1 Analise de Anticorpos IgA Antitransglutaminase (IgA-tTG)

A presencga de anticorpos IgA antitransglutaminase (IgA-tTG) no soro dos
participantes foi mensurada por meio do teste imunoenzimético Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) usando Kit comercial (QUANTA Lite® h-tTG IgA
ELISA, INOVA Diagnostics Inc., San Diego, CA, USA). A andlise foi feita seguindo
recomendacdes do fabricante e em temperatura ambiente (20 a 26°C) como descrito
a seguir: Utilizou-se as amostras de soro dos pacientes em diluicdo 1:100 em
Tampao fosfato-salino ou Phosphate Buffered Saline (PBS) com o pH 7,2 e
homogeneizados em agitador mecanico. Colocou-se 100 pl (microlitros) de soro
diluido no seu respectivo poco, dentre os 96, na placa de poliestireno sensibilizado
com transglutaminase tecidual humana (h-tTG) e incubou-se por 30 minutos. Apos
este procedimento, realizou-se o ciclo de trés lavagens automatizada da placa com
300ul de tampéao de lavagem (tampéao fosfato com 0,05% de Tween 20) na maquina
Thermo Plate-Washer. Na sequencia, 100ul de anticorpo de deteccédo do IgA anti-
humano, anti-anticorpo conjugado HRP (de cabra) marcados com uma peroxidase,
foi adicionado a cada orificio, incubados por 30 minutos e lavados como descrito
anteriormente. Para a revelacdo da reacdo, adicionou-se 100 pl da solucdo de
substrato cromogeno tetrametilbenzidina (TMB 3,3,5,5’) com peroxido de hidrogénio
a cada poco e incubados por 30 minutos no escuro. A reacgao foi interrompida com
acido sulfarico 0,334 molar (H,SO,4) e a leitura realizada no espectrofotdmetro
Thermo Plate Reader (TP-ReaderTM) por meio de filtro de 450 nm.

Os resultados foram quantificados por meio da comparacao entre a densidade
optica (D.O) de um padrao pré-estabelecido e seu respectivo valor numérico em
Unidades arbitrarias (U) com a D.O. das amostras. Aqueles resultados com valor
menor que 20U foram considerados negativos; entre 20 e 30U fracamente positivo
ou limitrofe; e maiores que 30U considerado moderado ou fortemente positivo

conforme sugere o fabricante.

4.5.2 Analise de Anticorpos IgA Antiendomisio (IgA-EMA)

Utilizou-se o teste de imunofluorescéncia indireta para detectar a presenca de
anticorpos da classe IgA antiendomisio (IgA-EMA) e verificar a soroconversao para a

DC. Exame cuja especificidade e sensibilidade € maior que método imunoenzimatico
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de investigagdo de anticorpos IgA antitransglutaminase (IgA-tTG). Realizou-se o
teste seguindo as recomendacgdes do fabricante usando o kit comercial QUANTA
Lite® Endomysial (primate distal Esophageous) Slide, INOVA Diagnostics, Inc. San
Diego, CA, USA, cujas laminas utilizavam substratos com secgdes criostaticos com
4um de espessuara da porcao distal do terco inferior do eséfago de primata (Cebus
Apella) sensibilizadas com antigeno endomisio especifico para a DC. Utilizou-se
amostras de 40 pl de soro diluido a 1:5 em solugdo PBS (pH 7,2) e incubado em
[amina por 30 minutos em camara Umida a temperatura ambiente (15 a 30°C).
Lavou-se posteriormente por 3 vezes com tampdo PBS por meio de esguichos
utilizando pipeta Pasteur e incubadas no mesmo tampao por 5 minutos imergindo-as
numa cuvete, seguido de uma repeticdo de lavagem em nova solucdo tampao. A
seguir pipetou-se 30 pl do anticorpo de deteccdo anticorpo anti-lgA humano
marcado com fluorocromo Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) usando kit comercial
(Biosystems,Barcelona, Spain) adicionado a cada poco previamente incubado com
soro humano e novamente incubava-se em camara umida por 30 minutos, seguido
de lavagem com tampdo PBS como descrito anteriormente. Ap0s a secagem e
montagem com laminula analisou-se em microscopia de fluorescéncia no
microscopio Zeiss Axiophot 2 com filtro de excitacdo 450 a 490 nm e emissdo 520
nm (Aumento: 400x). A andlise foi feita por dois observadores de forma
independente e considerou-se o resultado como negativo (Figura 6-A) a auséncia de
fluorescéncia nos espacos do tecido conjuntivo. Mas considerou-se a reagao positiva
(Figura 6-B) caso a fluorescéncia de cor verde brilhante em forma de rendilhado ou
favo de mel fosse observada entre as miofibrilas da musculatura lisa, endomisio, em

diluicbes = 1:5.

Figura 6 — IgA-EMA negativo (A) e positivo (B)

A

Fonte: Imagem cedida por LabDC/FMUNB.
A) IgA-EMA negativo-auséncia de fluorescéncia (seta). B) IgA-EMA positivo-fluorescéncia de cor

verde brilhante (seta).
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4.6 BIOPSIA ENDOSCOPICA DUODENAL

Para todos os individuos que apresentaram a soroconverséo para IgA-EMA, a
biépsia jejunal confirmatéria foi solicitada pela equipe médica responsavel. A
obtencédo dos fragmentos da mucosa duodenal foi realizada pela equipe médica do
setor de Endoscopia do HUB com amostras de material retiradas das porgdes distais
do duodeno (segunda e terceira por¢cao). Em criancas menores de 3 anos usou-se
capsula pediatrica per oral de Watson e nos demais por endoscopia digestiva alta
através do aparelho Olympus GIF-100 (Olympus-UK), seguindo a técnica de
Toccalino, 1974.

As amostras dos fragmentos obtidos (de 4 a 6) sdo cuidadosamente
orientadas e fixadas em formol a 10% e encaminhados para o Centro de Anatomia
Patologica do HUB (CAP/HUB) para posterior preparo das laminas e analise
histopatoldgica. As amostras de bidpsia jejunal fixadas em formol a 10 % foram
processadas de forma padrdo no CAP/HUB: incluidas em recipiente de parafina,
seccionadas com micrétomo manual perpendicularmente a superficie em
aproximadamente 5 micromeros de espessura, fixadas e coradas com hematoxilina-
eosina de forma a compor as laminas histologicas para posterior analise seguindo a
classificacao de Marsh (Marsh, 1992).

A andlise histopatolégica foi feita pela equipe de patologistas do CAP/HUB
com o auxilio do microscopio Zeiss Axiophot 2 plus com aparelho JVC TK-C1380

acoplado para documentacéao fotogréfica.

4.7 CONDUTA LABORATORIAL E CLINICA

As amostras de soro dos pacientes participantes com resultado positivo para
o teste imunoenzimatico IgA-tTG (220 U) foram submetidas ao teste de
imunofluorescencia indireta IgA-EMA. O paciente com soroconversao para a analise
de anticorpos IgA-EMA teve o diagnéstico de DC confirmado pela equipe médica do
LabDC/FMUNB por meio de solicitagdes adicionais de bidpsia endoscépica duodenal
com andlise histologica por patologista da CAP/HUB, seguindo Classificacdo de
Marsh (Protocolo da Diagnostico da Doenca Celiaca) e a posterior constatacdo do

restabelecimento da salde com a dieta estritamente sem glaten. O paciente cuja
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soroconversdo nado fora comprovada continuou a ser acompanhado pela mesma
equipe devido ao risco da soroconversao ocorrer em qualquer fase da vida por ser
portador de alelos HLA predisponente para a DC. A Figura 7 apresenta o fluxograma
dos processos envolvidos na conduta laboratorial e clinica da pesquisa.

Figura 7 — Fluxograma da conduta laboratorial e clinica da pesquisa.
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4.8 CALCULO DA TAXA DE INCIDENCIA (TI)

O termo Taxa de Incidéncia (TI) pessoa-periodo foi utilizado nesta pesquisa
(Szklo et al., 2007) e é também conhecida como Densidade de incidéncia ou Taxa
média de incidéncia (Pereira, 2001). A Tl pessoa-periodo corresponde a proporcao
de casos de soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA encontrados num estudo
longitudinal em até 14 anos de acompanhamento dos pacientes com alelos HLA
predisponente para a DC pertencentes a algum grupo de risco de desenvolvé-la.

A expressdo matematica para o calculo da taxa de incidéncia (Tl) pessoas-

periodo, nesta pesquisa como pessoas-ano, € a seguinte:
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n? de casos de soroconversao do anticorpo [gAEMA

TI= — - - X constante
n? proporcional de pessoas-ano em até 14 anos de acompanhamento

Fonte: Adaptacéo de Pereira, 2001; Szklo et al., 2007.

