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RESUMO

Introducgédo: O &cido félico € um dos elementos essenciais para o desenvolvimento
normal do feto e sua deficiéncia durante a gestagcao pode resultar no aparecimento
de defeitos do fechamento do tubo neural (DTN). A doenga celiaca (DC),
caracterizada por intolerancia ao gluten, pode resultar em ma absor¢cédo de
nutrientes que frequentemente resulta em deficiéncia de acido félico e,
consequentemente, numa possivel maior prevaléncia de DTN na prole de maes com
DC. Objetivo: Determinar a prevaléncia de DC em um grupo de maes de criangas
portadoras de DTN. Métodos: Maes com filhos afetados por DTN atendidas em
ambulatério de Neurocirurgia Pediatrica do Hospital de Base de Brasilia, foram
submetidas ao teste de antiendomisio (IgA-EMA), pelo método de
imunofluorescéncia indireta sobre secg¢des criostaticas de esdfago de primata.
Resultados: Foram investigadas 208 maes, com idades compreendidas entre 19 e
43 anos (média: 33 anos; mediana: 32 anos). Todas as méaes apresentaram EMA
negativo. Conclusdes: Nossos resultados sugerem que a DC materna ndo € um
fator de risco para aparecimento de DTN. Consequentemente, até o presente, uma
rotina de rastreamento para DC em mulheres gravidas a fim de evitar uma possivel
gestacao agravada por DTN n&o seria justificavel.

Descritores: doenca celiaca, defeitos do tubo neural, acido félico
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ABSTRACT

Introduction: Folic acid is one of the elements essential for the normal development
of the fetus. Its deficiency during pregnancy can result in the appearance of neural
tube closure defects (NTD). Celiac disease, characterized by intolerance to gluten,
can result in poor absorption of nutrients potentially leading to deficiency of folic acid
which could possibly result in a higher prevalence of NTD in celiac mothers offspring.
Objective: To determine the prevalence of CD in a group of mothers of children
affected by NTD. Methods: Mothers with children affected by NTD attending the
walking in clinic of the Neuropediatric Surgical Unit of the Brasilia General Hospital,
underwent antiendomysium serologic testing (IgA-EMA), utilizing the indirect
immunofluorescence method on cryostat sections of monkey esophagus. Results:
Two hundred-eight mothers, aged between 19 and 43 years (average: 33 years;
median: 32 years) were tested. All mothers showed negative results on the EMA
test. Conclusions: The negative results of the study suggest that celiac disease is
not a risk factor for NTD in the offspring. Consequently, at this moment, routine
screening for CD in pregnant women in order to avoid a possible pregnancy
aggravated by NTD would not be justifiable.

Key-words: celiac disease, neural tube defects, folic acid.
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1. Introdugao

1.1 Definigao

A doenga celiaca (DC), também conhecida como enteropatia sensivel ao
gluten, é afecgao caracterizada principalmente por uma sindrome de ma absorgéo
resultante de lesdes inflamatorias da mucosa do intestino delgado, provocadas por
mecanismo auto-imune mediado, maiormente por células T. A DC é causada, em
individuos geneticamente predispostos, pela ingestdo de gluten, encontrado no trigo
e em cereais afins (centeio e cevada). Estrita dieta sem gluten leva a notavel
melhora, tanto clinica quanto histolégica havendo, no entanto, progressiva
reincidéncia dos sintomas e das lesées com a reintrodu¢do do gluten. A DC que era
originalmente considerada uma sindrome rara, incidente principalmente em criangas,
€ atualmente reconhecida como sendo uma afeccédo bastante comum que pode vir a
ser diagnosticada em qualquer idade e que afeta além do trato gastroentérico, varios

outros 6rgéos e sistemas (Farrell e Kelly, 2002; Green e Cellier, 2007).



15

1.2 Historico

Arateus da Capadodcia foi o primeiro a descrever a DC no século Il d.C
caracterizando-a pela presenca de diarréia cronica, e pelo comprometimento do
estado geral e atrofia do corpo (Paveley, 1988). Esta afecgao caiu no esquecimento,
somente em 1888 veio a ser novamente descrita por Samuel Gee, médico inglés
(Auricchio e Troncone, 1996).

A auséncia de qualquer tratamento efetivo fazia com que a doenca fosse
acompanhada de alta mortalidade. Como exemplo pode-se citar o trabalho pioneiro
de acompanhamento de pacientes com DC, publicado por Hardwick em 1939: das
73 criangas com DC por ele estudadas, 36% vieram a falecer antes da adolescéncia
(Hardwick 1939).

A primeira associagao, entre a ingestao de alguns cereais, como trigo, cevada
e centeio, e a eclosdo da DC, foi aventada por Dicke, pediatra holandés que
apropriadamente observou nitida melhora das criangcas celiacas em periodo de
grande fome e principalmente escassez de derivados de trigo durante o periodo final
da Segunda Guerra Mundial. Com o inicio do abastecimento normal e a
consequente reintroducao de farinaceos na dieta, as criangas celiacas voltaram a
apresentar sintomatologia e piora do seu estado geral (Van Berge-Henegouwen e
Mulder, 1993).

Apos pesquisas iniciais de Van de Kamer, este mesmo autor em associagao
com Weyers e Dicke, concluiu que o trigo, centeio e cevada eram os principais

responsaveis pela esteatorréia, identificou a seguir a gliadina (fragdo soluvel em
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alcool da farinha de trigo), como o elemento toxico para os celiacos (Van Berge-
Henegouwen e Mulder, 1993).

Até meados da década de 50, o diagndstico da DC era baseado
exclusivamente no quadro clinico do paciente. Nessa época, diferentes autores
idealizaram métodos de bidpsia jejunal baseados no uso de capsulas introduzidas
por via per oral, sendo as duas mais usadas, a capsula de Crosby e a capsula de
Watson (Paveley, 1988). Este método de bidpsia permitiu observar que muitos dos
pacientes que apresentavam sintomatologia classica, também, evidenciavam
significativas alteragdes histologicas do jejuno proximal (Mulder e Cellier, 2005). A
progressiva generalizagdo do uso da bidpsia jejunal no diagndstico da DC resultou,
durante e apdés a década de 60, em significativo aumento do numero de casos
diagnosticados, principalmente, na Europa (Fasano, 2001).

Em 1962, Rubin et al demonstraram, que o gluten era o fator responsavel
pelas anormalidades da mucosa do intestino delgado em pacientes celiacos
(Aurichio e Troncone, 1996).

A Sociedade Européia de Gastroentorologia e Nutrigdo Pediatrica (European
Society of Pediatric Gastroenterology, and Nutrion - ESPGHAN), em 1969,
estabeleceu os critérios diagndsticos para a doenga celiaca, ressaltando a
importancia da realizagao de trés bidpsias intestinais (uma antes do inicio da dieta
sem gluten, a segunda um ano apds o inicio de estrita dieta sem gluten e a terceira
apo6s desafio com reintrodugao do gluten na dieta) para que pudesse ser firmado o
diagndstico definitivo de DC (Meeuwisse, 1970).

O seguinte grande marco nos métodos de diagndstico da DC ocorreu durante
as décadas de 70 e, principalmente 80, quando surgiram novos métodos soroldgicos

baseados, principalmente, em ensaios imuno-enzimaticos (ELISA),
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radioimunoensaios € em técnicas de imunofluorecéncia. Na época ficou
demonstrado que a DC tinha forte associacdo com auto-anticorpos do tecido
conectivo e em 1971, 1980 e 1984 foram introduzidos, respectivamente, os
anticorpos antireticulina, anticorpos antigliadina e anticorpo antiendomisio (EMA). Os
testes sorolégicos foram desenvolvidos na tentativa de se evitar bidpsia
desnecessaria selecionando os pacientes que deveriam se submeter ao
procedimento (Bittolo et al, 1990).

Dieterich et al (1997) identificaram a transglutaminase tecidual (tTG) como o
principal e possivelmente o unico auto-antigeno causador da DC. Atualmente, a
presenca de anticorpos anti-transglutaminase detectados pelo método ELISA
constitui-se no principal método de rastreamento sorolégico de casos da doenca
(Fasano e Catassi, 2001). Gragas aos avangos destes testes soroldgicos, cada vez
mais sensiveis e especificos, a verificacdo da forma classica da doenca celiaca
progrediu significativamente (Fasano 2001).

Nas ultimas décadas o numero de testes laboratorial remoto (TLR) tem
aumentado significativamente. Os TLRs tem uma grande vantagem em relagao aos
testes soroldgicos feitos em laboratérios, pois podem ser executado fora do
ambiente laboratorial. Trata-se de um teste de facil execugcdo que apresenta
resultados quase imediatos, em torno de cinco minutos o paciente obtém a resposta
do teste (Kost, 1999). Esse tipo de teste mostrou ser muito eficaz para gestdo de
diabetes mellitus (Blake e Nathan, 2004). Sugerindo uma possivel utilizacdo de TLR
na deteccéo e gestao de outras doengas autoimunes. Recentemente Korponay et al
(2005), descobriram que a tTG do proprio paciente pode ser usada na detecgcao da
DC. A liberagédo da tTG das células vermelhas do sangue ocorre por meio de uma

hemolise na amostra de sangue total do paciente, possibilitando o uso de TLR em



18

pacientes com DC. Estes pesquisadores mostraram que o TLR pode ser um meio
inovador de detecgao da DC fora dos laboratérios, além de ter um papel importante
na vigilancia dos pacientes celiacos depois da adeséao a dieta livre de gluten (Raivio

et al 2006; Raivio et al 2007).

