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RESUMO

O diagndstico correto da doenga celiaca (DC) em criangas que vivem em condigdes
socioeconomicas desfavoraveis ¢ frequentemente dificultado pela presenca usual de causas
outras para os classicos sintomas da DC. Objetivo: determinar a prevaléncia de DC em grupo
de criancas com idades compreendidas entre 12 e 36 meses, utilizando a pesquisa de
anticorpos antigliadina da classe da imunoglobulina A (IgA-AGA) e antigliadina da classe da
imunoglobulina G (IgG-AGA), antiendomisio (IgA-EMA) e antitransglutaminase
recombinante humana (IgA-tTG) como método de rastreamento. Métodos: foram incluidas
no estudo 214 criangas (114 meninos), com 12 a 36 meses de idade, todas em uso de dieta
contendo gluten. Em todos os soros foi pesquisada a presenca de anticorpos IgG e IgA-AGA,
IgA-EMA e IgA-tTG humana. Biopsia jejunal foi sugerida e efetuada em todas as criancas
com resultados positivos em um ou mais testes soroldgicos, excetuando-se as criangas em que
o IgG-AGA tinha sido o Unico teste positivo. Nesta ultima situagdo, efetuou-se genotipagem
para identificacdo de possiveis alelos HLA predisponentes por meio do método de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Para confirmagdo do diagndstico a genotipagem dos alelos HLA
também foi efetuada nas criangas identificadas como celiacas com base em testes sorologicos
positivos e resultado da biopsia jejunal compativel. Resultados: Em 131 criangas os
resultados dos testes soroldgicos foram normais. Dez criangas mostraram aumento de IgG-
AGA e IgA-AGA, porém suas biopsias intestinais foram normais. Em 68 criangas foi
exclusivamente detectada a presenca de anticorpos anti-IgG-AGA. Em dez destas, por terem
apresentado presenca de alelos HLA predisponentes, foi realizada biopsia jejunal que revelou
mucosa sem alteracdes. Todos os testes soroldgicos foram positivos em quatro criangas. Os

testes igG e IgA-AGA e IgA-tTG foram positivos numa quinta crianga que, no entanto,



apresentou teste [gA-EMA negativo. A biopsia jejunal destas cinco criangas revelou lesoes de
mucosa tipicas e compativeis com o diagnostico de DC. Concluses: prevaléncia de 2.3% foi
encontrada entre criancas de 12 a 36 meses de idade, ndo previamente diagnosticadas como
celiacas.

Palavras-chave: Doenga celiaca, testes sorologicos, critérios diagndsticos, criangas carentes.



ABSTRACT

Background: The correct diagnosis of celiac disease (CD) in environmentally deprived
children is frequently hindered by the common presence of other causes for the classical CD
symptoms: malnutrition, failure to thrive and frequent diarrheas. Objectives: To determine
the prevalence of CD in a group of 12 to 36 month-old children using immunoglobulin
antibodies against gliadin (IgG and IgA-AGA), against endomysium (IgA-EMA), and against
human tissue transglutaminase (IgA-tTG) as screening method. Methods: A total of 214
children (114 boys), aged 12 to 36 months, on gluten-containing diet, were admitted to the
study. IgG and IgA-AGA, IgA-tTG and IgA-EMA tests were performed in all sera. Biopsy
was obtained from all children showing positive result in one or more of the serologic tests,
excluding those in which IgG-AGA had been the only positive result. In those cases,
polymerase chain reaction (PCR) HLA genotyping for the identification of CD predisposing
alleles was applied. HLA genotyping was also performed to confirm the diagnosis in children
identified as celiac by means of positive serologic testing and compatible biopsy results.
Results: Normal results were obtained in 131 children. Ten children showed increased levels
of IgA-AGA and IgG-AGA but their intestinal biopsies were normal. 68 children showed
increased IgG-AGA. Ten children out of 68 identified as positive exclusively on the IgG-
AGA test disclosed the presence of CD predisposing alleles on PCR and underwent jejunal
biopsy with normal results. All serologic tests were positive in four children. A fifth child
showed positive IgG and IgA-AGA and IgA-tTG results but disclosed a negative I[gA-EMA
test. Jejunal biopsy of these five children revealed characteristic lesions of CD. Conclusion:
A prevalence of 2.3% was found among symptomatic 12- to 36-month-old children that had
not been previously diagnosed as celiac.

Keywords: celiac disease; serologic testing; diagnostic criteria; deprived children.
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INTRODUCAO

A doenca celiaca ¢ uma enteropatia imunomediada comum, que ocorre apos
tempo varidvel de ingesta de proteinas encontradas no trigo (gliten), cevada (hordeina) e
centeio (secalina). Os individuos genéticamente suscetiveis a estas proteinas desenvolvem
infiltrado na mucosa e lamina propria intestinal, com aumento de linfocitos tipo CD8+ e CD4,
o0 que resulta em lesdo jejunal com grau variavel (Sollid et al, 2002).

A sintomatologia da doenga celiaca também ¢ inconstante e, na sua
apresentacao cléssica, principalmente em criangas, ha ma absorcdo dos nutrientes, que
ocasiona diarreia cronica, hipodesenvolvimento e desnutri¢ao. Nos adultos, o quadro clinico
da doenca celiaca ¢ caracterizado por sinais e sintomas inespecificos, como dor abdominal,
aftas de repeti¢do, anemia refrataria, mal-estar fisico e mental, o que dificulta e retarda o
diagnostico (Grenn et al, 2006). Os adolescentes e adultos jovens, muitas vezes, sdo
assintomaticos e eventualmente diagnosticados durante os estudos de rastreamento sorologico
(Cerf-Bensusson et al, 2003).

A doenga celiaca foi originalmente considerada uma afecgao rara e que ocorria
predominantemente na infancia, mas nas ultimas décadas, com o desenvolvimento de testes
sorologicos confidveis, que possibilitaram a realizagdo de rastreamentos soroldgicos, houve
aumento da sua prevaléncia em todo o mundo. A prevaléncia da doenca celiaca, entre adultos
e criangas, verificada em varios estudos epidemiologicos, realizados na Europa, nas Américas
e na Australia é de 0,5 a 1%. No norte da Africa, a prevaléncia entre criangas foi a maior
encontrada nos diversos estudos epidemioldgicos, que ¢ de 5% (Catassi et al, 1999). Esta
patologia ¢ considerada hoje, uma das doengas cronicas de maior prevaléncia na infancia

(Fasano et al, 2001; Maki et al, 2003; Van Hill et al, 2006).
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Nosso estudo de prevaléncia foi realizado em criangas na faixa etaria de 1-3
anos, pois neste grupo, principalmente até os dois anos de idade, hd dificuldade no
estabelecimento do diagndstico da doenga celiaca, j& que um dos principais marcadores
sorologicos, tutil na selegdo das criangas que fardo bidpsia jejunal para confirmagdo da doenga
¢ o anticorpo antiendomisio IgA que apresenta sensibilidade, neste grupo, de apenas 80%
(Biirgin-Wolff et al, 1991).

O diagndstico precoce da doenca e a retirada do gluten podem significar
decréscimo de complicagdes severas como a infertilidade e o linfoma intestinal (Ventura et al,
1999).

As comorbidades associadas a doenga celiaca, na crianga, como desnutri¢ao e
osteopenia/osteoporose podem ser revertidas com a exclusio do gliten da dieta. A
osteoporose ¢ reversivel na crianga ap6s um ano de dieta sem gliten, 0 mesmo nao ocorrendo
nos adultos (Kavak et al, 2003; Mora et al, 2001).

E verdade que a aceitacdo ¢ a adesdo & dieta sem gliten é maior quando
instituida nos primeiros anos de vida. Pacientes assintomaticos diagnosticados tardiamente
tem baixa adesdo a dieta sem gluten.

Criangas que vivem em locais em que nao ha saneamento basico, muitas vezes,
tem seu diagnoéstico de doenca celiaca postergado, pois os sintomas como diarréia cronica,
perda de peso, sdo também comuns a outras doencas prevalentes nesta populagdo como

alergia alimentar, enteropatia ambiental e desnutri¢ao.
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OBJETIVOS

Objetivo principal: determinar a prevaléncia da doenga celiaca no grupo de criangas

sintomaticas, entre 12 e 36 meses, utilizando como método de rastreamento a dosagem dos
anticorpos antigliadina IgA e antigliadina IgG; antitransglutaminase humana recombinante

IgA, bem como a pesquisa do anticorpo antiendomisio da classe da imunoglobulina A.

Objetivo secundario: chamar a atenciio para a dificuldade do diagndstico correto da

doenca celiaca em criangas de até trés anos de idade que vivem em mas condigdes

socioecondmicas.

19
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CAPITULO I - Revisdo da literatura

1.1. Historico

A primeira descricdo da doenca celiaca foi no século II d.C., por Areteus,
médico grego, que clinicava em Roma e Alexandria, que usou o termo kueliakos, ou seja,
aquele que sofre dos intestinos (GEE apud Marsh et al, 1992).

Em 1888, Samuel Gee, do Hospital Sao Bartolomeu (Londres), caracterizou a
“afeccdo celiaca” como “indigestdo cronica” que acometia pacientes de todas as idades, sendo
mais comuns em criangas de até cinco anos e que, frequentemente, se iniciava nos dois
primeiros anos. Este autor suspeitou que a dieta poderia ser uma das causas da doenca celiaca;
mas ainda assim ndo associou o consumo do trigo a doenga. A dieta foi o principal tratamento
recomendado para doenga celiaca entre 1920 e 1930 e incluia a ingestdo de frutas e vegetais.
(Auricchio et al, 1996).

William Dick fez os primeiros experimentos com a dieta sem trigo entre 1934
e 1936, mas foi durante a Segunda Guerra Mundial que ele pode confirmar a melhora clinica
de seus pacientes que deixaram de consumir este cereal, devido a sua escassez (Marsh et al,
1992).

Na década de 1950, Dick, Weijers e Van de Kamer, citados por Auricchio
(1996), identificaram a fragdo protéica, soliivel em alcool, o gliten como sendo a fracdo
toxica. Posteriormente, JH Van De Kamer, bioquimico holandés desenvolveu um método para
dosar a gordura fecal, o que possibilitou que se concluisse que a esteatorréia idiopatica do
adulto era o equivalente da doenga celiaca na crianga.

Em 1950, o desenvolvimento de métodos para a realizagdo da bidpsia

peroral do intestino delgado foi um marco na histéria da doenca celiaca e tornou possivel a
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correlagdo entre as manifestacdes clinicas da doenca e suas alteragcdes histopatologicas
(SHINER apud Barbieri et al, 1996).

Em 1962, Rubins e outros autores demonstraram que o gluten era responsavel
pelas anormalidades da mucosa, induzindo mudangas na mucosa intestinal normal dos
pacientes celiacos, apos instilagdo intraduodenal do gluten em pacientes celiacos em fase de
remissdo da doenca (Auricchio et al, 1996).

Em 1969, a Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica (ESPGAN)
estabeleceu os critérios de diagnosticos para a doenca celiaca. Trés biopsias do jejuno
deveriam ser feitas: uma antes da introdugdo da dieta, com mucosa com atrofia vilositaria ¢
hiperplasia de criptas; outra dois anos apods a dieta sem gluten e que deveria mostrar mucosa
intestinal normal; e a terceira com reintrodugdo de gluten, na qual haveria recorréncia da lesao
inicial (Meuwisse et al, 1970).

Nas décadas de 1970 a 1980, o desenvolvimento de técnicas de dosagem de
anticorpos como a imunofluorescéncia e o ensaio imunoenzimatico possibilitou a detec¢ao
dos anticorpos antigliadina e antireticulina.