Para o calculo de Tl pessoa-periodo foi utilizado no numerador a quantidade
de casos novos de soroconversao de IgA-EMA ocorridos entre setembro de 1998
até abril de 2012. No entanto, no denominador, utilizou-se a quantidade de pessoas-
periodo como forma de equivaléncia epidemiolégica ao invés de nuamero total
absoluto de pessoas participantes na pesquisa, por ser proporcional tanto nimero
de individuos quanto o tempo de duracéao de observacao de cada um.

A proporc¢ao utilizada nesta pesquisa de Tl pessoas-periodo foi a de pessoas-
ano, que corresponde a soma total do intervalo de tempo entre 0 primeiro exame
sorologico com resultado negativo realizado para a DC e o ultimo exame solicitado
pela equipe médica do AmbDC/HUB em até 14 anos de acompanhamento dos
individuos participantes na pesquisa. A constante pode ser qualquer multiplo de 10,
neste estudo multiplicou-se por 100, o que corresponde a proporcdo de 100

pessoas-ano.

4.10 CALCULO ESTATISTICO DOS RESULTADOS

Para verificacdo da proporcéo de soroconversédo do anticorpo IgA-EMA entre
os dois grupos (FM e SUSP) foi utilizado o teste estatistico com base no processo
de Poisson, que é adequado para situacdes de eventos raros (baixas contagens). A

expressao matematica para o calculo da estatistica do teste € a seguinte:

_ ArpM—Asusp
VA X [1/npm+1/nsysp]

Fonte: van Belle et al., 2004.
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em que Apy € Agysp representam as taxas de incidéncia dos grupos FM e SUSP,
respectivamente, ngy € ngysp SA0 0S tamanhos correspondentes desses grupos, e A

é a Tl global considerando-se, hipoteticamente, que 0s grupos séo iguais.

4.11 ABORDAGEM ETICA

O presente estudo segue os principios da Ultima Declaracdo de Helsinki
instituido em 2008, além do mais, foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade
de Brasilia (CEP/FS UnB) sob o registro nimero 018/11 (Anexo 1). Os participantes
da pesquisa receberam a informacdo oral e escrita através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) descrita no Apéndice 1, apos
autorizagéo, respondiam a um formulario de interesse da pesquisa (Apéndice 2).
Todos os participantes receberam o resultado dos respectivos exames soroldgicos
solicitados para a pesquisa pela equipe médica responsavel pelo AmbDC/HUB e foi
reiterado o compromisso de acompanhamento clinico permanente por pertencerem

a um grupo de risco de desenvolver a DC.
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5.RESULTADOS

Numa coorte de 456 pacientes com alelos HLA predisponentes pertencentes
a algum grupo de risco elevado de desenvolver a DC em até 14 anos de
atendimento, 11 apresentaram soroconversao de anticorpos IgA-EMA num total de
197 (5/154FM e 6/43SUSP) pessoas participantes da pesquisa (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultado da pesquisa

FM SUSP Total
Sim 5 6 11
N&o 149 37 186

154 43 197

Com 95% de confianca, a Tl pessoas-periodo foi de 1,1 = 0,2 caso de
soroconversao por 100 pessoas-ano (Figura 8) acompanhadas num periodo

observacao de 1 a 14 anos, média de 4+3,7anos.

Dentre os 154 FM, 5 apresentaram soroconversao dos anticorpos IgA-EMA, o
resultado foi, com 95% de confianca, 0,7 £ 0,1 caso a cada 100 pessoas-ano. E em
relacdo aos 43 SUSP, 6 apresentaram soroconversdo, o que representa, em média,

4,5 + 0,6 casos a cada 100 pessoas ano.

O calculo estatistico comparando os resultados dos dois grupos (FM e SUSP)
com p—valor =0,427% indica que ha evidéncias estatisticas contra a hipétese de que
0S grupos apresentam as mesmas taxas de soroconversao dos anticorpos IgA-EMA.
Assim, provavelmente, esses grupos apresentam incidéncias diferentes de
soroconversdo. No entanto, como as amostras s80 pequenas, recomendam-se

estudos posteriores com amostras maiores para confirmar esse resultado.



Figura 8 — Exemplo hipotético da propor¢do de 1,1 caso por 100 pessoas-ano.
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A Figura 8 demonstra um exemplo hipotético do calculo de pessoas-ano em que as letras do alfabeto

correspondem aos pacientes observados de forma individual, e os numeros dispostos sobre as

colunas correspondem ao periodo de tempo de acompanhamento. Periodo que corresponde entre os

exames sorologicos realizados anteriormente (resultado negativo) e entre 0 exame solicitado para

esta pesquisa. Sendo assim, somaram-se os periodos de acompanhamento de cada paciente até

resultar em 100 pessoas-ano. Nesta pesquisa foi encontrado a Tl pessoa-periodo de 1,1 caso

soroconversdo do IgA-EMA por 100 pessoas-ano observados em até 14 anos de acompanhamento.

Como por exemplo, o paciente D, no circulo vermelho, indica que este apresentou soroconversao dos

anticorpos IgA-EMA num periodo de 2 anos de observacgéo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo seguiu a estratégia de acompanhamento de pacientes
baseado no resultado de teste de tipagem de HLA predisponente (HLA-DQZ2 e/ou
HLA-DQ8) com a repeticdo periddica de exames séricos, inicialmente proposto por
Bonamico e posteriormente adotado pelo grupo de especialistas que compde a
ESPGHAN como diretriz de conduta clinica de acompanhamento de pacientes com
algum risco de desenvolver a DC (Bonamico et al., 2006; Husby et al., 2012).

A pesquisa esta respaldada também em outros estudos de soroconversao
gue sugerem a repeticdo dos exames sorologicos em pessoas pertencentes a algum
grupo de risco de desenvolver a DC acompanhando-os periodicamente, pois a
presenca dos alelos HLA predisponente concomitante com a presenca do gluten na
dieta regular podem desencadear a inflamagcdo na parede do intestino delgado
(Atrofia Vilositaria). E, até mesmo da forma assintomatica em qualquer fase da vida
do individuo. (Niveloni et al., 2000; Pittschieler et al., 2003; Goldberg et al, 2007).

A DC é um exemplo de desordem multifatorial, na qual a suscetibilidade
genética é um fator relevante para o desencadeamento da mesma, de forma que a
grande maioria dos pacientes portadores desta enfermidade (90%) carreiam genes
capazes de expressar os alelos HLA-DQ2 (DQA*0501/DQB*0201), enquanto que 0s
outros 5% expressam o HLA-DQ8 (DQA*0301/DQB1*03). Os 5% remanescentes
tém ao menos um dos dois genes do HLA-DQ2. (Sollid; Greco et al., 2002;
Bonamico et al, 2006; Godfrey et al., 2010, Husby et al., 2012; Fasano et al., 2012).
De tal maneira, o teste genético de tipagem molecular dos alelos HLA-DQ2 e/ou
HLA-DQ8 predisponente tem grande valor na pratica clinica, pois na sua auséncia

considera-se como valor preditivo negativo (VPN) (Karell et al., 2003).

A presenca dos alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 na populacdo ocidental € de
aproximadamente 30%, no entanto aproximadamente 1% a 3% dentre os individuos
com predisposicdo genética tem a DC, portanto o exame positivo € apenas um
indicativo da presenca da susceptibilidade genética e ndo a doenca instalada (Sollid,
1989; 2002). O efeito dos alelos HLA predisponente entre familiares de DC aumenta

o risco de desenvolver a doencga, sobretudo entre parentes de primeiro grau (4,5% a
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20%) e, especialmente, entre os gémeos univitelinicos (75%) (Greco et al., 2002;
Book et al., 2003; Nistico et al., 2006). Os alelos HLA s&o responsaveis por
apresentarem a fracdi toxica do gluten para os linfécitos T e iniciam a resposta
imune adaptativa da DC (Abadie et al., 2010).

Existem outros grupos de risco para desenvolver a DC em que
frequentemente séo solicitados exames de tipagem gendmica dos alelos HLA, tais
como, os portadores de sindromes genéticas, de doencas autoimunes e casos em
gue ha duvida de diagndéstico com valores e resultados discrepantes de exames
sorolégicos e/ou histoldgicos (Hill et al.; Liu et al, 2005).

Além do mais, a presenca especifica dos genes pedisponente para a DC é
responsavel por aproximadamente 40% da suscetibilidade da doenca (Fasano et al.,
2012). Megiorni e colegas apresentaram um estudo de gradiente de risco da DC
(Figura 9).

Figura 9 — Gradiente de Risco da DC.