1.3 Quadro Clinico

As manifestacdes clinicas da DC variam de acordo com a idade do paciente.
Infantes e pré-escolares geralmente apresentam a forma classica da doencga
caracterizada por diarréia, dor e distensdo abdominal, emagrecimento e falta de
crescimento. Contudo vOmitos, anorexia e constipacdo também sao muito comuns.
Ja em escolares e adolescentes manifestagdes extra-intestinais, tais como baixa
estatura, sintomas neurolégicos ou anemia, podem dominar o quadro clinico
(D’Amico et al, 2005). Por razdes ainda nao determinadas, possivelmente pelo fato
das doencas autoimunes serem mais prevalentes no sexo feminino, a DC é trés
vezes mais comum em mulheres. Esta diferenca tende a desaparecer apds os 65
anos de idade (Green et al, 2001). A apresentacgao classica da doenga, em adultos,
€ também caracterizada por diarréia freqiente que pode ser acompanhada por
distensdo e desconforto abdominal. No entanto, os sintomas classicos podem ser
geralmente observados em menos de 50% dos casos. Formas silenciosas ou
monosintomaticas em adultos incluem anemia ferropriva resistente ao tratamento,
osteoporose, constipagdo, perda de peso, sintomas neurolégicos, principalmente,

epilepsia e ataxia, dermatite herpetiforme, hiponatremia, hipocalcemia e elevagao
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das enzimas hepaticas (Green, 2005). Significativa perda de peso é atualmente um
sintoma pouco presente. Em contraste, cerca de 30% dos pacientes celiacos recém
diagnosticados apresentam sobrepeso (Dickey e Kearney, 2006) e frequentemente,
antes de alcangar o diagnéstico definitivo de DC, evidenciavam longa histéria de
inexplicaveis sintomas variaveis e vagos (Green et al, 2001).

A DC é uma desordem do intestino delgado proximal que pode, no entanto,
em alguns individuos, envolver todo o intestino delgado. A localizagao proximal das
anormalidades do intestino delgado, geralmente resulta em ma absorgédo de ferro,
acido fdlico, calcio e diversas vitaminas, com resultante deficiéncia de ferro e
anemia, deficiéncia de folato e reducdo de densidade 6ssea. Quando apenas o
intestino proximal esta comprometido, freqlientemente os pacientes ndo se queixam
de diarréia, devido ao fato do intestino delgado distal compensar e absorver
produtos de gorduras e fazer a digestao de carboidratos (Green e Jabri, 2003).

A disponibilidade de testes sorologicos sensiveis e confidveis permitiu a
busca ativa de novos casos principalmente por meio de extensos estudos de
rastreamento, o que veio a modificar significativamente a avaliagdo das possiveis
apresentacdes da DC. Estes estudos evidenciaram que, apesar da diarréia ser
ainda o principal sintoma inicial, esta queixa estava presente em menos de 50% dos
pacientes, dado este significativo se comparado a prevaléncia de quase 100%
encontrada em estudos da década de 60, antes do advento dos testes soroldgicos.
O segundo principal grupo diagnosticado, por meio de busca ativa de casos, vinha a
ser o de parentes em primeiro grau de individuos afetados (Green e Jabri, 2003; Lo
et al, 2003).

Apesar de ainda controversa € descrita uma associacdo entre a DC e a

infertilidade tanto feminina como masculina, sendo que a introducao da dieta livre de
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gluten levaria ao restabelecimento da fertilidade (Stazi e Mantovani, 2000). Mulheres
afetadas, em uso de dieta com gluten, também apresentariam maiores risco de
abortos espontaneos, natimortos, restricdo de crescimento intra-uterino e maior
incidéncia de recém-nascidos com baixo peso (Sheiner et al, 2006; Gasbarrini et al,
2000). Outras desordens reprodutivas como a disfungdo sexual e algumas
complicacdes obstétricas sdo encontradas em pacientes com DC. Estas desordens
reprodutivas podem ser conseqliéncias de alteracbes enddcrinas causadas pela
deficiéncia de nutrientes (Rostami et al, 2001).

Esta fortemente evidenciado que a dermatite herpetiforme ¢é uma
manifestacdo de pele na DC. Muitos pacientes com dermatite herpetiforme
apresentam biopsia com alteragdes na mucosa intestinal, caracteristica de DC,
apresentando atrofia vilositaria parcial ou completa, mesmo na auséncia de sintomas
gastrointestinais ou caracteristicas de ma absorgao (Abenavoli et al, 2006).

A anemia por deficiéncia de ferro &€ uma das manifestagdes nao
gastrointestinais mais comuns da DC e frequentemente € a manifestagao clinica
primaria em adultos (Mody et al, 2003). Recentemente em estudo feito nos EUA,
utilizando bidpsia do intestino delgado rotineira para diagnéstico de DC, foram
encontrados 8,7% dos pacientes com anemia por deficiéncia de ferro (Grisolano et
al, 2004).

A ampla gama de manifestacbes clinicas da DC pode ainda abranger
alteragdes endocrinoldgicas, neuroldgicas e psiquiatricas importantes, osteopenia e
consequente osteoporose, defeitos do esmalte dentario, lesdes de pele e, em longo
prazo, incidéncia aumentada de neoplasias, principalmente de linfomas e

carcinomas do trato gastroentérico (Farrel e Kelly, 2002).
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Freqlientemente o quadro clinico da DC é dividido em quatro subtipos, com
base na presenga ou nao de sintomas gastrointestinais, presenca de testes
soroldgicos positivos, pesquisa de alelos do HLA e alteragdes da mucosa. Assim,
pode-se encontrar a forma classica, a forma atipica, a forma silenciosa e a forma
potencial ou latente (Cert-Bensussan et al, 2003; Alaedini e Green, 2005).

A forma sintomatica ou doenca celiaca classica apresenta sintomas como
diarréia, perda de peso, anemia e fraqueza. A idade em que ocorre o inicio dos
sintomas pode variar muito, o que talvez dependa da quantidade de gluten na dieta
e de outros fatores ambientais como, por exemplo, a duracido do aleitamento
materno (Hill et al, 2005). Os sintomas geralmente comegam em algumas semanas
ou poucos meses apo6s a introdugdo de alimentos contendo gluten, isso pode
resultar em progressiva perda de peso juntamente com diminui¢ao na relagao de
peso por altura. Sinais classicos de ma absorcido incluem deficiéncia de ferro,
hipoalbuminemia, hipocalcemia e deficiéncia de vitaminas. As anormalidades
histopatolégicas sdo mais marcantes em duodeno e jejuno superior, mas as lesdes
apresentam grande variabilidade podendo se estender a outras regides da mucosa.
Em raros casos todo o intestino delgado pode estar envolvido (Fasano e Catassi,
2001, Green e Jabri, 2003).

A forma silenciosa pode ser caracterizada pela presengca de mudancas
histolégicas da parte proximal do intestino em pacientes assintomaticos (Fasano e
Catassi, 2001). Pacientes que apresentam a DC na forma silenciosa normalmente
sao identificados durante uma endoscopia ou bidpsia intestinal por outras causas ou
em estudos de rastreamento populacional (Lo et al, 2003). Um grande numero

destes pacientes tem sido relatado nos grupos de risco da DC, como diabetes do
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tipo1, sindrome de Down e parentes de primeiro grau de celiacos (Catassi et al,
2002).

O termo doenca celiaca atipica € usado para caracterizar pacientes que
apresentam sintomas extra-intestinais como, por exemplo, anemia resistente ao
tratamento, dores articulares, nefropatia por IgA, osteoporose, baixa estatura,
infertilidade e uma variedade de doengas neuroldgicas, principalmente epilepsia e
ataxia. Nesta forma da doencga, os sintomas gastrointestinais sdo minimos ou
completamente inexistentes. E sempre importante considerar a possibilidade de DC
nestes pacientes, pois a presenga de sintomas atipicos frequentemente retarda o
diagnostico da doenca (Rostami et al, 2001; Chin et al, 2003; Farrel e Kelly, 2001).

A DC na forma potencial ou latente esta presente em pessoas portadoras dos
alelos HLA predisponentes (DQ2 ou DQ8) que poderao vir a desenvolver a doenga
no futuro, ou que ja tem a doenca, mas que por ocasiao da investigagcado diagnéstica
encontram-se assintomaticas e com mucosa normal a bidpsia, apesar de
apresentarem testes soroldgicos positivos (Catassi et al, 2002; Green e Jabri, 2003).
A histéria natural da DC potencial ou latente ndo esta ainda completamente
esclarecida, mas existem relatos de pacientes com esta condicdo que evoluiram
posteriormente para forma inequivoca de DC com as tipicas alteracdes atréficas da
mucosa jejunal e manifestagdes clinicas compativeis (Dewar e Ciclitira, 2005).

Devido a essa grande variabilidade na apresentagao clinica da DC, alguns
pesquisadores descreveram as formas clinicas da doenga como um “iceberg”
(Figura 1), no qual a doenga € evidente apenas no pico emergente (Maki e Collin,
1997). A grande variabilidade clinica da DC, exemplificada pela figura do “iceberg
celiaco” em que a doenga aparente é representada tdo somente pelo pico

emergente, justifica considerar a DC como importante problema de saude publica.
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Os fatores genéticos e ambientais que influenciam a expressdo da DC e sua
passagem de latente para sintomatica permanecem obscuros. Fatores ambientais
outros, que nao o gluten, com impacto direto sobre o sistema imune do individuo

provavelmente estao envolvidos (Cerf-Bensussan et al, 2003).

=

f Dc v

DR3.002 / assintomatica
DR5/7.002
DR4.DO8

Figura 1: Iceberg Celiaco
Fonte: Adaptada de Maki e Collin, 1997

1.4 Desordens associadas

Varios estudos tém apontado para forte associagcao entre a DC e diferentes
outras patologias. O diagndstico de DC tem se tornado cada vez mais frequente
entre pacientes predominantemente afetados por manifestagdes extra-intestinais. E
consequentemente importante que pacientes com sintomatologia extra-intestinal

sugestiva de DC sejam cuidadosamente avaliados e submetidos a testes
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sorologicos. O aparecimento de algumas destas desordens, como por exemplo,
osteoporose, baixa estatura, anemia e determinados problemas reprodutivos,
ocorrem apos a eclosado da DC e estdo comumente relacionados a ma absorgao de
nutrientes, podendo ser resolvidas com adesdo a dieta sem gluten. Outro grande
grupo de afecgdes associadas inclui algumas desordens enddcrinas, desordens
neuroldgicas e sindromes genéticas, além de doengas neoplasicas (Aleadini e
Green, 2005).