Outros marcos na histéria da doenga celiaca foram a descricdo do anticorpo
antiendomisio, detectado por imunofluorescéncia indireta (Chorzelski et al, 1984), ¢ a
identificagdo da transglutaminase como sendo o autoantigeno da doencga celiaca (Dieterich et
al, 1997).

Em 1990, a ESPGAN reviu os critérios diagnosticos para a doenga celiaca,
estabelecendo a necessidade de uma tnica bidpsia intestinal, se o paciente for sintomatico, se
tiver mais de dois anos, se sua bidpsia for compativel com a doenga celiaca e se apresentar
evolucdo clinica favoravel apos a retirada do gluten da dieta. A positividade dos anticorpos

para a doenga celiaca reforgaria o diagnostico (Walker-Smith et al, 1990).
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Em 1998, Sulkinens e Dieterich, entre outros, utilizaram método
imunoenzimatico para detec¢do de outros anticorpos da classe IgA contra transglutaminase
(IgAtTG).

Nas ultimas décadas, houve avanco no estudo da doenca celiaca. Isto incluiu
melhor entendimento da patogénese da doenca, do seu grande espectro clinico, além do
desenvolvimento de marcadores soroldgicos sensiveis e especificos que utilizados nos estudos

epidemioldgicos, demonstraram que esta doenga ¢ comum na populagao mundial.

1.2. Patogénese

A doenga celiaca ¢ uma afec¢do imunologicamente mediada que ocorre em
individuos suscetiveis, ap6s tempo varidvel de ingestdo de gluten. Fatores genéticos,

imunoldgicos e ambientais estdo envolvidos na génese da doenga (Baptista et al, 20006).

1.2.1 Os fatores genéticos

A alta frequéncia da doenca celiaca entre os parentes de primeiro grau de
celiacos (10%) demonstra a importancia da susceptibilidade genética no aparecimento da
doenga (Baptista et al, 20006).

O antigeno leucocitario humano (HLA) da classe 2, que mapeia o lécus DQ ¢
um fator genético importante para o desenvolvimento da doenca celiaca. Estando o HLADQ2
ou DQS8 presente em quase todos os individuos diagnosticados como celiacos. O DQ2 esta
presente em 90-95% ou mais dos pacientes ¢ 0 DQ8 em 5-10% dos celiacos. (Kagnoff et al,

1992 e 2002; Margaritte-Jeannin et al, 2004; Louka et al, 2003; Kim et al 2004).
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Na populagdo caucasiana, 25-30% dos individuos tém HLA e s6 pequena
parcela tem a doenga celiaca, o que esta bem demonstrado no diagrama de VENN (Kagnoff et

al, 2002).

-_j Populagio geral

[ | | HLADQS8 ou DQ2

Doenga Celiaca

Figura 1. Diagrama de VENN (adaptado de Overview and pathogenesis of celiac disease.
Kagnoff MF. Gastroenterology 2005; 128: S10-18

O HLA sozinho ndo explica a susceptibilidade genética ja que a concordancia entre
gémeos idénticos ¢ de 70%, sendo maior que entre irmdos com HLA idéntico (Book et al,
2004). O HLA nao esta relacionado com apresentacdes clinicas especificas da doenca. Fatores
individuais e ambientais e outros genes fora da regido HLA devem modular a expressao
clinica da doenga (Greco et al, 1998).

Uma série de estudos gendomicos demonstrou também a ligagdo da doenga celiaca com
os genes situados no brago longo do cromossomo cinco (Greco et al, 1998). Ha também
evidéncias de fatores de susceptibilidade a doenga no cromossomo 19 (Van Belzen et al,
2000) ¢ 11 Q (Wong et al, 2003). Neste o gene MYO 9b que codifica a miosina esta
associado a doenca celiaca (Van Belzen et al 2000).

Van Heel et al, em trabalho publicado em 2007, demonstraram o primeiro estudo de
associacdo entre a variagdo gendmica na regido da interleucina dois e interleucina 21
contribuindo para a susceptibilidade genética a doenga celiaca. O mesmo grupo também

demonstrou, em trabalho posterior, que ha sete novas regides incluindo a regido gendomica da
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interleucina dois e 21, responsaveis por 3-4% da susceptibilidade genética a doenca celiaca.

(Hunt et al, 2008)

1.2.2  Os fatores ambientais

O gluten, componente protéico dos cereais, contém uma prolamina rica nos
aminodcidos prolina e glutamina, solivel em alcool, que ¢ a fragdo toxica envolvida na génese
da doenga celiaca. No trigo, esta prolamina ¢ chamada de gliadina, na cevada de hordeina, no
centeio, de secalina (Barbieri et al 1986).

A aveia, cuja prolamina ¢ a avenina, raramente ativa a doenga celiaca e
quando o faz é em pequena porcentagem de pacientes (Janatuinen et al, 2002; Hogberg et al,
2004).

Os fatores ambientais que aumentam o risco para doenga celiaca s3o: 1. trés ou
mais infecgdes intestinais/ano; 2. grande quantidade de glaten nas formulas infantis no
primeiro ano de vida; 3. auséncia de aleitamento materno. O aleitamento materno reduz o
risco de doenca celiaca quando o trigo € introduzido no periodo da amamentagao. (Ivarsson et
al, 2002, 2003; Person et al, 2002) Nao esta claro, porém, se o aleitamento previne a doenca
celiaca e altera a sua apresentagao clinica ou se so retardaria o inicio dos sintomas.(Maki et al,
1988; D’ Amico et al, 2005)

Stene et al(2006), em estudo prospectivo em que acompanhou 1931 criangas
com alelos do HLA de risco para doencga celiaca ,demonstrou que um aumento da frequencia
de infeccdo por rotavirus em criangas genéticamente predispostas a doenga celiaca também
levaria a um aumento do risco desta doenga. A hipdtese sugerida por estes autores € que a
infecgdo por rotavirus aumentaria a permeabilidade intestinal além de ocasionar a liberagao da

enzima transglutaminase, devido ao “estresse inflamatorio”. O efeito combinado do aumento
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transitorio da permeabilidade instestinal e da liberacdo da transglutaminase facilitaria a
deamidac¢do da gliadina em epitopos imunogénicos. A resposta a estes novos antigenos

desencadearia 0 mecanismo imune da doenga celiaca.

1.2.3. Imunopatogénese

Os eventos que contribuem para a patogénese da doenga celiaca podem ocorrer
tanto no limen quanto no epitélio intestinal e incluem ativa¢do das células imunes, assim
como a lesdo intestinal.

Ha mais do que dez epitopos antigénicos, que foram descritos, entre as mais de
cinquenta proteinas do glaten. Entre eles, duas categorias de peptideos toxicos foram
identificadas. Um destes grupos participa da resposta inata e outro da resposta adaptativa.

Londei et al, idealizaram um modelo de cascata patogénica para doenga

celiaca, em que se ilustra o papel potencial do sistema imune inato.

Patogénese da doenca celiaca

# Resposta imune adaptativa

arvya)

Gliadina - Resposta imune - Manifestacbes

inata Epiteliais

(L-15) \ l

Combplicacdes
Modelo da cascata patogénica na doenca celiaca ilustrando um papel potencial do sistema imune inato. A resposta imune
inata ao gluten (1) precede e define o tipo de intensidade da resposta imune adaptativa ao gltiten (2). M. Londei et al.
Molecular Inmunclogy 42 92005) 913-918

Figura 2. Imunopatogénese da doenca celiaca

RESPOSTA INATA
Este tipo de resposta aos peptideos do gluten ¢ inespecifica e imediata, e pode

ocorrer dentro de quatro horas apo6s a exposicdo a este cereal toxico, sendo este intervalo de
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tempo considerado muito curto para ser apenas uma resposta mediada por células (Maiuri et
al, 2001).

O peptideo mais estudado do grupo que participa da resposta inata é a a-
gliadina P31-43 (ou P31-44), que ndo ¢ reconhecida pelas células TCD4, mas induz uma
resposta imune no epitélio e nas células apresentadoras de antigenos. Este peptideo da
gliadina, rico no aminoacido prolina, resultante da digestdo incompleta do gluten, pelas
enzimas gastrica, pancreatica e duodenal, ¢ considerado o iniciador da resposta imune em
individuos geneticamente susceptiveis. Ele passa intacto do epitélio até a lamina propria. Nao
estd claro como a gliadina entra na mucosa intestinal. Devem ser eventos importantes a injuria
tecidual, causada por infec¢des gastrointestinais, assim como alteragdo na jungdo oclusiva
entre as células intestinais, que ocorre pela habilidade da gliadina em aumentar a expressao da
zonulina; esta ¢ uma proteina que induz a desagregacao da juncdo oclusiva entre as células, o
que leva a um rearranjo no citoesqueleto da mucosa intestinal (Jabri et al, 2005). Outra
explicagdo para o aumento da permeabilidade intestinal veio de resultados de estudos com
bidpsia intestinal de pacientes celiacos que demonstraram que o peptideo a-gliadina P31/43
ou peptideo 31/49, leva a uma resposta inata, com ativacdo de macrofagos intestinais que
passam a produzir interleucina 15 e outras citocinas. A interleucina 15 afeta a barreira
intestinal por diminuir a jungdo firme entre as células epiteliais e por aumentar a capacidade
das células dendriticas em apresentar antigenos, o que leva a intensificagdo da resposta
adaptativa. Além disso, a interleucina estimularia as propriedades citotdxicas dos linfocitos
intraepiteliais (LIE), que expressam uma variedade de receptores NKG2D (C-type lectin-like
activating immunoreceptor) em sua superficie (Maiuri et al, 2001).

A gliadina ¢ a interleucina 15 (IL-15), em varios estudos in vitro aumentaram a
expressdo das moléculas MICA (moléculas da classe I do antigeno de histocompatibilidade

humana, relacionados ao gene A) nos enterdcitos. Estas moléculas ligam-se aos receptores
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NKG2D expressos na maioria das células NK e nos linfocitos intraepiteliais, com consequente
lesdo tecidual. Assim, a atrofia vilositaria seria decorrente da lesdo dos enterdcitos mediada
pelos linfocitos intraepiteliais, envolvendo a interagio NKG2D/MICA ap6s acdo da gliadina.

peptideo 31-49 da gliadina

_ IL-15 1?
RCT7 IL15 i
NKGED . . .
citotoxicidade R
FNey  IL-15 IL15.

Figura 3. Mecanismo de ativagdo dos LIE pela interleucina 15 em pacientes celiacos. O peptideo 31/49 induz a
producdo de IL-15 nas células epiteliais e nos macréfagos por uma via ainda desconhecida. Por sua vez, a IL-15
ativa os LIE ao estimular suas propriedades citotoxicas e a expressdo dos receptores imunes inatos NKG2D.
Além disso, a IL-15 induz a expressdo de MICA, o ligante epitelial do NKG2D. A ligagdo do NKG2D ao MICA
pode, entdo, desencadear a citotoxicidade dos LIE contra as células epiteliais. Nos LIE estimulados pela IL-15,
como nos casos de doenga celiaca ativa, a citotoxicidade dos LIE pelo MIC-NKG2D pode, entdo, ocorrer
independentemente de um sinal especifico dado via receptor da célula T. Koening et al, 2005

Hé uma pequena populagdo de linfocitos com receptores gama delta nas células
T que ndo sdo nem CD4 nem CDS. Parecem fazer parte do mecanismo inato envolvido na
doencga celiaca, ja que ndo necessitam do HLA para a sua expressdo e reconhecimento do
antigeno. Estes linfocitos intraepiteliais gama delta respondem as proteinas do estresse, como
MIC, expressado nas cé€lulas epiteliais com consequente recrutamento de polimorfonucleares
e mondcitos (Maiuri et al, 2000).