Paciente %«  Controles% Risco 3 o
R DQ2 and DQ8 25 0.2 1.7 1.7 1:8
IS DQ2, B1*02/02 231 2.4 1:10 1:8 1:13
g DQ8, 81*02 pos. 3.0 0.7 1:24 1:16 1:52
d p2, B1702/02 1.4 0.4 1:286 1:27 1:26
a DQ2, 81*02/X 551 19.2 1:35 1:26 1:54
D DQ8, 87*02 neg. 7.3 6.5 1:89 1:62 1:157
g B2, B1*02/X 4.6 8.7 1:210 o 1:211 1:208
g s 21 37.9 1:1842 1:8327  1:1027
A Outros 0.9 230  1:2518 1:2530  1:2497

Fonte: Adaptacé@o de Megiorni et al., 2009.

Gradiente de risco: Riscos foram avaliados a partir da freqiiéncia ndo arredondados de DQ caso-
controle, considerando uma prevaléncia da doenca de 1:100 (seta) e razdo de sexo
feminino:masculino1:89 HLA-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201= DQA1*05/DQB1*02); HLA-DQ8
(DQA1*0301/DQB1*0302= DQA1*03/DQB1*0302); p2=DQB1*02 na auséncia do DQA1*05;
a5=DQA1*05 na auséncia do DQB1*02. X, diferente de DQB1*02 ou DQB1*0302.
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Logo, para a formacédo da coorte, selecionou-se pacientes do grupo de
familiares (FM) e pacientes suspeitos (SUSP), todos com sorologia anterior negativa
e previamente triados pela equipe médica do AmbDC/HUB para a realizagdo do
exame de genotipagem dos alelos HLA, o qual foi executada pela equipe do
LabDC/FMUnNB. Utilizou-se dados secundarios armazenados no LabDC/FMUNB pois
esta mesma equipe do LabDC/FMUnB j& havia publicado estudos envolvendo
parentes de 1° grau de DC sobre prevaléncia de DC entre FM de 1° grau (Almeida et
al., 2008) e SUSP (Gandolfi et al., 2000; Pratesi et al., 2003; Modelli et al., 2010) e a
predisposicdo genética (Martins et al., 2010).

Para participarem da pesquisa, apenas pacientes com risco de desenvolver a
DC e com real necessidade de repeticdo dos exames séricos foram incluidos. A
coorte do grupo de FM incluiu apenas familiares de 1° grau, por varios motivos:
pouca quantidade de parentes de 2° grau, ndo apresentavam queixas clinicas e,
principalmente, devido pouca probabilidade de soroconversédo de 1:133 entre os de
2° grau e em contrapartida 1:22 entre familiares de 1° grau (Fasano et al., 2003).
Apesar de estudo americano ter evidenciado a soroconversao também entre

sobrinhos assintomaticos (Goldberg et al., 2007).

Entretanto nem todos os parentes acompanhados tiveram os seus alelos
amplificados, pois a opcdo de querer saber ou ndo acerca de sua predisposicédo
genética foi respeitada pela equipe médica do AmbDC/HUB. Assim como Chang, a
investigacdo foi embasada em questdes individuais, oferecendo opcbes sobre a
conduta de acompanhamento, ndo apenas com relacdo ao custo do exame, mas
também pela ansiedade gerada pela investigacdo em relacdo ao risco de
desenvolver a DC (Chang et al., 2009).

No que se refere ao grupo de SUSP foi incluido apenas pacientes com
necessidade de acompanhamento clinico e laboratorial periddico, previamente triada
pela equipe médica do AmbDC/HUB, pois pesquisas recomendam o
acompanhamento sorolégico de grupos com alta prevaléncia da DC como
portadores de DM1, tireoidite autoimune, e sindromes genéticas, além dos parentes
de DC (Bonamico et al., 2006; Golberg et al., 2007).

Atualmente a prevaléncia estimada para adultos e criancas da populacdo

mundial é aproximadamente 1% (West et al., 2003 e Katz et al., 2011), sendo que as
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mulheres sdo diagnosticadas duas a trés vezes mais que os homens (Bai et al.,
2005). A DC é predominante entre os caucasianos, um estudo multicéntrico entre
Varios paises europeus constataram uma prevaléncia geral de aproximadamente 1%
(Dubé et al, 2005). Contudo, se contabilizar os individuos com sorologia positiva,
mas sem alteragdo na mucosa intestinal, a prevaléncia amplia para 1,8% (Walker et
al., 2010).

A frequéncia de distribuicdo de alelos HLA-DQ?2 entre os 310 FM (78%) e no
grupo de SUSP (59%) dos pacientes da coorte nesta pesquisa apresentaram HLA-
DQ2 ou com um dos alelos do HLA-DQ2 associados aos do HLA-DQ8. Resultado
parecido com outro estudo brasileiro realizado na regido Nordeste, que também
relata predominancia dos alelos HLA-DQ2 entre familiares (Castro-Antunes et al.,
2011). Neste estudo, aproximadamente 12% dos pacientes foram dispensados do
acompanhamento sorologico por terem HLA negativo, mas o estudo feito por
Karinen sobre avaliacdo de risco de DC entre parentes de 1° grau com relacdo aos
alelos HLA relata 20% (Karinen et al., 2006).

O estudo desenvolvido por Megiorni sugere a tipagem de HLA, que por si sO
nao conclui um diagnostico, mas auxilia na triagem de grupos de risco (Figura 10),
principalmente familiares de DC. Um teste positivo indica a suscetibilidade genética,

mas néo significa necessariamente a evolucdo da doenca (Megiorni & Pizutti, 2012).

Figura 10 — Categoria de risco para realizar exame de HLA.
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Discrepancia no teste -
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etc

= ™
f \

Teste de HLA
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Parentes de 1° grau de
probandos

Fonte: Adaptagdo de Megiorni et al, 2012.
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A amostragem foi composta por FM e SUSP consumidores regulares de
gluten, pois na auséncia deste pode discorrer em resultados falso-negativos. Foi
instituido como critério de incluséo tanto para a composi¢do da coorte, assim como
para avaliar a real possibilidade da realizacao do 2° exame soroldgico apds convida-
los para participarem da pesquisa.

Nem todos os pesquisadores conseguem convencer Seus pacientes a
repetirem exames sorolégicos, Biagi teve 43,9% de recusa de participagdo na
pesquisa, e o estudo brasileiro também relata a op¢cdo em ndo querer saber acerca
da possibilidade de ter desenvolvido a DC (Biagi et al., 2007 Nass et al., 2011).
Analogamente, nesta pesquisa também houve abstencoes, do total de 456 possiveis
participantes, 178 (39%) recusaram-se a repetir os exames.

E para a efetiva participacdo da pesquisa necessitou-se por parte dos sujeitos
pesquisados, além do interesse pessoal em diagnosticar a DC, da voluntariedade,
de fornecer os seus contatos telefonicos atualizados e da disponibilidade de

deslocamento com custeio proprio até o AmbDC/HUB.

Seguindo a recomendacao do ESPGHAN 2012, iniciou-se a triagem inicial da
amostragem pelo exame soroldgico de investigacdo de anticorpos IgA-tTG por ter
alta sensibilidade (93%) e especificidade (maior que 98%), ser de facil manuseio e
baixo custo. E comumente usada como teste de elei¢éo para triagem inicial no caso
de suspeita clinica e triagem populacional (Rashtak et al., 2008; Husby et al., 2012).
Optou-se pelo teste sorologico ELISA para investigacdo da presenca de anticorpos
IgA-tTG que usa a Transglutaminase tecidual humana (htTG) como substrato por ser

mais recomendado para o diagnoéstico da DC (Carroccio et al., 2001).

Segundo ditretriz da ESPGHAN de 2012, para o exame de investigacdo de
anticorpos IgA-tTG s6 € possivel usar os valores de referéncia para o diagnostico de
DC caso este apresente quantidade de anticorpos IgA-tTG 10 vezes maior que 0
valor de corte em unidades arbitrarias estipulado pelo kit comercial. E ainda
recomenda uma nova investigacdo dos marcadores séricos com nova amostra de
sangue, inclusive com o auxilio do IgA-EMA por imunofluorescéncia indireta e

exames complementares como teste histopatolégico e genético (Husby et al; 2012).
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O teste IgA-EMA € um método de investigacdo de anticorpos antiendomisio
entre as miofibrilas em cortes laminares de es6fago de macaco. E, por similaridade,
também é encontrado entre as miofibrilas do intestino delgado humano. Por isso,
considerado como indicador de progressdo inflamatéria da mucosa jejunal
(Chorzelski et al., 1983; Husby et al; Alessio et al., 2012).