A osteoporose € uma das mais conhecidas manifestacées associadas com a
DC e persistente atrofia vilositaria esta frequentemente associada a baixa densidade
mineral 6ssea (Fasano e Catassi, 2005). E recomendavel que toda crianca com DC
seja submetida a medicdo de densidade mineral éssea. Ja em pacientes adultos,
com comprovada baixa densidade éssea, rastreamento sorolégico para exclusdo da
coexisténcia de DC torna-se mandatdrio (Barera et al, 2000; Bardella et al, 2000). A
baixa densidade de mineralizagcdo Ossea pode ser explicada pela deficiéncia
secundaria de calcio e vitamina D proveniente da ma absorgao intestinal. Alguns
estudos efetuados em criangcas com DC que apresentavam osteoporose associada
mostraram que uma recuperacdo completa da densidade Ossea pode ser obtida
através de dieta livre de gluten (Tau et al, 2006; Kalayci et al, 2001). No entanto, em
adultos com osteoporose secundaria a DC a adogao de dieta livre de gluten néo
obteve os mesmos resultados 0 que ressalta a importancia de diagndstico precoce
no intuito de prevenir irreversivel osteoporose (Fasano e Catassi, 2005).

Apesar de questionado por alguns autores, aparentemente pacientes celiacos
apresentam um risco moderadamente aumentado de neoplasias, principalmente de
adenocarcinoma esofagiano, carcinoma da orofaringe e linfoma ndo Hodgkin sendo

que, em sua maioria, a neoplasia destes pacientes é diagnosticada antes da
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confirmacgao da co-existéncia de DC (Holmes et al, 1989; Green et al, 2003; Catassi
et al, 2002).

Dentre as endocrinopatias de causa autoimune eventualmente associadas a
DC vale citar a diabetes do tipo 1 e doengas da tiredide (Aleadini e Green, 2005).
Alguns pesquisadores sugerem que a alta prevaléncia de doengas auto-imune
encontradas em pacientes com DC, esta fortemente relacionada com a duracéo da
exposi¢cao ao gluten desde que diagnéstico efetuado em criangas menores de dois
anos de idade tem evidenciado menor frequéncia de afec¢des auto-imunes (Green e
Jabri, 2003). Estudos mostram que a dieta isenta de gluten, pode promover
diminuicao ou até o desaparecimento dos auto-anticorpos especificos em pacientes
celiacos com doengas enddcrinas auto-imunes associadas (Toscano et al, 2000;
Ascher, 2001).

A sindrome de Down encontra-se frequentemente associada a DC e varios
estudos mostram uma alta prevaléncia de DC (4,6 a 6,3%) em pacientes com
sindrome de Down (Bonamico et al, 2001; Carnicer et al, 2001 Roizen e Patterson,
2003). Existe uma dificuldade em se detectar alguns dos sintomas classicos da DC
em criangas com sindrome de Down, como por exemplo, diarréia e distensao
abdominal, pois geralmente, estas criangas ndao apresentam uma manifestacéo
clinica sozinha, e mesmo existindo sintomas tipicos da DC, estes sintomas podem
ser considerados clinicamente insignificantes ou possivelmente sao atribuidos a
prépria sindrome de Down e ndo a DC (Carnicer et al, 2001).

Outras entidades de origem genética ou imunolédgica, como a sindrome de
Turner, a sindrome de Sjogren e deficiéncia de IgA, freqientemente aparecem
associadas a DC. Recentemente em um estudo multicéntrico na Italia, onde

participaram 389 pacientes com sindrome de Turner, foi encontrada uma prevaléncia
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de 6,4% de DC nestes pacientes (Bonamico et al, 2002). A sindrome de Sjogren
aparece em aproximadamente 3,3% de pacientes com DC (Collin et al, 1994). A
prevaléncia de DC entre pacientes com deficiéncia de IgA é de aproximadamente
2,6% (Cataldo et al, 1998).

Diversos problemas neurolégicos estdo associados a DC, dentre eles, os
mais comuns sao: ataxia cerebelar, neuropatia periférica, epilepsia e enxaqueca
(Luostarinen et al, 2003). Fatores nutricionais parecem estar associados as
complicagdes neurolégicas encontradas em pacientes com DC mas raramente
consegue-se identifica-los (Muller et al, 1996; Chin et al, 2003. Alguns estudos
mostram que alguns sintomas neurolégicos desaparecem quando o paciente é
submetido a uma dieta livre de gluten (Cicarelli et al, 2003).

Pesquisas esclarecendo os mecanismos responsaveis pela relacdo entre a
DC e outras afeccdes ainda estdo em fase preliminar apesar de estas associacdes
terem sido reconhecidas ja ha muitos anos. Atualmente parece ser evidente que a
ligacdo € dependente de um substrato genético comum, principalmente da regiao
HLA situada no cromossomo 6 (Collin et al, 2002). Além de predisposi¢do genética
comum € provavel que também fatores imunoldgicos influenciem esta relagéo. Isto
poderia ocorrer em consequéncia de reatividade cruzada dos anticorpos ou das
células T, mecanismo este suspeito de desencadear a resposta imune em algumas

doencas autoimunes (Lang et al, 2002; Wucherpfennig e Strominger, 1995).
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1.5 Patogénese

Defeitos no processamento de antigenos pelas células epiteliais, juntamente
com as propriedades intrinsecas da gliadina, assim como o haplétipo do HLA-DQ do
individuo sao considerados os principais fatores envolvidos na patogénese da DC.
Fatores ambientais, genéticos e imunoldgicos sdo muito importantes na patogénese
da doenca celiaca. A complexa interagdo entre estes fatores dificulta sua
identificacdo e impdem limites a completa compreensdo dos mecanismos
patogénicos da doenga. A apresentagao do peptideo da gliadina e a ativagdo das
células T sédo eventos criticos na patogénese da doenga (Kagnoff, 2005; Torres et al,

2007).

1.5.1 Fatores ambientais

O fator ambiental mais importante para o aparecimento da doenca celiaca é
constituido pelas proteinas presentes no trigo, centeio e cevada. Apesar dessas
proteinas receberem em conjunto a denominagao de gluten este termo deveria mais
precisamente referir-se somente as proteinas do trigo, ou seja, as gliadinas e
gluteninas que contém os peptideos ativadores da resposta imune na DC. As
proteinas do centeio e aveia contém respectivamente os peptideos secalina e
avenina, que sao também tdéxicos. A cevada, que contém a ordeina, raramente
consegue provocar resposta imune efetiva (Van de Wal et al, 1999).

As gliadinas, gluteninas, ordeinas e secalinas possuem alto teor de prolinas e

glutaminas. A alta concentracdo de prolinas as torna resistentes a digestéao
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proteolitica completa pelas enzimas gastricas, pancreaticas e do epitélio jejunal
devido principalmente a deficiente atividade da prolilendopeptidase. Isto leva ao
acumulo de fragmentos peptidicos grandes com alto teor de prolinas e glutaminas no
intestino delgado (Dewar et al, 2006; Vader et al, 2003).

A gliadina consiste em uma cadeia polipeptidica de 250 a 650 aminoacidos e
pode ser separada por meio de eletroforese em quatro fragées cujo peso molecular
varia de 20 a 75 kilodaltons (kDa). Essas fragdes foram denominadas gliadinas alfa,
beta, gama e 6mega sendo que todas parecem ser toxicas para o0s pacientes
celiacos (Ciclitira e Ellis, 1987).

Shan et al (2002) mostraram em estudos in vitro e in vivo, com ratos e com
humanos, que o peptideo 33-mer da a-gliadina € importante candidato a ser o
principal causador dos efeitos téxicos da DC, pois contém epitopos criticos (ricos em
glutamina e prolina), além de apresentar resisténcia a digestao no lumen, penetrar a
barreira epitelial, e produzir elevada estimulagdo antigénica das células T CD4".
Esse peptideo reage com a transgultaminase (tTG) que desamina certas glutaminas
residuais de gluten para acido glutdmico e constitui-se no principal se ndo o unico

autoantigeno na DC (Torres et al, 2007).

1.5.2 Fatores genéticos

Os fatores genéticos na patogénese da DC foram evidenciados por meio de
estudos em familiares de pacientes celiacos (Louka e Sollid, 2003). A participacao
de fatores genéticos na suscetibilidade da DC ¢é fortemente influenciada pelos genes

do locus do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) e seus produtos
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génicos, os antigenos leucocitarios humanos (“Human Leukocytes Antigens” - HLA)

(Stokes et al 1972).

O CPH esta localizado no cromossomo 6p21.3 ocupando um segmento de
3500 Kb do DNA, compreendendo mais de 100 genes, dos quais pelo menos
quarenta por cento apresentam funcdes presumidamente do sistema imune. O
complexo é dividido em regides que contém grupos de genes codificadores de
moléculas de classe |, que abrange os genes A, B, C, E, F e G; de classe I,
representados pelos genes da regido HLA-D que é dividida em trés loci: DR, DQ e
DP; e de classe lll, que contém um grupo diverso de genes que codificam as
moléculas do sistema complemento e outras proteinas (Bevan et al, 1999). As
moléculas HLA de classe |l sdo expressas na superficie das células apresentadores
de antigeno, onde podem se ligar a peptideos estranhos encontrados no ambiente
extracelular e posteriormente apresentar estes peptideos a populacdes de células T
CD4" que reconhecem o complexo dos peptideos associado aos alelos DQ2 ou DQ8
(Kagnoff, 2005).

Inicialmente a DC foi associada a molécula B8 do HLA de classe | (Fauchuk
et al, 1972). Atualmente esta definitivamente demonstrada a associagéo entre a DC
e antigenos HLA da classe Il. Nitidas evidéncias apontam para expressdo dos
heterodimeros HLA-DQ2, codificado pelos genes DQA1*0501 e DQB1*0201 e HLA-
DQ8, codificado pelos genes DQB1*0302 e DQA1*0301 como responsaveis pela
suscetibilidade a doenca. No entanto, estima-se que os antigenos do HLA sé&o
somente responsaveis por 40% do risco familiar de DC (Bevan et al, 1999). Ao que
tudo indica, outros genes, nao pertencentes ao sistema HLA, sdo determinantes

potentes da susceptibilidade a doenga. Estudos sobre a associagdo de genes
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candidatos focam-se em genes de relevancia conhecida para a imunopatogénese da
doenca (van Heel et al, 2005).

