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RESUMO

CONTEXTO: A bidpsia intestinal da atrofia vilositaria provocada pelo gliten em
pacientes com doenca celiaca (DC) é solicitado para definir o diagnostico, porém
esse método invasivo pode até ser dispensado em criangcas com os valores de IgA-
tTG dez vezes acima do ponto de corte. Os biomarcadores ndo invasivos para
constatar a lesdo da mucosa intestinal denominados IFABP e Reg1a podem ser
teis no diagnostico, no monitoramento da DC e nos casos de IgA deficiente. Sendo
a IFABP detectada na destruicdo dos enterdcitos e a Reg1a, regeneragao desses.

OBJETIVO: Avaliar os niveis séricos de IFABP e Regla em pacientes DC ao
diagnéstico (DC-glaten) e os mesmos DC em tratamento (DC-GFD) e verificar o

desempenho desses biomarcadores.

METODO: Nivel sérico de IFABP e Reg1a foram testados em 55 pacientes DC
coletados em épocas distintas, antes (DC-gluten) e depois do tratamento (DC-GFD).
Os pacientes realizaram biopsia intestinal apenas na época do diagnostico. A analise
sorologica foi feita pelo teste ELISA para exames IFABP, Reg1a e IgA-tTG e exame
de imunofluorescéncia indireta para IgA-EMA. A andlise estatistica utilizada para
determinar a diferenca entre os grupos foram teste t com posttest de Wilcoxon e
curva ROC. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando
p<0,05.

RESULTADO: Detectou-se a nivel sérico IFABP (p<0,001; 2.112,2pg/mL+1.035,9
versus 1.457,4pg/mL+660,5) e Regla (p<0,001; 838,4ng/L+687,9 versus
648,7ng/L+558,4). O desempenho dos biomarcadores IFABP (p<0,001) com AUC
0,70 (95% IC: 0,60 a 0,80) e Reg1a (p=0,26) com AUC 0,56 (95% IC: 0,45 a 0,66).

CONCLUSAOQ: Houve diferenca entre os grupos DC ao diagndstico e DC em
tratamento nos niveis séricos dos biomarcadores IFABP e Reg1a. Entretanto ao
verificar o desempenho dos exames a IFABP demonstrou ser regular e a Reg1aq,

ineficiente.



PALAVRAS-CHAVE: Biomarcador, IFABP, Reg1a, teste ndo invasivo, doenca

celiaca.



ABSTRACT

BACKGROUND: Intestinal biopsy of gluten-induced villous atrophy in patients with
celiac disease (DC) is required to define diagnosis, but this invasive method may
even be dispensed in children with IgA-tTG ten times over the cut off value.
Noninvasive biomarkers for detecting intestinal mucosal lesion called IFABP and
Reg1a may be useful in diagnosis, monitoring of CD and in cases of IgA deficient.
Since IFABP is detected in the destruction of enterocytes and Reg1a, regeneration of

these.

OBJECTIVE: To evaluate the serum levels of IFABP and Reg1a in DC patients at
diagnosis (DC-gluten) and the same DC in treatment (DC-GFD) and to verify the

performance of these biomarkers.

METHOD: Serum level of IFABP and Reg1a were tested in 55 DC patients collected
at different times, before and after treatment. The patients underwent intestinal
biopsy only at the time of diagnosis. Serological analysis was performed by ELISA
test for IFABP, Reg1a and IgA-tTG and indirect immunofluorescence test for IgA-
EMA. The statistical analysis used to determine the difference between pared groups
were t-test, followed by Wilcoxon posttest and ROC curve. Data were considered

statistically significant when p <0,05.

RESULTS: Serum levels of IFABP (p<0,001; 2.112,2pg/mL+1.035,9 versus
1.457,4pg/mL+660,5) and Regla (p<0,001; 838,4ng/L+687,9 versus 648,7
ng/L+558,4) were detected. The IFABP performance (p<0,001) with AUC 0,70 (95%
Cl: 0,60 to 0,80) and Reg1a (p=0,26) with AUC 0,56 (95% CI: 0,45 to 0,66).

CONCLUSION: There was a difference between the DC groups at the diagnosis and
the CD being treated in the serum levels of the biomarkers IFABP and Reg1a.
However, when checking the performance of the tests, the IFABP was regular and

the Reg1a was inefficient.



KEY WORDS: Biomarker, IFABP, Reg1a, non-invasive test, celiac disease.
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1. INTRODUCAO

A atrofia vilositaria intestinal consequente da doenca celiaca (DC) pode ser
visualizada pela técnica da endoscopia digestiva alta, que permite obtencdo de
pequenos fragmentos da mucosa intestinal (biopsia) destinados a analise
histopatologica(1-4). A biopsia é recomendada na DC como método auxiliar de
diagnostico e, em alguns casos, como forma de acompanhamento/seguimento da
doenca. A realizacdo da biopsia € considerada invasiva e, além disso, o paciente é

submetido a sedac¢éo ou até mesmo a anestesia geral(5-9).

Os testes séricos especificos para a DC como IgA-Antitransglutaminase (IgA-
tTG) e IgA-Antiendomisio (IgA-EMA), infelizmente, ndo sdo capazes de demonstrar o
grau de atrofia vilositaria ou o grau de regeneracéo tecidual apds a realizacdo do
tratamento(10-13). Esses exames séricos sdo utilizados como parte primordial do
diagnéstico e, também, utilizados na fase de seguimento de pacientes portadores de
DC em tratamento (dieta sem glaten)(14—-18). Além disso, o critério de diagnostico
da DC revisado no ano de 2012 pela Sociedade Européia de Gastroenterologia,
Hepatologia e Nutricdo Pediatrica (ESPGHAN) tornou facultativa a realizacdo da
bidpsia intestinal em criancas nos casos em que apresentem valores de IgA-tTG dez

vezes superior ao valor de corte (cut off) determinado pelo kit comercial de eleicao(4).

Por isso, alguns estudos sugerem o uso de novos biomarcadores nao invasivos
para a DC no intuito de correlacionar o grau de leséo intestinal (atrofia vilositaria) ou,
até mesmo, a regeneracdo da mucosa por um simples exame sérico. Para
constatacdo da destruicdo das vilosidades intestinais foi proposto a mensuracao da
proteina sérica IFABP (Intestinal Fatty Acid Binding Protein ou Proteina ligadora de
acidos graxos intestinal)(19-23) e para marcador da regeneracdo da mucosa
intestinal, a proteina Reg1a (Renerating Islet-derived 1 alpha ou Regenerador
derivados de ilhotas 1 alfa)(24).

Por causa dessa possibilidade de averiguar a atrofia da mucosa intestinal e a
regeneracao tecidual através de simples exame de sangue esta presente pesquisa

pretende mensurar os bomarcadores IFABP e Regla como biomarcador né&o
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invasivo no intuito de auxiliar no diagnoéstico da DC, especialmente nos casos de
dispensa da biopsia intestinal, nos casos de pacientes com deficiéncia de IgA sérico,
e , também, auxiliar os pacientes ja diagnosticados como sendo DC para seguimento

durante o curso do tratamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.DOENCA CELIACA

A Doenca Celiaca (DC) € uma enteropatia imunomediada elicitada pelo gluten
presente nos cereais (trigo, centeio, cevada, aveia) causadores da inflamacéo
cronica do intestino delgado (atrofia vilositaria). Ocorre em individuos geneticamente
predispostos, que podem apresentar espectros variados de manifestacdes
clinicas(4,25).

A producéo de cereais, principalmente o trigo, teve inicio no periodo Neolitico
na regido irrigada pelos rios Tigre, Eufrates e Nilo. A primeira descricdo da DC é
atribuida ao médico grego Arateus da Capaddcia no Século Il depois de Cristo que
aponta a existéncia de diarreia e fezes com indicio de ma digestdo e dor abdominal.
Arateus ao descrever tais pacientes cita o termo koiliakos, derivado do grego koelia
(abddémen). Porém a terminologia “afec¢ao celiaca” foi entédo traduzida do grego para
0 inglés pelo médico Samuel Gee somente no final do Século 1X(26,27). Apenas em
meados do Século XX o pediatra holandés Willem Karel Dicke observou a melhora
clinica significativa das criancas celiacas com exclusédo de alimentos contendo esses
cereais. Em 1953 Dicke com auxilio de Weijers e Van de Kamer identificaram a
fracdo toxica do gluten (gliadina) contida nos cereais(27-30).

Na mesma época, o surgimento de técnicas de obtencao de bidpsias intestinais
per oral viabilizou a realizacdo de analise histopatoléogica da mucosa
intestinal(27,31,32). Posteriormente, em 1962, as lesfes intestinais da DC foram
classificadas por Marsh conforme alteracbes estrututais e arquiteturais dos
componentes da mucosa intestinal, tais como, aumento dos LIE (linfocitos
intraepiteliais), hiperplasia de criptas e atrofia das vilosidades intestinais(33). Em
1969, a Sociedade Européia de Gastroenterologia e Nutricdo Pediatrica (ESPGAN)
recomendou o critério de diagnéstico da DC pela realizacdo de trés biopsias: uma no
momento da suspeita clinica, outra ap6s um ano em dieta sem gluten e a ultima
apos reintroducdo do glaten na dieta no intuito de verificar o reaparecimento das
lesbes na mucosa intestinal(27,31,34). A prevaléncia da enfermidade constatada

nessa época no ocidente era aproximadamente 1:135000 sendo considerada
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comum especialmente entre criancas(35,36). As suspeitas clinicas recaiam em
individuos com sintomas gastrointestinais classicos, a saber, diarreia crénica,
distensdo abdominal, dor abdominal, fraqueza, constipacéo, flatuléncia, anorexia,
perda de massa muscular, nadegas planas, esteatorreia, edema por
hipoalbuminemia, irritabilidade, anorexia. Os pacientes portadores de DC com
manifestacdes clinicas gastrointestinais sdo classificados, atualmente, como tipico

ou classico(37-39).

No final dos anos 90, houve advento dos exames sorolégicos de alta
sensibilidade e especificidade para a DC(40,41). Como exemplo, exame sérico
proposto por Chorzelski em 1983 que investigou a presenca do anticorpo
antiendomisio detectado pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta(40). Ja a
presenca do anticorpo antitransglutaminase foi proposto por Dieterich, o qual
detectou-o pelo teste ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay ou Ensaio
Imunoenzimatico)(41,42). Por causa dessas novas descobertas o0s critérios de
diagnostico da DC foram modificados, em 1990, pelo ESPGAN, que incorporou 0s
exames sorolégicos especificos para a DC como o IgA-EMA e IgA-tTG. Mas a
bidpsia intestinal continuava sendo considerada como padréo-ouro de diagndstico da
DC(40-42). A introducdo dos testes sorolégicos na deteccdo da DC modificou o

cenario de reconhecimento desta afeccao.

A prevaléncia da DC na populacdo em geral, atualmente, é de
aproximadamente 1%(43,44) e diagnosticada em qualquer faixa etaria(45-47). A
predominéncia significativa ocorre entre caucasianos(48) e trés vezes mais
frequente entre mulheres(49,50). A maior prevaléncia de DC (5,6%) foi encontrada
entre as criancas Saharawi provenientes Saara Ocidental(51). No Brasil, a

prevaléncia varia entre 1:214 a 1:681(52-55).

Os exames séricos IgA-EMA e IgA-tTG propiciaram a deteccdo de pacientes
portadores de DC com manifestacao clinica variada além do tipo tipico ou classico,
tais como, o tipo denominado atipico que pode envolver outros érgdos e sistemas
e/ou estar associado a outras comorbidades; o tipo silencioso que ndo apresenta
nenhuma suspeicdo da enfermidade; e o tipo potencial que ndo apresenta atrofia
vilositaria nem infiltrado inflamatorio(56-59). Por causa do grande espectro das
manifestacdes clinicas da DC ficou evidente que o diagndstico da DC era maior em
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alguns grupos do que em outros. Logo, a prevaléncia da DC foi estratificada e
comparada a um iceberg celiaco (Figura 1)(37,60,61). Todas as camadas
subdivididas e estratificadas representam os diferentes tipos de manifestacoes
clinicas da DC. S&o, geralmente, detectados em rastreamentos sorologicos,
apresentam sorologia positiva para a DC e alelos HLA predisponente (Human
Leukocyte Antigen ou Antigeno Leucocitario Humano), mas nem todos apresentam
atrofia vilositaria como no caso da apresentagcdo clinica tipo potencial (Gltima
camada do iceberg celiaco)(62—-67).

( f//
/
/ B .
/Tipica
/f
f/
Comlesdo | .cccceererenns ;{f ............................................
na mucosa < / Atipica
intestinal 4
///
/ Silenciosa
4
4
\/
Sem leséo [
_na ml.JCOS}’" Potencial
intestinal’
R
Sorologia especifica para a DC positiva e presenca de HLA DQ2 e/ou DQS8

Figura 1 — Modelo do iceberg celiaco.