A investigagdo dos anticorpos IgA-EMA por ter alto grau de sensibilidade de
93% e especificidade maior que 99% nas varias fases da doenca, e ser considerado
como teste com valor preditivo positivo (VPP) estd sendo utilizado como teste de
rastreamento da enfermidade. Por esta razdo, o teste IgA-EMA foi utilizado como
marcador soroldgico de eleicdo nesta pesquisa por ser capaz de indicar a
soroconversdao dos anticorpos IgA-EMA dos pacientes com alelos HLA
predisponente e pertencentes a algum grupo de risco.

Embora o exame apresente alta sensibilidade e especificidade, € um teste
gualitativo em que exige no minimo dois observadores para analisarem as laminas
de forma independente, por isso, esta pesquisa contou com a confirmacao da equipe

médica do LabDC/FMUnB com mais de 14 anos de experiéncia.

Os pacientes que apresentaram soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA
positivo foram encaminhados para avaliacdo pela equipe médica do AmbDC/HUB
para realizacdo de exames complementares e a possivel confirmacédo da DC. Neste
estudo o grau de intensidade da fluorescéncia apresentada no exame IgA-EMA foi
caracterizado pela quantidade de cruzes numa graduacao até 4, por exemplo, quatro
cruzes de 4 (++++/4) é considerado resplandecente. E a exclusdo de pacientes com
menos de 2 anos de idade tanto para compor a coorte como para a amostragem
ocorreu por conta da baixa sensibilidade dos exames IgA-EMA e IgA-tTG nesta faixa
etaria (Maglio et al., 2010).

No presente estudo foram identificados 11 pacientes (Tabela 6) portadores de
alelos HLA predisponente com soroconversdo para os anticorpos IgA-EMA dentre os
197 pacientes participantes da pesquisa frequentadores do AmbDC/HUB
observados até 14 anos de acompanhamento. Foi constatada 5 casos de
soroconversao entre os FM (n°4, 8, 9, 10, 11), e 6 pacientes do grupo dos SUSP
(n°1, 2, 3, 5, 6 e 7), classificados conforme a idade em que ocorreu a confirmacao da

enfermidade.



Tabela 6 — Caracteristicas dos pacientes com soroconversao.
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Motivo do exame sorolégico

N° Sx HLA Negativo Positivo IgA-EMA Periodo Bidpsia
(soroconversdo) (fluorescéncia) entreos (Marsh)
exames
1 ™M DQB1*0201 N&o ganhavaP N&o ganhava P ++/4 3a 0
DQB1*0302 aos 3a. aos 6a.
2 M DQA1*0501 ATR, diarreia, ATR, enxaqueca e ++/4 3a 1
DQB1*0201 pouco ganho de flatuléncia aos 6a.
P e A aos 3a.
3 M DQA1*0501 DM1 de dificil DM1 de dificil controle ++++/4 2a N
DQB1*0201 controle aos 5a. aos7a.
4 F DQA1*0501 ‘Irma de DC, Glicemia alta (DM1) ++/4 la 0
DQB1*0201 aos 6a. aos 7a.
5 M DQA1*0501 Sindrome de Diarreia aos 10a. ++++/4 la N
DQB1*0201 Down, aos 9a.
6 M DQA1*0501 Pouco ganho de Pouco ganho de ++++/4 6a 3
DQB1*0201 P e A aos 6a. P e Aaos 12a.
7 F DQA1*0501 Enxaqueca Diarreia aos 20a. ++/4 10 a 1
DQB1*0201 aos 10a.
8 F DQA1*0501 *IrmddeDC, Diarreia, flatuléncia, +H+/4 6a 3
DQB1*0201 aos 3la. distensédo abdominal,
dor abdominal e
anemia aos 37a.
9 F DQA1*0501 *Irmé& de DC, Constipacao, +++/4 2a 2
DQB1*0201 aos 37a. flatuléncia, distenséo
abdominal e aftas
recorrentes aos 39a.
10 F DQB1*0201 ‘Irmé e filhade Assintomatico ++++/4 7a 3
DQA1*0301 DC aos 37a. aos 44a.
DQB1*0302
11 M DQA1*0501 *Pai de DC Assintomatico ++++/4 8a 2
DQB1*0201 aos 67a. aos 75a.

N°=numero Sx=sexo M= masculino F=feminino a=anos P=peso A=altura N=Nao fez bidpsia

ATR=acidose tubular renal DM1=diabetes mellitus tipo |

‘= indicacéo de parentesco

+=intensidade de fluorescéncia do exame IgA-EMA numa graduacao de 1 a 4 cruzes

DQA1*0501 e/ou DQB1*0201=HLA-DQ2

DQA1*0301 e/ou DQB1*0302=HLA-DQS8

A TI pessoa-periodo de soroconversdao do IgA-EMA encontrada entre

pacientes com HLA predisponente é de aproximadamente 1,1 caso de

soroconversao por 100 pessoas-ano, num periodo de acompanhamento de 1 a 14
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anos, média de 4+3,7 anos. O estudo feito por Biagi sobre indice de incidéncia de
soroconversao entre 64 parentes de 1° grau de DC, acompanhados durante 6 anos,
registrou a Tl de 1/10mil pacientes-ano (Biagi et al., 2008).

Mas o resultado do presente estudo apresenta Tl pessoa-periodo de
soroconversao de aproximadamente 1,1 caso por 100 pacientes-ano em até14 anos
de acompanhamento. Resultado discrepante se comparada com estudo feito por
Biagi, que registra 1 caso por 10mil pessoas-ano em até 6 anos de
acompanhamento. Talvez seja consequéncia por este estudo ter tido um periodo
maior de acompanhamento (14 anos) e ter ampliado o grupo envolvido no estudo
(parentes de 1° grau e grupo com suspeita clinica).

Entretanto, a soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA deve ser uma condicao
rara entre pacientes sem sintomas ou que nao pertencam a algum grupo de risco,
pois numa pesquisa feita na Estonia entre a populacdo saudavel, que sdo criancas
em fase escolar, foram testadas e repetiram os exames sorolégicos para a DC na
época em que se tornaram adolescentes. Esta pesquisa néo revelou caso de

soroconversao de anticorpos IgA-EMA feitos apos 10 anos (Lillemée et al., 2011).

Além do mais, neste estudo, 18 individuos apresentaram os niveis de
anticorpos IgA-tTG considerado positivo, mas ao testar para IgA-EMA, 7 tiveram
sorologia negativa e 11 positivos (soroconversdo). Todos os pares de irmaos
gémeos, em que apenas um dos pares era portadores de DC, participaram da
pesquisa. Porém no exame soroldgico de repeticdo foi constatada a elevacédo dos
anticorpos IgA-tTG em apenas uma paciente do par gemelar, mesmo sem sintoma
relevante. A disparidade entre os pares também foi relatado num estudo feito entre
47 pares de gémeos, nos quais apenas 13 pares tinham DC em ambos (Greco et al.,
2002). A paciente, que é irma gemelar, apresentou alteracéo do nivel de anticorpos
IgA-tTG, mas o IgA-EMA permanecia negativo. Ela tem grande probabilidade de
apresentar soroconversdo em breve, por ser alta a prevaléncia entre irmaos
univitelinicos (75%) e por ser portadora de todos os alelos HLA-DQ2
(DQA1*0501/DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) completos com
gradiente de risco elevado, iguais aos de sua irma gémea portadora de DC e DM1,

diagnosticada ha 4 anos. Tanto para esta paciente como para 0S outros
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participantes ou n&o da pesquisa, manteve-se 0 compromisso de serem avaliados

periodicamente pela equipe médica do AmbDC/HUB.

Para evitar biopsias desnecesséarias em individuos com baixos niveis de
anticorpo tTG (menos de 3 vezes o valor de referéncia em unidades determinados
no kit comercial) recomenda-se a realizagdo do teste mais especifico para IgA-EMA.
Caso o teste IgA-EMA se apresente positivo, encaminha-se o paciente para
realizacdo de biopsia duodenal. Caso seja negativo, recomenda-se a repeticdo do
exame sorologicos IgA-tTG num intervalo de 3 a 6 meses mantendo uma dieta
contendo gluten (Husby et al., 2012).

Entre os 11 pacientes que apresentaram soroconversao dos anticorpos IgA-
EMA (Tabela 6) ganha enfoque algumas caracteristicas distintas encontradas. No
grupo dos SUSP (paciente n°1, 2, 3, 5, 6, 7) (Tabela 7), houve maior predominio de
criancas, principalmente de meninos entre 4 a 12 anos com sintomas atipicos (n°1,
2, 3,5, 6), e portadores de alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201).

A queixa clinica principal dos pacientes n°1 e 6 era a dificuldade de ganhar
peso e altura. A equipe médica ja tinha afastado todas as outras possibilidades
causadoras deste atraso no crescimento, pois este sintoma atipico € indicio de
suspeita de DC (Troncone et al.,, 2010). O sintoma de ambos era comum, mas o
resultado entre os dois foi bem distinto, principalmente em relacdo a idade em que
foi constatada a soroconversao, o intervalo de tempo entre os exames de sangue, a
intensidade de fluorescéncia do exame IgA-EMA e o resultado da biopsia

endoscopica duodenal.