A suscetibilidade dos alelos DQ2 pode ser herdada em cis (no mesmo
cromossomo) em pacientes celiacos homozigotos, ligados ao DR3 ou em trans (em
cromossomos diferentes) em individuos heterozigotos ligados ao DR5/DR7 (Figura

2) (Sollid et al, 1989).

HLA-DG2 heterodimer encodead in cis HLA-DO2 hetercdimer encoded in frans

DR3-DQ2 — o207 ~ 0501 — 0301 — DR5-DQY — 0301 H 0505 H 1112

— - — — DR7-002 — p202

0201 OF

DoBT*  DQAT*  DRET” DOB1*  DOAT* DRET*

Figura 2: Haplétipos que predispdem a doencga celiaca: DQA1*05 e DQB1*02 com disposi¢do em cis
(mesmo cromossomo) ou em trans (em cromossomos diferentes) codificam o heterodimero alfa, beta
DQ2 presente na maioria dos pacientes com doenga celiaca.

Fonte: Adaptada de Louka e Sollid, 2003.

A existéncia de tendéncia familiar para DC é evidenciada pela prevaléncia
aumentada em parentes celiacos e pela concordancia de 60-70% encontrada em
estudos de gémeos homozigotos (Greco et al, 2002; Hogberg et al, 2003).

Sabe-se que 90-95% dos pacientes com DC estdo associados ao HLA-DQ2

(DQA1*0501 e DQB1*0201) e o restante com o HLA-DQ8 (DQB1*0302 e
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DQA1*0301), entretanto apenas uma pequena porgao desses individuos desenvolve
a DC, mostrando que apesar de importante, o HLA-DQ2 ou DQ8 sozinhos ndo sao
suficientes para a eclosdao da doencga (Louka e Sollid, 2003; Sollid et al, 1989).
Estudo feito com pacientes celiacos europeus mostra que pequena porcentagem
(cerca de 6%) destes individuos, ndo apresentam o alelo HLA-DQ2, apenas o HLA-
DQ8 (Karrel et al, 2003).

Apesar da indubitavel importancia dos genes HLA DQ2 e DQS8 estima-se que
genes nao HLA tenham influéncia ainda maior na predisposi¢céo para a doenga. No
entanto, tentativas de mapeamento por meio de andlises de ligagao nao revelaram
até o momento com precisdo 0s genes ou as regides cromossdémicas responsaveis
pela doencga. Isto sugere que cada provavel gene predisponente possui somente
influéncia minima na eclosao da afecgao (Sollid, 2000).

Alguns estudos sugerem que além da forte influéncia dos genes do CPH de
classe Il, também genes da regido de classe Il podem apresentar importante papel
na susceptibilidade para a DC (McManus et al, 1996). Os genes da classe lll do
CPH codificam fatores que participam na modulagdo da resposta imune e que
podem determinar a heterogeneidade clinica da DC (Pena et al, 1998).

A identificagcdo de genes responsaveis pela suscetibilidade para a doenga
celiaca poderia ampliar as possibilidades de diagnéstico e progndstico, permitindo
uma melhor compreensdo da etiologia da doenga, abrindo espago para novas
terapias, podendo até melhor explicar a freqliente sobreposicéo clinica com outras

doencas auto-imunes (van Heel et al, 2005).
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1.5.3 Fatores Imunolégicos

A imunopatogenese da DC pode ser grosseiramente dividida em trés séries
de eventos principais: (a) eventos que se iniciam no lumen e mucosa intestinal; (b)
ativagéo dos linfécitos T CD4" auxiliares; (c) eventos subsequentes levando a leséo
do epitélio intestinal. A caracteristica principal dos eventos que se iniciam no lUmen
e na mucosa intestinal € consequente de ingestdo do gluten por individuos
geneticamente suscetiveis. O gluten ndo é completamente digerido devido ao seu
alto teor de prolina dando origem consequentemente a um grande numero de
peptideos de gluten ndo digeridos. Estes peptideos atravessam a barreira epitelial
alcangando a lamina prdpria onde eles encontram a transglutaminase tecidual (tTG)
e as células apresentadora de antigeno que expressam os alelos HLA-DQ2 ou DQS8,
alelos estes, necessarios a ligagdo desses peptideos ricos em prolinas que séo
deaminados pela tTG. Na sequéncia dessa série de eventos as células
apresentadoras de antigenos apresentam esses peptideos a populagbes de
linfocitos T CD4" restritos pelos alelos HLA-DQ2 e DQ8, que tornam-se ativados e
secretam mediadores que levam finalmente a lesdo tecidual (Kagnoff 2007;
Guandalini e Gokhale, 2002).

A DC esta fortemente associada com a presenca de anticorpos contra a
proteina do gluten e autoanticorpos contra componentes de tecidos conjuntivos,
principalmente, sendo exclusivamente a tTG. E possivel que auto-anticorpos contra
a tTG estejam também envolvidos com manifestacbes extraintestinais da doenca
(Alaedini e Green, 2005).

A tTG, como ja citado, é o principal, sendo o unico alvo dos auto-anticorpos

que pode ser detectada em todas as camadas da parede do intestino delgado,
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principalmente na submucosa, sendo encontrada aumentada em amostras de
bidpsias intestinais de pacientes com DC (Molberg et al, 1998; Esposito et al, 2003).
A tTG promove a deaminagao dos peptideos do gluten originando residuos de acido
glutdmico, carregados negativamente. A retirada do grupo amina tem um papel
importante para o reconhecimento destes peptideos pelas células T CD4". Além
disso, a introdugdo de cargas negativas nos peptideos do gluten favorece a sua
ligacdo com aminoacidos basicos localizados nas moléculas HLA-DQ2 ou DQ8 das
células apresentadoras de antigeno e promovem forte estimulacédo de clones de
linfocitos T CD4" especificos para a gliadina (Schuppan, 2000).

A ativagdo das células T CD4" especificas para a gliadina pode ser
considerada o evento chave no desenvolvimento da DC, isto poderia ajudar a
explicar o importante papel da genética dominante do HLA de classe Il na doenca.
As células T CD4" apos reconhecerem os peptideos do gliten emitem respostas do
tipo Th1 e Th2. A resposta do tipo Th1 produz principalmente citocinas, as quais
provocam a proliferacdo celular nas criptas intestinais e induzem a secrecdo de
metaloproteinases de matriz pelos fibroblastos intestinais, causando a destruicdo da
mucosa caracteristica da DC. Um infiltrado inflamatorio, com células mononucleares
e fibroblastos, torna a produgdo de tTG e a deaminagdo da gliadina ainda mais
ativas, potencializando a apresentacdo dos antigenos e a resposta imune das
células T CD4" (Pender et al, 1997; Kagnoff, 2005). A resposta do tipo Th2 produz
interleucinas, que promovem a maturagao dos plasmacitos e consequente producao
de anticorpos contra a gliadina, tecidos conectivos, transglutaminase tecidual e

complexos gliadina-tTG (Figura 3) (Kagnoff, 2007; Alaedini e Green, 2005).
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1Permeab|l|dade aumentada Peptideo de gliten
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Transglutaminase
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Figura 3: A: Peptideos do gluten resitentes a enzimas digestivas chegam a lamina prépria apds a
permeabilidade intestinal aumentada. B: Introducdo dos peptideos que sdo deaminados pela
atividade enzimatica da transgultaminase 2 (TG2), criando epitopos com maior potencial
imunoestimulatério.C: Peptideos do gluten deaminados sdo apresentados no complexo com
moléculas do HLA-DQZ2 ou DQS8 pelas células apresentadoras de antigenos (APC), tais como células
dendriticas, macréfagos ou células B para células TCD4 *. D: Células B especificas para o gliten
recebem ajuda de células T especificas do gluten, levando a expanséao clonal de células B e liberagao
de anticorpos contra o gluten. Células B especificas para TG2 também recebe ajuda de células T
especificas do gluten, quando retoma o complexo gluten-TG2 e especificamente apresentar os
peptideos do gluten para as células T. Este hipotético mecanismo intermolecular de ajuda, tem sido
proposto para explicar a liberagdo de anticorpos anti-transglutaminase na auséncia de células T
especificas para transglutaminase. E: Expressao de citocinas pro-inflamatoérias ativadas por células T
que promovem a liberacdo da matriz de metaloproteinase que causam danos as células epiteliais e
tecidos de remodelagao. A lesao tecidual resultante leva a uma maior liberagao de transglutaminase
2. TCR = Receptor de células T.

Fonte: Adaptada de Aleadini e Green, 2005.

A produgéo de interferon-y (INF-y) pelas células T CD4", promove reagbes
inflamatdrias ricas em macréfagos, isto pode ser considerado um dos motivos

principais para o inicio de danificagdo a mucosa intestinal na DC (Torres et al, 2007).
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Estudo feito com bidpsias de mucosa de pacientes com DC, mantidas em cultura
organica, mostrou que a neutralizacdo de INF- y pode impedir danos iniciais a
mucosa causados pela ingestdo do gluten por esses pacientes (Przemioslo et al
1995).