Fonte: adaptacdo de Lionetti & Catassi, 2011(61)

A porgao do iceberg observada acima da linha d’agua representa pacientes
com a manifestacdo clinica conhecida como tipica ou classica em que sintomas
gastrointestinais evidentes conduzem ao diagnostico da DC. J& na segunda porcéo,
situada proximo da linha d’agua estédo representados o0s pacientes com caracteristica
clinica do tipo atipico que apresentam algum indicio que leve a suspeicdo da DC
com presenca ou nao de disturbios gastrointestinais(64,68—72).
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No caso da apresentacdo clinica atipica, a DC pode estar associada a
sindromes genéticas (Down, Williams, Turner)(73,74); a desordens autoimunes
(Diabetes Mellitus tipo 1, tireoidite autoimune, hepatite autoimune, alopecia
areata)(57,75); a deficiéncia de Imunoglobulina A(76,77); a dermatite
herpetiforme(58,78), a ataxia(68,79), a anemia resistente ao tratamento(80,81), a
epilepsia de dificil controle(82-84), a defeitos de desenvolvimento do esmalte
dentério(85,86), osteoporose(87), infertilidade em mulheres e, também, em
homens(88—-91), abortos de repeticdo(92), atraso no desenvolvimento pondero-
estatural(62,93), cancer intestinal(94,95), entre outros(96—-98). Por conseguinte,
notou-se maior prevaléncia entre esses grupos, que passaram a ser considerados
grupos de risco para a DC(17,78,99-102).

A extensa base submersa abrange o0s casos complexos de serem
reconhecidos como o tipo denominado silencioso, que representa pacientes
assintomaticos ou quase sem indicativo de problema de saude. S&o pacientes
detectados, principalmente, por serem parentes de pacientes com DC e, geralmente,
sdo solicitados exames séricos especificos para a DC por conta do risco
genético(44,68,102-107).

A descoberta do envolvimento da susceptibilidade genética, no final da
década de 1990, através dos alelos HLA predisponente do tipo DQ2 (DQA1*0501,
DQB1*0201) e/ou DQ8 (DQA1*0301 e DQB1*0302)(39,102,108-110) evidenciou a
necessidade de rastreamento entre parentes de primeiro grau, cuja prevaléncia varia
de 4,8% a 20%(44,103,104,111). Entre gémeos univitelinicos o risco aumenta para
75%(44,103,104,111). Apresentar gene predisponete ndo significa necessariamente
apresentar a afeccdo, pois aproximadamente 40% da populacdo mundial possui
alelos HLA predisponentes, mas apenas 1% dos portadores dos genes sé&o
reconhecidos como DC(43,44,47,112). Entre os pacientes DC a maioria (entre 90 a
95%) possuem o heterodimero DQ2 e o restante (5 a 10%) o heterodimero DQ8 ou
um dos alelos do DQ2(108,113-115).

Em meados de 1970, a DC foi associada a acdo imunomediada pelos
linféctos T perante a presenca do glaten na lamina prépria(116,117). O enigma

imunologico, desde entdo, vem sendo desvendado através de pesquisas com as
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fracbes toxicas do glaten, mediadores quimicos, permeabilidade intestinal, e
aumento de linfdcitos intraepiteliais (LIE)(61,118-120).

O gluten, segundo Codex Alimentarius(121), € o nome genérico dado a um
complexo proteico formado pela unido de duas fragcbes: glutenina e prolamina
presentes nos cereais como trigo (gliadina), cevada (hordeina), centeio (secalina) e
aveia (avenina)(122-124), de modo que a interacdo estrutural forma uma malha
proteica que confere propriedades viscoelasticas dos alimentos(125-127). Mas ap6s
ingestéo do gluten alguns peptideos ainda resistem & acdo de enzimas digestivas e
se tornam toxicas para pacientes DC(124,128-130).

Na fisiopatologia da DC (Figura 2; linha tracejada), o gluten gera um
desequilibrio imunolégico capaz de induzir o aumento da permeabilidade intestinal

propiciando maior acesso das toxinas (gluten) para a lamina propria(131).

glaten ;?

OO

Enterocitos

Lamina prépria

Auxiliar Linfonodo periférico

Figura 2 — Fisiopatologia da DC
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Alguns fatores ambientais, além da presenca do gluten, podem fomentar a
permeabilidade intestinal como as infec¢gbes bacterianas, virais ou mesmo alergias
alimentares(132,133). O aumento da permeabilidade pode contribuir para iniciar o
estagio proinflamatorio no epitélio intestinal, induzir a perda da integridade do epitélio
juncional e facilitar a transposicdo do peptideo do lumen intestinal para a lamina
propria(120,134-140).

O glaten presente na lamina prépria sofre acdo da enzima TG2
(Transglutaminase tecidual tipo 2)(130,141), a qual exerce um papel crucial no
desencadeamento da DC. A TG2 catalisa o gluten pelo processo denominado
desamidacdo formando o complexo glaten/TG2, um substrato antigénico
reconhecido pelo sistema imune, que posteriormente € capturado por célula

apresentadora de antigeno (APC) prsente na lamina prépria(118,130,141-143).

Na verdade, essa apresentacdo do complexo capturado (gluten/TG2) ocorre
em associacdo com as moléculas dos alelos HLA predisponente (DQ2 e/ou DQ8)
formando assim um conjunto glaten/TG2/HLA(108,144-146). E, desta maneira, a
cascata inflamatoria citada até entdo desencadeia todo o processo inflamatério da
DC(118,128,130,147-150) pela inducdo de algumas respostas inflamatérias como
Thl (Células Tauxiliares da imunidade celular tipo 1), Th2 (Células T auxiliares da
imunidade humoral tipo 2), Th17 (Células T auxiliares tipo 17)(147,149,151-153).

Na via Thl ou via efetora Thl ocorre a migracdo dos linfocitos TCD4 efetores
(linfécito TCD4 auxiliar ativado) para a lamina prépria, onde sofrem expanséao clonal.
E essas células TCD4 ativadas ao serem induzidas, principalmente, pela interleucina
15 produzem outras citocinas inflamatorias, tais como, citocina TNF-a (Tumor
Necrosis Factor alpha ou Fator de necrose tumoral alfa), INF-y (Interferon gama) e
IL-17, as quais em conjunto desestabilizam a matriz de sustentacéo e intensificam a
inflamacéo local(130,151-160).

A IL-17 auxilia a estimular a via efetora Thl7 sendo que esta, quando
especifica contra o gluten, produz citocinas proinflamatérias INF-y, IL-21 e a citocina
reguladora TGF-B (Transforming Growth Factor Beta ou fatores transformadores do

crescimento beta ), que tem propriedade anti-inflamatdria (152,153).
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Na via efetora Th2 os linfocitos TCD4 induzem a ativacao dos linfécitos B ou
linfécitos TCD8 nos linfonodos mesentéricos, e esses uma vez ativados migram para
lamina propria diferenciando-se em plasmacitos secretores de anconticorpos como o
antiendomisio e também o0s autoanticorpos contra a enzima TG2
(Antitransglutaminase tecidual). Essa via promove a deposicdo de anticorpos na
lamina propria, que cooperam com a estimulacdo de células inflamatorias para
secretarem citocinas proinflamatérias e perpetuando assim o dano tecidual
intestinal(61,120,130,155,161).

Em contraste, a TGF- € um dos responsaveis pela manutencéo do equilibrio
homeostéatico dos LIEs. Nesse contexto, a IL-6 pode atuar junto com a TGF-3 e
iduzir as células T reguladoras (Treg) a controlarem as vias Thl, Th2, Thl7 para
favorecem de forma indireta a regeneracdo tecidual em busca da homeostase
intestinal(38,61,118,120,137,141,153,162-166).

A producdo de citocinas secretadas por varias células envolvidas com o
infiltrado inflamatorio crénico estimula a migracéo dos linfocitos das adjacéncias para
a lamina propria, passando a ser denominados linfocitos intraepiteliais (LIE). Os LIE
passam a entremear 0S enterocitos, desta maneira, estdo estrategicamente
localizados como sentinelas infiltradas na barreira epitelial com objetivo de manter a
integridade epitelial e prevenir a invasdo de patégenos(167). Na DC ativa, os LIE

estdo presentes em maior numero: acima de 30 LIE a cada 100 enterdcitos(3).

Os enterdcitos também contribuem com a producdo de citocina
préinflamatéria, a IL-15, que pode ser considerada como um dos principais
mediadores quimicos relacionados com a DC mesmo em cooperagcdo com outras
citocinas(162,168). Na verdade, a IL-15 € expressa em pequena quantidade pelo
enterocito em condicbes normais, entretanto ocorre aumento significativo de
producdo conforme estimulo inflamatério crénico recebido. Como consequéncia, a
IL-15 desencadeia a cascata imunolégica que afeta outros tipos de células, tais
como, célula apresentadora de antigenos (APC), célula T efetora e LIE. As citocinas
atuam em conjunto e contribuem para incrementar a resposta imune adaptativa da
DC(61,119,162,169,170).

A acado citotéxica da IL-15 ndo € exclusivamente e especificamente

desencadeada pela presenca do gluten. Na verdade, possui uma acédo genérica de
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reconhecimento dos estimulos de estresse imunolégico local(120,168,171). Na DC
avancada, a permanéncia constante da citocina IL-15 pode levar a ativagéo
descontrolada dos LIE inclusive promovendo eventualmente complicagdes severas

como a producéo de células précancerigenas(25,155).

Na DC, os LIEs perante agressdo constante do gluten e presenca de IL-15,
expressam 0s receptores de célula NKG2D e NKG2C, que reconhecem
respectivamente os ligantes do enterécito o HLAE e o MICA(167,172,173). A unido
dos receptores dos LIEs ao dos enterdcitos habilita os LIEs a promoverem a morte
celular programada dos enterocitos pela via apoptética extrinseca (perforin-
granzime)(163,167,172,173).

A persistencia do estimulo nocivo favorece a instalacdo do quadro inflamatério
cronico e, desta forma, corrobora para aumentar ainda mais a permeabilidade
intestinal, fato que corrobora com maior acesso do gluten na lamina propria.
Estabelece-se desta forma um circulo vicioso que fomenta ainda mais a atrofia das
vilosidades intestinais(167,174-180).

Na DC apenas a retirada total do gluten da dieta pode reinstituir a completa
homeostase imunoldgica. Sendo que no intestino saudavel os LIEs expressam 0s
receptores inibitorios CD94/NKG2A que se ligam a receptores MICB dos
enterocitos(168,171,175,181).

Todos 0s mecanismos supra citados levam a uma maior ou menor destruicdo
das vilosidades. Os diferentes niveis lesionais das vilosidades foram inicialmente
classificadas por Marsh em 1992(33), sendo sua classificacdo posteriormente
revisada em 2000 por Oberhuber(182).

Esse ultimo autor subclassificou o estagio Marsh 3 em trés novos estagios
conforme o grau de atrofia das vilosidades da fase destrutiva da DC: Marsh-
Oberhuber 3a com destruicdo incipiente das vilosidades; Marsh-Oberhuber 3b com
destruicdo parcial; e Marsh-Oberhuber 3c com destruicao total das vilosidades, mas

tecido ainda hipertrofico e infiltrado por LIE.

E por dltimo, Marsh-Oberhuber 4 com atrofia total das vilosidades, LIE em
guantidade normal, criptas sem hiperplasia, e diferente da fase destrutiva o tecido

apresenta-se, desta vez, hipotrofico (Figura 3).
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Figura 3 — Sistema de classificacéo histoldégica de Marsh-Oberhuber.

Fonte: Adaptacéo de (18,33,182-186)
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A analise histolégica do intestino delgado é geralmente considerada como
padrdo-ouro para o diagnéstico. No entanto, no ultimo consenso da ESPGHAN em
2012(4) considera-se que caso criangas apresentem o nivel de anticorpos IgA-
Antitransglutaminase dez vezes superior ao cut off estabelecido pelo kit comercial
utilizado pode-se ter a opcdo de dispensar a biopsia(4,8,118,187), pois a alteracéo
da arquitetura intestinal ndo é exclusivo da DC(133) e outros fatores infecciosos ou
quadros de alergia alimentar podem acarretar em atrofia vilositaria(188,189).

O diagnostico da DC é essencial para prevenir a morbidade e a possivel
mortalidade associada a exposicdo prolongada ante o gluten(190). De acordo com a
diretriz proposta pela ESPGHAN de 2012(4) para o diagnostico definitivo de DC é

necessario preencher ao menos quatro critérios de cinco itens descritos a seguir:

1) Apresentar sinais e sintomas tipicos da DC;

2) Exame sorologico positivo de anticorpos IgA-tTG e IgA-EMA,este ultimo
considerado Valor Preditivo Positivo(18,191);

3) Ter alelos predisponentes: tem Valor Preditivo Negativo(192,193), especialmente
HLA-DQ2 e/ou DQ8;

4) Biopsia com atrofia vilositéria,;

5) Responder a dieta livre de gliten com melhora clinica.