O paciente n°1 apresentou a soroconversao do IgA-EMA (++/4) aos 5 anos de
idade num intervalo de 1 ano entre os exames, bem no inicio da doenca, e a biopsia
encontrada foi Marsh tipo 0. Porém, o paciente n° 6 foi diagnosticado aos 12 anos, e
com intervalo de 6 anos apds o ultimo resultado sorolégico negativo, mas ao sofrer
soroconversao a intensidade de fluorescéncia do IgA-EMA (++++/4) era intensa e a
lesdo da mucosa jejunal Marsh tipo 3. Provavelmente o paciente n°1 desenvolveria
uma inflamacédo tipica da mucosa jejunal caso fosse diagnosticado alguns anos
depois, pois o marcador sorologico IgA-EMA é indicador de progressédo da atrofia
vilositaria (Chorzelski et al., 1983; Alessio et al., 2012) . Na pesquisa desenvolvida

por Poulain o paciente desenvolveu a lesdo na mucosa intestinal tipica da DC
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somente 6 anos apdés a soroconversdo (Poulain et al., 2007). No estudo
desenvolvido por outros autores também citam a normalidade da mucosa intestinal
mesmo com o0 exame sorologico IgA-EMA positivo. Pittschieler cita 2 pacientes
dentre 9 e Crone, 7 pacientes dentre 16 pacientes que apresentaram soroconversao
(Crone et al.; Pittschieler et al., 2003).

Na diretriz estipulada pelo ESPGAN de 1990, a biopsia intestinal era
considerada padrdo-ouro para do diagndéstico, por isso, pacientes com pouca ou
nenhuma alteracdo inflamatéria na parede jejunal normalmente eram
desconsiderados, mas esta pratica ndo condiz com a aplicada atualmente, que a
considera suplementar juntamente com outros exames (sorolégico, genético, clinico
e nutricional) para a conclusédo do processo de diagnéstico (Husby et al., 2012).
Ademais a presenca de atrofia vilositaria ndo se trata de caracteristica exclusiva da
DC, mas outras enfermidades como, por exemplo, hipersensibilidade a proteinas
alimentar, infestacdo parasitaria e infeccéo intestinal (Fagundes Neto et al., 1995;
Vande Voort et al., 2009; Walker et al., 2010).

O paciente n°2 também apresentou sintoma atipico, a acidose tubular renal
(ATR), o qual pode ter origem variada, ou esta relacionado com doencas autoimunes
e/ou com base genética especifica da doenca. A ATR foi a primeira manifestacéo
clinica do paciente que é portador de HLA-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201). Foi
investigado para a DC por ser portador de ATR, apresentar episddios de diarreia e
dificuldade no ganho ponderoestatural. Mas na época da repeticdo dos exames
séricos apresentava, além da ATR, outros sintomas atipicos como enxaquecas e
flatuléncia. A constatacdo da soroconversdo do IgA-EMA ocorreu aos 6 anos de
idade num intervalo de tempo de 3 anos entre os exames e a bidpsia e apresentou-

se com classificacdo Marsh tipo 1.

A coexisténcia de enfermidades autoimunes com a DC n&o é comumente
descrita na literatura, mas Fracchia relata caso clinico sobre uma mulher de 45 anos,
gue possui alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201), e portadora de DC, ATR,
sindrome de Sjogren, e cirrose biliar priméaria. Entretanto, algumas doencas
autoimunes estavam evidentes antes de ser diagnosticada a DC, quando o IgA-EMA
ainda era negativo. A suspeita da DC ocorreu por conta de um sintoma tipico, a

diarreia, perda de peso e anemia. Relata a soroconversao 3 anos apos o ultimo
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exame negativo e a biopsia era compativel Marsh tipo 3 (Fracchia et al., 2004).
Pesquisadores relatam assimilacéo genética dos alelos HLA de outras enfermidades
autoimunes capazes de oferecer epitopos de reconhecimento da fracdo toxica do
gluten desencadeando a integracdo com DC (Abadie et al., 2011;Lionetti et al., 2011,
Di Sabatino et al., 2012).

JA o0 paciente infanto-puberal n°3, apresenta alelos HLA-DQ2
(DQA1*0501/DQB*0201) com queixa clinica de DM1 de dificil controle, motivo pelo
gual foi frequentemente testado para a DC, pois a mesma tem prevaléncia
aumentada entre pacientes celiacos (Volta et al., 2011). Apresentou soroconversao

num intervalo de tempo de aproximadamente 2 anos.

Situacdo clinica da mesma natureza foi constatada em varias pesquisas.
Pesquisadores como Crone et al. em 2003 na Austria e Poulain et al em 2007 na
Franca igualmente descreveram a soroconversdo entre pacientes portadores de
DML1.

No estudo realizado na Austria foram pesquisados 157 criancas e
adolescentes de 4 a 21 anos entre 1993 a 2000. Inicialmente foram divididos em
dois grupos: o primeiro grupo composto por 37 pacientes que tiveram 0 exame
sorologico para DC realizados logo ap6s se tornarem dependentes de insulina e o
segundo grupo de 120 pessoas tinham feito a investigacdo durante o curso da DM1.
A soroconversdo do IgA-EMA ocorreu em 16 pacientes num periodo médio de 2
anos e 8 meses, 5 do primeiro grupo e 11 do segundo. Em 7 pacientes a bidpsia era
normal, 1 com aumento de LIE e 8 com mucosa intestinal plana. Somente uma
criangca apresentou anemia resistente ao tratamento e as outras criancas nao
tiveram sintomas gastrointestinais ou outra condi¢do clinica sugestiva de DC, a
forma silenciosa da DC. O que chama a atencao nesta publicacdo é a quantidade de
meninos (11 de 16) na faixa etaria de 4 a 20 anos com sintomas atipicos
apresentaram a soroconversdo (Crone et al., 2003), assim como 0s resultados
encontrados entre os SUSP desta pesquisa. Contradiz a pesquisa relacionada
guanto ao género dos pacientes, que indica a prevaléncia 2 a 3 vezes maior em
mulheres (Bai et al., 2005).

No estudo realizado por Poulain et al em 2007 na Franca, 950 criancas

portadoras de DML tiveram exames sorolOgicos repetidos para DC entre 1994 a
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2001. A soroconversdo para IgA-EMA, com poucos sintomas gastrointestinais, e
bidpsia compativel foi constatado em 2 pacientes, e neste caso, sdo duas meninas
de 2 e 6 anos respectivamente, hum tempo médio entre os exames de 1 ano
(Poulain et al., 2007). Além da DM1 outras doengas autoimunes também tém
prevaléncia aumentada para a DC como tireoidite autoimune, hepatite autoimune,
alopecia areata, dermatite herpetiforme (Naveh et al., 1999; Metso et al.; Panetta et
al., 2012).

Nesta pesquisa, a autorizacdo para realizar o diagnéstico com o auxilio da
biépsia intestinal foi negada pelos seus responsaveis em 2 pacientes, o paciente n°3
e 0 n°. Ambos apresentaram o0s niveis de anticorpos IgA-tTG com valores em
unidades especificas 10 vezes maior que o de ponto de corte, além disso, o IgA-
EMA respectivos resultaram em positivos. Todos foram considerados como sendo
pacientes portadores da DC embasados na nova diretriz estipulado pelo ESPGHAN
2012 (Husby et al., 2012).

O paciente n°5 foi acompanhado clinica e laboratorialmente por ser portador
de sindrome genética, neste caso a de Down, além do mais, possui HLA-DQ2
(DQA1*0501/DQB1*0201) com alto grau de risco de desenvolver a DC segundo
Megiorni et al., 2009. Ha relatos com maior prevaléncia de DC em individuos
portadores de sindromes genéticas como sindrome de Down de 5,2%, de Williams
de e de Turner 3,2% (Fracchia et al., 2004; Wouters et al.;Frost et al., 2009). Crone
encontrou uma crianca, um menino, portador de Sindrome de Down e de DM1

apresentar soroconversao do IgA-EMA para a DC (Crone et al., 2003).

Outros pesquisadores também sugeriram e também refizeram os testes
sorologicos especificos para a DC em pacientes com outras enfermidades
autoimunes ou anormalidades genéticas além de parentes de pacientes com DC
(Pittschieler et al., 2003; Bonamico et al., 2006; Goldberg et al., 2007).