O aumento de linfocitos intraepiteliais (LIE) € uma caracteristica marcante na
DC, e reforca a idéia de que apenas a ativacéo de células T-CD4" na lamina propria
nao € suficiente para explicar a expansao de LIE na DC (Greeen e Jabri, 2003; Cerf-
Bensussan et al, 2003). Alguns autores apontam a interleucina-15 (IL-15) como a
chave na inducdo da expansao e sobrevivéncia de LIE na DC. A IL-15 pode levar a
uma destruicdo das células epiteliais pelos LIE, um processo que contribui para o
desaparecimento das vilosidades do epitélio do intestino, caracteristica da DC. A IL-
15 encontra-se fortemente expressa por muitas células mononucleares da lamina
propria em individuos com DC ativa, enquanto estaria quase ausente em pessoas
sem a doenca. A persisténcia da expressdo aumentada de IL-15 em pacientes com
DC refrataria, explicaria a manutencao das lesdes epiteliais nestes pacientes mesmo
em dieta sem gluten. Ja em pacientes com DC nao refrataria ocorre diminuicao da
IL-15 durante a dieta sem gluten. Uma possivel neutralizagdo dessa citocina pode
ter um valor especifico na terapéutica da DC com beneficios evidentes aos
portadores da doencga (Stepniak e Koning, 2006; Mention et al, 2003; Cellier et al,

2000).
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1.6 Epidemiologia

Anteriormente a DC era considerada rara e pensava-se que aparecia somente
em paises da Europa. Em 1950 um estudo epidemiolégico encontrou uma incidéncia
de 1/8000 na Inglaterra e de 1/4000 na Escdécia (Davidson e Fountain, 1950). O
diagndstico na época era baseado na detecgao de sintomas tipicos, principalmente
diarréia crbnica, e confirmados pelas complicagdes caracteristicas da doenca. Com
o aparecimento de novos métodos de rastreamento da doencga, particularmente os
testes soroldgicos, em meados da década de 1970 o perfil epidemiolégico da DC
mudou consideravelmente. Estudos epidemioldgicos recentes feitos na Europa e nos
Estados Unidos da América (EUA) mostram uma prevaléncia da DC na populagao
geral de 0,5 a 1% (Fasano et al, 2003; Fasano e Catassi, 2001).

Um estudo feito com criancas e adolescentes na Finlandia, mostrou uma
prevaléncia de 1:99 (casos confirmados por bidpsia) e 1:67 (pacientes com anit-
endomisiso positivo e alelo DQ2 presente, porém sem bidpsia confirmatdria) (Maki et
al, 2003). Na ltalia, estudos prévios mostraram uma prevaléncia aumentada de
1:210 casos de DC em criangas (Catassi, 1996). Em Portugal a prevaléncia
encontrada, em adolescentes na populagao geral, foi de 1:134 (Antunes et al, 2006).
Um estudo recente feito com 6286 criancas na Tunisia, mostrou uma prevaléncia de
1:157 para DC (Hariz et al, 2007). Estudos como estes corroboram para apontar

uma maior prevaléncia da DC em criangas do que em adultos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Prevaléncia da doenga celiaca em individuos ndo diagnosticados

Pais N° de casos Faixa etaria Prevaléncia Referéncias
Italia 17201 criangas 1:210 Catassi et al.,1996
Hungria 427 criangas 1:85 Korponay-Szabo et

al.,1999

Suécia 690 criangas 1:.77 Carlsoon et al., 2001
Finlandia 3654 criangas 1:99 Maki et al., 2003
Saara 989 criangas 1:18 Catassi et al., 1999
Portugal 5363 adolescentes 1:134 Antunes, 2006
Israel 1571 adultos e criangas  1:157 Shamir et al., 2002
EUA 4126 adultos e criangas 1:133 Fasano et al., 2003
Argentina 2000 adultos 1:167 Gomez et al., 2001
Brasil 4405 adultos e criangas 1:275 Pratesi et al., 2003 e
Brasil 3000 adultos e criangas 1:214 Oliveira et al., 2007

Fonte: Adaptada de Baptista, 2006

Recentemente um estudo multicéntrico nos EUA avaliou 13.145 individuos,
tendo sido incluidos pacientes do grupo de risco da DC e pacientes que néao
apresentavam fatores de risco, a prevaléncia encontrada para os pacientes do grupo
de risco foi de 1:22 (4,5%) quando eram parentes de primeiro grau, 1:39 (2,6%) em
parentes de segundo grau e 1:56 (1,8%) em pacientes sintomaticos. A prevaléncia
em pacientes sem fatores de risco foi de 1:133 (0,8%). De acordo com esta
estimativa uma projecéo do possivel numero de individuos com DC nos EUA pode
ser feita, este numero poderia estar representado por aproximadamente trés milhdes
de pessoas (Fasano et al, 2003; Catassi et al, 2007).

O primeiro estudo de prevaléncia da DC na América Latina foi feito por
Gandolfi et al (2000) no Brasil. A prevaléncia encontrada por estes pesquisadores foi
de 1:681 pessoas em grupo de doadores de sangue aparentemente saudaveis.
Posteriormente os mesmos pesquisadores confirmaram que a DC nao é rara no
Brasil, através de um estudo com 4.405 pacientes externos de um hospital geral que

compareceram de modo consecutivo ao laboratério clinico para a realizacido de
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exames de sangue. A prevaléncia da DC encontrada foi de 1:275, esse estudou
revelou ainda que em criangas menores de 15 anos a prevaléncia encontrada foi 2,6
vezes mais alta do que em adultos, com taxas de 1:184 e 1:474, respectivamente
(Pratesi et al, 2003). Posteriormente outros trabalhos foram realizados encontrando
prevaléncias de DC semelhantes. Melo et al (2006) encontraram uma prevaléncia de
1:273 entre individuos doadores de sangue em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo; Pereira et
al (2006) encontraram entre doadores de sangue na cidade de Curitiba, Parana,
uma prevaléncia de 1:417 e; na cidade de Sao Paulo, Oliveira et al (2007),
encontraram uma prevaléncia de 1:214 em potenciais voluntarios para doacido de
sangue.

Na Argentina, um estudo feito com uma populagdo adulta e urbana mostrou
uma elevada prevaléncia de DC (1:167) (Gomez et al, 2001).

A DC vem sendo diagnosticada com frequéncia em paises que nao
apresentam populacdo caucasiana. A populacao de individuos do oeste do Saara
apresenta a maior frequéncia mundial de DC: 5,6% ou seja, 5 a 10 vezes mais
freqiente do que aquela observada na Europa (Catassi et al, 1999). Nessa
populacdo foi encontrada uma forte associagado dos alelos HLA-DQ2 e HLA-DQS8,
mesmo nao sendo de origem caucasiana, explicando pelo menos parcialmente, a
alta prevaléncia de DC encontrada no Saara. Em uma perspectiva evolucionista,
essa alta prevaléncia de DC no Saara, poderia ser explicada pela alta frequéncia de
genes residuais, como os dos HLA-DQZ2, que possivelmente podem ter sido
seletivamente neutros ou benéficos em centenas de geragdes. Possivelmente estes
genes se tornaram desvantajosos com o passar do tempo, devido a mudangas
dramaticas no contexto ambiental que eventualmente ocorreu no norte do Saara

(Catassi et al, 2001).
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Na india a DC vem sendo cada vez mais diagnosticada, e frequentemente
ocorre como uma apresentacgao tipica em criangas, aparecendo principalmente com
diarréia e déficit de crescimento. Em estudo feito com 4347 criancas, a prevaléncia
encontrada foi de 1:310 casos com DC confirmada (Yachha e Poddar, 2007; Sood et
al, 2006).

A DC ainda é pouco diagnosticada em paises onde grandes estudos
epidemioldgicos nédo foram feitos. A experiéncia européia mostrou que além de
fatores genéticos e ambientais, a apresentagao clinica da DC pode divergir muito,
isso explicaria a diferenga da prevaléncia previamente relatada em paises vizinhos
na Europa. Uma comparagao entre a prevaléncia estimada (baseada na ocorréncia
de sintomas tipicos) e de estudos de rastreamento sorolégico mostraram que a DC é
uma desordem comum, mas a exteriorizacdo clinica da afeccdo somente com
sintomas gastrointestinais € o que pode ser considerado raro principalmente no
adulto. Em paises em que o diagnéstico era exclusivamente baseado em
sintomatologia gastroentérica a doenga era considerada rara até que estudos de

rastreamento na populagéo geral mostraram o contrario (Fasano e Catassi, 2001).

1.7 Diagnéstico

O diagnéstico da DC envolve a avaliagao de dados clinicos, histopatolégicos,
soroldgica e, algumas vezes, até estudos genéticos sdo necessarios para sua
definicao.

Em 1970 foram definidos os critérios de diagndstico atuais para DC. Em 1990,

estes critérios, foram revisados e atualizados pela ESPGAN. Tais critérios sao
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baseados principalmente, na sorologia positiva e em uma bidpsia do intestino
delgado mostrando dano a mucosa caracteristico, seguidos de melhora clinica e
normalizagao dos testes sorolégicos apods retirada do gluten da dieta (Walker-Smith
et al, 1990).

Atualmente a bidpsia intestinal permanece como o padrdo-ouro no
diagndstico de DC. Os testes sorologicos sdo considerados uteis para identificar
quais individuos deverdo ser submetidos a bidpsia e monitorar a resposta ao
tratamento deste pacientes. Além de testes soroldgicos especificos, frequentemente
€ recomendado em pacientes ndo sintomaticos e em parentes de celiacos, uma
verificagdo de alelos HLA (DQ2 e DQ8) (Hill, 2005).

Em 1971 foram descritos anticorpos anti-reticulina, tanto da classe IgA quanto
da classe IgG, que sédo detectados por imunofluorescéncia indireta tendo como
substrato o figado e rim de ratos. Mas por terem baixa sensibilidade para detectar a
DC néao tém sido usados atualmente (Ciclitira et al, 2001).

Os anticorpos antigliadina foram os primeiros marcadores sorolégicos para
DC a serem largamente utilizados na pratica clinica no inicio dos anos 80. Duas
classes sao habitualmente medidas: IgA e IgG. Apesar de serem de facil execugéao e
terem baixo custo, possuem baixa especificidade (Trocone e Fergusson, 1991).
Observou-se que algumas condigdes como esofagite, colite ulcerativa, fibrose
cistica, Sindrome de Down, gastrite, doenga de Crohn, também causam niveis
elevados de anticorpos antigliadina e podem levar a resultados falso-positivos para a

DC (Hill et al, 2005).
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1.7.2 Anticorpos antiendomisio (EMA)

Os anticorpos antiendomisio de classe IgA, foram primeiramente descritos em
pacientes com DC, por Chorzelsky et al (1984). Esses anticorpos sdo dirigidos
contra proteinas do tecido conjuntivo encontradas entre as miofibrilas do trato
gastrointestinal de primatas. Utilizando o método de imunofluorescéncia indireta e o
es6fago de macaco como principal substrato antigénico, observa-se a presenga de
EMA pelo aparecimento de um padrao verde brilhante em aspecto de favo de mel

(Figura 4).