Consequentemente, o diagndstico definitivo para a DC pode demandar longo
periodo de acompanhamento clinico, laboratorial e nutricional apds o inicio do
tratamento(194) até preencher os critérios de diagnético conforme critérios sugeridos
pela ESPGHAN do ano de 2012(4).

O dnico tratamento efetivo para a DC é a exclusdo do gluten de forma
definitiva da dieta, que devera ser mantida ao longo da vida(4,28). No caso do
tratamento ser realizado de forma correta, 0 mesmo promove a cicatrizagéo tecidual
pela renovacdo das células epiteliais intestinais, a melhora dos sintomas e a

normalizagcdo dos niveis séricos IgA-tTG e IgA-EMA(195).

A diretriz de diagnostico e conduta clinica estipulada pela ESPGHAN em
2012(4) sugere monitoramento sorologico através de realizagdo de exames como o
IgA-tTG e IgA-EMA em seis meses a um ano apos o inicio do tratamento(196). No

entanto, esses marcadores séricos ndo indicam o grau e a qualidade da
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regeneracao do tecido intestinal. Em decorréncia, disso frequentemente é efetuada

nova biopsia de tecido intestinal, processo relativamente invasivo.

Como ja anteriormente citado, existem varios estudos propondo a realizacdo
de testes laboratoriais para a deteccdo da expressdo das proteinas séricas
IFABP(19-22) e Regl1a(24) como método nado invasivo de monitoramento que
permitiria fazer uma correlagdo entre o seu nivel sorolégico e o grau de atrofia
vilositaria. Também foi sugerida a sua possivel utilizagdo como meio de
acompanhamento da efetividade do tratamento permitindo a eventual deteccédo de
transgressdes na dieta(19,24,197). Adicionalmente, esses testes também poderiam
ser usados como meio auxiliar no diagnéstico e acompanhamento de pacientes com
deficiéncia de IgA sérica(24,197), pois esses pacientes apresentam maior
prevaléncia de DC, tornando-se dependentes de testes baseados na analise de

anticorpos IgG, de menos sensibilidade, para seu diagnostico(198,199).

2.2.NOVOS BIOMARCADORES PROPOSTOS

2.2.1. Intestinal Fatty Acid Binding Protein (IFABP)

A proteina IFABP (Intestinal Fatty acid binding protein ou proteina ligadora de
acidos graxos intestinal) é expressa pelo gene que se localiza no cromossomo 4g28-
g31 e faz parte da familia das proteinas ligadoras de acidos graxos. Trata-se de uma
proteina intracelular de baixo peso molecular (14-15 kilodaltons) confinada no
citoplasma dos enterdcitos das vilosidades intestinais(200-203). A nomenclatura foi
registrada no HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) e o simbolo oficial
aprovado como Fatty Acid Binding Protein 2, Intestinal ou Proteina Ligadora de
Acidos Graxos 2, intestinal (HGNC_ID: 3556).

Ainda nao esta bem esclarecida a funcéo das familias de proteinasFABP, mas
acredita-se que estas participem de diversos processos bioldgicos tais como: auxiliar
o transporte de &cidos graxos para compartimentos intracelulares, promover a
oxidacdo dos peroxissomos nas mitocondrias, regular a atividade citosolica das

enzimas e controlar a via de transcricao(204).
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A IFABP foi inicialmente identificada por Ockner & Manning em 1974(205) que
evidenciaram sua expressdo em enterdcios do intestino delgado. A IFABP é
abundante no citosol dos enterdcitos(202) e participa no metabolismo do
triacilglicerol oriundo da dieta, auxiliando tanto no transporte do triacilglicerol para

interior da célula quanto na inducéo da sintetizacao do quilomicron(206,207).

A deteccdo sérica da proteina IFABP sugere injuria tecidual do epitélio
intestinal(208-211). Consequentemente, niveis elevados dessa proteina poderiam
ser utilizados como biomarcadores, antes de realizar exames invasivos, onerosos e

morosos com intuito de facilitar a tomada de decisdes clinicas(211-213).

Outra possivel aplicacdo clinica é a avaliacdo da possivel presenca de
anormalidades histologicas em pacientes ja diagnosticados com doenca celiaca,
desde que os niveis de IFABP correlacionam-se com relativa precisdo com o grau de

maior ou menor atrofia vilositaria(19-23,214,215).

2.2.2. Regenerating Islet-derived 1 alpha (Regla)

A proteina denominada Reg7a (Regenerating Islet-derived 1 alpha ou
regenerador derivado de ilhotas 1 alfa) pertence a familia das proteinas codificadas
pelo gene REG regenerador (Regenerating Gene ou gene regenerrador) codificada
no cromossomo 2pl2 e expressa nho tecido pancredtico e no intestino
delgado(216,217). A sua participagcdo na regeneracao intestinal e na qualidade do
tecido foi demonstrada em estudo feito em ratos geneticamente modificados(218).
Trata-se de um membro do grupo da proteina lectina tipo-C denominado grupo REG
ou grupo VII(219). A nomenclatura registrada no HGNC com o simbolo oficial
aprovado Regenerating Islet-derived 1 alpha ou Regenerador derivado de ilhotas 1
alfa foi de REG1A ou Reg1a (HGNC_ID: 9951).

A proteina Reg1a foi identificada e teve seus amino acidos sequenciados em
varios estudos de observacdo do processo de reorganizacao tecidual nas ilhotas de
Langerhans ap6s uma injaria ocorrida tanto em humanos como em experimentos

envolvendo ratos(220-226). A Regla € conhecida por varios outros sinbnimos, tais
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como lithostatine-1-alpha protein-X, litostatine 1 alpha, pancreatic thread protein,

pancreatic stone protein e outros(227).

A participagdo da familia da proteina REG na homeostase celular atua como
um agente auxiliar anti-inflamatorio, anti-apoptoptico e mitogénico(217,228). Existem
vérias técnicas de deteccdo da proteina, tais como, PCR (Polymerase Chain
Reaction ou reacdo de polimerase em cadeia), imunohistoquimica, ou teste ELISA.
Essas técnicas permitem estudos principalmente focando a proliferacdo e
diferenciacao de diversos tipos celurares(223,229).

E sendo a Reg1a expressa nos tecidos na vigéncia de diferentes patologias
foi sugerido seu uso clinico como biomarcador em casos como tumor géastrico(230—
232); da doenca de Alzheimer(233); do diabetes mellitus tipo 1(234,235) e da
sindrome de Sjogren(236).

A expressdo da Regla é aumentada no duodeno em individuos com a DC
ativa, ou seja, pacientes com atrofia vilositaria como consequencia de consumo
frequente de gluten(197). A proteina Reg1a € expressa na lamina prépria no intuito
de reduzir a apoptose celular e contribuir com a regeneracdo da mucosa
intestinal(237), pois o aumento de citocinas resultantes do processo inflamatorio

(apoptose) induz a regeneragéao tecidual e expressdo de Reg1a(238).

Por este motivo a analise sérica da Regla tem sido indicada como
biomarcador ndo invasivo para avaliacdo da atrofia vilositaria caracteristica da DC,
substituindo eventualmente a realizag&o de endoscopia digestiva alta (4,24,197).

Observou-se a correlagdo entre o nivel sérico da proteina Reg1a com o grau
de atrofia vilositaria nas bidpsias duodenais entre pacientes DC ativos (consomem
gluten) e a reducéo de expressao da proteina apos estabelecimento do tratamento e

normalizacdo dos anticorpos séricos da DC (IgA-tTG e IgA-EMA)(24).
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3. OBJETIVO

3.1.PRINCIPAL

Avaliar os niveis séricos de IFABP e Reg1a em pacientes DC ao diagnédstico
e apos a obtencao de resultados negativos nos testes sorologicos IgA-tTG e
IgA-EMA com a dieta isenta de gluten.

3.2. SECUNDARIOS

3.2.1. Correlacionar os niveis séricos de IFABP e Reg1a ao diagnéstico e

conforme o tempo de dieta livre de gluten.

3.2.2. Verificar a associagado entre o exame sérico de IFABP e de Reg1a
dos pacientes DC ao diagndstico com o0s exames de bidpsia

intestinal pela classificacdo de Marsh-Oberhuber 3 estratificados.

3.2.3. Verificar o desempenho dos biomarcadores séricos IFABP e
Reg1a como possivel indicativo da lesdo da mucosa intestinal em

pacientes DC.

3.2.4. Verificar o efeito do tratamento pela dieta livre de gluten nos

pacientes DC ao diagnoéstico pela analise de IFABP e de Reg1a.



34

4. MATERIAIS E METODO

4.1. DELINEAMENTO

Este € um estudo observacional analitico de coorte retrospectivo e visa
determinar niveis séricos dos biomarcadores IFABP e Reg1a em pacientes DC em
diferentes estagios da doenca: nas ocasifes do diagndstico (consumiam gluten) e do
seguimento da DC em pacientes em tratamento (ndo consomem gluten), esse ultimo

na condicdo de apresentar sorologia negativa para marcadores IgA-tTG e IgA-EMA.

4.2. CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi respaldado pelo parecer emitido pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade
de Brasilia (CEP/UnB) sob o registro de 552.566 de 05/02/14 em conformidade com
a lei federal 466/12 (Anexo |) e de acordo com os principios éticos acordados na
declaracdo de Helsinque de 2013(239). Todos o0s pacientes participantes da
pesquisa assinaram o Termo Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1)

e responderam ao formulario de interesse da pesquisa (Apéndice II).

4.3. AMOSTRAGEM

A amostragem estatisticamente representativa com 95% de confianca foi
determinada em n=55 para cada grupo de estudo formado por pacientes DC
atendidos no Ambulatério de Doenca Celiaca do Hospital Universitario de Brasilia
(AmbDC/HUB).

4.4, IMPLEMENTACAO DA PESQUISA
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Pela andlise de dados secundarios registrados no Laboratdrio de Pesquisas em
Doengca Celiaca na Faculdade de Medicina na Universidade de Brasilia
(LabDC/UnB) foram identificados os pacientes DC com mais de um ano de
diagnoéstico. Apesar da orientacdo dada aos pacientes e/ou seus responsaveis de
retornarem ao AmbDC/HUB ao menos uma vez ao ano para acompanhamento
clinico nem todos comparecem. Por este motivo os pacientes DC considerados
ausentes foram contados e convidados a comparecer no AmbDC/HUB.

Os pacientes DC frequentadores habituais do AmbDC/HUB e o0s que
atenderam ao chamado foram inicialmente encaminhados para atendimento clinico
multidisciplinar. Mas apenas o0s pacientes DC aos quais foram requisitados os
exames soroldgicos de seguimento da DC (andlise de anticorpos IgA-tTG ou IgA-
EMA) foram abordados e convidados a participar da pesquisa.

Na sequéncia, ap0s esclarecimento acerca da pesquisa, 0 paciente consentia o
uso das amostras de sangue colhidos em duas ocasifes distintas. Consentia 0 uso
da amostra de sangue colhida para avaliacdo do seguimento da DC, sendo o
paciente denominado neste estudo como “DC-GFD” (ndo consome gluten).
Consentia, também, o uso da amostra de sangue colhida na época em que foi
diagnosticado para DC armazenada no biorepositério do LabDC/UnB, sendo o
paciente referenciado como “DC-gluten” (consumia gluten). Desta forma, foi possivel
obter informacBes quanto a sua adesdo ao tratamento e, também, quanto ao
histérico acerca do diagnostico. Os pacientes participantes foram triados de acordo
com os critérios de inclusdo e de excluséo estabelecidos pelo estudo.

4.4.1. Critérios de Incluséo

Foram convidados a participar da pesquisa os pacientes de DC do
AmbDC/HUB que tenham realizado biopsia intestinal na ocasido do diagndstico da
DC e estejam em tratamento ha mais de um ano de atendidos desde dezembro 1998
a dezembro de 2015.

4.4.2. Critérios de Excluséo
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Foram excluidos os individuos que apresentaram outras doengas autoimunes,
sepse, degeneracdo neural, cancer, doenca inflamatoria intestinal, usuérios de

medicac¢Bes contendo principios ativos como a tiazolidionas, a olmesartana.

4.5. FLUXOGRAMA DA PESQUISA

Uso do soro
armazenado no
LabDC/UnB
coletado para
diagnésticodaDC
~ . (consumia gluten): b 4
DC-glaten
Contatado, DtC em ?EEE e/
DC cadastrado ___| convidadoa Atendimento au orlzaara
no LabDC/UnB comparecer no multidisciplinar P

AmbDC/HUB Mo Uso do soro —
- xclusao coletado para Exame

seguiemento daDC al
(ndo consome sérico
gliten):DC-GFD | L

Exame
Sérico

r L

Y

DC: Doenga celiaca; GFD: gluten free diet ou dieta livre de gluten; TCLE: Termo de consentimento
livre e esclarecido.