Estes linfocitos gama delta (yd) parecem ser os responsaveis pela ativagao dos
marcadores que sao detectados uma hora apos o enfrentamento com o gluten e que precedem

a reatividade dos linfocitos TCD4 na lamina propria.
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RESPOSTA ADAPTATIVA

A outra categoria de peptideos do gliten, chamado de peptideo a-gliadina 56-
75 corresponde a categoria dos peptideos imunogénicos que sao parte da resposta adaptativa.
Estes peptideos sdo principalmente o-gliadinas, mas podem também ser glutenina e vy-
gliadina. Esta categoria abrange o peptideo 33, que tem um papel reconhecido na doenga
celiaca. Ele nao ¢ digerido pelas enzimas intestinais ¢ ¢ um bom substrato para a
transglutaminase tecidual (tTG) que ¢ a enzima identificada, como o principal alvo de
autoanticorpos na doenga celiaca. A transglutaminase ¢ uma enzima intracelular, detectada em
todas as camadas do intestino delgado com predominio na submucosa (Molberg et al, 1998);
quando hé injaria ou inflamacdo ¢ liberada do meio intracelular para promover a ligacao
cruzada de certas proteinas da matriz extracelular e a estabilizagdo do tecido conjuntivo
(Schuppan et al 2000).

Os peptideos intactos sdo deaminados pela transglutaminase tecidual que
converte os residuos da glutamina em acido glutdmico, o que os torna moléculas com carga
negativa. Nesta conformagdo quimica, os peptideos se ligam mais especificamente aos
receptores do HLA DQ2 e DQS8 na superficie das células apresentadoras de antigenos, que
tem carga positiva ¢ promovem grande estimula¢ao de clones de linfécitos T gliadina —
especificos (Schuppan et al 2000).

Os eventos que ocorrem na lamina propria ap6s a ativagao dos linfocitos TCD4
ndo estdo completamente elucidados. O que parece ocorrer ¢ que as células intestinais TCD4
DQ2 e DQS reconhecem os peptideos deaminados da gliadina emitindo resposta do tipo TH1
(com linfocitos T “helper 1”°) ou resposta do tipo TH2 (com linfocitos T helper “2”).(Farrel et
al, 2002)

Os linfocitos T helper 1 (TH1) estimulam secre¢do de citocinas inflamatdrias

(primariamente interferon gama), que provocam inflamacdo e recrutamento de fibroblastos
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com aumento de metaloproteinas, resultando em injuria tecidual, que ocasiona perda de
vilosidades e hiperplasia de criptas (Kagnoff et al, 2005). Os linfécitos T helper 2 (Th2)
produzem interleucina (IL), além de diminuir a resposta Th1 (Sollid et al, 2002).

A resposta do tipo Th2 também promove a maturacdo e a expansdo dos
plasmoécitos que produzem os anticorpos contra a gliadina, tTG e contra os complexos
gliadina-tTG (Schuppan et al, 1998). Os anticorpos anti-tTG ao se ligarem a transglutaminase
inibem sua atuagdo na ativacdo do fator de transformacdo do crescimento beta (TGFp). O
fator de transformagdo de crescimento beta (TGFB) ¢ fundamental para diferenciagdo dos
enterdcitos (Schuppan et al, 2000).

Alteragdes no epitélio intestinal em resposta ao estresse e ao interferon gama
(0) (resposta Thl), resultam em injuria celular que expressa MICA e HLAE moléculas na sua
superficie (Maiuri et al 2001). MICA e HLAE sdo reconhecidas pelos receptores KNG2D e
CD9%4 presentes nos linfocitos intraepiteliais, que s3o recrutados pela interleucina 15
mudando, portanto, o fenotipo da célula T para uma célula matadora (“killer”) que secreta

interferon gama e € citotoxica para o enterdcito. (Jabri et al, 2000)
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Figura 4. Resposta adaptativa. A gliadina é absorvida, chegando a Lamina Propria onde € apresentada com os
antigenos de superficie celular, aos linfocitos T CD4 sensiveis, provavelmente por células dendriticas. A
transglutaminase tissular realiza a deamidagdo dos peptideos da gliadina gerando residuos de acido glutamico
carregados negativamente. Estas modificagdes aumentam a afinidade destes peptideos pelas posi¢cdes 4, 6 ¢ 7 do
receptor de ligagdo de antigeno do HLADQ?2, desencadeando uma agressiva resposta imune das células T. Estes
linfécitos estimulam outros linfocitos a produzirem citocinas como interferon gama, interleucina-4/6 e fator de
necrose tumoral, resultando finalmente em uma enterite. A inducdo da expressdo de antigenos de superficie
celular HLA da classe II aberrantes em enterdcitos permite que estas células apresentem antigenos adicionais aos
linfécitos. Fonte Farrel & Kelly, 2002 N Engl J Med, 346:180-8

1.2.4. O papel do sistema complemento na doenca celiaca

Ha evidéncias da participagdo do complemento na lesdo celiaca (Halstensen et

al, 1990). Unsworth e colaboradores demonstraram que extratos do gluten sdo potentes
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ativadores do sistema complemento. Peptideos do gluten, passando através da mucosa
reagiriam com anticorpos formados localmente no intestino, ativando o complemento e
promovendo reagdo inflamatoria local, com aumento da permeabilidade intestinal e afluxo de

células inflamatorias na lamina propria (Unsworth et al, 1993).

1.3. Epidemiologia

A doenga celiaca ¢ mais comum em mulheres e sua prevaléncia nas populagdes
da Europa ¢ de 1% (Catassi et al, 1996; Maki et al, 2003); assim como nas populagdes de
paises em que ha contribui¢do da origem europeia na sua formagdo como Estados Unidos da
América (EUA) (Fasano et al, 2003), Argentina (Gomez et al, 2001), Brasil (Gandolfi et al,
2000). Entretanto, esta doenga ¢ também frequente em paises em desenvolvimento, com
populacdo ndo caucasiana como os indianos e os sarahawi.

A prevaléncia da doenca celiaca parece estar relacionada tanto aos fatores
genéticos como também ao consumo de trigo.

Os sarahawi sdo uma populagdo africana de origem arabe, que vivem no oeste
do Saara e tém prevaléncia cinco vezes maior da doenga celiaca do que a europeia (Catassi et
al, 2001; Catassi et al, 1999). A razao para tdo clevada frequencia da doenca celiaca nesta
populacdo ainda ndo foi totalmente esclarecida, mas parece estar relacionada a predisposigao
genética, ja que a populacdo sarahawi tem alta frequencia do haplétipo DR3DQ2, que
predispde a doenga celiaca, assim como também ao alto consumo de gluaten, pois esta
populacdo recebe este alimento dos organismos internacionais de ajuda humanitéria (Catassi
etal, 2001).

Nas populacdes asiaticas de paises como China, Coreia, Malasia e Filipinas a

doenga celiaca nao foi descrita; porém, o encontro de trés casos desta doenga no Canada, entre
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descendentes de japoneses e chineses, levantou a questdo se nestas areas ndao ha
subdiagnoéstico da doenca celiaca, com os casos atipicos ndo sendo reconhecidos (Freeman et
al, 2003).

Foram os estudos de rastreamento soroldgico, utilizando o anticorpo
antiendomisio e o antitransglutaminase, que permitiram constatar a doenga nos pacientes com
formas oligossintomaticas e/ou silenciosas, até entdo nao diagnosticadas pelo pediatra e pelo
clinico geral.

A doenga celiaca ¢ uma das doencas cronicas mais prevalentes na infancia. Na
tabela abaixo podemos verificar o resultado de varios estudos de prevaléncia da doenga

celiaca ndo diagnosticada em estudos populacionais (Baptista et al, 2006).

Tabela 1. Prevaléncia da doenca celiaca ndo diagnosticada: estudos populacionais

Pais N° de casos Faixa etaria Prevaléncia
Italia 17.201 Criangas 1:210
Hungria 427 Criangas 1:85

Suécia 690 Criangas 1:77
Finlandia 3654 Criangas 1:99

Saara 989 Criangas 1:18

Portugal 536 Adolescentes 1:134

Israel 1571 Adultos e criancas 1:157

EUA 4126 Adultos e criangas 1:133

Brasil 4405 Adultos e criancas 1:474 ¢ 1:169

Fonte: Baptista, 2006
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1.4. Manifestagdes clinicas

A doenca celiaca apresenta-se de diversas maneiras, podendo acometer o
individuo em qualquer época da vida.

A forma classica, cujas manifestacdes se iniciam entre os seis e 24 meses de
idade, apos a introdu¢do do gluten na dieta, tem como quadro clinico diarreia cronica,
irritabilidade, ma evolugdo pondero estatural e aumento do volume abdominal. Estes sintomas
e sinais decorrem da lesdo intestinal ¢ da ma absor¢do secundaria a ela. Constitui uma
apresentacdo comum da doenca celiaca no Brasil, em criangas de até dois anos de idade
(Baptista et al, 2006).

Ha também a doenca celiaca atipica ou ndo classica, que atinge criangas na
faixa etaria de cinco a sete anos, fase em que os sintomas extraintestinais sdo predominantes.
Neste caso pode haver baixa estatura, anemia ferropriva refratiria a reposicdo com ferro,
defeitos do esmalte dentario em dentes permanentes, estomatite aftosa recorrente e elevagao
das transaminases (Dewar et al, 2005). Também podem ocorrer queixas intestinais como dor
abdominal recorrente, nauseas, vomitos, constipacao e diarreia inespecifica.

A forma silenciosa é a que ocorre em pacientes aparentemente assintomaticos,
mas que possuem bidpsia intestinal compativel com a doenga celiaca classica, que apresentam
testes sorologicos positivos e t€m melhora do padrao histolégico da bidpsia intestinal com a
retirada do trigo. Esta é geralmente detectada em rastreamento soroldgico (Fergusson et al,
1980). Em geral, estes pacientes mesmo considerados “assintomaticos” referem melhora do
bem-estar apos a retirada do gluten da dieta.

Catassi (1996) e colaboradores, em estudo multicéntrico italiano, com triagem
de 17.201 criangas em idade escolar, encontrou uma frequéncia cinco vezes mais alta da

forma silenciosa se comparada a cléssica, sintomatica. Os adultos manifestam frequentemente
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a apresentacdo da doenga celiaca em que a diarreia ndo € o sintoma dominante (formas
oligossintomaticas) e/ou a forma silenciosa.

Ha também dois outros tipos de manifestacdo da doenga celiaca: o latente e o
potencial, que seriam formas pré-clinicas da doenga celiaca. A forma potencial foi assim
denominada por Ferguson et al (1980) e posteriormente por Troncone et al (1996) para
referir-se aqueles pacientes que nio tinham a bidpsia jejunal compativel com padrao cléssico
da doenga celiaca, mas que possuiam alguns marcadores encontrados em doentes celiacos,
quais sejam: presenga do anticorpo antiendomisio, aumento de linfécitos intraepiteliais com
receptor gama delta (y8). Ja a forma latente ¢ utilizada para se referir aos pacientes que sao
assintomaticos sob dieta livre de gliten, porém em alguma época da vida apresentaram
alteragdes histologicas da mucosa intestinal compativeis com doenca celiaca, que regrediram
com a exclusdo do gluten da dieta (Ferguson et al, 1993; Troncone et al, 1996).