Figura 4: Antiendomisio positivo

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Pediatria da Faculdade de Medicina da UnB
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O teste sorologico EMA aprensenta uma sensibilidade de aproximadamente
92,5% e uma especificidade entre 93,9% e 99,9% em pacientes com DC. Os niveis
séricos desse marcador sorolégico de DC apresentam declinio, quando o paciente
inicia uma dieta isenta de gluten, e entre trés a seis meses apds o inicio da dieta, o
EMA torna-se indetectavel (Stern 2000; Hill et al, 2005).

Apesar do EMA ser um bom marcador para DC, apresenta algumas
desvantagens, como a disponibilidade limitada de substratos antigénicos e a
dependéncia de habilidade do observador das |aminas. Em algumas situagcbes a
utilizacdo do EMA ficaria prejudicada para o diagnédstico da DC, € o caso de
pacientes com deficiéncia de IgA e em criangas abaixo de dois anos de idade

(Catassi et al 2002).

1.7.3 Anticorpos anti-transglutaminase (anti-tTG)

A transglutaminase tecidual ({TG) € uma enzima distribuida largamente no
organismo. Foi reconhecida primeiramente por Dietrich et al (1997) em pacientes
com DC nao tratada. Esses pesquisadores identificaram a tTG como principal auto-
antigeno contra o endomisio desencadeando uma resposta humoral com a produgao
de anticorpos da classe IgA. O ensaio imuno enzimatico (ELISA) é usado para a
deteccdo do anti-tTG e identificagdo de anticorpos IgA, isso permite o rastreamento
populacional para DC, principalmente por ser uma técnica simples, rapida e
econdmica (Fasano e Catassi, 2001).

A sensibilidade do teste variou de 77% a 100% e especificidade de 91% a

100%. E a comparacgao entre os testes que usaram o anti-tTG de cobaia e os que
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usaram o anti-tTG recombinante humano, mostraram que o ultimo € mais sensivel e
especifico (Hill et al, 2005).

A avaliacdo do IgA anti-tTG mostra-se um bom método sorolégico de
exclusao de DC, pois apresenta valores preditivos negativos altos, chegando a
aproximadamente 98,2% (Baudon et al, 2004)

Alguns estudos comparativos entre os testes sorolégicos de anticorpos tTG e
EMA, foram realizados e mostraram que os resultados destes testes séo
concordantes, 95,2% e 95% respectivamente (Hansson et al 2000; Bonamico et al,
2001).

Em estudos de rastreamento populacional para a deteccdo de DC, é
recomendado a utilizacao de tTG, para a identificacdo dos casos. O menor custo e
por ser um teste quantitativo ndo dependente de observador, como o EMA, além de
uma técnica rapida e facil, favorecem o uso de tTG nesses tipos de estudos (Gomez

et al, 2002).

1.7.4 Pesquisa de antigenos leucocitarios humanos (HLA)

E conhecido que 95% de individuos com DC possui os alelos HLA-DQ2 e 5 %
restante o HLA-DQ8 (Sollid et al, 1989). Porém aproximadamente 30% da populagao
geral também possuem o alelo DQ2, logo apesar de muito sensivel, a tipagem do
HLA poderia ser pouco especifica para identificar individuos que precisassem de
bidépsia intestinal. A pesquisa dos perfis especificos do HLA poderia ser indicada
para excluir casos duvidosos e individuos assintomaticos pertencentes a grupos de

risco para DC, como parentes de primeiro grau de celiacos, portadores de diabetes
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melitus tipo |, pacientes com sindromes de Down ou sindrome de Turner (Hill et al,
2005).

Pacientes que ja estdo em dieta sem gluten, mas nao tiveram um diagnéstico
prévio, também sao indicados a fazer uma tipagem de HLA. Um resultado negativo
para HLA-DQ2/DQ8 significa pouca probabilidade para DC, ndo havendo
necessidade de submeter o paciente a testes sorolégicos ulteriores (Guandaline e
Gupta, 2002).

A pesquisa destes HLAs predisponentes pode contribuir para antecipacao do
tratamento de possiveis casos da DC, o que promoveria a melhora clinica das
alteragbes da mucosa e reduziria os riscos de outras patologias e complicagdes

associadas ao desenvolvimento da DC (Wolters e Wijmenga, 2008).

1.7.5 Bidpsia intestinal e histopatologia

A avaliagao histolégica de uma amostra de bidpsia do intestino delgado é
considerada o “padrao-ouro” para o diagnéstico da DC, através de achados
classicos de atrofia vilositaria e hiperplasia de criptas, que sido caracteristicas da
doenca. Tais achados, no entanto, podem ser encontrados também em outras
doengas que agridem o intestino delgado, como a doenga de Crohn, linfoma
intestinal e parasitoses intestinais como a giardiase (Macdonald, 2002; Shamir,
2003).

Diversas alteracdes celulares caracteristicas sdo descritas na DC, dentre elas
incluem, numero aumentado de linfocitos intraepiteliais (LIE) (mais de 30 linfécitos

por 100 enterécitos), indice mitético de LIE maior do que 0,2%, diminuicdo na altura
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das células epiteliais, perda da polaridade nuclear com pseudoestratificacdo das
células epiteliais, diminuicdo do niumero das células calciformes e anormalidades na
borda em escova (Hill et al, 2005).

Sendo o espectro de alteragdes da mucosa intestinal encontrado na DC
bastante amplo, reforca-se a necessidade de outros achados para a confirmacao
diagndstica. Em 1992 Marsh definiu uma classificagdo histolégica que leva em
consideragcao ndo apenas a caracteristica da mucosa intestinal, mas também a
presenca de linfécitos intraepiteliais (Marsh, 1992).

Marsh classifica as lesbes em cinco estagios conformes descritos na tabela 2.
Estudos indicam que o estagio Marsh do tipo 3, com atrofia vilositaria, sao
caracteristicas mais marcantes da DC. As alteracbes correspondentes ao Marsh do
tipo 2 sao sugestivas a doenga, porém o diagndstico deve ser fortalecido por testes
soroldgicos positivos. Marsh do tipo 1 é inespecifica na infancia e mais uma vez, os
testes sorolégicos aumentam a probabilidade individual para a doenga. A leséo
Marsh do tipo 4 parece estar relacionada com a DC refrataria ao tratamento e ao
desenvolvimento de enteropatia associada ao linfoma de células T (Tabela 2) (Hill et

al, 2005; Cellier et al, 2000).
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Tabela 2. Classificagéo histoldgica de Marsh

Classe Denominagao Descrigao

Marsh 0 Pré-infiltrativa / mucosa normal Vilosidade e criptas sem alteragdes, LIE em
quantidade normal

Marsh 1 Lesao infiltrativa Aumento dos LIE. Arquitetura mucosa e
superficie absortiva normal

Marsh 2 Lesao hiperplastica Aumento dos LIE e hiperplasia de criptas, com
vilosidades preservadas

Marsh 3 Lesao destrutiva Aumento dos LIE e hiperplasia de criptas e
reducao da altura das vilosidades

Marsh 4 Lesao hipoplastica Atrofia vilositaria total com hipoplasia de criptas

Fonte: Adaptada de Marsh, 1992.

1.8 A doenga celiaca como possivel causa de deficiéncia de acido folico

As consequéncias da DC ndo se restringem somente ao sistema
gastroentérico, podendo afetar varios outros érgéos e sistemas. A sindrome de ma
absorcao de nutrientes esta presente em praticamente todos os pacientes com DC,
e frequentemente estd associada a deficiéncia de acido félico (Harper et al, 2007).
Estudo feito com 258 pacientes com deficiéncia de acido folico, em um hospital do
Reino Unido, mostrou que aproximadamente 5% destes pacientes também
apresentavam DC (Howard et al, 2002).

O acido fdlico é requerido para o crescimento normal do individuo, na fase
reprodutiva (gestagcdo e lactacdo), e na formagdo de anticorpos. Atua como
coenzima no metabolismo de aminoacidos (glicina) e sintese de purinas e
pirimidinas, que estdo envolvidas com a sintese de DNA e RNA. E vital para a
divisdo celular e sintese protéica, consequentemente sua deficiéncia pode ocasionar
alteragdes na sintese de DNA e alteragdes cromossomiais (Tamura e Picciano,

2006).
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A deficiéncia de acido félico durante a gestacao pode predispor para defeitos
congénitos no recém-nascido, principalmente defeitos cardiacos e defeitos de tubo
neural (DTN). A sindrome de ma absorgdo caracteristicas da DC poderia
consequentemente predispor para estas anormalidades na crianga (Hozyask, 2001).
Sem a suplementagcao adequada mulheres com DC podem n&o ter nenhum folato
para manter niveis de proteinas suficientes para um desenvolvimento adequado do

organismo (Mohamed et al, 2000; Hancok e Koren, 2004).

1.8.1 A deficiéncia de acido félico como possivel causa de defeitos do tubo

neural.

Defeitos do tubo neural (DTN) sdo anormalidades congénitas do sistema
nervoso que ocorrem na fase inicial do desenvolvimento fetal entre a terceira e a
quinta semana da gestagao, resultando em um fechamento incompleto do tubo
neural do feto. Alguns estudos sugerem que os DTN sdo resultados de fatores
genéticos e ambientais (Kibar et al, 2007; Detrait et al, 2005).