4.6.SUJEITOS DA PESQUISA

Ao todo 55 pacientes pacientes participaram da pesquisa (Tabela 1). Sendo 55
pacientes DC ao diagnéstico (DC-glaten) (14 masculino e 41 feminino; idade entre 1
a 65 anos, média de idade: 24,7+£17,6), e outro grupo emparelhado formado pelos
mesmos 55 pacientes DC na ocasido em que se encontravam com um ano ou mais
em tratamento com a dieta livre de gluten (DC-GFD) (14 masculinos e 41 femininos;
idade entre 6 a 68 anos, média de idade: 29,5 +16,3). Os pacientes em dieta sem

gluten nao realizaram bidpsia intestinal.
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Tabela 1 - Pacientes participantes da pesquisa.

Pacientes N Sexo (M/F) Idade (anos)

DC-glaten 55 14/41 24,7+17,6

DC-GFD 55 14/41 29,5+16,3
Total de amostras 110 28/82

DC: doenca celiaca; GFD gluten free diet ou dieta livre de gldten; M: masculino; F: feminino.

4.7.COLETA, ARMAZENAMENTO, BUSCA DE SORO ESTOCADO E
PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Foram feitas as coletas de aproximadamente 3 mL (mililitros) de sangue
venoso em tubo com gel separador realizadas pela equipe de técnicos de laboratério
do proprio HUB (Hospital Universitario de Brasilia) em ambiente hospitalar com
materiais descartaveis conforme a resolucdo da norma técnica de RDC/ANVISA
N°302/2005, que trata sobre coleta, transporte e processamento laboratorial de

amostras de sangue.

Foi efetuada a coleta de amostragem dos pacientes participantes da pesquisa
no periodo entre marco de 2014 a dezembro de 2015 atendidos no AmbDC/HUB.
Apés a coleta, foram processados no LabDC/UnB e o soro obtido pela centrifugacéo
a 4500 rotagcdes por minuto (rpm) durante 5 minutos (min) foi estocado a
aproximadamente 2°C (graus Celsius) no LabDC/UnB para posterior realizacdo dos

testes soroldgicos.

Os soros dos respectivos pacientes colhidos na época em que diagnosticaram a
DC e apresentaram IgA-EMA positivos estavam armazenados, devidamente
aliquotados, estocados, congelados, e identificados no biorepositorio do LabDC/UnB
a temperatura média de 34°C negativos de modo a permitir o0 manuseio e utilizacao

posterior para analise suplementar.
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4.8. ANALISE SOROLOGICA

4.8.1. Analise de Anticorpos IgA-EMA

Utilizou-se o teste de imunofluorescéncia indireta para detectar a presenca de
anticorpos da classe IgA-antiendomisio seguindo as recomendacfes do fabricante
usando o kit comercial QUANTA Lite® Endomysial (primate distal Esophageous)
Slide, INOVA Diagnostics, Inc. San Diego, CA, USA. As laminas histol6gicas
utilizavam substratos com seccbes criostaticos com 4 micrdmeros (UM) de
espessura da porcéo distal do terco inferior do esdfago de primata (Cebus Apella)

sensibilizadas com antigeno endomisio especifico para a DC (Figura 4).

a. b. [ d.

® = Antigeno endomisio. Y= Analito. Y. =FITC

a. Lamina histoldgica (corte de esdfago de primata) adsorvido com antigeno
endomisio.
b. Adicdo: Analito (Anticorpo). Incubacgdo. Lavagem. Secagem.
Adicéo: Anticorpo Anti-IgA-humano marcado com fluorocromo (FITC). Incubag&o.
d. Lavagem. Secagem. Montagem da lamina. Observagdo no microscépio de

fluorescencia

Figura 4 — Método imunofluorescéncia indireta para deteccao de IgA-EMA.
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Utilizou-se amostras de 40 microlitros (uL) de soro diluido a 1:5 em solucéo de
PBS (Phosphate Buffered Saline ou Tampéao fosfato-salino) com pH 7,2 e incubado
em lamina por 30 min em camara Umida a temperatura ambiente (15 a 30°C). Lavou-
se posteriormente por 3 vezes com tampao PBS por meio de esguichos utilizando
pipeta Pasteur e incubadas no mesmo tampao por 5 min. Imergindo-as numa cuvete,

seguido de uma repeticdo de lavagem em nova solucéo tampao.

A seguir pipetou-se 30 pL do anticorpo de detecc¢ao anti-IgA 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 min. Seguido de

lavagem com tampao PBS como descrito anteriormente.

ApOs a secagem e montagem com laminula analisou-se em microscopia de
fluorescéncia no microscopio Zeiss Axiophot 2 com filtro de excitacdo de 450nm a
490nm e emissao de 520nm (Aumento: 400x).

A andlise foi feita por dois observadores de forma independente. Considerou-
se o resultado como negativo (Figura 5A) a auséncia de fluorescéncia nos espacos
do tecido conjuntivo e a reacdo positiva (Figura 5B) quando a fluorescéncia de cor

verde brilhante em forma de rendilhado ou favo de mel fosse observada entre as

miofibrilas da musculatura lisa (endomisio) em diluigdes = 1:5.

A) IgA-EMA negativo: auséncia de fluorescéncia B) IgA-EMA positivo: fluorescéncia de cor verde

(seta). brilhante (seta).

Figura 5 — IgA-EMA negativo (A) e positivo (B).

Fonte:Figura gentilmente cedida pelo LabDC/UnB
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4.8.2. Analise de Anticorpos IgA-tTg

A presenga de anticorpos IgA-tTG no soro dos participantes foi mensurada
pelo método ELISA indireto 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

na sequencia (Figura 6).

Utilizou-se as amostras de soro dos pacientes em diluicdo 1:100 em PBS com
o pH 7,2 e homogeneizados em agitador mecanico. Colocou-se 100 pL de soro
diluido no seu respectivo poco, dentre 0os 96, na placa de poliestireno sensibilizado
com transglutaminase tecidual humano e incubou-se por 30 min. Apds este
procedimento, realizou-se o ciclo de trés lavagens automatizadas da placa com
300ul de tampéao de lavagem (tampao fosfato com 0,05% de Tween 20). Na
sequencia, 100uL de anticorpo de deteccdo do IgA anti-humano, anti-anticorpo
conjugado HRP (de cabra) marcado com uma peroxidase, foi adicionado a cada

orificio, incubados por 30 min e lavados como descrito anteriormente.

® =Antigeno. A=Anticorpo. /\E:Anti—anticorpo. S=Substrato. ? =Reacao.

Antigeno transglutaminase tecidual humano adsorvido nos pogos.
Adicdo de analito (anticorpo). Incubacéo. Lavagem.
Adicdo de conjugado anti-anticorpo tTG. Incubacdo. Lavagem.

Adicéo de substrato cromégeno.Incubacéo

® 2 6 T 9o

Adicdo de solucéo de paragem.Leitura no espectofotometro.

Figura 6 — Método imunoenzimatico ELISA indireto para IgA-tTG.
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Para a revelacdo da reacdo, adicionou-se 100 pl da solucdo de substrato
cromogeno tetrametilbenzidina (TMB 3,3,5,5’) com peréxido de hidrogénio a cada
poco e incubados por 30 min no escuro e em temperatura ambiente. A reacéo foi
interrompida com acido sulfarico 0,334 molar (H2SO4) e a leitura realizada no

espectrofotometro por meio de filtro de 450 nanémetros (nm).

Os resultados foram quantificados por meio da comparacao entre a densidade
optica (D.O) de um padrdo 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 positivos
ou limitrofes; e maiores que 30U considerados moderados ou fortemente positivos,

conforme sugere o fabricante.

4.8.3. Anélise da Proteina IFABP

A presenca da expressdo da proteina IFABP no soro dos participantes foi
mensurada em triplicata pelo método ELISA competitivo usando kit comercial
(MyBioSource® Human Intestinal Fatty Acid Binding Protein — IFABP) ELISA Kkit,
MyBioSource Inc., San Diego, CA, USA) descrita na Figura 7.

A analise foi feita seguindo recomendacfes do fabricante como descrito a
seguir: Adicionou-se 100uL de PBS no Branco. Nos demais pogos da placa de
poliestireno sensibilizado com anticorpo h-IFABP (Human Intestinal Fatty Acid
Binding Protein Atibody ou anticorpo anti-IFABP humano) adicionou-se 100uL de
seis solucbes destinadas como calibradores de curva com valores de: Opg/mL,
100pg/mL, 250pg/mL, 500pg/mL, 1000pg/mL e 2500pg/mL nos pocos indicados pelo
kit. ApOs essa etapa, acrescentou-se 100uL de amostra de soro do paciente nos

pocos subsequentes.

Ao findar a primeira etapa, acrescentou-se 50uL de anti-anticorpo conjugado
marcado com uma enzima peroxidase em seu respectivo poco com excecado do
Branco. A placa foi vedada e posta num agitador mecanico em baixa rotacao apenas
para misturar a solucéo formada e, posteriormente, foi incubada por 60 min a 37°C.
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ApoOs este procedimento, realizou-se o ciclo de cinco lavagens automatizada da
placa com 350uL a 400uL de tampao de lavagem (tampéo fosfato com 0,05% de
Tween 20).

CrE 5 828 s, 89

® =Regla. A =Anticorpo. AE =Anti-anticorpo. S =Substrato. ‘J:Reagéo.

Adicao de analito, Anticorpo Reg1a humano, Anti-anticorpo Reg1a. Incubagao.
Lavagem. Secagem. Adicdo de substrato cromdgeno. Incubagéo.

Adicao de solugdo de paragem

a o o p

Leitura no espectofotdmetro

Figura 7 — Método imunoenzimatico ELISA competitivo para IFABP.

Para a revelacdo da reacédo, adicionou-se 50uL da solugdo de substrato
cromogeno tetrametilbenzidina (TMB 3,3’,5,5’) com peréxido de hidrogénio do tipo A
e 50 uL do tipo B a cada poco e incubados por 10 a 15 min no escuro a 37°C. A
reacao foi interrompida com adigdo de 50uL de solugdo de paragem composta por
acido sulfurico 0,334 molar (H2S04) e a leitura realizada no espectrofotdbmetro por

meio de filtro de 450nm.

As D.Os das amostras foram determinadas das por meio de um
espectofotbmetro com filtro de 450 nm. A andlise quantitativa da IFABP foi calculada
pelas D.Os das amostras, sendo inicialmente ajustado os valores de cada amostra
subtraindo o valor definido pelo componente Branco. A curva de funcdo logaritmica
de quatro parametros foi plotada conforme a absorbancia das amostras Standart e
por fim cada amostra teve o0 seu respectivo valor numérico ajustado por analise de

regressao calculado em picograma por mililitro (pg/mL).
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4.8.4. Anélise da Proteina Reg1a

A presencga da expressdo das proteinas Reg1a no soro dos participantes foi
mensurada em triplicata por meio do teste ELISA pelo método ELISA sanduiche
indireto usando kit comercial (MyBioSource® Human Regenerating Islet Derived
Protein 1 Alpha (Reg1a) ELISA, MyBioSource Inc., San Diego, CA, USA) descrita na
Figura 8.

N S el S - >
E JE
a.mb.mcma

® =IFABP.A =Anticorpo. AE =Anti-anticorpo. S =Substrato. ¥ =Reacéo

a. Anticorpo anti-IFABP humano (h-IFABP) adsrovido nos pocos. Adi¢céo de analito.
Incubacéo.

Lavagem. Adicdo de conjugado. Incubacéo.

Lavagem.

Adicdo de substrato cromégeno. Incubacao.

® 2o o

Adicdo de solugéo de paragem. Leitura no espectofotdmetro.

Figura 8 - Método imunoenzimético ELISA sanduiche indireto para Reg1a.

A andlise foi feita seguindo recomendac¢fes do fabricante sendo as solucdes
usadas como calibrador de curva com cinco diferentes concentracbes de Regila
(250ng/L, 500ng/L, 1000ng/L, 2000ng/L, 4000ng/L) que foram previamente tituladas

em série.

Na placa de poliestireno com 96 pocos o primeiro poco foi destinado ao
Branco seguida das cinco concentracbes das amostras destinadas para calibrar a

curva do leitor oOptico. Utilizou-se entdo 50uL de cada solugdo das amostras do
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calibrador iniciando com a menor concentracdo; e nos demais pocos foi acrescido
40ul de amostra de soro do paciente (analito). Em seguida, adicionou-se 10uL dos
anticorpos Reg1a humano e 50uL de anti-anticorpo conjugado HRP marcados com
uma peroxidadase, procedeu-se desta forma em cada poco com excecdo do Branco.
Selou-se a placa com selador proprio e manteve-se em incubacao durante 1 hora e

em temperatura a 37°C.

ApGs este procedimento, removeu-se a pelicula seladora e realizou-se o ciclo
de cinco lavagens automatizadas da placa com a 350uL de tampédo de lavagem
(tampéo fosfato com 0.05% de Tween 20). Na sequéncia, adicionou-se 50uL de
cada substrato cromégeno TMB tetrametilbenzidina (TMB 3,3,5,5’) do frasco A e B
para a revelacdo da reacdo, incubou-se por 10 min em local protegido e escuro

também a 37°C.