A dermatite herpetiforme ¢ uma manifestagdo cutanea da doenga celiaca (75%
dos pacientes com dermatite herpetiforme tém doenca celiaca). Ocorre mais a partir da
segunda década de vida, sendo rara na infancia. Caracteriza-se por um “rash bolhoso”, com
bolhas e vesiculas de diferentes tamanhos, simétricas e agrupadas, que provocam ardor e
prurido intenso. As lesdes se localizam nos cotovelos, joelhos, couro cabeludo, parte superior
das costas ¢ nadegas (Nicolas et al, 2003).

O defeito no esmalte dentario pode ser uma das manifestacdes extraintestinais
da doenga celiaca. Em 1986, AINE relatou uma prevaléncia de 95,4% de defeito no esmalte
dentario nos dentes permanentes de 74 criancas com doenga celiaca. Este autor definiu o
defeito no esmalte dentario como sendo uma manifestagdo ‘“‘sistematica, simétrica ¢
cronologicamente distribuida em toda a arcada dentaria”. Propos, ainda, a classificagdo das
lesdes do esmalte baseada na gravidade das lesdes, que iriam desde simples opacidades (grau

I) até defeitos estruturais severos (grau IV). O grau de severidade do defeito do esmalte
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dentario ¢ menor nos adultos do que nas criangas, embora a prevaléncia seja similar, assim
como os dentes permanentes sdo mais afetados que os deciduos (Pastore et al, 2008).

Parece que uma lesdo imunomediata e gluten induzida seja a causa principal do
defeito no esmalte dentério; porém, a hipocalcemia decorrente da mé absorcao ¢ considerada
também fator que contribui na indugdo da formacdo do defeito do esmalte dentario (Aine et
al, 1994).

Ha também relatos de associacdo significativa deste defeito dentario ao HLA
DR3, tanto em celiacos como em parentes de primeiro grau de celiacos com mucosa intestinal
normal, mas, com defeito no esmalte dentario.

Outras manifestacdes de lesdes orais que podem estar associadas a doenga
celiaca sdo a afta oral recorrente e a glossite atréfica. Em recente revisao realizada por Pastore
e cols, 2008, sobre as manifestagdes orais da doenca celiaca, estes autores concluiram que os
pacientes com defeito no esmalte dentario deveriam ser investigados para doenga celiaca com
realizacdo dos testes sorologicos mesmo que ndo apresentassem sintomatologia
gastrointestinal. J4 os pacientes com afta oral recorrente ou glossite atrofica idiopatica
deveriam ser acompanhados clinicamente e sé seriam selecionados para realizacdo de testes
soroldgicos especificos para a doenga celiaca se seus indices hematimétricos (ferro, acido
folico e B12) estivessem alterados.

Esta diversidade na apresentagdo da doenga celiaca fez que fosse conhecida por
“iceberg celiaco”, em que a parte ndo identificada de pacientes celiacos € maior que a parte

formada pelos pacientes ja diagnosticados e tratados (Fasano et al, 1996).
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Fig. 5. Iceberg celiaco. Fasano et al, 1996.

1.5. Condicdes associadas a doenca celiaca e grupos de risco

A doenca celiaca esta associada a varias doencas autoimunes e as sindromes
genéticas, o que parece ter relacdo com a base genética comum entre estas patologias/
sindromes e a doenca celiaca e/ou alteragdo similar do sistema imune. (Baptista et al, 2006)
Resumidamente, poderiamos assim representar estas desordens associadas a
doenca celiaca e a porcentagem dos seus acometimentos nos estudos populacionais de
rastreamento da doenga celiaca (Green et al 2006).
1. Desordens enddcrinas
a. Diabetes tipo I (8-10%)
b. Desordens autoimunes da tire6ide
c. Doenca de Addison (8%)

2. Desordens neurologicas
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a. Ataxia cerebelar
b. Neuropatia (5%)
c. Epilepsia em criangas
d. Enxaqueca
3. Desordens cardiacas
a. Cardiomiopatia dilatada idiopatica (2-4%)
b. Miocardite autoimune (4%)
4. Doengas do figado
a. Cirrose biliar primaria (5-10%)
b. Hepatite autoimune (6%)
c. Colangite autoimune (3,5%)
5. Outras
a. Sindrome de Sjogren

b. Osteoporose (2-7%)

e

Artrite e lupus

d. Sindrome de Turner (6%)

@

Deficiéncia de IgA

=

Sindrome de Down (5-10%)

Alopécia areata

ga

h. Doenga inflamatoéria intestinal
i. Colite ulcerativa
ii. Doenga de Chron (18%)
As doencgas autoimunes ocorrem trés a dez vezes mais nos pacientes celiacos
do que na populagdo em geral (Sategna et al, 2001; Ventura et al 1999); e a retirada do glaten,

em pacientes adultos celiacos ndo previne o desenvolvimento de doengas autoimunes
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(Sategna et al, 2001); porém, estudos realizados com criangas ¢ adolescentes diabéticos € com
doenca autoimune da tiredide demonstraram que houve diminui¢ao dos autoanticorpos apos a
dieta de exclusdo do glaten, o que sugere uma relagdo entre o processo autoimune € a
exposi¢ao ao glaten (Toscano et al, 2000; Ventura et al, 2000).

Ha melhora clinica com a dieta de exclusdo do gliten nos pacientes celiacos
com cardiomiopatia (Curione et al, 2002), com hipotireoidismo (Sategna et al, 2001) ¢ que
apresentam neuropatia periférica (Chin et al, 2003). Entretanto, esta melhora ndo ocorre nas
demais patologias autoimunes.

Em relagdo a sindrome de Down, a razdo do alto grau de associagdo desta
sindrome genética com a doenga celiaca ainda ndo foi esclarecida. Tem-se que os portadores
destas duas afecgdes frequentemente apresentam disfungdes imunoldgicas, ficando
predispostos as doencas autoimunes tais como as doencas da tireoide, diabetes mellitus tipo 1,
lupus e artrite . Esta associacdo pode ainda estar relacionada a marcadores genéticos comuns
j& que pacientes com sindrome de Down e DC tém os marcadores genéticos associados ao
antigeno leucocitario humano de alto risco (HLA DR3 e alelos DQ2) (Hansson et al, 2005).

A doenga celiaca acomete 2% das criangas com osteoporose. Esta condigao ¢é
reversivel na crianga ap6s a instituigdo da dieta sem gliten, o que ndo ocorre nos pacientes
adultos. A diminuicdo da densidade 6ssea parece ser consequéncia da ma absorcao intestinal,
que ocasiona deficiéncia secundaria de calcio e vitamina D, além de ser resultante da acdo das
citocinas sobre a formagao e reabsorgdo 6ssea. (Kavac et al, 2003)

As complicagdes relacionadas ao sistema reprodutivo incluem: infertilidade,
abortos ¢ neonatos de baixo peso, além de atraso na puberdade (Green et al, 2006).

A complicagdo neurologica ¢é caracterizada por calcificagdes ocipitais,

epilepsia e ataxia. Em relagdo aos distarbios psiquiatricos, a doenga celiaca pode estar
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relacionada a depressdo e aos distarbios comportamentais, como o autismo (Green et al,

2006).

GRUPOS DE RISCO

Resumidamente, as indicag¢des clinicas para a triagem soroldgica da doenga
celiaca sdo: parentes de primeiro grau de paciente celiaco, anemia ferropriva inexplicada,
baixa estatura, osteoporose, elevacdo inexplicada das transaminases, doencgas autoimunes
(diabetes melitus tipo I, cirrose biliar primaria e tireoidites), além de sindrome de Down e de

Turner e desordens neurologicas, como epilepsia e ataxia inexplicadas (Baptista et al, 2006).

1.6. Diagndstico da doenca celiaca

O diagnéstico da doenga celiaca € feito com base nos dados clinicos, nos testes
soroldgicos e na bidpsia intestinal. As manifestagdes clinicas ja foram amplamente detalhadas
neste trabalho. Os testes sorologicos disponiveis para o diagndstico da doenga celiaca
incluem: os anticorpos antigliadina da classe IgA (IgAAGA) e da classe da imunoglobulina G
(IgGAGA), o antiendomisio da classe IgA (IZAEMA), antitransglutaminase da classe IgA
(IgAtTG) e a antitransglutaminase da classe IgG (IgGtTG). Estes anticorpos sao utilizados na
detecgdo de casos suspeitos da doenga celiaca, para monitorar a adesdo a dieta sem gluten e
nos rastreamentos sorologicos para detectar os celiacos com manifestagdes extraintestinais
e/ou atipicas (Fasano et al, 2001).

A tabela a seguir mostra a sensibilidade dos testes soroldgicos, a especificidade
e o valor preditivo positivo e negativo dos testes sorologicos, utilizados para o diagnostico da

doenga celiaca.
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Tabela 2. Sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos testes
sorologicos. Adaptado de Fasano et al, 2001

Teste Sensibilidade Especificidade  Valor preditivo Valor preditivo
positivo negativo

AGA 1gG 57-100 42-98 20-95 41-88

AGA IgA 53-100 65-100 28-100 65-100

AEA IgA 75-98 96-100 98-100 80-95

[gAtTG de cobaia 90,2 95 - -

tTG humana 98,5 98 - -

Os anticorpos antigliadina sdo detectados pela técnica imunoenzimatica
ELISA, sdo de facil execucdo e de baixo custo. No entanto, apresentam sensibilidade e
especificidade reduzidas (Troncone et al, 1996). Ha consenso que o IgA AGA ¢ mais
especifico e o IgG AGA mais sensivel. Os anticorpos antigliadina podem estar aumentados
em varias outras doengas como esofagite, colite ulcerativa, fibrose cistica, sindrome de Down,
gastrite, alergia a proteina do leite de vaca e doenga de Crohn e podem levar a resultados falso
positivos (Hill et al, 2005).

O IgG AGA ¢ util em 2-10% dos pacientes com doenca celiaca e que tem
também deficiéncia de IgA (Baptista et al, 20006).

O nivel sérico do IgA AGA diminui apds 3-6 meses da dieta sem gliten e pode

ser util na avalia¢ao da adesdo a dieta pelo paciente celiaco (Troncone et al, 1996).

ANTICORPO ANTIENDOMISIO

O anticorpo antiendomisio foi descrito pela primeira vez em soro de pacientes
com dermatite herpetiforme e doenga celiaca pos Chorzelski et al, em 1984. O EMA ¢
dirigido contra proteinas do tecido conjuntivo do corddo umbilical e do esd6fago de macaco

(Volta et al, 1995). O método utilizado para sua pesquisa é o de imunofluorescéncia indireta,
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que ¢ um teste com custo mais elevado que os anteriores, qualitativo, ou seja, dependente da
habilidade do observador de perceber a fluorescéncia. A pesquisa do EMA ¢ positiva quando
ha formagao na lamina de um rendilhado em favo de mel, de coloragdo verde brilhante.

Ha relato de falsos positivos para o EMA (Biirgin-Wolff et al, 1991). O IgA

EMA ¢ falso negativo em celiacos deficientes de IgA.