O resultado encontrado entre os FM nesta pesquisa (pacientes n°4, 8, 9, 10 e
11) é equivalente aos artigos sobre familiares de pacientes portadores de DC que
apresentaram soroconversdo, prevaléncia maior de adultos (n°8, 9, 10 e 11), de
irmas (n°4, 8, 9 e 10), de alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201) (n°4, 8, 9 e 11),

inclusive houve a presenca de variados sintomas como assintomaticos (n°10 e 11),
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tipico (n°8), atipico (n°4 e 9). Resultado compativel com estudos sobre frequéncia de
DC entre familiares revelam a maior prevaléncia entre irmaos (20%), sendo 29% em
irmas e 15% em irmaos, enquanto que em pais o indice reduz para 6% (Louka et al.,
2002; Megiorni et al., 2009).

Um estudo comandado por Bonamico estudou a soroconversado entre
familiares de 1° grau dos casos index de DC. Com as repeticbes dos exames
sorolégicos constatou 3 casos de soroconversao do IgA-EMA, todos eram adultos (1
mae e 2 pais) e possuiam HLA-DQ2, embora uma mae tenha se recusado a realizar
a bidpsia jejunal por motivos de debilidade do estado geral de saude, e os outros 2
apresentaram atrofia vilositaria total na analise histologica. Quanto aos sintomas, 2
eram assintomaticos e outro tinha histérico de dermatite herpetiforme (Bonamico et
al.,2006). No estudo feito no sul do pais sobre retestagem dos anticorpos séricos da
DC, 6 anos apos o0 1° exame anterior negativo entre 71 familiares de DC, resultou

em 2 casos de soroconversado do IgA-EMA (Nass et al., 2011).

O estudo entre parentes feito por Pittschieler e colaboradores se assemelha
ao caso da paciente n°4 de 7 anos de idade, portadora de genes predisponente
HLA-DQ2(DQA1*0501/DQB1*0201), irma de DC e apresentou soroconversao dos
anticorpos IgA-EMA num intervaclo de 1 ano. O caso citado na literatura refere sobre
uma menina de 8 anos de idade que apresentou soroconversao do IgA-EMA num
intervalo entre os exames em 1 ano. No referido estudo, testaram os indices
sorologicos de IgA-EMA em parentes de DC, apenas em criancas e adolescentes
com 2 a 18 anos (18 filhos e 74 irmaos), que foram acompanhados durante 12
anos, e repetiram os exames sorolégicos numa frequéncia de pelo menos uma vez
ao ano para investigar a soroconversao. Houve relato de 5 pessoas (3 meninas
entre 4 a 8 anos de idade; 2 meninos entre 4 anos e 15 anos) todas clinicamente
silenciosos e apresentavam os alelos HLA-DQ2. O tempo de soroconversao variou
entre 6 meses a 2 anos. A bidpsia jejunal de 4 parentes foi de atrofia vilositaria total

e atrofia parcial em outro (Pittschieler et al., 2003).

Esta mesma paciente (n°4), irma do caso index, repetiu 0 exame sorolégico
somente pelo fato de pertencer ao grupo de risco por ser parente de 1° grau, mas
também por apresentar um sintoma atipico, o aumento da glicemia sérica (acima de

195 mg/dl, valor de referéncia >110mmg/dl), indicativo da DML1. O intervalo de tempo
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de soroconversdo ocorreu num periodo de 1 ano, resultado compativel como a
pesquisa, em que cita a soroconverséo para a DC de 4 criancas portadoras de DM1,
com meédia de idade de 2,9 a 3 anos, média de 3,35, num intervalo de
aproximadamente 1 ano (Cacciari et al., 1997). Um estudo prospectivo
acompanhando 2052 criangas genotipadas desde o0 nascimento com HLA
predisponete para a DC e DM1, foram testadas anualmente para ambas as
enfermidades simultaneamente. Nem todas as criangas com sorologia positiva para
DM1 ou DC desenvolveram as enfermidades iminentes. Das 342 criangas com
suspeita de DM1 apenas 51 a confirmou e das 88 com sorologia positiva para algum
anticorpo da DC apenas 43 foi diagnosticado com a enfermidade. E 19 criangas
desenvolveram anticorpos para a DC e para a DM1 simultaneamente, mas apenas
10 com evidéncias reais de desenvolver as enfermidades. Em 4 delas desenvolveu
anticorpos inicialmente para a DC numa faixa etaria de 0,5 a 8,9 anos num intervalo
de tempo entre os exames de 1,4 anos; 4 desenvolveu antes para a DM1 entre 0,8
a 2,6 anos de idade em uma média de 1,4 anos entre os testes; e 2 para ambos. O
estudo conclui, entdo, que criangcas com alelos HLA predisponente para a DC e DM1
desenvolvem as enfermidades na infancia ou mesmo ambas na mesma idade de

forma aleatoria (Simell et al., 2010).

Existem varias referéncias sobre soroconversdo de IgA-EMA envolvendo
familiares de pacientes com DC capazes de amparar a pesquisa. Como Hogberg e
sua equipe sobre um estudo de prevaléncia com acompanhamento de até 25 anos,
relata 2 casos de soroconversao de anticorpos IgA-EMA, duas mulheres portadoras
de HLA-DQZ2, biépsia com Marsh 4 e sintomas gastrointestinais evidentes (Hogberg
et al., 2003). Semelhante ao caso da paciente n° 8, que aos 37 anos de idade,
também apresentou sintomas classicos da DC aproximadamente 8 anos depois do
1° exame, motivo pelo qual direcionou para uma nova investigacao laboratorial, e
resultou em soroconversdo de IgA-EMA. Ela ¢é portadora de HLA-
DQ2(DQA1*0501/DQB1*0201), a lesdo da mucosa intestinal foi classificada como
Marsh 3.

Por outro lado, a paciente n°9, senhora de 39 anos, foi investigada
inicialmente por ter irmdo com a DC e naquela ocasido anticorpos séricos eram
normais. Por ter como queixa principal a constipacdo e por ser portadora dos alelos
HLA-DQ2(DQA1*0501/DQB1*0201), repetiu o0s exames, que revelou a
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soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA num intervalo de 2 anos, e através de
exames complementares (biopsia Marsh 2) firmou o diagnostico definitivo para DC.
Um relato parecido foi encontrado no estudo desenvolvido por Biagi et al, que relata
a soroconversao de IgA-EMA entre parentes, e resultou em 1 caso, uma senhora de
33 anos com poucos sintomas sugestivos da DC, num periodo de 4 anos e 2 meses
(Biagi et al., 2008). A paciente n°9 também se queixou de aftas recorrentes na
mucosa oral, manifestacao clinica sem etiologia conhecida e que ndo é exclusiva da
DC. A prevaléncia na populagdo em geral € em torno de 5%, e entre os pacientes
portadores de DC é aproximadamente 5,6%, mas, em alguns casos, pode ser a
Unica manifestacdo da enfermidade e ndo pode ser ignorada (Tursi et al., 2001,
Neville et al., 2002; Shakeri et al., 2009).

Em relagédo aos pacientes n°10 e 11 s&o similares as caracteristicas dos
pacientes encontrados na pesquisa feita por Niveloni, principalmente no que se
refere a sintomatologia (assintomaticos) e o tempo entre os exames (7 anos). O
estudo desenvolvido na Argentina, relata casos de soroconversao ocorridos em
parentes de 1° grau, uma senhora de 27 anos, irma do caso index e outro um pai de
52 anos, ambos clinicamente assintomaticos, com HLA-DQ2, biopsia compativel
com a DC e com o intervalo de tempo entre os exames de aproximadamente 8 anos
(Niveloni et al., 2000). Porém é importante ressaltar que os pacientes n°10 e 11 séo
membros da mesma familia. Dos 16 sujeitos desta familia, 10 repetiram os exames
sorologicos por ter alelos HLA predisponente e 5 sdo portadores de DC. Estudos
relacionados com casos multiplos entre familiares de DC relata o aumento na
frequéncia maior que 20%, sobretudo, entre irmaos, provavelmente por

compartilharem genes em comum (Book et al., 2003; Gudjonsdottir et al, 2004).

Outra particularidade: o paciente n°11 apresentou soroconversdo do IgA-EMA
aos 75 anos de idade. Este dltimo, muito parecido com o trabalho publicado por
Goldberg, relata o caso de um pai de DC com 63 anos soroconverteu para a IGA-
EMA mesmo sem apresentar muitos sintomas relevantes (Goldberg et al., 2007).
Mas Vilppula e sua equipe repetiram exames sorolégicos especificos para a DC em
pacientes idosos com resultado sorolégico negativo anterior para DC num intervalo
de 3 anos e relataram 5 casos de soroconversado (3 homens e 2 mulheres), todos
com atrofia vilositaria total, 2 deles apresentaram poucas queixas gastrointestinais e

3 eram assintomaticos (Vilppula et al., 2009). Outro estudo envolvendo idosos,
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estudiosos encontraram 20 casos de soroconversdo num tempo meédio de 10 anos.
Entre os que soroconverteram, 9 tinham deficiéncia de ferro; 3 sintomas classicos da
DC; 3 com histérico de DC na familia; 1 teve nausea; 1 teve linfoma no intestino
delgado; 15 (75%) eram mulheres (Godfrey et al., 2010). As publicacOes
evidenciaram a vulnerabilidade do paciente idoso ante a DC mesmo sem

histérico familiar da enfermidade.