A reacéo foi interrompida com uma solucdo de paragem composta por acido
sulftrico 0.334 molar (H2S04). A leitura da placa foi realizada no espectrofotometro
por meio de filtro de 450nm e gerada a D.O de cada amostra. Para quantificar o
resultado da Reg1a foi inicialmente subtraido o valor da D.O do Branco de cada
amostra. Os resultados foram quantificados por meio da curva de regresséao linear
delineada para comparar a D.O do padrao pré-estabelecido com a D.O das amostras

analisadas e seu respectivo valor numérico gerado em nanograma por litro (ng/L).

4.9.BIOPSIA ENDOSCOPICA DUODENAL

A bibpsia intestinal confirmatéria da DC foi solicitada pela equipe médica
responsavel do AmbDC/HUB destinada a pacientes com a sorologia positiva IgA-
EMA colhidos na época dos seus respectivos diagnésticos. Desta forma, foram
analisados os dados secundarios registrados no prontuario do paciente para
utilizacdo no presente estudo. A variagdo entre a data da coleta da amostra de
sangue para o0 diagnostico até a data da realizacdo da biopsia foi de
aproximadamente trés meses. A bidpsia ndo foi solicitada para os pacientes que se

encontravam em dieta livre de gluten.
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Para obtenc&o de amostras dos fragmentos em criancas menores de 3 anos foi
usada cépsula pediatrica per oral de Watson e nos demais, por endoscopia digestiva
alta. Desta forma, as amostras dos fragmentos (de 4 a 6) foram retiradas da porgéo
distal ou préoximo do ligamento de Treitz seguindo a técnica de Toccalino. As
amostras obtidas foram fixadas em formol a 10% e, logo em seguida, encaminhadas
para o CAP/HUB (Centro de Anatomia Patologica do HUB) responsavel pelo preparo
e andlise histopatoldgico das mesmas.

Os fragmentos encaminhados ao CAP/HUB foram em seguida embebidos em
parafina, seccionadas com aproximadamente 5uM (micromolar) de espessura e, em
seguida, fixadas em laminas. As laminas histolégicas sdo preparadas para serem
coradas com hematoxilina-eosina e encaminhadas para posterior analise
histopatolégica feita por médico patologista do CAP/HUB, com o auxilio do
microscopio Zeiss Axiophot 2 plus com obijetivas entre 12,5 vezes a 1.000 vezes de
aumento e acoplado com aparelho JVC TK—C1380 para documentacédo fotogréfica.
Foi considerada neste estudo a classificacdo histologica para Doenca Celiaca
conforme Marsh-Oberhuber(182).

4.10. ANALISE ESTATISTICA

As varidveis numéricas resultantes dos exames soroldgicos obtidos pelo
estudo foram analisadas estatisticamente sob a possibilidade da hipétese nula (Ho)

ser diferente da hipGtese alternativa (H1) (Tabela 2).

Tabela 2 - Especificacdo da hip6tese estatistica.

Hipotese Interpretacéao

HO: po=p1 Os valores de Reg1a e IFABP do grupo DC-gliten séo similares aos do DC-GFD

H1: y0#u1 Os valores de Reg1a e IFABP do grupo DC-guten séo diferentes que os do DC-GFD
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Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5.04 (Graph Pad Software
Inc, San Diego CA) compativel com o sistema operacional Windows para andlise
estatistica dos resultados.

Os calculos estatisticos utilizados para determinar a diferenca entre 0os grupos
foram conduzidos pelo Teste t de Student com posttest de Wilcoxon para amostras
emparelhadas.

A andlise de associacao entre diferentes tipos de variaveis foi conduzida por
meio de diagrama de caixa ou box plot e o referente grau de associacdo calculado

pela formula abaixo. Sendo que a sigla R” significa grau de associacio; a sigla

var(5), a meédia da varidancia da amostra; e a var(5) a varidncia do grupo de

interesse.

var (5
 var (5)

Os caélculos estatisticos empregados para verificacdo da intensidade da
correlacdo entre as variaveis numéricas foram o coeficiente de correlacdo dos
postos de Spearman, coeficiente de correlacao linear de Pearson e regressao linear
simples.

O desempenho do teste foi determinado por regressdo logistica binaria na
forma de curva ROC (Receiver Operator Characteristic Curve ou caracteristica
operatoria do receptor) e AUC (Area Under the Curve ou area sob a curva) plotada
considerando a Sensibilidade versus 1-Especificidade para todos os possiveis
pontos de corte (cut off) localizados entre zero e um. O melhor limiar do ponto de
corte ou cut off foi definida pelo ponto com maior indice de Youden. Os dados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0.05.
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5. RESULTADOS

Os niveis séricos de IFABP e Reg1a encontrados em pacientes ao diagndstico
(DC-gluten) e em pacientes depois de estabelecido o tratamento (DC-GFD) com
sorologia negativa para os exames especificos para DC IgA-tTG e IgA-EMA estao
representados na Tabela 3. Na sequéncia, comparacdes entre pacientes DC-gluten
e DC-GFD em relacéo direta entre os pares (Figura 9) e em forma de coluna (Figura
10).

Tabela 3 — Resultados séricos dos pacientes DC.

Pacientes IgA-tTG (U) IgA-EMA Bidpsia IFABP (pg/mL) Reg1a (ng/L)

DC-gluten 129,9+61,5 Positivo Sim 2112,2+1035,9 838,4+687,9

DC-GFD 10,846,2 Negativo N&o 1457,4+660,5 648,7+558,4
p-valor <0,001 <0,001

GFD-gluten free diet ou dieta livre de gluten

A B
<0,001
6000 - p<U,
3000- p<0,001
2 4000+ _
B = 2000-
o o
= £
& 3
< 2000 =
& :-: 1000

glaten GFD

Figura 9 - Comparacgéao direta de pacientes DC-gluten e DC-GFD para 0s exames
séricos IFABP (A) e Reg1a (B).
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Figura 10 — Comparacéo em coluna entre pacientes celiacos ao diagnostico e apos
tratamento de IFABP (A) e Reg1a (B).

A Tabela 4 representa os niveis séricos detectados de IFABP e Reg1a em

pacientes celiacos em tratamento (DC-GFD) na condi¢cao de apresentarem exames

especificos para a DC negativos (IgA-tTG e IgA-EMA) estratificados conforme o

tempo de tratamento (GFD).

Tabela 4 - Niveis séricos conforme tempo de dieta sem gluten.

Tempo de GFD n (M/F) IgA-tTG (U) IgA-EMA IFABP (pg/mL) Reg1a (ng/L)
1 ano 10 (2/8) 13,317 Negativo 1953,2+543,5 507,2+431,5

2 anos 8 (1/7) 13,946,7 Negativo 1502,6+628,4 820,8+499,1

3 anos 10 (2/8) 10,745,3 Negativo 1031,8+759,7 716,3+211,9

4 anos 4 (2/2) 8,915,3 Negativo 1566,2+443,5 441,4+162,3

>5 anos 22 (7/15) 8,615,1 Negativo 1367,2+721,6 664,4+772,5

M: masculino; F: feminino; GFD: gluten free diet ou dieta livre de gluten

Na sequéncia, a Figura 11 representa a correlacdo de tempo de tratamento

em que se encontram os pacientes DC-GFD e deteccao do biomarcador IFABP e da

Reg1a.
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6000 Pearson r=-0,36 p<0,001
Spearman r=-0,39 p<0,001
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30007 Pearson r=-0,12 p=0,20
Spearman r=-0,09 p=0,32
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Figura 11 — Coeficiente de correlagdo de IFABP (A) e Reg1a (B) em relagao ao

tempo de tratamento.

A andlise da associacao entre a bidpsia intestinal conforme classificacao de

Marsh-Oberhuber 3 estratificados com os exames séricos IFABP e Reg1a dos

pacientes ao diagnostico (DC-gluten) esta representada na Figura 12.

A
6000 p<0,001 p=0,002 p<0,001
g 4000+ —|_
o
2 ‘
o
m
< 20001
= 1
0

3a 3b 3c

Marsh-Oberhuber (atrofia vilositaria)

Reg1a (ngiL)

30007 p<0,001 p=0,002 p<0,001
°®
20001 .
1000 4 —_ |
I |
1L - 1
3a 3b 3c

Marsh-Oberhuber (atrofia vilositaria)

Figura 12 - Associacao entre a classificacdo de Marsh-Oberhuber 3 e os

biomarcadores IFABP (A) e Reg1a (B).
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As medidas resumo do diagrama de caixa ou box plot dos biomarcadores

IFABP e Reg1a e o grau de associacdo estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5 - Medidas resumo dos biomarcadores IFABP e Reg1a segundo classificagao

de Marsh-Oberhuber 3 em pacientes DC ao diagndéstico.

Indicadores IFABP (pg/mL) Reg1a (ng/L)

Marsh-Oberhuber 3a 3b 3c 3a 3b 3c

n 15 18 22 15 18 22
Minimo 878,2 1.260,5 147,4 90,3 121,1 129,2
Quartil 1 1.581,5 1.703,7 962,3 364,4 330,6 45,8
Mediana 2.031,6 225,2 1.786,4 675,2 558,7 608,1
Quartil 3 2.434,3 3.155)5 2.474,2 927,8 753,9 1.744.3
Méximo 3.150,1 5.497,2 4.195,3 2.615,6 1.967,4 2.747,1
Média 2.046,5 2.599,3 1.759,9 866,3 639,5 983,6
Desvio padréo 668,9 1.141,5 1.035,4 741,6 427,3 804,7
Grau de associagao (%) 96 85 96 94 86 97
p-valor <0,001 0,002 <0,001 <0,001 0,002 <0,001

Os valores do desempenho dos biomarcadores IFABP e Regla como
possivel indicativo da lesdo da mucosa intestinal determinada pela curva ROC e a

AUC estao representados na Tabela 6 e na Figura 13.



Tabela 6 — Desempenho dos biomarcadores IFABP e Reg1a.
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Indicadores

IFABP

Reg1a

Cut off

Intervalo do teste

1.687,3pg/mL

0 a 2.500pg/mL

405,9ng/L

250 a 4.000ng/L

Razéo de verossimilhanca 1,07 0,65
Especificidade 0,22 0,35
Sensibilidade 0,84 0,71

Acurécia 0,58 0,67
VPP 0,60 0,70
VPN 0,50 0,37
VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo
A B
1.5 IFABP 1.5 Regla

L) Q

E 1.04 E 1.0

F 5

2 2

o.':_; 0.54 & 0.5

0-0 Ll I 1 1
0'00_0 0.5 10 15 0.0 0.5 1.0 1.5
1-Especificidade 1-Especificidade
AUC 0,70 (95% IC, 0,60 a 0,80) AUC 0,56 (95% IC, 0,45 a 0,66)
p <0,001 p= 0,26

Figura 13 — Curva ROC dos biomarcadores IFABP(A) e Reg1a (B).
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A regressao linear entre pacientes celiacos antes do tratamento (DC-gluten) e

depois do tratamento (DC-GFD) permite descrever o efeito do tratamento nos

individuos representados na Figura 14.
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Figura 14 — Regressao linear entre DC-gluten e o DC-GFD do biomarcador IFABP

(A) e Reg1a (B).
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6. DISCUSSAO

A marca histopatoldgica da DC é a atrofia vilositaria intestinal, decorrente do
desequilibrio imunologico cronico instalado na lamina propria como resposta contra o
gliten (118). Nesse cenario ocorre uma frequente destruicdo dos enterocitos
(apoptose), contudo ao mesmo tempo ocorre reposicdo das células epiteliais
(regeneracdo) em busca constante de equilibrio homeostéatico no intuito de garantir
absorcdo de nutrientes pelo organismo. Baseado neste mecanismo fisiopatolégico
continuo e simultaneo de destruicdo/regeneracado tecidual foram mensurados dois

biomarcadores séricos nos pacientes celiacos: a IFABP e a Regla.

Assim, o0 presente estudo com confianca de 95% apresentou diferenca
estatisticamente significante nos niveis séricos da proteina IFABP (p<0,001) e
Reg1a (p<0,001) ao comparar os pacientes portadores de DC ao diagnéstico (DC-
gliten) com os pacientes DC apds um ano ou mais de dieta sem glaten e negativo
nas taxas de monitoramento da DC IgA-tTG e IgA-EMA (DC-GFD). Resultado similar
foi constatado pela maioria dos estudos de referencia(19,22-24) (Tabela 7). Os
pacientes portadores de DC com variada faixa etaria (adultos e criangas) foram
incluidos no mesmo grupo de estudo assim como observada em estudos de
referencia(19,22-24).

Tabela 7 — Estudos de referéncia dos biomarcadores IFABP e Reg1a.