ANTICORPO ANTITRANSGLUTAMINASE

A transglutaminase ¢ o principal autoantigeno contra o endomisio e
desencadeia uma resposta humoral com a produgao de anticorpos da classe da imunoglobulina
A (Dieterich et al, 1997). A técnica utilizada para sua detec¢do ¢ um ensaio imunoenzimatico
(ELISA). A especificidade e a sensibilidade do teste variaram de 91-100% e de 77-100%,
respectivamente e a comparacao entre os testes que utilizaram o antitTG de cobaia e os que
utilizaram o antitTG recombinante humano mostraram que o ultimo ¢ mais sensivel e
especifico (Hill et al, 2005). Titulos muito baixos deste anticorpo podem ocorrer em pacientes

celiacos com lesdo intestinal leve (Marsh I e II) (Tursi et al, 2003)

BIOPSIA INTESTINAL

A confirmagdo da doenca celiaca deve ser feita pela bidpsia intestinal, que
pode ser realizada por via endoscopica ou por capsula de Crosby-Kugler ou Watson pelo
mecanismo de suc¢do e guilhotina e ambos os procedimentos sdo seguros (Hogberg et al,
2001). O padrao histologico varia desde o aumento de linfécitos intraepiteliais (maior que
trinta), no campo de aumento de cem, com algum grau de atrofia vilositaria, até o padrao
tipico com atrofia vilositaria total e hiperplasia de criptas. O padrao histoldgico adotado para
o diagnostico da doenca celiaca ¢ o de Marsh. O paciente s6 ¢ considerado celiaco se

apresenta padrdo histolégico compativel com a doenca, ou seja, atrofia vilositaria e
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hiperplasia de criptas (Marsh III) e melhora clinica poucas semanas apos a retirada do gluten.
Os anticorpos positivos refor¢am o diagnostico da doencga (Hill et al, 2002).
Mesmo quando os anticorpos sdo negativos, mas a sintomatologia ¢ altamente

sugestiva da doenca celiaca, a biopsia intestinal devera ser realizada.

Sprue tropical Sprue tropical

Marsh, Gastroenterology 1992, Vol 102: 330-354 104

Figura 6. Classificacdo de Marsh
HLA
A pesquisa do antigeno leucocitario humano HLA, por meio da pesquisa de
cadeia de polimerase, tem alto valor preditivo negativo, ja que 98% dos celiacos possuem
HLA DQ2 e DQ8. Nos casos duvidosos em que ndo ha HLA DQ2 e DQS8 possivelmente nao
se t€m a doenca celiaca. Entre a populacdo caucasiana este HLA ¢ encontrado em 30% dos

individuos.
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1.7. Tratamento

No momento, o unico tratamento possivel ¢ a exclusdo do gliten da dieta, apos
a confirmagao do diagnostico da doenca celiaca por meio de bidpsia intestinal. Os cereais que
devem ser excluidos sdo centeio, cevada e o trigo. A aveia pode ser tolerada pela grande
maioria dos pacientes com doenga celiaca ou dermatite herpetiforme (Perdaho et al 2004).
Entretanto, alguns poucos celiacos mantém uma resposta imune a aveia (Arezens-Hunsen et
al, 2004).

A sensibilidade dos pacientes com doenca celiaca ao gliuten ¢ individual
(Collin et al, 2007). H4 uma quantidade minima de gluten que pode ser tolerada pelos
pacientes celiacos sem que se provoque a reagdo inflamatéria intestinal (Ciclitira et al, 1984;
Kaukinen et al, 1999; Collin et al, 2007). Recente estudo publicado por Catassi et al em 2007
demonstrou que a maioria dos pacientes celiacos podem tolerar na dieta até 50 mg de gliten
por dia.

A adesdo a dieta sem gluten parece prevenir ou reduzir as complicagdes que
ocorrem na doenga celiaca (Brousse et al, 2005).

Uma pequena porcentagem dos pacientes apresenta a doenga celiaca refrataria,
necessitando da indugdo de remissdo pelo uso de corticoide (1-10%). Novas perspectivas
terapéuticas tém sido aventadas apds o conhecimento da patogénese da doencga, sendo ainda

objeto de pesquisa sem aplicabilidade clinica. (Fasano, 2009)
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1.8. Complicac6es

As doengas malignas parecem ter associacdo direta com a doenca celiaca, ja
que o aumento da sua frequéncia entre os celiacos diminui e retorna aos niveis normais apos
varios anos (cinco anos ou mais) da dieta de exclusdo do trigo (Holmes et al, 2003).

As doencgas malignas incluem carcinoma esofagico, neoplasias do pescogo ¢
cranio, adenocarcinoma do intestino delgado e linfoma ndo Hodgkin, que pode ocorrer tanto
no intestino como em outros locais (Green et al, 2003; Hervonen et al, 2005; Smedby et al,

2005).
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CAPITULO Il — Material e métodos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da
Satde da Universidade de Brasilia (CEP-FM 051/2003). Foram incluidos no estudo criangas
de 12 a 36 meses, atendidas no Centro de Clinicas Pediatricas do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB), no periodo de agosto de 2004 a fevereiro de 2007.

O Hospital Universitario de Brasilia (HUB) ¢ um hospital geral, que faz parte
do Sistema Unico de Satde (SUS) e atende principalmente & populagdo socioecondmica
menos favorecida, que reside na periferia da cidade. Muitas das criancas atendidas no HUB
provenientes destas comunidades apresentam algum grau de desnutricdo, infec¢des intestinais
de repetigdo e parasitoses.

Foram incluidas no estudo as criancas que apresentavam um ou mais dos
seguintes sintomas e/ou sinais: diarreias frequentes e/ou com duragdo maior que 14 dias, dor
abdominal recorrente e distensdo abdominal. Também foram incluidas aquelas que
apresentavam peso ou altura baixos para a idade (percentil 5) e com um dos sintomas ou
sinais ja referidos. Foram excluidos anteriormente diagnosticados como celiacos ou que por
algum motivo estavam sem ingerir glaten.

Os responsaveis pelas criangas eram convidados a participar da pesquisa e
recebiam informagdes verbalmente e por escrito, que esclareciam os objetivos do estudo,
riscos e beneficios. Se concordassem com a inclusdo de suas criangas na pesquisa, assinavam
um termo de consentimento livre e esclarecido, conforme modelo, em anexo.

Foram admitidas no estudo 214 criangas (114 meninos). A idade de admissdo
variou de 12 a 36 meses (média e mediana 19 meses). Destes, 177 tinham menos de 24 meses;
37 menos de 36 meses. Todas as criangas estavam em dieta com gliten nos ultimos seis

meses.
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Amostra de sangue venoso foi coletada de cada participante. Um volume de 2
ml foi colocado em um tubo sem anticoagulante, que foi centrifugado; apds este procedimento
o soro foi estocado a -20°C até que os testes soroldgicos fossem realizados. O restante do
sangue coletado (2 ml) foi colocado em tubo com anticoagulante para que se extraisse o acido
desoxirribonucleico (DNA) e fosse realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de
acordo com a técnica descrita no trabalho de Sacchetti et al, 2001. Os experimentos foram
realizados no Centro de Estudos em Doenga Celiaca da Universidade de Brasilia.

A dosagem de imunoglobulina A foi determinada em todos os soros pelo
método de turbidimetria (COBAS MIRA; Roche Diagnostic Systems Basel Switzerland). Este
teste foi realizado no Laboratdrio de Analises Clinicas do HUB.

A técnica imunoenzimatica (ELISA) foi aplicada em todos os soros para
determinar os anticorpos antigliodina IgA e IgA e IgA antitransglutaminase (Quanta Liyte
IgG e IgA Gliaulin na IgA Transglutaminase, INOVA Diagnostic Inc., San Diego, CA). A
concentragdo dos anticorpos foi expressada em unidades arbitrarias (AU), que ¢ a
porcentagem do soro referéncia positivo, e valores > 20 AV foram considerados positivos. O
anticorpo antiendormisio da Classe IgA foi determinado por imunofluorescéncia indireta. Em
suma, cortes criostaticos de 4um da porg¢do distal do es6fago de macaco (INOVA Diagnostic
Inc., As Diego) fixados em lamina, foram incubados, com soro do paciente na dilui¢do de 1:5.
A reacdo era detectada com o uso do anticorpo IgA anti-humano de coelho conjugado a
fluoresceina e aplicado nas laminas. As laminas foram examinadas em microscopio de
fluorescéncia (ZEISS) por dois observadores independentes que utilizaram filtro verde em
objetiva 250-400x. A reagdo era considerada positiva caso houvesse a presenca de um
rendilhado verde brilhante, em forma de “favo de mel”. Todas as criangas que tiveram

resultado positivo em um dos testes foram submetidas a confirmacao do resultado.
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A biopsia do intestino delgado foi indicada e sugerida aos pais de todas as
criangas que tiveram resultado positivo em um ou mais testes sorologicos, com excecdo das
criangas que obtiveram apenas o IgGAGA positivo. Nestas efetuou-se a genotipagem para
identificagdo de possiveis alelos HLA predisponentes a DC por meio do método de reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) (kit EU-DQ Eurospital) proprio para deteccao de alelos DQ2 e
DQS. As criangas que tinham IgGAGA positivo ¢ um dos alelos HLA DQ2 ou DQS foram
encaminhadas para biopsia intestinal.

Em todas as criangas com os anticorpos positivos ¢ bidpsia compativel com
doenga celiaca foi realizada a genotipagem do HLA (PCR).

As biopsias foram feitas pela capsula pediatrica de Watson, com as amostras
retiradas no nivel do ligamento de Treitz. Algumas bidpsias foram também realizadas por
endoscopia digestiva alta com aparelho Olympus GIE100 (Olympus UK).

As amostras de bidpsia jejunal foram fixadas em formol a 10%, embebidas em
parafina e seccionadas em aproximadamente 5 micrdmetros, perpendicularmente a superficie.
Elas foram coradas em hemotoxilinacosina e examinadas para pesquisa de anormalidades
histologicas, por patologista e gastroenterologista pediatricos, utilizando-se a classificacao

estabelecida por Marsh (1992).
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CAPITULO 111 - Resultados

Para se chegar aos resultados obtidos, 214 criangas foram examinadas; 114
(53,3%) eram meninos. O nivel de IgA sérica foi normal em todas elas. Em 131, os resultados
dos testes sorologicos foram normais (IgG/IgA — AGA, IgA — EMA e IgA — tTG). Em 68
criangas, os testes soroldgicos mostraram um aumento isolado do IgG — AGA. Em todas as 68
criancas foi realizada a genotipagem do HLA, sendo que em dez destas, por terem
apresentado presenca de alelo HLA predisponente (HLADQ?2), foi realizada bidpsia intestinal
que revelou mucosa sem alteragdes. Dez criangas apresentaram aumento simultaneo do IgG e
IgA — AGA com resultado normal dos testes IgA — EMA e IgA — tTG. Elas foram submetidas
a bidpsia jejunal, que revelou padrao normal de mucosa (MARSH), em todas.

Quatro criangas apresentaram testes positivos (IgA — EMA, I1gG — AGA e IgA-
tTG). A quinta, um menino de 20 meses de idade, apresentou IgG, IgA — AGA e IgA — tTG
positivos. Entretanto, a pesquisa do IgA — EMA por imunofluorescéncia foi negativa.
Achados clinicos e imunologicos das cinco criancas que obtiveram os resultados positivos

podem ser vistos na tabela a seguir.
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Tabela 3. Resultados positivos

Paciente Sexo Idade

(meses)

1gG-

AGA

IgA-

AGA

IgA-

tTG

IgA-

EMA

Bidpsia

jejunal

Principais

sintomas

1 F 17

118.1

196.8

242.7

J’_

Marsh III

Diarreia, distensao
abdominal,
desnutrigao.

142.7

226.2

85.6

Marsh III

Diarreia, infecgdes,
distensao
abdominal,
desnutrigao.