Curiosamente, a paciente n°10, por ter apresentado a soroconversao do IgA-
EMA de forma assintomatica, teve grande dificuldade de aceitar o tratamento com a
completa exclusao do glaten da dieta habitual, consequentemente, 4 anos depois foi
diagnosticada com outra doenca autoimune, o Lupus Eritematoso Sistémico, que
tem alta incidéncia entre os pacientes celiacos com a evolugéo de aproximadamente
5 anos apoés o diagnoéstico da DC (Ludvigson et al., 2012). Esta mesma paciente
(n°10) possui particularidade nos alelos HLA predisponente, tem apenas um alelo do
DQB do heterodimero HLA-DQ2(DQB1*0201) e os dois alelos do HLA-
DQ8(DQA1*0301/DQB1*0302) assim como O paciente n°1 que possui apenas 0S
alelos DQB dos heterodimeros do HLA-DQ2(DQB1*0201) e do HLA-
DQ8(DQB1*0302). Mas enquadrando-os no gradiente de risco sugerido por Megiorni
evidencia o grau elevado de risco de desenvolver a DC (Megiorni et al., 2006). Além
disso, as pesquisas indicam o risco determinado de 8,1% para individuos com
homozigose para HLA-DQ2, de 0,1% em HLA-DQ8, com um moderado risco de
2,1% a 2,9% em heterozigose para HLA-DQ2 (Sollid et al., 2002; Vermeulen et al.,
2009), e o alelo HLA-DQB1(*0302) o risco € aumentado entre familiares de DC
(Lewis et al., 2000).

A paciente n°7 aos 9 anos de idade participou de uma pesquisa realizada por
Pratesi et al em 2003, naquela época a sorologia da paciente era negativa e tinha
como queixa clinica a enxaqueca. Ap6és 10 anos, apresentou quadros de diarreia e
instigou nova investigacao para a DC, e foi detectada a soroconversédo do IgA-EMA
sendo diagnosticada como paciente portador de DC, mas recusou-se a iniciar o
tratamento proposto. Apés 1 ano, paradoxalmente, houve uma regressao
espontanea dos niveis de anticorpos do IgA-tTG e do IgA-EMA mesmo com a
presenca de gluten na dieta. Permaneceu com a dieta contendo gluten e, 3 anos

depois, ao evoluir para Tireoidite de Hashimoto, que tem uma frequéncia aumentada
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entre os pacientes portadores de DC (Metso et al., 2012), enfim, acatou o tratamento
com dieta isenta de gluten. Existem dados que sustentam o evento ocorrido com a
paciente n°7. Ha referéncia bibliografica de 29 criangcas com IgA-EMA positivo
reverterem espontaneamente sem a intervencéo da dieta e a flutuacéo nos niveis de
anticorpos para a DC como a IgA-tTG em vérias ocasifes (Simell et al., 2010). A
publicacdo como o de Kurppa relata alguns casos clinicos de pessoas com IgA-EMA
positivo e bidpsia normal, motivo pelo qual o tratamento ndo foi proposto, e apos
alguns anos houve a normalizacdo espontanea dos indices de anticorpos IgA-tTG e
IgA-EMA, mas posteriormente alguns apresentaram sintomas tipicos da DC e
evolugcdo com outras complicacdes clinicas e, finalmente, foram diagnosticados
como DC por apresentar sorologia IgA-EMA positivo compativel com o grau de leséo
da mucosa jejunal. O estudo afirma a ndo exclusdo da DC apesar da flutuacdo dos
niveis de anticorpos séricos uma vez que a IgA-EMA se apresente positivo (Kurppa
et al., 2011).

A flutuacdo dos anticorpos séricos da DC durante a vida do paciente celiaco
mesmo com dieta contendo gluten foi descrita também por Collin e colaboradores
num estudo prospectivo de 4 pacientes. Estes concluiram que o curso natural da
doenca ainda precisa ser esclarecido, mas a biopsia negativa (sem atrofia das
vilosidades) e o desaparecimento dos anticorpos especificos da DC (IgA-EMA) néo
excluem a enfermidade (Collin et al., 2012). Também foi relatada sobre pacientes
gue foram diagnosticados para DC ainda criancas e anos mais tarde voltaram a
consumir gluten regularmente. Dentre estes pacientes 20% permaneciam sem
sintomas e auséncia de anticorpos da DC. O estudo conclui que esta latencia pode
ser transitoria e o0s individuos com estas caracteristicas necessitam de

acompanhamento para evitar problemas futuros (Matysiak-Budnik et al., 2007).

A grande maioria dos pacientes que apresentaram soroconversiao dos
anticorpos IgA-EMA aderiram ao tratamento com a exclusdo total do glaten na
mesma época do diagnosticado da DC e como consequéncia obtiveram melhora
clinica. Mas os pacientes n°7, 10 e 11 ndo iniciaram o tratamento proposto de
imediato. O paciente n°® 11 conseguiu normalizar 0s niveis de anticorpos séricos
especificos num periodo de 3 anos, mas como era assintomatico, nao foi possivel
verificar alteracdo clinica com o inicio da dieta recomendada. E as pacientes n°7 e

10 evoluiram com outras doencas autoimunes num periodo de 1 ano (paciente n°7)
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e de 4 anos (paciente n°10). O tratamento evita problemas futuros tais como a
osteoporose (Sambrook et al., 2006) e o linfoma (Ludvigsson, 2012).

Verificamos que nesta pesquisa a paciente n°4 apresentou em intervalo de 1
ano DM1 e DC na mesma época; a paciente n°7 evoluiu em 3 anos com Tireoidite
de Hashimoto e a paciente n°20 em 4 anos, com LES. As doengas autoimunes sdo
comumente encontradas entre o0s pacientes portadores de DC. Os epitopos de
reconhecimento a porcdo deamidada do gluten pelos alelos HLA predispoente da
DC é muito semelhante as outras enfermidades autoimunes e permite evolugdo com
as mesmas (Abadie et al., 2011;Lionetti et al., 2011; Di Sabatino et al., 2012).
Aproximadamente 30% dos adultos tém um ou mais desordens autoimunes, se
comparada com a populacdo em geral (3%) (Ventura et al., 1999). Mas ainda nao se
tem evidéncias de que o inicio do tratamento iniba a evolugdo com outras
enfermidades autoimunes.

Na literatura € comum encontrar sugestdes variadas de repeticdes periodicas
dos exames soroldgicos pelo risco de soroconversao dos anticorpos da DC. Pede-se
para repetir exames pelo concilio de ESPGHAN 2012 num intervalo de 3 a 6 meses
Nnos casos em que o paciente apresente os niveis de anticorpos IgA-tTG positivos,
mas com IgA-EMA negativo.

No estudo feito por Goldberg recomenda a repeticdo dos exames para a DC
entre familiares num intervalo de 4 a 5 anos apés o teste inicial (Goldberg et al.,
2007). Entretanto outro autor recomenda repeticio de exames a cada 7 anos
(Niveloni et al., 2000).

Wolters sugeriu o screening sorolégico em parentes de primeiro grau com
HLA-DQ2/DQ8 e assintomaticos com menos de 20 anos a cada 5 a 10 anos, e em
familiares com mais de 20 anos uma simples repeticdo por volta dos 50 anos em
gue as complicac6es da DC podem desenvolver (Wolters et al., 2008).

Outro autor também sugere a repeticdo dos exames soroldgicos em parentes
e em pacientes portadores de DM1 a cada 5 a 10 anos de intervalo mesmo que ja
tenham um resultado sorolégico anterior negativo (Collin et al., 2008).