Referéncia Biomarcador n DC-glaten n DC-GFD p-valor
(19) IFABP 10 10 0,002
(22) IFABP 69 69 0,07
(22) IFABP 12 12 0,01
(23) IFABP 9 9 0,002
(24) Reg1a 19 19 0,002

O trabalho de Adriaanse et al., 2013 refere resultado estatisticamente nao

significante (p=0,07) para a IFABP ao comparar 0s grupos antes e depois de ter
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realizado até um ano de tratamento, porém esse estudo nao revela a proporcéo dos
pacientes com a sorologia para a DC com resultado ainda positivo, apenas refere
que 77% dos pacientes apresentaram IgA-Antitransglutaminase negativo apds dois

anos de tratamento(21).

No que diz respeito ao efeito do tratamento nos pacientes DC (Figura 11) do
presente estudo foi projetada sob regressao linear em que a reta ajustada sugere
presenca de uma tendéncia estatisticamente significativa p<0,001 para IFABP e
também p<0,001 para Reg1a. Entretanto os exames de IFABP e Reg1a n&o tém boa
capacidade preditiva, ou seja, nao permitem fazer predicdo para um individuo em
particular, mas descreve uma resposta média proporcionada pelo tratamento. Os
autores estudados como sendo de referencia(19-24) para o estudo também
demonstraram a existéncia da possibilidade de utilizacdo como biomarcador sérico

de correlacdo com a biopsia intestinal, mas nédo descrevem o desempenho individual.

A associagao entre a atrofia vilositaria tipica da DC (bidpsia intestinal) e o exame
sérico feito em dois biomarcadores IFABP e Reg1a pela analise do diagrama de
caixa ou box plot demonstrou associagao estatisticamente significativa com p<0,001
para IFABP e p=0,002 para Reg1a. O grau de associa¢ao entre os exames foi maior
que 85% para IFABP e maior que 86% para Regl1a (Tabela 4). Os resultados

encontram-se em concordancia com estudos de referencia(20,21,23).

Ao analisar os diagramas (Figura 12) nota-se que o biomarcador IFABP, que
representa a destruicdo do tecido, apresenta uma leve queda no nivel Marsh-
Oberhuber 3c. Em contrapartida, o biomarcador Regl1a, que representa a

regeneracao tecidual, apresenta elevacdo nesse mesmo nivel (Figura 12B).

A discrepancia apresentada pelo biomarcador IFABP com o nivel Marsh-
Oberhuber 3c menor que os niveis 3a e 3b ndo foi observado nos estudos de
referencia(20,21). A camada formada pelos enterOcitos faz parte da barreira
intestinal, sendo esse responsavel pela protecdo local de forma fisica e imunoldégica.
O mecanismo de protecdo da barreira intestinal almeja a homeostase intestinal, que
pode ocorrer a apoptose dos enterOcitos e sua reposicdo conforme o estimulo
imunoldgico local. O desequilibrio desse balanco acarreta em lesdo da mucosa
intestinal (163,195,238,240).
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A lesdo da mucosa intestinal na DC apresenta varios estagios de evolugéo
promovidos pela presenca do gliten na dieta (182,241), que foram classificados por
Marsh e posteriormente modificados por Oberhuber (Figura 3 e suplementados pela
Figura 15).
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Figura 15 - Esquema das lesdes intestinais da DC conforme classificagdo de
Marsh-Oberhuber.

Fonte: (16,33,182)

Conforme a Figura 15, a leséo intestinal na DC pode apresentar varias fases. A
fase pré-infiltrativa (Marsh-Oberhuber 0) considera-se a auséncia de alteracbes
celulares (menos de 30 linfocitos intraepiteliais a cada 100 enterécitos) e

morfoldgicos (as vilosidades com o triplo da altura das criptas)(33).

A fase infiltrativa da lesdo da mucosa intestinal (Marsh-Oberhuber 1) apresenta
discreto aumento dos LIE(3). O proximo nivel é a fase de intensa tentativa de
renovacdo celular e inflamacgédo persistente(245), a fase hiperplasica (Marsh-
Oberhuber 2) caracterizada pelo alongamento das criptas e aumento dos LIE. Na
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sequéncia, a lesdo evolui para a fase destrutiva com progressivo achatamento das
vilosidades intestinais até chegar a atrofia total das vilosidades intestinais. A fase
destrutiva é considerada a lesdo caracteristica da DC (Marsh-Oberhuber 3), mas
nessa fase ainda conserva concomitante o aumento dos LIE e o alongamento das
criptas. Ao passo que persiste o quadro inflamatério no epitélio intestinal progride
para a fase hipoplasica (Marsh-Oberhuber 4), que apresenta reducéo na capacidade
de renovacgdo celular, ou seja, tem presenca de infiltrado inflamatério, mas sem

alteracéo no numero de LIE e criptas sem alongamento(33,182).

No presente estudo, a expressao da proteina IFABP apresentou-se reduzida no
nivel Marsh-Oberhuber 3c (Figura 12A). Conforme a inflamacgé&o na mucosa intestinal
na DC persiste, pode evoluir para a perda total das vilosidades intestinais. A perda
total das vilosidades caracteriza o quadro da lesdo de Marsh-Oberhuber 3c. A
distribuicdo da proteina IFABP € mais concentrada no topo das vilosidades
intestinais, por consequéncia disso ao enterdcitos passam a expressarem menos

IFABP quando a lesao intestinal se apresenta no nivel de atrofia total(23,200-202).

O estudo conduzido por Simula em 2010 comparou dois grupos de pacientes
celiacos conforme o tipo de atrofia vilositaria e expresséo de proteinas relacionadas
com dano leséo intestinal, dentre elas a IFABP. Os individuos do primeiro grupo
apresentavam Marsh-Oberhuber 0 a 1; e do segundo grupo, Marsh-Oberhuber 2 a
3c. Nesse estudo,inclusive, cita a IFABP com expressdo reduzida nos individuos

com maior lesédo tecidual (atrofia vilositaria)(242).

Na presente pesquisa, a Reg1a apresentou-se aumentada na representacao
grafica referente a Marsh-Oberhuber 3c (Figura 12B). Esta elevacdo pode estar
atrelada ao fato de que quanto maior a leséo intestinal provocada pelo gliten maior
a tentativa de reparacéo tecidual na busca pela homeostase intestinal(237,243). O
epitélio intestinal tem um alto poder de renovacgao celular que ocorre a cada tres a
cinco dias, pois o trato gastrointestinal € a superficie mais exposta a micro-

organismos e alimentos diversos ao longo da vida do individuo(244).

A renovacao tecidual ocorre por mecanismo de autoreposicdo tecidual do
intestino delgado pela acdo das células tronco intestinais (Intestinal Stem Cells -
ISC) presentes na base das criptas de Lieberkiihn(245). Segundo a “Unitarian

Hypothesis” ocorre uma renovagéo das células epiteliais por uma origem em comum:
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as células 1SC(244). As ISC sédo capazes de se diferenciarem e migrarem em

direcéo das criptas para as vilosidades.

E as células ISC apresentam diversas caracteristicas a medida em que migram
em direcdo as vilosidades. Inicialmente ocorre a diferenciacdo celular das ISC,
depois a maturacdo celular e, por fim, perdem a capacidade proliferativa e
estabilizam formando uma fina camada laminar composta principalmente por

enterdécitos contornando as vilosidades intestinais (195,245-247).

Durante a inducdo de reparacado tecidual, as criptas podem a aumentar o seu
namero dividindo-se em forma de fissuras e/ou fuséo (Figura 16) com outras criptas
adjacentes para atender a demanda aumentada de reposicéo celular ao amplificar a
area de regeneracdo (243,248-253). Em estudos realizados em roedores adultos, a
multiplicacdo e reposicdo celular da lamina intestinal com presenca de fissuras

representam aproximadamente 3,5% e fuséo 4%(251).

o] Fissura
a s —>
O
Fuséo
+ >

Figura 16 — Fissura (seta amarela) e fusdo das criptas de Lieberkihn.

Fonte: (253)

Além disso, diversas citocinas e interleucinas secretadas pelas células
adjacentes fazem parte do infiltrado inflamatério crénico e influenciam na regulacéo
do processo de perda/ganho de enterdcitos. A IL-15 e IL-6 sdo coadjuvantes no que
se refere a inducdo e a manutencao da enteropatia provocada pelo gluten, e desta
maneira sado capazes de influenciar a destruicdo/apoptose dos enterdcitos ou a

reorganizagao/regeneracao tecidual (254).
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A IL-15, por exemplo, é expressa na normalidade fisiolégica em pequena
quantidade pelos enterécitos e também por outras células das imediacdes
(158,168,255,256), mas na DC (ver Figura 2; linha continua) pode ocorrer 0 aumento
de expressao desta citocina devido constante estimulo contra a presenca de gluten
na dieta(25,149). Na DC, a IL-15 orquestra juntamente a outras citocinas
inflamatodrias algumas acg6es pontuais para o desencadeamento da DC. Como por
exemplo, a IL-15 desestabiliza a tolerdncia especifica contra o gluten e causa a
ruptura da homeostase imunologica como a supressao das ceélulas do tipo Treg
(Células tipo T reguladoras)(165). A Treg exerce funcdo de controlar a resposta
excessiva das células TCD4 efetoras e consequentemente modera a agdo das vias
inflamatérias Thl, Th2 e Th17(166,257,258).

A IL-15 atua também como ativador da resposta efetiva das células TCD4
desencadeando toda resposta inflamatéria Thl, Th2 e Thl7 da
DC(118,149,164,259,260). Apesar da funcéo citotoxica da IL-15 ndo ser exclusiva e
especifica contra o gluten corrobora sobremaneira com o desequilibrio da
homeostase intestinal e habilita o LIE para promover a apoptose ou morte celular
programada dos enterocitos (120,161,162,168,261,262). A IL-15 ainda aporta o
aumento da permeabilidade intestinal, fato que fomenta o agravamento dos danos
na mucosa intestinal tipicos da DC observados em forma de atrofia das vilosidades
intestinais e responsavel pela ma absorcdo dos nutrientes e colaboram com o

surgimento diversas formas de apresentacéao clinica da DC(61,63,118,162,169).

Nao apenas a IL-15, mas também a IL-6 foi detectada em quantidade
consideravel no tecido intestinal em pacientes com a DC ativa (dieta com glaten)
pois contribui para induzir a citotoxidade dos LIE e estimula os plasmécitos a
produzirem anticorpos (263-267). A IL-6 assim como a IL-15 quando expressos de
forma desenfreada, podem induzir o desenvolvimento de doencas crbnicas e até
mesmo da autoimunidade(166,169,255). A IL-6 é produzida por quase todas as
células estromais e células do sistema imune(268-270). A IL-6 expressa em
condicdes de homeostase imunologica ao ser combinado com a citocina TGF-
controla o balanco entre as vias Thl7 e Treg no intuito de manter o equilibrio

homeostéatico(166).
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Fato paradoxal € a possibilidade da IL-6 gerar respostas imunes antagdnicas
(Figura 17) quando inserida num contexto inflamatério atua com propriedades proé-
inflamatoério e anti-inflamatério (268,269). Geram portanto respostas denominadas
Via Classica (Classic signaling) e Via Trans-sinal (Trans-signaling)(271-275). As
duas respostas resultam em efeitos biolégicos distintos e também atuam nas criptas
intestinais(276).

Interleucina 6 O

4_ H
gp130 IL6R gp130
Via classica Via trans-sinal
Anti-inflamatéria Pré-inflamatéria
+ Regeneracéo + Apoptose

Figura 17 — Regulacdo entre a apoptose e regeneracdo dos enterocitos pelas

acOes da IL-6 no contexto inflamatario.

A inducéo feita pela via classica € proveniente da ligacdo entre a IL-6 com 0s
receptores de membrana IL6R e gpl30 formando um complexo capaz de gerar
resposta com caracteristica anti-inflamatéria e anti-apoptoptica que beneficia o
processo de regeneracéo tecidual (271-275). Outra possibilidade de resposta da IL-
6 € a via trans-sinal que transcorre em duas etapas distintas. A primeira etapa é
caracterizada pela unido entre a IL-6 com o receptor soluvel da IL-6 (SIL6) presente
no meio extracelular. Na etapa seguinte, o complexo IL-6/sIL6 é acoplado ao

receptor de membrana gpl30 e assim induz a resposta da via trans-sinal(271-
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273,277-280). Na DC por exemplo, a IL-6 pode induzir a resposta Th2 a amplificar a
producéo de anticorpos especificos da DC (264,281,282).

A inflamagéo cronica do processo inflamatoério da DC induz producéo de citocinas
capazes de regular a expressdo da Regla. Nesse contexto a IL-6 tem papel
relevante para potencializar a expressdao de Reg1a(218,228,283-286). A IL-6
também pode regular a expressao da proteina IFABP, fato observado em pacientes
com trauma intestinal severo(287,288). Assim, a expressao das proteinas Reg1a e
IFABP podem sofrer influencia das interleucinas presentes no infiltrado inflamatorio,
inclusive da IL-6(218,228,283-288).