86.9

193.4

2154

Marsh III

Dor abdominal
recorrente,
distensdo
abdominal,
desnutri¢do

42.7

99.9

52.9

Marsh III

Diarreia,
desnutri¢ao

105.5

61

127.3

Marsh II1

Cansaco, anemia,
desnutricdo,
distensdo
abdominal

A biopsia jejunal das cinco criangas positivas mostrou lesdo intestinal com

atrofia vilositaria, hiperplasia de criptas e aumento do numero de linfocitos intraepiteliais

(maior que 30 no campo de aumento de 100). Todas elas apresentaram o HLADQ?2 positivo.
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Figura 7. Bidpsia intestinal do paciente nimero um (100x)

O paciente 2 estava severamente desnutrido e tinha histéria de diarreias
frequentes, infec¢do respiratoria de repeticdo e provavel intolerancia ao leite de vaca, como
demonstrado na Tabela 1.

Esta crianga, um menino, foi inicialmente testado para IgA — EMA quando
tinha 20 meses e apresentou resultado negativo, a época. Ele recuperou-se lentamente apods
dieta sem leite e gluten. Quando completou trés anos, estava assintomatico € com peso
adequado para a idade. A ingestdo do gluten foi iniciada e os testes sorologicos, repetidos
apds um ano de dieta livre, foram todos positivos (IgA — EMA e IgA —tTG). O diagnostico de

doenga celiaca foi estabelecido, e a crianga reiniciou a dieta sem gluten.
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Figura 8. Bidpsia intestinal do paciente dois (100x)

Figura 9. Aumento maior de bidpsia intestinal do paciente nimero trés (400x)
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A tabela a seguir mostra o tempo transcorrido entre o inicio dos sintomas € o

diagnéstico das cinco criangas celiacas, além da informagao de quanto tempo cada uma delas

foi amamentada ao seio e a época da introdug@o do gliuten em suas dietas.

Tabela 4. Idade do inicio dos

sintomas, diagndstico, aleitamento materno

¢ introdu¢do do

55

gliten
Paciente Idade do Idade do Tempo entre  Leite Introducéo
inicio dos diagnéstico  sintomas- materno do glaten
sintomas diagndstico
12m 24 m 12m 6 m 6m
1
8m 32m 24m 6 m 4m
2
28 m 35m 7m 6 m 6m
3
12m 20m 8m 6 m 6m
4
12m 17m 5m 3m 4m
5



CAPITULO 1V - Discussao

Entre as criangas com sintomas sugestivos de DC rastreadas no presente estudo
encontramos uma prevaléncia de 5:214 (2,3%). Em nenhuma das criancas deste grupo, apesar
de apresentarem diarreia cronica, retardo no desenvolvimento pondero-estatural e sinais e
sintomas de desnutricdo, o possivel diagndstico de DC tinha sido aventado ou solicitados
testes sorologicos para excluir esta possibilidade. E evidente que, apesar da crescente atengéo
que a DC desperta como doenga autoimune comum tanto na crianga como no adulto, a classe
médica em geral, com a possivel exclusdo da especialidade de gastroenterologia, pouco cogita
no possivel diagndstico de DC. O inquietante questionamento que surge diante deste quadro ¢
o de quantas criancas, em situagdo familiar e socioambiental desfavoravel, apresentando
variaveis graus de desnutricdo e de sintomas gastrointestinais cronicos, t€ém seu diagndstico de
DC indefinidamente adiado ou ainda pior, poderiam vir a falecer erroneamente diagnosticadas
como portadora de enteropatia ambiental. Aumento na mortalidade durante a infancia,
consequente a DC ndo deve ser considerada hipotese improvavel. Vérios estudos tém
mostrado inexplicavel variacdo na prevaléncia da DC nos diferentes grupos etarios, com
concentragdo de casos na infancia. Pratesi et al (2003) em estudo de prevaléncia efetuado no
Brasil, em coorte de 4.405 individuos encontraram prevaléncia 2,6 vezes maior entre 2.034
criangas com idade de um a 14 anos, quando comparadas ao grupo de adultos. Este estudo ¢
consistente com outros estudos de prevaléncia efetuados na Europa, como ¢ o caso do
trabalho de Uibo et al (1996), que encontrou 33 casos de DC entre 1.434 criangas e nenhum
caso entre os 1.461 adultos estudados. Similarmente Corazza et al (1997) chamaram a atengéo
para o fato da prevaléncia por eles encontrada em grupo de adultos, ser significativamente
menor do que a encontrada por Catassi et al (1994) em criangas residentes na mesma area

geografica (Italia central). Sabendo-se que a DC, em individuos geneticamente predispostos,
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pode eclodir em qualquer idade e sendo a intolerancia ao gliten uma desordem que uma vez
instalada permanece pelo resto da vida do individuo, esperar-se-ia que a afeccdo tivesse maior
prevaléncia entre adultos.

Para explicar a diferenca nas taxas de prevaléncia nos dois grupos etarios a primeira
possibilidade que surge ¢ que criangas com DC ndo tratada em determinados grupos,
especialmente em grupos populacionais, que habitam as periferias das cidades, possam vir a
falecer devido a complicagdes da doenca, sem alcancar a idade adulta. Em interessante estudo
pioneiro publicado em 1939, Hardwick evidenciou que de 70 criangas por ele acompanhadas
por um periodo de 15 anos, 36% vieram a falecer antes de alcancar a idade adulta (¢
importante lembrar que se desconhecia na época a associacao das manifestagdes da doenga
com a ingestdo do gluten). Este autor ainda perceptivamente observou que, apesar de nao
existir diferenca no numero de casos entre o grupo de criancas amamentadas ao peito € o
grupo de criancas alimentadas com leite de vaca, nenhuma das criangas com manifestagdes
precoces da doenga tinham sido alimentadas ao peito, antecedendo-se desta forma aos
trabalhos no inicio da presente década, principalmente os de Ivarsson et al (2002) que, em
consequéncia da “epidemia” de doenca celiaca observada na Suécia durante a década de 1980,
vieram a confirmar a associagdo do desmame precoce ¢ introdug¢ao prematura do gluten com a
eclosdo precoce da DC.

Atualmente varios estudos enfocam as consequéncias deletérias da introducao
prematura do gluten na alimentacdo do infante e o efeito protetor da amamentagdo ao peito,
evidenciando que, tanto a amamentacdo ao peito durante a introducdo do gluten na dieta
quanto um periodo de amamentag@o mais prolongado estdo associados com um risco reduzido
para o desenvolvimento da DC, apesar de ndo ser ainda claro se estes fatores tdo somente
retardam o aparecimento da afec¢do ou se fornecem protegdo permanente (Peters et al, 2001;

Ivarsson et al, 2002; Persson et al, 2002; Ivarsson, 2005; Myléus et al, 2009). A crescente

57



participagdo das mulheres na for¢a de trabalho em nosso meio frequentemente resulta na
introdugdo precoce de alimentos complementares contendo gliten e num periodo mais curto
de amamentag¢do materna (Chaves et al, 2007; Sena et al, 2007).

Mesmo quando fortemente suspeitada, confirmar a presenga da DC nestas criangas
ambientalmente desfavorecidas ndo ¢é tarefa facil. Além de seu precario estado nutricional,
que se encontra frequentemente associado a infecgdes cronicas e parasitoses, estas criancas
também podem exteriorizar alteragdes decorrentes de alergias ou até mesmo de desordens
autoimunes o que frequentemente resulta em quadros clinicos indistinguiveis do das classicas
manifestagdes da DC (Gandolfi et al, 2001). O paciente nimero 2 (Tabela 3) é um bom
exemplo das dificuldades em apropriadamente se diagnosticar a DC em criangas sujeitas a
multiplos fatores ambientais adversos. Este paciente, quando inicialmente examinado,
apresentava-se severamente desnutrido e tinha histéria de frequentes episodios diarreicos,
repetitivas infecgdes respiratorias e provavel intolerancia ao leite de vaca. Como pode ser
observado na tabela 1 o teste de anticorpos antiendomisio, efetuado aos 20 meses de idade foi
negativo. Com base na positividade soroldgica dos testes de anticorpos antigliadina e
antitransglutaminase o pequeno paciente foi submetido a biopsia jejunal e iniciando-se estrita
dieta sem leite e derivados e sem gluten, o que redundou numa lenta, porém progressiva
recuperagdo. Quando com trés anos de idade, com peso dentro de limites normais para seu
grupo etario, no intuito de definitivamente se estabelecer o diagndstico de DC, foi iniciado
desafio com reintrodu¢do do gluten na dieta. Os testes sorologicos foram repetidos apos um
ano de dieta livre obtendo-se desta vez todos os resultados positivos. O diagndstico foi
definitivamente estabelecido e a crianga reiniciada em definitiva dieta sem gluten.

E sabido que neste grupo etario e, principalmente em criangas abaixo de dois anos,
niveis altos de anticorpos antitransglutaminase podem estar presentes e apresentar variaveis

flutuagdes, mesmo em criangas nao celiacas (Simell et al, 2005; Simell et al, 2007). Além
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disso, testes de aintitransglutaminase falsamente positivos tém sido eventualmente observados
em outras afec¢des autoimunes ou inflamatérias na auséncia de DC. As caracteristicas
histopatologicas obtidas na biopsia jejunal desta crianga mostraram-se compativeis com o
diagnéstico de DC. No entanto, como previamente apontado, resultados de biopsias podem
ser enganosos posto que padrdes muito similares de anormalidades histopatologicas podem
ser observados em criangas com desnutricdo grave sujeitas a infec¢des repetitivas do trato
gastrointestinal. Na figura 6 pode ser observada a similaridade entre a o resultado da biopsia
desta crianga (a) ¢ a biopsia de uma crianca nio celiaca submetida a repetitivos episoddios de

infecgOes gastrointestinais e desnutrigdo grave (b).

Figure 10: (A) Biopsia jejunal do paciente n° 2 evidenciando atrofia vilositdria, hipertrofia das criptas e aumento do nimero
de linfocitos intraepiteliais; (B) Biopsia jejunal de paciente com testes antitransglutaminase e antiendomisio negativos
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apresentando diarreia infecciosa causada por E. coli enteropatogénica, também mostrando atrofia vilositaria severa,
hipertrofia de criptas e nimero aumentado de linfocitos intraepiteliais.

A negatividade do teste de aintiendomisio e a lenta recuperagdo desta crianga, mesma
depois da instituicdo da dieta sem gliten foram responsaveis pelas dividas quanto a seu
diagnoéstico definitivo de DC, Apesar de ser sabido que cerca de 20% dos infantes,
principalmente abaixo dos dois anos de vida, apresentam resultados falsamente negativos ao
teste de antiendomisio (Biirgin-Wolff et al, 1991). A dieta sem glaten precisa ser mantida
pelo resto da vida do paciente o que, principalmente entre populacdes de baixa renda ¢ tarefa
extremamente complicada o que justifica a necessidade da completa certeza do diagnostico de
DC.

Como ja evidenciado por varios outros estudos (Fasano et al, 2001) a baixa
especificidade do teste de antigliadina foi mais uma vez constatada, o que vem reforgar o fato
de que, atualmente, diante da existéncia de testes soroldgicos mais confidveis, como € o caso
dos testes de anntiendomisio e antitransglutaminase, a aplicagdo do teste de antigliadina
somente se justifica diante de pacientes com absoluta deficiéncia de Imunoglobulina A.