Considerando a constante preocupacdo em obter um diagnéstico seguro e
preciso para a DC no intuito de evitar problemas futuros principalmente com o
desenvolvimento de outras enfermidades como linfoma (Malamut et al., 2013). E
levando-se em conta o resultado do presente estudo em que 6 /11 dos pacientes

gue apresentaram soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA num periodo de
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aproximadamente 3 anos de acompanhamento, esta de acordo com a sugestdo de
repeticdo de exames num periodo de 2 a 3 anos proposto por Bonamico e
ESPGHAN 2012 em pacientes com predisposicdo genética para a DC e
pertencentes a grupo de risco de desenvolvé-la (Bonamico et al., 2006; Husby et al.,
2012).
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7 CONCLUSAO

A TI de soroconverséo pessoa-periodo dos anticorpos IgA-EMA na coorte de
pacientes com alelos HLA predisponente pertencentes aos grupos de risco elevado
para desenvolvé-la atendidos no AmbDC/HUB em até 14 anos de acompanhamento
(1998 até 2012) foi de 1,1casos de soroconversao por 100 pessoas-ano.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Varios autores sugerem repeticdo dos exames para diferentes casos clinicos
(Tabela 7). Considerando o resultado do presente estudo, em que 6/11 pacientes
apresentaram soroconversdo dos anticorpos IgA-EMA num periodo de
aproximadamente 3 anos de acompanhamento, esta de acordo com a estratégia de
acompanhamento de pacientes baseado no teste de tipagem de HLA predisponente
(HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8) com a repeticdo de exames séricos, inicialmente pelo
IgA-tTG a cada 2 a 3 anos proposto por Bonamico (Bonamico et al., 2006) e por
ESPGHAN de 2012 (Husby et al.,, 2012). Pois portadores de alelos HLA
predisponente para a DC com risco elevado de desenvolver a enfermidade podem
sofrer soroconversao dos anticorpos IgA-EMA em qualquer fase da vida, mesmo
sem sintomas, reforcando a necessidade de repeticdo esporadica dos exames
sorologicos para a deteccdo precoce e permitir um tratamento adequado evitando

problemas como a malignidade.

Tabela 7 — Sugestdes de intervalo de repeticdo de exames séricos na literatura.

Intervalo entre

0s exames Pacientes indicados Autor
3 a 6 meses tTG positivo mas EMA negativo (ESPGHAN) Husby et al., 2012
1 ano DM1 Crone et al., 2003
2 a 3 anos Parentes e HLA predisponente Bonamico et al., 2006
2 a3 anos Criangas e adolescentes sem sintomas, mas que
pertengcam ao grupo de risco (ESPGHAN) Husby et al., 2012
4 a5 anos Parentes Goldberg et al., 2007
7 anos Parentes Niveloni et al., 2000
5a 10 anos Parentes e DM1 Collin et al., 2008
5a 10 anos Parentes com menos de 20 anos e acima de 20 anos

propde 1 repeti¢éo por volta dos 50 anos Wolters et al., 2008
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ANEXO 1-PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Universidade de Brasilia
Facullade de Cidncias da Saude
Comirté de Frica am Pesguisa — CEPYFS

TESS | ) ROJET yOUISA

Regisuo do Projeto no CEP: 018/11

Titulo do Projeto: “Prevaléncia de sara-conversido cntre tamiliares de celiacos™.
Pesquisadora Responsavel: Rosa Harumi Uenishn
Datn cle Entrada: 04°03/11

Com base na Resoluglio 19696, do CNS/MS. que regulomenta o elica em
pesquisa com sercs humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saide da Universidade de Brasilia, apds anilisc dos aspectos
éticos ¢ do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 0IR/11 com o
titulo: “Prevaléncin de soro-conversio cntre familiores de celiacos”, analisado na 3°
Reuniio Ordinaria, realizada no din 12 de abnl de 2011,

A pesquisadora responsdvel fica, desde ji. notificada da obrigatoriedade da
apresentagio de um relatorio semesuwal ¢ relatério final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimenta do Projeto. no prazo de 1 {um) ano 4 contar da presente data (item
V11,13 da Resolugho 196/°96)

Brasilia. 13 de abril de 2011,

Prof N: p}&‘hmmn:s
Coordenador CEP-FSAUInB

Crourith Cis EICD orn Poscufss Can Seees Hucecs - Faoddade co OMrcoys o Sseiow
Urfsaprsicude o Bras @ Compue. Unovwndses: Daesy Ridgie - CEF 70 210-300
Taldf'ona: (61)- 3¥WT- 1947 Emsd. apblat e
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APENDICE 1-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA - HUB
PESQUISA: Prevaléncia de soroconversao entre familiares de celiacos
PESQUISADORA: Rosa Harumi Uenishi

ORIENTADORES: Prof2 Dra Lenora Gandolfi e Prof Dr Riccardo Pratesi

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por meio deste termo de consentimento livre e esclarecido convido o(a)
Senhor(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado: Prevaléncia de
soroconversao entre familiares de celiacos. Fui informado que a doenca celiaca é
uma doenca intestinal, que jA nascemos com ela, mas poderemos desenvolver ou
nao, dependendo da nossa alimentacdo com trigo, cevada e outros cereais, que tem
uma substancia chamada gluten. Entendi que quando temos parentes com a doenca
celiaca poderemos desenvolver a qualquer momento mesmo que 0s testes iniciais
sejam negativos, pois ndo se sabe quantas vezes é necessario realizar os exames
sorologicos em familiares de celiacos, ja que estudos revelam a existéncia de

soroconversao em parentes.

Soube da importancia deste projeto, pois estes dados ajudardo médicos e
profissionais a dar maior atencéo a esta doenca e propor um novo acompanhamento
e tratamento. Foi me explicado que se for positivo para Doenca Celiaca, posso ter
tido exposicdo muito prolongada ao gluten ou ter desenvolvido a doenca sem
perceber e que isso pode trazer, por exemplo, problemas como ma absorcdo de
importantes nutrientes, levando a outras doencgas, ou mesmo intensificando-as. Foi
me dito que se nao houver tratamento, posso desenvolver outras complicagdes e ter

reducdo na qualidade e expectativa de vida. Fui informado que para eu ou o sujeito
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sob minha responsabilidade, participar da pesquisa deve-se tirar sangue de uma das
veias do braco, que é um procedimento comum em medicina e que tem risco muito
pequeno para a saude. Foi garantido para mim pelos pesquisadores, que 0s testes
realizados sdo confiaveis e realizados por profissionais com ampla experiéncia. Eu
ndo pagarei nada pelo exame e o resultado sera informado para mim. O resultado
do meu teste sera mantido em privacidade e meu nome ou sujeito sob minha
responsabilidade, ndo serd identificado em nenhum relatério ou publicagdo. Os
dados fornecidos seréo arquivados no laboratério de pesquisa em pediatria e centro
de pesquisa em doenca celiaca (B1-94/13 FM/FS) sob os cuidados e
responsabilidade dos pesquisadores.

No caso do resultado do meu exame der positivo, havera uma assisténcia
continuada pelo médico do Servico de Gastroenterologia do HUB, mas poderei
procurar por outro servico se desejar. A minha recusa em participar da pesquisa,
nao implicara em qualquer prejuizo na prestacdo da assisténcia para mim, pela
equipe do Servico de Gastroenterologia do HUB. Mesmo ap0és a assinatura desse
termo de consentimento, ficarei livre para abandonar a pesquisa a qualquer

momento, também sem qualquer prejuizo.

Dessa maneira, depois de ter sido devidamente informado, declaro que
concordo voluntariamente ou permito que o sujeito sob minha responsabilidade,
participe do projeto e se tiver qualquer davida poderei entrar em contato com o
responsavel pela pesquisa, que € a Prof? Dra. Lenora Gandolfi e Prof Dr Riccardo
Pratesi pelo telefone (61)3307-2134 ou com Rosa Harumi Uenishi pelos telefones
(61)3307-2134, (61)8244-6160. O Comité de comissdo de ética em pesquisa
CEP/FS UnB pelo telefone (61) 3107-1989 também estara disponivel para quaisquer

esclarecimentos.

Brasilia, de 201

Assinatura do paciente ou responsavel pelo paciente:

Assinatura do médico responsavel:
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APENDICE 2-FORMULARIO DA PESQUISA
Ambulatério de Doencga Celiaca— HUB/UnB
Prevaléncia de soroconversao entre familiares de celiacos

N° DNA: HLA:

Consome gluten regularmente? oS oN Obs.:

Registro da pesquisa: Data: / /

Nome:

Sexo: oM oF Idade atual: anos. Data de Nascimento: / /

Responsavel:

Telefones:

Endereco:

Email:

Parente do DC:

Parentesco:

Suspeita de DC? oS oN Motivo:

Historico:

Sintomas: [1Diarreia [IDistensdo abdominal [IDores articulares [IConstipagao

UDor abdominal recorrente [JAftas recidivantes [1Gases/Flatulencia [JOutros:

Condicdes ou desordens associadas: [IDiabetes de tipol [ISindrome genética
CTiroidite de Hashimoto [1Outro:

Exame Anterior Negativo: Em / / aos anos.
Exames atuais: Em / /| aos anos
Peso: Altura: IMC:

IgA-tTG: IgA-EMA: oPositivo: /4 oNegativo. Bidpsia: Marsh