A regulacdo imunolégica pode apresentar variadas formas de resposta pelo
mesmo individuo e isso reflete também na estruturacdo final dos tecidos envolvidos
na inflamacdo. Desta forma, pela analise histopatologica da lesdo de atrofia
vilositaria do paciente DC observou-se a possibilidade da coexisténcia de niveis
diversos de lesdo da mucosa intestinal no mesmo individuo (289-292) como
representados na Figura 18. A atrofia vilositaria ndo € exclusiva da DC (120,132—
135,293).
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Figura 18 — Coexisténcia de varios niveis de atrofia vilositaria.

Fonte: (289).

Ao correlacionar os niveis séricos de IFABP e Reg1a ao diagndstico e conforme
o tempo de dieta livre de gluten (Figura 13) observa-se que houve correlacéo
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negativa e fraca para IFABP e correlacdo negativa infima e desprezivel para Reg1a.
Esse resultado demonstra que os biomarcadores nédo tem boa capacidade preditiva
ao longo do tratamento. O estudo de Adriaanse et al., 2013 refere correlagéo entre o
biomarcador IFABP conforme o tempo de tratamento como correlacdo fraca a

desprezivel (21).

O tratamento da DC depende da estrita adesdo a dieta livre de gluten ao longo
da vida do paciente que impacta no ganho de qualidade de vida do paciente(294—
296). A expectativa ao realizar o tratamento € a completa remissdo dos anticorpos
IgA-tTG, IgA-EMA e a restituicdo das vilosidades intesinais(297). Mas quase a
metade dos pacientes tem dificuldade em aderir ao tratamento (298-301) com

excecao dos pacientes residentes na Finlandia com 93% de ades&o(302).

Ha inimeras dificuldades para aderir corretamente ao tratamento, tais como,
problemas sécio-econdmicos, desinformacao, risco de contaminacdo cruzada em
ambientes onde sao preparados pratos diversos(303,304). O tratamento envolve
correta orientacdo dietética feita por nutricionistas, 0 encorajamento do paciente,
apoio de sua familia e afins para melhor compreensédo da doenca e adaptacdo a

nova dieta proposta(4,305-307).

Na presente pesquisa, dentre os pacientes em tratamento (DC-GFD) seis
pessoas se encontravam em dieta livre de glaten entre 12 e 15 anos (Tabela 8). A
maioria dos pacientes admitiu o consumo de alimentos contendo gliten de forma
esporadica (até duas vezes ao més) de forma voluntaria ou involuntaria. Todos séo
pacientes adolescentes e adultos jovens que tiveram o seu diagndstico de DC
firmado quando ainda eram criancas, e a maioria apresentavam, na época, sintomas

gastrointestinais tipicos (forma classica).

Apenas o paciente masculino de 21 anos refere estar com distensdo abdominal e
gases ao consumir gluten esporadicamente, e 0s demais encontram-se
assintomaticos. O resultado coincide com estudos que referem a idade de maior
transgressdo da dieta sem glaten de forma intencional ou nado intencional que

compreende da adolescéncia até a fase de adulto jovem (308,309).
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Tabela 8 — Caracteristica dos pacientes em tratamento ha mais de dez anos.

Dados do Paciente 1 2 3 4 5 6
sSexo masculino feminino masculino masculino feminino  feminino
manifestagao clinica classico classico  atipico classico  classico classico
IgA-EMA positivo  positivo  positivo positivo  positivo positivo
HLA DQ2 DQ2 DQ2 DQ2 DQ2 DQ2
Biopsia (Marsh-Oberhuber) 3b 3c 3c 3c 3c 3c
Idade gluten (anos) 6 13 3 1 3 2
IgA-tTG 152,3 141,1 153,2 134,5 208,4 179,1
IFABP 4.705,2 147,5 1.209,6 1.246,1 2.604,3 3.480,5
Regla 1.152,8 2.091,7 2.279,3 24475 2.747 452,1
*IgA-EMA negativo negativo negativo negativo negativo negativo
*Biopsia nao nao nao nao nao nao
*Forma de GFD CFV CRV CFlI CRV CFlI estrito
*|dade (anos) 21 27 17 14 16 14
*Tempo de GFD (anos) 15 14 14 13 13 12
*IgA-tTG 20,2 3,5 4.4 7,5 6,7 8,6
*IFABP 2.105,5 1.077,1 2.939,6 1.620,7 824,6 511,8
*Regla 652,4 1.338,9 2.029,6 246,8 1.770,2 51,1

*: pacientes DC em tratamento h& mais de um ano; CFV: dieta com contaminacdo com gliten de
forma esporadica e voluntéria (até 2 vezes ao mes); CFIl: dieta com contaminagcdo com gliten

esporéadica e involuntéria.

Em relacdo a recuperacdo histolégica, os autores sédo divergentes. Como
exemplo, em pesquisa feita em pacientes DC adultos referem a cicatrizagédo
incompleta em cerca de 10% mesmo ap6s 5 anos de tratamento(310-312). Outras
pesquisas referem resultados discordantes como a recuperacdo histolégica com
aproximadamente 2 a 3.8 anos de tratamento em adultos (313-320). Em criancas a
cicatrizacéo alcanca 95% nos primeiros dois anos de tratamento e 100% com maior
demanda de tempo (310,321).

O prognostico da DC depende da adeséo estrita ao tratamento mesmo que a
biopsia feita no primeiro ano de tratamento revele cicatrizagdo tecidual
incompleta(313). A causa mais comum de atrofia vilositaria persistente é atribuida a
exposicdo constante ao gluten por contaminacdo dos alimentos de forma voluntéria
ou involuntéaria(301,320,322).
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O presente estudo nédo realizou bidpsias complementares em pacientes em
tratamento (DC-GFD), sendo assim o resultado dos biomarcadores IFABP e Reg1a
pode ndo refletir real associagdo com a lesdo histolégica ou com a recuperacdo
dessa. Nenhum estudo de referencia(19-24) refere realizacao de bidpsias intestinais
em pacientes DC em tratamento. O consenso da ESPGHAN feita no ano de 2012
sugere a realizagdo de nova biopsia nos pacientes DC em tratamento nas seguintes
condigbes: persisténcia dos sintomas, sorologia IgA-tTG e IgA-EMA negativos, e
descartada qualquer possibilidade de contaminacao por gluten de forma intencional

ou nao(4).

Outro fator de viés poderia ser a temperatura (-34°C) e periodo de
armazenamento do soro dos pacientes ao diagnostico (1989 a 2015). Porém,
Adriaanse e colaboradores(21) utilizaram amostras armazenadas ha mais de 15
anos a -20°C e refere nao ter tido alteracao significante na analise do biomarcador

IFABP, assim como Planas e colaboradores(24) para Reg1a.

O exame sérico IgA-tTG é indicado para monitorar DC em criancas e adultos em
tratamento(4,12,323-326). Mas seu uso como parametro de recuperacao histologica
foi contestado por alguns autores(327,328), inclusive o exame IgA-EMA(329,330).
Devido discrepancia entre a sorologia de monitoramento com a bidpsia, alguns
autores ainda recomendam a realizacdo de bidpsia apdés o diagnostico mesmo na

auséncia de sintomas(13,331-333).

O desempenho dos biomarcadores IFABP e Reg1a representada sob forma de
curva ROC e AUC esta associada ao poder discriminante de um teste diagnéstico e
auxilia na decisao estatistica do possivel uso dos biomarcadores. O presente estudo
apresentou AUC de 70% para IFABP (p <0,001), que demonstra poder
discriminatorio regular mas aceitavel (Figura 14A), e a AUC de 56% para Reg1a
(p=0,26) mostrou-se ineficiente (Figura 14B). Nos estudos de referencia para a
proteina IFABP os autores encontraram AUC maior que 88% atingindo até 92% (19—
21,23).

A sensibilidade do biomarcador IFABP variou de 67%(19) a 80%(21) sendo o
valor encontrado nessa presente pesquisa de 84% préximo dos estudos de
referencia com valores de 67%(19) a 80%(21). A especificidade encontrada foi de

22% para IFABP, mas valores encontrados nos estudos de referéncia (Tabela 9)
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varia entre 29%(19) a 87,2%(21). O biomarcador Reg1a demonstrou sensibilidade
de 71% muito proximo do valor obtido pelo estudo de referencia(24) que encontrou
60%, mas a especificidade do biomarcador de 35% esta discrepante e muito menor
que 96%(197).

Tabela 9 - Desempenho dos biomarcadores IFABP e Reg1a citado nos estudos de

referencia.
Referencia Proteina Grupos S E VPP VPN RV AUC
(19) IFABP gluten vs controle 67 29 83 71 - 90
(20) IFABP gluten vs potencial - - 98 - - 92
(22) IFABP glaten vs SC 80 87,2 78 88,5 - 88
(23) IFABP glaten vs controle - - 89 81 - 91
(24) Reg1a glldten vs controle 60 96 89 81 - 91

S: sensibilidade; E: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; RV:
razdo de verossimilhanca; AUC: area under de ROC curve ou area abaixo da curva; SC: suspeita

clinica e IgA-tTG negativo.

O Valor Preditivo Positivo (VPP) encontrado para a IFABP foi de 60% menor que
os esudos de freferencia que encontraram entre 78%(21) a 98%(20). O Valor
Preditivo Negativo (VPN) encontrado de 50% ficou muito aquém do resultado obtido
por outros autores: 71%(19) a 88,5%(21). O resultado obtido de VPP e VPN indicam
baixa probabilidade discriminar entre 0s sujeitos realmente positivos (com leséo

intestinal) e realmente negativos (sem lesédo intestinal).

A razéo de verossimilhanca, que é a razdo entre duas probabilidades, encontrada
de 1,07 para a IFABP e 0,65 para a Reg1a. Ambos os biomarcadores indicam baixa
probabilidade de distinguir entre os individuos com e sem a doenca. Nenhum estudo

de referencia(19-24) cita a razao de verossimilhanca para nivel de comparagao.

O desempenho dos biomarcadores foi realizada para averiguar a real

necessidade de arrolar o presente estudo para proximo estudo de validacdo dos
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biomarcadores IFABP e Reg1a. Para o estudo de validacao do teste é recomendado
comparar 0s pacientes ao diagnostico com grupo controle formada apenas por
pessoas saudaveis sem a doenca.

Nem todos os estudos de referencia compararam 0s grupos com controles
considerados saudaveis. Como por exemplo, o estudo feito por Adriaanse e
colaboradores em 2013, comparou o grupo de DC sem tratamento com grupo que
apresentava suspeita clinica e IgA-tTG em nivel dentro da normalidade(21). Outro
estudo, conduzido por Vreugdenhil e colaboradores em 2011 fez uso de individuos
gue apresentaram IgA-EMA positivos mas com biopsia Marsh-Oberhuber 0 (tipo

potencial) como grupo controle(20).

O presente estudo comparou dados de pacientes emparelhados obtidos em
duas fases distintas em relacdo a DC: antes e depois do tratamento. A comparacgao,

nesse caso, € considerada homogénea, pois outros fatores de variabilidade né&o

influenciam no resultado final.

Outros possiveis fatores de interferéncia nos resultados também foram levados
em consideracao ao selecionar a amostragem. Nos critérios de exclusdo do presente
estudo individuos com doencas autoimunes nao participaram, pois a Regla pode
estar aumentada nos casos que apresentem sindrome de Sjogren(236), diabetes
mellitus tipo 1(235), e também nos casos de outras doencas como degeneracao de
neurolégica por Alzheimer(233), adenocarcinoma pulmonar(334), céancer
gastrico(230,335), e doenca inflamatdria intestinal(237). A IFABP pode se apresentar
elevada a nivel sérico em casos de hisquemia mesentérica (211-213) e sepse(336)

Pacientes DC que fazem uso continuo de medicamento contendo tiazolidionas
pode inibir a transcricdo da proteina Reg1a (337); ja o principio ativo olmesartana

pode causar dano na mucosa intestinal e interferir nos resultados(338,339).
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7. CONCLUSAO

Ao determinar os niveis séricos de IFABP e Reg1a em pacientes portadores de
DC ao diagnéstico e apds a obtencao de resultados negativos nos testes soroldgicos
IgA-tTG e IgA-EMA com a dieta isenta de gluten conclui-se que houve diferenca

entre 0s grupos pesquisados para IFABP e para Reg1a.

Ao correlacionar os niveis séricos de IFABP e Regla ao diagnostico e
conforme o tempo de dieta livre de gluten conclui-se que IFABP apresentou
correlacao fraca e Reg1a, desprezivel.

Ao verificar a associagdo entre o exame sérico de IFABP e de Regl1a dos
pacientes DC ao diagnostico com os exames de biopsia intestinal pela classificacao
de Marsh-Oberhuber 3 estratificados conclui-se que houve associacdo entre as

variaveis para IFABP e para Reg1a.