Dentre os DTN os mais prevalentes sao a espinha bifida e a anencefalia,
representando um sério problema para o setor de saude e para a familia dos
conceptos, sendo a sua prevengao possivel na maioria dos casos. Criangcas com
espinha bifida podem sobreviver, mas apresentam varias complicagdées ao longo da
vida e desenvolvem deficiéncias fisicas. Geralmente criangas com anencefalia ja

nascem morta ou morrem rapidamente apds o nascimento (Blom et al, 2006).
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O acido fdlico, como ja citado, é elemento essencial para o normal
desenvolvimento do feto, e sua deficiéncia durante a gestagdo pode eventualmente
redundar no aparecimento de DTN. Evidéncias epidemioldgicas, clinicas e
teratoldgicas tém demonstrado que o acido félico estd envolvido na prevengao e
patogénese de DTN. Sabe-se que gestantes sdao propensas a desenvolverem
deficiéncia de acido folico provavelmente devido ao aumento da demanda desse
nutriente para o crescimento fetal e dos tecidos maternos (Steegers-Theunissen,
1995). E conhecido que uma suplementacdo em niveis adequados de &cido félico no
inicio da gravidez reduz consideravelmente o risco de DTN (De Walls et al, 2007;
Moore et al, 2003)

Dickey et al, (1996) na Irlanda, investigaram a possibilidade de que a DC
poderia ser um fator de risco materno para DTN. Eles investigaram, em grupo de 60
mulheres com filhos com DTN, a presenca de anticorpos anti-endomisio (IgA-EMA)
que é considerado teste de grande sensibilidade e especificidade para o diagnostico
da DC. Nesse estudo os autores encontraram uma mae de crianga com DTN com
teste positivo e DC confirmada por bidpsia jejunal. Estes autores ressaltam a
importancia de se determinar, através de futuros estudos se a prevaléncia de DC é
maior entre maes de criancas com DTN e a possivel influéncia da DC na ecloséo de

destes graves defeitos.
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2. Objetivos

Verificar a prevaléncia da soropositividade para doenca celiaca entre maes de

criangas portadoras de defeitos de fechamento do tubo neural.
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PACIENTES E METODOS
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3. Pacientes e Métodos

O presente estudo foi previamente avaliado e aprovado pelo comité de ética
em pesquisa do Hospital de Base de Brasilia. Todas as pacientes ou responsaveis
foram informadas de forma verbal e escrita, sobre os objetivos da pesquisa e
autorizaram sua participagdo no estudo apdés assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO I).

Trata-se de um estudo epidemioldgico transversal descritivo, de prevaléncia
de DC em maes com filhos que apresentassem DTN. Foi realizado no periodo de
2005 a 2007 foram identificadas 208 méaes que tinha filhos com DTN, a partir de
prontuarios médicos das criangas atendidas no Servigo de Neurocirurgia do Hospital
de Base de Brasilia (Secretaria de Saude do Distrito Federal), quando do
atendimento de seus filhos para seguimento e aconselhamento no Ambulatério de
Neurocirurgia Pediatrica. O Hospital de Base de Brasilia € um hospital terciario que
serve como referencial para uma rede de hospitais secundarios e centros de saude
da Secretaria de Saude do Distrito Federal, praticamente cobrindo todo o territério
do Distrito Federal e seu entorno, com uma populagado estimada em mais de dois
milhdes de pessoas.

Foi retirada uma unica amostra de dois mililitros de sangue das participantes,
através de uma puncgao de veia basilica do antebrago. O sangue foi centrifugado a
3000 rpm por aproximadamente 4 min. O soro obtido foi mantido em freezer a
temperatura de -20°C até ser feita a analise no Laboratério de Pesquisa em
Pediatria da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB).

Para detecgao dos casos utilizou-se o teste sorolégico baseado na presenca

de anticorpos antiendomisio (IgA-EMA), teste diagnostico de DC efetuado com
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técnica de imunofluorescéncia indireta sobre secgdes criostaticas de eséfago de
primata rhesus (Macaca mullata), fixadas em laminas (INOVA Diagnostics, San
Diego, CA, USA). Em todos os soros foram feitos uma diluicdo de 1:5 em tampao
fosfato, e apds essa diluigdo, os soros, foram incubados em substrato antigénico.
Em seguida a reacdo foi detectada através da utilizagdo de um anticorpo
antimunoglobulina humana marcada com isoticianato de fluoresceina (FICT). As
ldminas foram examinadas em microscopio de fluorescéncia, por dois observadores
com ampla experiéncia em microscopia de fluorescéncia, utilizando filtro verde e
objetiva 250-400x. A reacdo era considerada positiva caso apresentasse

caracteristico padrao verde-brilhante em favo de mel (Figura 4).
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4. Resultados

Foram investigadas 208 mulheres com filhos com DTN confirmados, em dieta
normal até o momento do teste. A idade variou de 19 a 43 anos (média de idade 33

anos). Todos os resultados do teste IgA-EMA foram negativos.
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5. Discussao

Até o presente momento nao existem duvidas que o prévio uso do acido félico
na gravidez € eficiente na prevengao de DTN. Estima-se que o uso de 0,4 a 0,8 mg
de acido félico, reduz consideravelmente o risco para DTN (Czeizel, 2004; Steverson
et al, 2000). Contudo o risco de recorréncia de DTN ndo estd completamente
eliminado e possivelmente estes casos que ndo respondem ao acido félico
provavelmente representam alta dependéncia genética de DTN. Receptores de
folato sdo essenciais durante a embriogénese, visto que a sua fungao incorreta
geralmente conduz a morte do feto (O’leray et al, 2006). O mecanismo pelo qual o
acido félico reduz o risco de DTN ainda ndo esta totalmente esclarecido. Alguns
estudos sugerem que o acido fdolico possivelmente corrigiria uma deficiéncia
nutricional ja instalada no individuo, enquanto outros estudos indicam que a fungao
do folato compensaria deficiéncias que alguns individuos tém de processar esse
nutriente (Santos e Pereira, 2007; Frey e Hauser, 2003). Estudo recente mostrou
que algumas mulheres com filhos com DTN, produzem anticorpos contra os
receptores de folato na membrana placentaria, como resultado do bloqueio do sitio
de ligacao do acido fdlico. Devido a alta afinidade para estes receptores de folato a
administracdo do uso de folato, quando em altas doses, permitiria contornar o
bloqueio deslocando os auto-anticorpos (Rothemberg et al, 2004).

A deficiéncia de acido fdlico freqlientemente é consequéncia de comum ma
absorcao de nutrientes associada com a DC (Howard et al, 2002; Tikkakoshi et al,
2007). Consequentemente administracdo de uso de folato por mulheres celiacas
gravidas parece ser justificavel, embora ainda existam controvérsias em relagao a

este topico. Varios estudos apontam alto risco de problemas reprodutivos em
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mulheres celiacas antes de comegarem a dieta isenta de gluten (Sher e Mayberry,
1994; Norgard et al, 1999; Martinelli et al, 1999). Por outro lado, estudos recentes
tém desafiado estas afirmacgdes (Greco et al, 2004; Tata et al, 2005). Similarmente
ainda nao esta claro se filhos de mulheres com DC néo tratada apresentam alto
risco de malformagdes congénitas, incluindo DTN. Estudo feito por Tata et al (2005)
comparou dados informatizados de 1521 mulheres com DC e 7732 controles,
focando a freqiéncia de reagdes adversas relacionadas a gravidez, mostrou que
embora abortos foram levemente mais comuns em mulheres com DC nenhuma
outra reagao adversa foi encontrada, nem DTN ou outra malformacédo do sistema
nervoso, foram registradas entre proles de mulheres com DC.

Dickey et al (1996) sugeriu a possivel associagdo entre DTN nos recém-
nascidos e DC na mé&e, com base no achado de uma mée celiaca entre sessenta
maes que tinham filhos com DTN. Apesar de sugestivo este resultado careceu de
significancia estatistica devido ao pequeno numero de pacientes testados.
Apropriadamente, estes autores sugeriram que estudos mais extensivos seriam
necessarios sendo, no entanto recomendavel o uso de testes sorolégicos para
rastreamento de possivel DC em mulheres gravidas, devido a ma absorg¢ao de acido
félico por estas pacientes.

DTN estdo entre os mais comuns defeitos de nascimento. Nos EUA, entre
americanos caucasianos esta incidéncia de nascimento é de aproximadamente
1/1000, sendo superado apenas por defeitos congénitos do coragdo (Detrait et al,
2005). DTN exibem uma acentuada variagado geografica e atualmente a mais alta
incidéncia é no norte da China (3,7 por 1000 nascidos vivos) (Moore et al, 1997).
Existem poucos estudos que abordam especificamente a incidéncia de DTN na

América Latina, um estudo feito no Chile, que analisou dados de um projeto
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multicéntrico cobrindo 283.403 criangas revelou uma incidéncia de 0,9/1000 por
nascidos vivos (Nazer et al, 2001). No Brasil em estudo feito em uma maternidade
de um Hospital Geral de Minas Gerais em 18.807 partos, foi encontrada uma
prevaléncia de 4,73: 1000 de DTN, sendo que espinha bifida (47,2%) e anencefalia
(26,9%) foram os DTN mais frequentes (Aguiar et al, 2003).

A Irlanda é conhecida por ter alta prevaléncia, quando comparada com outros
paises europeus, tanto de DC (Johnston et al, 1997) como de DTN (McDonnell et al,
1999) e isto pode possivelmente explicar os achados de Dickey et al (1996). Usando
o teste IgA-EMA que € considerado um método de rastreamento com alta
sensibilidade e especificidade (Hill et al, 2005) em 208 maes sem evidéncia de
deficiéncia de IgA, nés ndo encontramos nenhum resultado com sorologia positiva.
Na América Latina, como em outros paises nao pertencentes a Europa, a DC foi
considerada uma doencga rara. Durante as ultimas décadas tem se tornado
progressivamente evidente que isto ndo € uma afirmagéao verdadeira. Varios estudos
mostram que a prevaléncia de DC na América Latina (Gomez et al, 2001),
particularmente no Brasil (Gandolfi et al, 2000), é similar a prevaléncia encontrada
em varios paises da Europa. Em um prévio rastreamento de DC em um grupo de
2629 mulheres sem sintomas gastrointestinais, originarias da mesma area
geografica, de similar nivel soécio-econémico, e utilizando o mesmo método de
rastreamento, foi encontrada uma prevaléncia de 1:292 (Pratesi et al, 2003). Isto é
um achado expressivo quando comparado com os resultados do presente estudo
em que nenhuma das méaes com filhos afetados por DTN, apresentou teste IgA-EMA

positivo.
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6. Conclusoes

No presente estudo ndo foi encontrado sorologia positiva para DC em
nenhuma das 208 maes pesquisadas, portanto, ndo confirmamos o achado de
Dickey et al (1996). Consequentemente afirmamos que até o momento uma rotina
de rastreamento soroldgico para DC em mulheres gravidas para excluir uma
possivel gravidez agravada pelos DTN na prole ndo deve ser justificada. Estudos

adicionais sdo necessarios para maiores esclarecimentos sobre este assunto.
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Anexo 1

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA - UnB
Departamento de Pediatria - Servico de Gastroenterologia Pediatrica
Projeto:

Pesquisador: Rodrigo Coutinho de Almeida (61) 8154-4885-1684
Médico Responsavel: Prof. Riccardo Pratesi (61) 3307-2134

Termo de consentimento livre e esclarecido:

Dados de identificagao do sujeito da pesquisa:

(N[0 g SN0 (o TN o = To =T o (= PP

Data de nascimento............. Lo, Lo, Sexo: Mt Ft
ENAEIECO ettt ettt ettt NO: Apto:......
BairmoO: .. oo Cidade: ..., CEP: e,

Fui informado que a doenga celiaca € uma doenga intestinal, que ja
nascemos com ela, mas poderemos desenvolver ou nido, dependendo da nossa
alimentagdo com trigo, aveia, cevada e outros cereais, que tem uma proteina
chamada gluten. Entendi que quando comemos pé&o, biscoito, bolo, massas e outros
alimentos que contém gluten, podemos ter sintomas como: diarréia, fezes
volumosas, perda peso e apetite, vomitos, barriga distendida, fraqueza e irritagao.
Mas nem sempre esses sintomas aparecem e eu posso ter a doenca sem saber e

mais tarde ter uma série de problemas por causa disso.