As dez criancas com aumento isolado de IgG-AGA e com HLADQ2 foram orientadas
a retornar semestralmente ao ambulatério de doenga celiaca do Hospital Universitario de
Brasilia, para avaliacdo, ja que possuem um dos fatores predisponentes para a doenca celiaca.
As cinco criangas diagnosticadas como celiacas estdo sendo acompanhadas no Ambulatorio
de Doenca Celiaca. Elas sdo avaliadas com certa regularidade quanto a adesdo a dieta (clinica

e laboratorialmente).
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Capitulo V - Concluséao

A prevaléncia da doenca celiaca entre criangas sintomaticas e desnutridas, de 12 a 36
meses, foi de 1:43 (2,3%)

Enfase deve ser dada a inclusdo pelos pediatras da doenga celiaca no diagnostico
diferencial de criangas menores de trés anos, que apresentam diarreias frequentes ou com
duragdo maior de 14 dias, distensdo abdominal e desnutricdo, que vivem em comunidades

com mas condigdes socioecondmicas € que, muitas vezes, sao erroneamente diagnosticadas

como enteropatas ambientais.
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Resumo

Racional: O diagndstico correto da doenga celiaca (DC) em criangas
ambientalmente carentes é frequentemente dificultado pela presenca usual de
causas outras para os classicos sintomas da DC. Objetivo: determinar a prevaléncia
de DC em grupo de criangas com idades compreendidas entre 12 e 36 meses
utilizando a pesquisa de anticorpos antigliadina (IgG e IgA-AGA), antiendomisio (IgA-
EMA) e antitransglutaminase recombinante humana (IgA-tTG) como método de
rastreio. Métodos: foram incluidas no estudo 214 criangas (114 meninos), com 12 a
36 meses de idade, todas em uso de dieta contendo gluten. Em todos os soros foi
pesquisada a presenga de anticorpos anti-lgG e IgA-AGA, anti-IgA-EMA e anti-IgA-
tTG humana. Biopsia jejunal foi sugerida e efetuada em todas as criangas com
resultados positivos em um ou mais testes soroldgicos, excetuando-se as criangas
em que o IgG-AGA tinha sido o unico teste positivo. Nesta ultima situagao efetuou-se
genotipagem para identificagdo de possiveis alelos HLA predisponentes por meio do
método de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Para confirmag&o do diagnéstico
a genotipagem dos alelos HLA também foi efetuada nas criangas identificadas como
celiacas com base a testes sorologicos positivos e resultado da biopsia jejunal
compativel. Resultados: Em 131 criangas os resultados dos testes sorologicos
foram normais. Em 68 criancas foi exclusivamente detectada a presenga de
anticorpos anti-lgG-AGA. Em 10 delas, por terem apresentado presenca de alelos
HLA predisponentes, foi realizada biopsia jejunal que revelou mucosa sem
alteragdes. Todos os testes soroldgicos foram positivos em quatro criangas. Os
testes igG e IgA-AGA e IgA-tTG foram positivos numa quinta crianga que, no
entanto, apresentou teste IgA-EMA negativo. A biopsia jejunal destas cinco criangas
revelou lesbes de mucosa tipicas e compativeis com o diagnostico de DC.
Conclusdes: prevaléncia de 2.3% foi encontrada entre criangas de 12 a 36 meses
de idade, ndo previamente diagnosticadas como celiacas.

Palavras-chave: Doencga celiaca, testes soroldgicos, critérios diagndsticos, criangas
carentes.
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Abstract

Background: The correct diagnosis of celiac disease (CD) in environmentally
deprived children is frequently hindered by the common presence of other causes for
the classical CD symptoms: malnutrition, failure to thrive and frequent diarrheas.
Objectives: To determine the prevalence of CD in a group of 12 to 36 month-old
children using immunoglobulin antibodies against gliadin (IgG and IgA-AGA), against
endomysium (IgA-EMA), and against human tissue transglutaminase (IgA-tTG) as
screening method. Methods: A total of 214 children (114 boys), aged 12 to 36
months, on gluten-containing diet, were admitted to the study. IgG and IgA-AGA, IgA-
tTG and IgA-EMA tests were performed in all sera. Biopsy was obtained from all
children showing positive result in one or more of the serologic tests, excluding those
in which 1gG-AGA had been the only positive result. In those cases, polymerase
chain reaction (PCR) HLA genotyping for the identification of CD predisposing alleles
was applied. HLA genotyping was also performed to confirm the diagnosis in children
identified as celiac by means of positive serologic testing and compatible biopsy
results. Results: Normal results were obtained in 131 children. Ten children out of 68
identified as positive exclusively on the IgG-AGA test disclosed the presence of CD
predisposing alleles on PCR and underwent jejunal biopsy with normal results. All
serologic tests were positive in four children. A fifth child showed positive 1IgG and
IgA-AGA and IgA-tTG results but disclosed a negative IgA-EMA test. Jejunal biopsy
of these five children revealed characteristic lesions of CD. Conclusion: A
prevalence of 2.3% was found among symptomatic 12- to 36-month-old children that
had not been previously diagnosed as celiac.

Keywords: celiac disease; serologic testing; diagnostic criteria; deprived children.

Introduction

Celiac disease (CD) is a common multifactorial, immuno-mediated
enteropathy triggered by the ingestion of several related proteins found in wheat
(gliadin), barley (hordein), and rye (secalin). In genetically susceptible individuals the
ingestions of these proteins leads to infiltration of the intestinal mucosa by both
intraepithelial CD8+ and lamina propria CD4+ lymphocytes that ultimately result in a
variable degree of jejunal tract lesion®".

CD has one of the strongest HLA associations. The presence of HLA-
DQA1*05 and DQB1*02 alleles, either in cis or in trans, which form the HLA-DQ2
heterodimer strongly, strongly increases the risk for CD. In European white
population, approximately 90% of CD patients have these genetic markers whereas
most of the remaining cases carry HLA-DQ8 molecules coded by the HLA-DQA1*03
and DQB1*0302'. The value of HLA typing in CD is mainly considered for its
negative predictive value since CD does not develop unless a person carries alleles
that encode for HLA-DQ2 or DQ8™.

CD symptomatology is variable and in its classical presentation, mostly seen
in children, malabsorption of nutrients leads progressively to severe malnutrition,
failure to thrive and diarrheic stools. In adults the clinical manifestations of CD are
often oligosymptomatic or atypical, characterized by abdominal pain, bloating,
frequents bouts of aftous stomatitis, resistant anemia or by an ill defined physical and
emotional distress '*. This changeable clinical picture, frequently results in a delayed
diagnosis. Adolescent and young adults are, in many instances, free of major
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symptoms being eventually diagnosed during screening studies. The timing for the
appearance of the first symptoms is variable and probably not only related to the
gluten content of the diet but also to other still unknown environmental triggers ’.

CD was originally thought to occur only rarely and predominantly in childhood
but during the last few decades, with the advent of reliable serological testing that
allowed large screening studies, a steady worldwide increase in its prevalence was
noted. Currently CD is recognized as a global health problem. Its estimated
prevalence in Europe and United States has varied from 1:100 to 1:250 both in
children >' and in adults®, and values as high as 1:99 were found in children aged
14 to 21 years in Finland %°. Several screening studies carried out during the last
decade in Brazil show a prevalence similar to that found in European countries,
varying from 1:213 to 1:681 in presumably healthy blood donors ##?*'® while other
screening studies carried out in different Brazilian regions showed frequencies
ranging from 1:53 to 1:417 321124,

The aim of this study was primarily to determine the prevalence of CD in a
group of 12- to 36-month-old symptomatic children using antibodies against gladin,
endomysium, and recombinant human tissue transglutaminase as screening method
and, secondarily to call the attention to the difficulties in correctly diagnosing CD
among socio-economically and environmentally deprived children.

Materials and methods

This project was approved by the Ethics Committee of the University of
Brasilia School of Health Sciences (protocol 051/2003). Children’s parents were
invited to participate in the study and received written and verbal information
regarding the objectives, risks, and benefits of the study. Children aged 12- to 36-
months who attended the Pediatric Gastroenterology Unit of the Brasilia University
Hospital between August 2004 and February 2007, and were considered at risk for
CD were included in the study. The Brasilia University Hospital is a general hospital,
part of the unified government health system that attends mainly low-income
population living in the periphery of the city. Although this population cannot be
considered deeply disadvantaged by Brazilian standards, the prevalence of
malnutrition, parasitosis, and infectious diseases is still considered high among them,
especially during the first three years of life.

Two hundred and fourteen children were admitted to the study (114 boys).
The age of admission varied from 12 to 36 months (mean and median, 19 months).
177 (82.7%) were less than 24 and 37 (17.3%) were less than 36 months-old. All
children had been on gluten-containing diet for at least the previous six months. The
children were considered at risk for CD and included in the study when their parents
reported (a) history of episodes of persistent diarrhea (defined as an increase in
frequency and liquidity of stools above the norm for the child, for a period of two or
more weeks); and (b) height or weight below the 5™ percentile.

Serum samples were collected from each participant and stored at -20°C until
testing. Total immunoglobulin A (IgA) level was determined in all sera by turbidimetric
immunoquantification (COBAS MIRA; Roche Diagnostic Systems, Basel
Switzerland). Enzyme-linked immunosorbent assay technique (ELISA) was applied to
all sera to determine IgG and IgA antigliadin (IgG-AGA, IgA-AGA) and IgA
antitransglutaminase (IgA-tTG) antibody values (Quanta Lite IgG and IgA Gliadin and
IgA Transglutaminase, INOVA Diagnostic Inc., San Diego, CA). The antibody
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concentrations were expressed in arbitrary units (AU), that is, percentages of the
positive reference serum, and values 220 AU were considered positive.

Serum IgA-class endomysial antibodies (IgA-EMA) were determined by
indirect immunofluorescence method. Briefly, 4-um cryostat sections from the distal
portion of monkey esophagus (INOVA Diagnostic Inc., San Diego, CA) were
incubated with patients’ sera at a 1:5 dilution. The reaction was detected with
fluorescein isothiocyanate rabbit antihuman IgA conjugate applied to the sections.
Under the fluorescence microscope, the presence of characteristic honeycomb-like
brilliant green pattern of smooth muscle bundles was interpreted as positive. Children
who showed positive result in any test underwent repeated testing for confirmation of
the results.

Small bowel biopsy was suggested to parents of children who showed positive
results in one or more of the IgA-AGA, IgA-EMA and IgA-tTG serologic tests, and in
those children in whom the only positive test was IgG-AGA but were carriers of CD
predisposing HLA alleles. The aim of this procedure was to avoid unnecessary
biopsies in view of the low specificity of the IgG-AGA and the strong negative
predictive value of the absence of HLA predisposing alleles’. Genomic DNA was
extracted from peripheral venous blood using the lllustra Blood Genomic Prep Mini
Spin Kit (GE Healthcare, UK). Genotyping for HLA-DQA1*0501, HLA-DQB1*0201
and DRB1*04 was processed by the technique of polymerase chain reaction-
sequence specific primers (PCR-SSP) as previously described %’.

Biopsies were performed with a Watson pediatric capsule, samples being
taken at the level of the ligament of Treitz. Biopsy specimens were independently
evaluated by a pathologist and a pediatric 9astroentero|ogist and assessed according
to the scoring system described by Marsh “'.

Results

All the 214 children included in the study had normal IgA serum levels.
Normal results were obtained in all serological tests (IgG/IgA-AGA, IgA-EMA and
IgA-tTG) in 131 children (61.2%). The PCR-SSP of the 68 children whose serologic
tests results only showed increased level of IgG-AGA disclosed the presence of a
predisposing allel in 10. Their jejunal biopsies together with those of the 10 children
that had shown increased levels of both IgG and IgA-AGA with normal results on IgA-
EMA and IgA-tTG testing, disclosed a normal mucosal structre (Marsh 0). Positive
IgA-EMA test and increased levels of IgG-AGA, IgA-AGA and IgA-tTG antibodies
were found in four children. A fifth child, a 20-month-old boy, showed abnormal IgG,
IgA-AGA and IgA-tTG tests but disclosed a negative immunofluorescent IgA-EMA.
Immunologic and clinical findings in children positive on serologic testing can be seen
in Table 1.