Ao verificar o desempenho dos biomarcadores séricos IFABP e Reg1a como
possivel indicativo da lesdo da mucosa intestinal em pacientes portadores de DC
conclui-se que IFABP apresentou desempenho regular e Reg1aq, ineficiente.

Ao verificar o efeito do tratamento pela dieta livre de glaten nos pacientes
portadores de DC ao diagndstico pela analise de IFABP e de Reg1a conclui-se que o

modelo ndo tem boa capacidade preditiva para um individuo em particular.
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APENDICE |

~——

Universidade de Brasilia

Termo de Consentimento Livre e Escglarecido — TCLE

O (a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto: Avaliacédo e
utilidade dos biomarcadores néo invasivos, Regla, e IFABP como novo mecanismo
de monitoramento da destruicdo e regeneragcdo do epitélio intestinal em pacientes
celiacos antes e depois da dieta sem glaten.

O objetivo desta pesquisa é: analisar um novo exame soroldgico Regla e
IFABP para verificacdo de destruicdo e regeneracdo da mucosa intestinal biépsia em
pacientes celiacos.

O (a) Senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ndo aparecerd sendo
mantido o mais rigoroso sigilo através da omissado total de quaisquer informacdes
que permitam identifica-lo(a).

A sua participacdo sera através de uma unica coleta de 6 ml de sangue do
antebraco, com risco minimo para o paciente, pois sera feita por técnicos de
laboratorio especializados e com uso de material descartavel no Hospital
Universitario de Brasilia no mesmo dia em que concordar em participar da pesquisa.

Informamos que o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de
qualquer procedimento) qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo
desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para
o(a) senhor(a). Sua participacdo é voluntéaria, isto é, ndo ha pagamento por sua
colaboracéo.

Os resultados da pesquisa serdao divulgados na Universidade de Brasilia
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa
ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apos
isso serdo destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Dra. Rosa Harumi Uenishi na Universidade de Brasilia telefone: 3107-
1989 no horéario comercial.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. As duvidas com relagdo a assinatura
do TCLE ou dos seus direitos podem ser esclarecidos através do telefone: (61)
3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador
responsavel e a outra com o paciente.

Nome/asssinatura

Pesquisador responsavel

Brasilia, de de




104

APENDICE II

Ambulatério de Doenca Celiaca - HUB/UnB

Avaliacdo da utilidade dos biomarcadores nao invasivos, Regla, e IFABP no
monitoramento da destruicdo e regeneracdo do epitélio intestinal em pacientes

celiacos antes e depois da dieta sem gluten

T =TT oo PSPPSR
B2 1= {0 TSSO
RESPONSAVEL ... e e e e e ee e e anenees

1) Quando foi diagnosticado para a DC ja era portador de alguma outra doenca

autoimune?

[IN&o. [1Sim. Qual ou quais?

2) Apos o diagnostico da DC evoluiu com alguma outra doenca?

"IN&o. [1Sim. Qual(is)?

3) Esta em dieta sem gluten?

1 N&o: [INunca comecou. [JParou depois de quanto tempo?

[1Sim: [Estrita. [ICom falhas. As falhas sdo: [lintencionais [In&o intencionais

4) O diagndstico da DC foi feito quando estava com quantos anos?
E possuias quais sintomas? [JFlatuléncia [Evacuacdes diarreicas [IDistensdo
abdominal [JConstipacédo [Dor abdominal recorrente [JAftas [JOutros

5) Possui alguns desses sintomas atualmente? [INdo. [ISim. Quais?

6) Toma algum medicamento? [INao. [1Sim. Quais?

Exames da época do diagndstico:

Peso: Altura: IMC: tTG: EMA: HLA: Biopsia:
Exames atuais:

Peso: Altura: IMC: tTG/EMA: Regla: IFABP:
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ANEXO |

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W‘ 3
BRASILIA - CEP/FS-UNS

FARECER CONSUESTANCIADO DO CEP
NADOS DO PROJETO DE PESOLNSA

Titulo da Pesquisa; Avaliagao & utlidade 0cs biomarcadones nao invasivos, REG” alla & FABF no
monitnramants da destreicho & reganaracio da apitdla intestina am pacantes
celimcos antes & depois da diste sem glaten

Pesquigsdor: ROSA HARUMI LEMISHI

Area Tomética:

Versio: 3

CAAE: 18655513, 3.0000.0030

Inatituigio Preponente: FACULDADE OE SAUDE - FS
Patrecinador Prncipal: Firnandaments Prépro

DADOS DO PARECER

Numars do Parecer: H52 556
Datada Relatoria: (5022014

Apresentacdo do Projeto.
Parece” Consubstandado

Awalingio o utiidade dos biomarcadores ndg invasivoes, REC1 5, o IFASP nomondoramento da dostruigic o
regens acio do eptélic ivtesinal em pacientes celiaccs antes & depois da dstasem gliten

PARECER

Apresentacio /Sumério do Projeto

A Deenga Celiaca (DC) & uma entzropatia munomediada € ocorré em ndividuos genelicamente
predispostos sens blizados permarettements pele gliten (rigo,cevada & centeiz), sendo o tracamento
eficiente a excluséo totzl do gliten da dizta, Pelo critéric de ESPGHAN 'European Society of Pediatric
Castroanterclogy, Hepetalogy And Mulrton) estpulados em 2012 o diagndstico da OC & estabelecida
mediante -ealizacdc ds examss soroldgicos especificos come 3 investigagio de anticorpos Igh-
anttransslutaminses (g A-1TG)e gA-sntendamigo (lgA-EMA), de axarme gandlico, a apretestacio clinica, a
bidosia intestinal jeluial & a melhora dinica com o inicio do irstamento. A ESPCHAN de 2012 recomenda a
realizacao de exames apos o Inlgo oo

Endorogo;  Facdldade de Cibnaas da S abde - Campus Dargy Rikens

Salrm; Az bl CEF  JOwo-900
JE: DF Municipio.  BRAZILLA
Telefore: @Ea07-1047 Far: (61/3307-3780 Eumail:  copfeiuns b
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE %M"W““F
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Cantruacio do Paracer 542 55¢

Lralarmenw o smolbygicos ga-ITG e bidpsia jejunal @xis uman o inide do balanento, © pesyuisadon
VivesFi e colaboradores prepuserar a realizachc de um nove bismarcador, que possa varificer o nivel da
protelina REG 1 alfa (Regonerating Gene tipe 1 alfa) sxpresse durarte ¢ processs de regeneraclio da
muzesa lecidual ante destruicio efetuada pele mecanismo

fwiopataltgicn da 0T ssm o usn de meios invasivos Pois os marcadoes [gA-TeE & IgA-FMA ndo sin
capazes de revelar a regeneracds de parede intestinal com o inicie do tratamanto, consegueniements
necessita de resleacado de nova bidpsia junal para este fim. A proeing IFABP (Intestinal Fatty Add Binding
Frotein exclusvo da parede intestinal € deectada sm niw| sérico gaando ocone a desTuig@o da panede
intestinal

METODO: Trata-se de um estuds cbaanacional analtico de caso-conrole pasa tes'as o5 biomarzaderes
REG" alfa & IFABF & coorke de pacientas portaderas da DC. Serd faita uma andlse soo/bgica ds REGH
afa, IFAEP & gh-tTG pela méads imunsenzimitico (ELISA) & a IgA-EMA pele métada de
imunofusrescéncia indireta em cortas criostaticos de esdfago de primata. Sara empragade o Odds-ratio
(OR) ou & razdo de produtos cuzados em gue avaliara 8 chance de expasicio dos grupos envolvides nasta
pEsguIsa. SErao recruados 300 paricipantzs (150 para o estudo do caso e "50 para o grupo contrale)
Analise do makernial: O material coletado sers esiocado a -20° C gt =20 wso e analisados no Centro de
Estsdos da Doenga Celaca. Os exames soroligicos |gh-tTG, REG1,, 2 IFABP sardo mensurados pelo teste
imunsenzimatics (ELSA] a o Igh EMA p2le exame de imutcflucrescéaciaindireta em corles enisetiticos de
esifage de pimata. Apde & realizacio dos exames soroldgicos o soro serd encaminhado parm neineragio
Ag andlisae domatena e dos resutades sarfo reelizadas no Cencro de Estedos da Doenca Celizca 1Salas
B1-84/°3 FS/IFM - UnE). Todos os equipamantes necessarnios j& existem no laboratbrio o que garante a
axeqJidiidade ¥cnica @ economica do progio. O kits comerciais para a realzacao dos testes
Imunognzimaticos (ELISA) dos exames oe IQA-TTG, RES1, antiREG1;, g IFABP & tambem do exame de
imunofuorescéncia ndiea pA=-EMA s2ide adguindos com recwses do poopro leboalono O cusles
estimados sdo de NS RS 9.6800,00.

Critéric de Inclusdo: Fara compor o grupe da Casos, serio convidados a particparam 4o pesguesa os
pacientes portadores da DC scompanhados pels eguipa madca do Ambulatéro da Doanga Caliaca do
Hrsptal Lneratano ds Fmsilia O grope Concrole s2rd ‘nrmado por paentes dos pacientes diagnosticados
com DC, assintométicos ¢ com sorelogia negativa,

Criteno de Exclusao:

Em ambos s grupos (Casus & Controkes), os individuos que apresentem doengas auoimuies lesies
dermatolégicas exenzas, proolemas relacionadas com a degereragdo neural,

Endoroge;  Facbdsde de Tikndse da Bakde - Campes Dar gy Ribeis

Balrrm: Az bl CEP: 7O 9 0-G00
UF OF Municipio: BRASILIA
Tewfore: @307 10T Fax: (81]3307-3798 E.mail:  copfaans br
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FACULDADE DE GIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W’ 3
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Coninuagiia do Parecer: 551 558

Objetive da Pesquisa:

Djetive Gemal:

Determinar o nivel 48 REG1, & IFABF come mecanieme de montorsmente da destruizio & regsneragio
dos enteracitos em pacientes portadores de DC.

Oetives Espacificns:

3)Compara” o8 nivels 4os marcadoras sorologoos 1gA-1 10 @ 1gA-EMA, am pacinias el 2cos no mamanto
do diagnostico com o5 nhves dé REG1 , & IFAEP

o) Comparar o2 nivers dos maicadoes suoldgices 10AITG & gA-EMA, s pacienles celiaos apos 1o

mnme de umn ano d= trataments som diets sem gliten, com o5 nvels de REGT , « IFABF.

Avaliagio dos Riscos 2 Beneficios:
Avaiagso dos sy ¢ benelicios.
& coleta de sangue serd efetuada em amtients nospilalar (3 mil) &, executada por sécnicos de laboratério

szpodalizades pere eswe fim, doste forma, minimza-se 5 fisce do procedmente.

Gomentarics e Gonsideragies sobre a Pesquisa;

Resuliados Ssperados

& pesaibilideds de menitorer oa paciemes portadores de OC de ferma ndc invasiva sem & recessidade de
zibpsia endoscdpca Bjuna

Conaideragdes sobre oa Termos de apreseniacio obrigatiria

Documenios analisados

1. Projeiode pasguiss

7 Falha de matn

3. Catade encaminhamento 30 CEP

4. Terma de Concordancia do HUB

. Tarma de céncla da Insthuigeo co-participants

.TZLE

. Terma de conhecimente do Laboratdrio de Andise Slnicas do lespilal Universitaric de Orasilia
. Terma compramctimenio da pesquisadar

3. Ingfrumentc de pesguisa

10, Corricals Lanaors Gandolfi

11. Curricale Rosa Harumi Venishi

12, Curficule Fernanda Coutinho de Alme da

13, Currlcale Patricia Mara Fritsch

LEEI B = U )

Endorogo: Famddade ds Cilncas da Sastde - Canrpus Donsy Ribeirs

Babm: A Mords CEPF; G0 910-000
LUF: DF Municipio: BRAZILA
Telefone: (69739071047 Fax (61)3307-3780 Eamial:  copfaunt b
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE

BRASILIA - CEPIFS-UNB

Coninuagiado Parecer 552 166

14, Curicuby Riccardo Prales

15 Yanna Kada de Medeiros Nobrega

16, Plnilha de custos

17. Cronegrama do pro@io

Recomendagtea:

Conclustes ou Pendéncies e Lista de Inadequagdes:
O projeio se encontra em corformidade 456/12
Etuacho do projeie Aprovado

Silvaggo do Parecer

Aorovado

Mz cessita Apreciajio da CONEP!

Mo

Considerag des Finas a crt2no do CEP:

BRASILIA, 17 g8 Marge ¢e 2014

\in_aw.

Assinzdor por

Matan Mansores de 5a
(Cocrdenador)

Endosogo: Facubdsds de Ciindae da S alde - Campee Darsy Ribsin

Barm: Aoea ok CEP; VO 9D
UF DF Nunicipio: SRASILIA
Tekfone: [R4p3I07-9047 Far: (61)3307-3793 E-mall:  copfefmnabe
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