Fui informado que para participar da pesquisa terei que tirar sangue de uma
das veias do braco, que € um procedimento comum em medicina € ndo tem risco

para a saude, porém, pode provocar um desconforto passageiro.

Foi garantido para mim pelos pesquisadores, que os testes realizados séo
confidveis e desempenhados por profissionais com ampla experiéncia. Eu nao

pagarei nada pelo exame e o resultado sera informado para mim. O resultado do
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meu teste sera mantido em privacidade e meu nome nao sera identificado em
nenhum relatério ou publicagdo. No caso do resultado do meu exame dar positivo,
havera uma assisténcia continuada pelo médico do Servigo de Gastroenterologia do
HUB, mas poderei procurar por outro servigo, se desejar. A minha recusa em
participar da pesquisa, ndo implicara em qualquer prejuizo na prestagcdo da
assisténcia para mim, pela equipe do Servico de Gastroenterologia do HUB. Mesmo
apdés a assinatura desse termo de consentimento, ficarei livre para abandonar a
pesquisa a qualquer momento, também sem qualquer prejuizo.

Dessa maneira, depois de ter sido devidamente informado, declaro que
concordo voluntariamente em participar de pesquisa e/ou concordo que o sujeito sob

minha responsabilidade participe.

Brasilia,............... A e 200.....
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Abstract

In order to verify the existence of possible relation between maternal celiac disease (CD) and the
appearance of neural tube defects (NTD) in the newborn serological testing in 208 mothers with
NTD affected-pregnancy were performed. All sera were tested for total serum immunoglobulin A
levels and for IgA class endomysial antibody using indirect immunofluorescence technique.
Subject age ranged from 19 to 43 years (mean: 33 years). None had been previously investigated
for or had family history of CD. Immunoglobulin levels were normal and results of the IgA-EMA
test were negatives in all women tested. The present study, although no conclusive, did not
corroborate previous findings described in the literature of increased frequency of CD in mothers
whit history of NTD affected-pregnancy. We feel that, at this moment routine screening for CD in
pregnant women in order to avoid a possible pregnancy aggravated by NTD would not be
justifiable.

Keywords: celiac disease, folic acid, neural tube defects, prevalence. .
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Introduction

Neural tube defects (NTD) are major congenital abnormalities of the nervous system
that result from the incomplete closure of the developmental neural tube early in pregnancy.
Epidemiological studies have suggested that NTD result from combined effects of genetic and
environmental factors [1,2]. Maternal periconceptional supplementation with folic acid is currently
the most well documented NTD prevention method. The percentage of NTD that can be prevented
by periconceptional folic acid supplementation has not been established yet, but it is probably
around 50-60% [3.4].

Celiac disease (CD) caused by a permanent intolerance toward dietary gluten is
presently considered the most common food induced enteropathy in humans. In genetically
predisposed individuals the ingestion of gluten results in villous atrophy with various degree of
malabsorption. Iron, folic acid and or vitamin B12 deficiency is a common complication of CD
and consequently, folic acid deficit could be considered a possible cause of NTD in the offspring
of celiac women.

Using serological screening and biopsy confirmation when appropriate, Dickey et al [5]
suggested a possible relationship between maternal CD and NTD-affected offspring. In their
study, the screening of a group of 60 women with history of NTD affected-pregnancy disclosed
one immunoglobulin A endomysial antibody (IgA-EMA) positive and biopsy confirmed CD
patient. Since Dickey’s et al 5] original work, no other study confirmed this association. In order
to verify the existence of possible relation between maternal CD and the appearance of NTD in
the newborn, serological testing in a larger number of mothers with NTD affected-pregnancy were

performed.

Patients and methods:

The present study was performed according to the Declaration of Helsinki and approved
by the Ethics Research Committee from the School of Health Sciences. Mothers of children with
NTD attended at the Neuropediatric Surgical Unit of the Brasilia General Hospital (DF, Brazil),
for an initial evaluation or follow up consultations were invited to participate in the study. Two
hundred and eight mothers with history of a single NTD-affected pregnancy, on normal diet at the
time of the testing, participated in this study. Ages ranged from 19 to 43 years (mean age: 33
years). None of them had been previously investigated for or had a family history of CD. All
women were informed about the objectives of the study and the eventual necessity of small
intestinal biopsy and written informed consent was obtained from all.

Folic acid supplementation had been prescribed to all women and could be freely

obtained from State Health Centers, although its regular use could not be ascertained in the
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majority of cases. Each blood sample obtained was centrifuged and the resulting serum was stored
at -20° until testing. Total immunoglobulin A (IgA) level was determined in all sera by
turbidimetric immunoquantification (COBAS MIRA; Roche Diagnostic Systems, Basel
Switzerland). I[gA-EMA test was performed using indirect immunofluorescence technique [6] on
cryostat sections of monkey esophagus (INOVA Diagnostic Inc, San Diego, CA, USA).
Fluorescein-labeled goat antibody to human IgA was used as a second antibody. All sera were
screened at a dilution of 1/5. The presence of characteristic brilliant green network pattern, under

fluorescent light microscope, was considered positive.

Results

Total IgA levels were normal in all sera tested and results of the [gA-EMA tests were all negative.

Discussion

As previously reported, there are currently few doubts whether the periconceptional use of
folic acid is efficient in preventing NTD in a significant percentage of offspring as shown by
several clinical trials and prevalence studies [7-10] However, the risk of recurrence is not
completely eliminated and these cases that are not responsive to folic acid probably represent
highly genetic dependent cases of NTD. The mechanism through which folic acid acts to reduce
the risk of NTD is still unclear. Folate deficiency leads to the up-regulation of folate receptors that
mediate the folate uptake at physiological level [11,12]. Rothemberg et al [12] have recently shown
that some mothers with an NTD-complicated pregnancy produce autoantibodies against folate
receptors on the placental membrane which result on the blockage of folic acid binding site. Due
to the high folate affinity for its receptor, the periconceptional administration of folate, when
administered in high doses, would bypass the blockage, displacing the autoantibodies.

Folic acid deficiency is a frequent consequence of malabsorption commonly associated
with CD [13,14] and consequently the periconceptional administration of folic acid in celiac
pregnant women seems to be more than justifiable although controversies still exists regarding
this topic. Several studies have pointed to a higher risk of reproductive problems in celiac women
before being started on GFD [i5-201. On the other hand, recent studies have challenged these
assertions [21,22]. Similarly, it is still unclear whether offspring from women with untreated CD are
at higher risk of congenital malformations, including NTD. The study conducted by Tata et al 22
that compared computerized primary care data from 1521 women with CD and 7732 age-matched
controls, focusing the frequency of adverse pregnancy-related events showed that although

miscarriages were slightly more common among women with CD, no other adverse effects were
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found, and NTD or other nervous system malformations were not registered among offspring
from CD women.

Aside Dickey et al study [51 few communications mentioned the topic of a possible
association between NTD in children born from celiac mothers and in general the results of these
few reports lack of statistical significance due to the small number of patients screened [23-25].

NTD are among the most common birth defects. In USA, among American Caucasians,
its birth incidence is approximately 1/1000 being second only after congenital heart defects [2].
NTD exhibit a marked geographical variation and currently the highest reported incidence is in
Northern China (3.7 per 1000 live births) 26). There are few data that specifically address the
incidence of NTD in Latin America. A study performed in Chile that analyzed data from a
multicenter project covering 283.403 children revealed an incidence of 0.9/1000 per live births
1271. No study concerning the frequency of NTD in Brazil was found in literature. Ireland is known
to have a high prevalence, when compared to other European countries, both of CD 281 and NTD
1291 and this could possibly explain the findings of Dickey et al (5. In Latin America, as in the rest
of non-European world CD was considered a rare disease. During the last decade has become
progressively evident that this was not a true assertion. Several study showed that CD prevalence
in Latin America and particularly in Brazil is similar to the prevalence found in several European
countries [30, 31]. In our study, using the Iga-EMA test that is considered a screening method with
high sensitivity and specifity in 208 women without laboratory evidence of IgA deficiency, no
serologically positive result was verified. In a previous CD screening in a group of 2629 women
without gastroenterological symptoms originated from the same geographical area and socio-
economic level, using the same screening method, a prevalence of 1:292 was found 313. This is a
suggestive finding when compared with the result of the present study in which none of the 208
mothers of NTD-affected children was IgA-EMA positive.

In short, although not conclusive, the present study did not corroborate the
finding of Dickey et al (5]. Consequently, we feel that at this moment, routine screening
for CD in all pregnant women in order to avoid a possible pregnancy aggravated by
NTD in the offspring would not be justifiable. Further studies should be conducted to

better elucidate this issue.
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