Table 1

Jejunal biopsy of the five serologic positive children disclosed mucosal
lesions characterized by a villous flattening, crypt hypertrophy and increased number
of intraepithelial lymphocytes characterizing a CD enteropathy (Marsh lll). The
prevalence of serological and biopsy confirmed cases of CD in the present cohort
was 1:43 (2.3%).
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Discussion

Among the symptomatic children screened in the present study we found a CD
prevalence of 5:214 (2.3%). Despite the presence of chronic diarrhea, failure to thrive
and signs of malnutrition none of these 214 children had been previously diagnosed
as celiac or had undergone serologic testing to rule out the possibility of CD. A
disturbing question raised by the present findings is how many celiac children,
belonging to underprivileged segments of society, with varying degrees of chronic
gastrointestinal symptoms and malnutrition have their diagnosis postponed or worse,
could die wrongly diagnosed as carrier of environmental enteropathy. This cannot be
considered an improbable hypothesis as suggested by a previous study in which an
unexplained age-related variation on CD prevalence with a clustering of most cases
of CD in the younger age group was detected %°. An increased prevalence of CD in
children when compared to adults is an unexpected fact since it is known that CD
may start at any age, and being a disorder for life, would be expected to have a
higher prevalence among adults. This difference in prevalence between children and
adults had already been observed by other authors ' . A possible explanation for
this fact could be that children, especially those born in an adverse environment and
exposed to a high level of infectious and parasitic agents die as a result of early
complications without reaching adulthood. The mortality rate among undiagnosed
symptomatic celiac children on a diet containing gluten can be high. Hardwick'® in a
pioneer 15-years follow-up study with 70 celiac children, published in 1939, reported
an overall mortality rate of 36%. In the same study this author perceptively observed
that although there was no difference in the number of CD cases between breast-fed
and bottle-fed infants, none of the very young celiac patients had been breast-fed.
Presently, several studies are focused on the deleterious consequences of an earlgl
introduction of gluten in the infant diet and the protective effect of breast-feeding'® %>
2. Evidences suggest that both breast-feeding during the introduction of dietary gluten
, and increased duration of breast-feeding are associated with reduced risk for the
development of CD although it is still not clear whether breast-feeding delays the
onset of symptoms or provides a permanent protection against the disease’. The
increasing participation of women as workforce in Brazil frequently results in an early
introduction of inappropriate amount and often unfit complementary food and a
shorter breast-feeding period & '®.

Even when suspected, to confirm a definitive CD diagnosis in these
environmentally deprived children is not an easy task. Besides their poor nutritional
status, frequently associated with infections and parasitosis, these children can also
be affected by allergic or even autoimmune disorders resulting in clinical conditions
that can be indistinguishable from the classical presentation of CD in this age group
12 Patient number 2 (Table 1) is a good example of the difficulty in properly
diagnosing CD in children subjected to multiple adverse environmental factors. This
patient was, when initially seen, severely malnourished and had a history of
persistent diarrhea, repetitive bouts of respiratory infections and probable cow’s milk
intolerance. As shown in Table 1, the child’s IgA-EMA was initially tested at the age
of 20 months, being negative at that time. The child underwent a slow recovery on a
gluten and milk-free diet. When he was three years-old, asymptomatic and with
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weight within normal range for age, to definitively establish the diagnosis of CD, a
gluten challenge was started and serologic tests were repeated after one more year
of normal diet disclosing, at that time, positive IgA-EMA and IgA-tTG (101.3U). The
diagnosis of CD was confirmed and the child was again started on GFD. It is known
that in this age group, high levels of antibodies against tTG can be present and
fluctuate even in non-celiac children 3> %°. In addition, false positive tTG tests have
been eventually observed in other inflammatory and autoimmune diseases besides
CD 3. The histopathologic characteristics of this child biopsied sample were
compatible with CD but, as previously cited, biopsy can be misleading in these
children as very similar patterns can be seen in children with severe malnutrition and
repetitive infections of the gastrointestinal tract. Fig. 1 shows the similarity between
this child’s biopsy sample (a) and the biopsy sample of a non-celiac child suffering
from repetitive gastrointestinal infections and severe malnutrition (b).
Fig. 1

The fact that his recovery was extremely slow even after the institution of a
strict GFD reinforced our doubts concerning the diagnosis. After the gluten challenge
a positive result was obtained on this child’s previously negative IgA-EMA test. It is a
fact that around 20% of infants, mainly below the age of 2-years yield false negative
results on EMA testing *.

As showed in other studies, the low specificity of the AGA test could once
again been observed. This reinforces the fact that currently, due to the existence of
the more reliable recombinant human tTG and antiendomisyum tests the AGA test is
only justifiable in those cases in which the patient reveals an absolute deficiency of
IgA.

In conclusion, in the present study a prevalence of 2.3% was found among
symptomatic 12- to 36-month-old children that had not been previously diagnosed as
celiac. This finding reinforce the need of a careful investigation of children belonging
to low socio-economic strata and living in adverse environmental condition since CD
symptomatology, in this group of children, can be easily masked by the frequently
observed environmental enteropathy that is also characterized by malnutrition, failure
to thrive and persistent diarrhea.
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Figure 1: (A) Jejunal biopsy of patient n° 5, showing villous atrophy, crypta
hyperplasia and increased number of intraepithelial lymphocytes (>40/100); (B)
Jejunal biopsy of a IgA-tTG and IgA-EMA negative non-celiac patient, with infeccious
diarrhea caused by enteropatogenic E.coli 0111 showing a total villous atrophy, cript
hyperplasia and increased number of intraepithelial lymphocytes (>40/100).
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Table 1. Clinical data, serologic tests and biopsy results of the five celiac

children
Sex Age Symptoms IgG- IgA- IgA- IgA- Biopsy
o AGA AGA tTG EMA

1 F 17 Diarrhea, bloating , 118.1 196.8 2427 + Marsh llI
malnutrition

2 M 20 Diarrhea, anemia, 142.7 226.2 856 _ Marsh Il
bloating, malnutrition

3 F 26  Diarrhea, RAP, 86.9 1934 2154 + Marsh Il
anemia, bloating,
malnutrition

4 F 32 Diarrhea, 42.7 99.9 52.9 + Marsh Il
malnutrition

5 F 35 Fatigue, anemia, 105.5 61 127.3 + Marsh Il

bloating,
malnutrition

RAP = recurrent abdominal pain
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PROTOCOLO DE INCLUSAO DE PACIENTES

Nome da crianga:

Data:

Sexo: [0 masculino  [J feminino

Data de nascimento:

Idade:

Peso: Estatura:

Registro hospitalar:

Nome do responsavel:

Endereco:

Localidade:

Telefone para contato:

Outros telefones:

Motivo da consulta:

Apresenta ou apresentou um ou mais dos sintomas abaixo:
"] peso ou altura baixos para a idade

] diarreia frequente ou prolongada

] dor abdominal recorrente

] distensdo abdominal

[] outros sintomas:
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Servigo de Gastroenterologia Pediatrica
Projeto: Estudo comparativo dos marcadores soroldgicos no diagnostico da
doenga celiaca em criangas de risco, até trés anos de idade.

Responsavel: Profa. Dra. Lenora Gandolfi

Termo de consentimento livre e esclarecido, pds-informacao

O abaixo assinado, , responsavel

pelo paciente , declara ter lido e ouvido o

presente termo de responsabilidade que lhe informa estar ciente do seguinte:

a) que pelo presente instrumento concorda em participar de pesquisa visando a

averiguar possivel presenca de doenga celiaca entre criancas de até trés anos de idade;

b) que esta participagdo implicara a retirada de uma amostra de sangue, de
aproximadamente 03 ml, no laboratério do ambulatério de pediatria do HUB, para
diagnésticos de pesquisa, com o objetivo de determinar a presen¢a ou ndo de marcadores

soroldgicos caracteristicos da doencga celiaca;

¢) que, resultando o teste positivo, serd garantida ao paciente a assisténcia
continuada, no Servico de Gastroenterologia Pediatrica do HUB, ficando, porém, a seu
critério, a eventual procura de outro servico ou outro profissional para orientagdo e

tratamento;
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d) que a recusa em participar ou recusa em deixar que paciente sob sua
responsabilidade participe da presente pesquisa ndo importara em prejuizo presente ou futuro
na prestacdo de assisténcia profissional pela equipe médica do HUB, ressaltando-se também
que, mesmo apos a assinatura do presente termo de consentimento, ficara livre para abandonar

a pesquisa a qualquer momento.

Brasilia, de de

Assinatura

Médico responsavel
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Servico de Gastroenterologia Pediatrica
Projeto: Estudo comparativo dos marcadores soroldgicos no diagnostico da
doenga celiaca em criangas de risco, até trés anos de idade.

Responsavel: Profa. Dra. Lenora Gandolfi

Termo de consentimento livre e esclarecido, pés-informacao

(biopsia intestinal)

O abaixo assinado, , responsavel

pelo paciente , declara ter lido e ouvido o

presente termo de responsabilidade que lhe informa estar ciente do seguinte:

a) que pelo presente instrumento concorda:

] em ser submetido a bidpsia

(] que o paciente acima citado, sob sua responsabilidade, seja
submetido ao procedimento diagnéstico denominado bidpsia intestinal duodenal, por capsula
de bidpsia jejunal, com a retirada de pequeno fragmento da parte mais superficial do intestino,
o qual sera usado para diagnostico de possiveis doengas que possam afetar este e outros

orgdos ou sistemas;
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b) que esse procedimento ¢ o método usualmente utilizado em medicina,
incorrendo em risco minimo para a saude, podendo, porém, raramente, resultar em

complicacdes mais severas;

¢) que ¢ de seu direito negar sua autorizagdo para a realizacdo desse exame,
devendo, nesse caso, atestar por escrito sua discordancia com o procedimento, sendo de sua

responsabilidade as consequéncias de que possam resultar tal atitude;

d) que sua recusa em se submeter ou deixar que o paciente sob sua
responsabilidade seja submetido a esse procedimento ndo trara prejuizo algum — presente ou
futuro — na prestacdo de assisténcia profissional pelas equipes dos Servigos de

Gastroenterologia ou de qualquer outro setor do Hospital Universitario de Brasilia.

Brasilia, de de

Assinatura

Meédico responsavel
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Universidade de Brasitia — Faculdade de Medicina
Comité de Ftica em Pesquisa — CEP-FM/UnB

us Universitario, Asa Norte - CEP 70910-900 — Brastlia, DF
Telefone: (61) 307-2520

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do projelo: CEP-FM 051/2003

Titulo: “Determinagdo da prevaléncia da doenga celiaca em pacientes com fatores
de risco, em hospital geral, no DE.”.

Pesquisador responsdvel: Ricardo Pratesi

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, projeto de
pesquisa, bibliografia pertinente, termo de consentimento livre e esclarecido.

Data de entrada: 08/09/2003

Proposicao do(a) Relator(a):

( x) Aprovagio

() Aprovagao com pendéncias

( ) Naoaprovacio

Data da analise pelo CEP-FM/UnB: 29/10/2003

PARFCER

Com base na Resolugdo CNS/MS n.° 196/96, que regulamenta a maléria,
o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasflia, em sua Reunido 10/2003, realizada em 29/10/2003, decidiu
APROVAR, de acordo com o parecer do{a) Relator(a), o projeto de pesquisa
acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

Observacio:
1. Modificagbes no protocolo devem ser submetidas ao CEP,
assim como a notificagdo imediata de eventos adversos graves.
2. (Xs) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatorios periddicos
do andamento da pesquisa ao CEP-FM,

Brasilia-DF, 03de novembro de 2003.
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