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RESUMO

Objetivo: a possibilidade de diagnosticar precocemente a doencga celiaca em criangas
e adolescentes diabéticos motivou a realizacdo desta dissertacdo de mestrado,
apresentada sob a forma de um artigo de revisdo e de um artigo original que teve o
objetivo de conhecer a soroprevaléncia da doenga celiaca em criangas e adolescentes
com diabetes mellitus tipo 1.

Métodos: foi feita uma revisdo sobre a associacdo da doenca celiaca e diabetes tipo 1
utilizando as bases de dados do Medline, Lilacs e Scielo, no periodo de abril de 1964 a
dezembro de 2004. Concomitantemente foi realizado um estudo transversal para
pesquisar a soroprevaléncia da doenga celiaca em criangas e adolescentes diabéticas
atendidas nos servigos de endocrinologia pediatrica de Recife, utilizando como teste de
triagem o anticorpo anti-transglutaminase humana.

Resultados: a revisdo de literatura mostra o crescente aumento do diagndstico da
doencga celiaca nas criangas diabéticas e aborda as evidéncias e principais teorias que
justificam, pelo menos em parte, a maior prevaléncia desta associagdo. No estudo
transversal, foram avaliados 354 criangas e adolescentes diabéticos observando-se
uma soroprevaléncia da doenca celiaca de 10,5%.

Conclusées: no artigo de revisdo observa-se ampla variagdo geografica desta
associacado e que a doencga celiaca e o diabetes mellitus tipo 1 sdo doengas imune-
mediadas, de etiologia multifatorial. Uma possivel explicacdo para esta associagao
pode ser o envolvimento de uma base biolégica comum. A soroprevaléncia da doenca
celiaca em criangas e adolescentes diabéticos de Pernambuco é elevada, sendo
aconselhavel a realizagao rotineira do anti-transglutaminase humana em todas as

criangas e adolescentes diabéticas.
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ABSTRACT

Objective: This master's dissertation was motivated by the possibility of diagnosing
precociously celiac disease in diabetic children and adolescents. It is exposed under the
format of a review article and an original article that had the aim to investigate the serum
prevalence of celiac disease in children and adolescents with type 1 diabetes mellitus.
Methods: A review on the association between celiac disease and type 1 diabetes was
done using the of Medline, Lilacs and Scielo database, from April of 1964 to December
of 2004. Simultaneosly a sectional study was performed to identify the serum prevalence
of celiac disease in diabetic children and adolescents followed at pediatric endocrinology
services in Recife, using the human antibody transglutaminase as a screening test.
Results: The reviewed papers demonstrates increased diagnosis of celiac disease in
diabetic children and adolescents and analyses the evidences and the main theories
that explain, at least in part, the major prevalence of this association. In the sectional
study, 354 diabetic children and adolescents were evaluated, and the serum
prevalence observed was 10.5%.

Conclusions: The reviewed papers shows geographical variations of this association
and demonstrates that celiac disease and type 1 diabetes are multifactorial and
immune-mediated diseases. A possible explanation for this association could be the
involvement of a common genetic background. The serum prevalence of celiac disease
in diabetic children and adolescents in Pernambuco is high, thus recommending routine
screening serological tests with human anti-transglutaminase in all children and

adolescents with type 1 diabetes.
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Introducao

As primeiras descricdes dos sintomas do diabetes ocorreram na india,
cerca de 1000 anos aC e, durante muitos séculos, esta doenca permaneceu como
mortal, sem que nenhuma forma de tratamento pudesse aliviar o sofrimento ou
prolongar a vida desses pacientes(l). Foi somente em 1921 que Banting e Best,
dotados de grande persisténcia e sabedoria, descobriram um extrato pancreatico que
reduzia o nivel da glicose na urina, e a denominaram de insulina (2). Desde entéo,
grandes avangos ocorreram no tratamento de criangas, adolescentes e adultos
portadores de diabetes, garantindo-lhes longa sobrevivéncia com uma boa qualidade de

vida.

Uma das mais importantes evolu¢gdes no tratamento do diabetes, foram as
conclusdes, apos varios anos de estudos, de que a constante manutencédo do controle
adequado da glicemia protege o paciente das complicagdes crdnicas associadas ao
diabetes (3). Com o surgimento de novas insulinas, com perfil de agdao semelhante ao
fisiologico, e a disponibilidade de tecnologias domiciliares para a aplicagao da insulina e
a monitorizagédo da glicemia, hoje é possivel atingir o bom controle do diabetes; e este

passou a ser o grande objetivo do tratamento.

A obtencao de niveis ideais de glicemia, nem sempre é facil, pois envolve varios
fatores sociais, culturais, psicolégicos e, em algumas situagdes, doengas associadas ao
diabetes podem contribuir para essas dificuldades. Ha alguns anos ja se sabe que o
paciente com diabetes mellitus tipo 1 (DM1) tem maior propensédo para desenvolver
outras doengas auto-imunes, e quando nao diagnosticadas e devidamente tratadas
contribuem para evolugédo desfavoravel do diabetes. A mais comumente observada é a
tiroidite auto-imune, sendo seguida pela doencga celiaca (DC) (4,5); a triagem rotineira
da primeira ja faz parte do protocolo de seguimento desses pacientes, entretanto a

segunda ainda € motivo de controvérsias e s6 recentemente vem sendo mais valorizada.
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Os primeiros relatos da associagao do DM1 e DC ocorreram ha mais de 50 anos
(6) e desde entao se observa que essas criangas podem apresentar maior dificuldade
em obter um bom controle do diabetes, sendo, habitualmente, propensas a
hipoglicemias frequentes e graves e grandes oscilagdes nos niveis de glicemia.(7) Além
disso pode contribuir para outras complicagdes como a baixa estatura, atraso puberal,

osteoporose e doengas malignas (8).

A convivéncia diaria com criancas e adolescentes diabéticos nos faz perceber
que a busca de uma boa qualidade de vida e a prevencado das complicagdes cronicas
associadas ao diabetes, passa a ser uma constante preocupagédo dos pacientes e de
seus familiares. As vezes nos deparamos com situagdes onde apesar da dedicacao,
esforco e determinagdo em seguir todas as recomendagdes meédicas alguns né&o
conseguem atingir seus objetivos; isso nos faz questionar que outros fatores podem
estar contribuindo para o controle inadequado. Uma das minhas frequentes
preocupacgdes com criancas e adolescentes diabéticos € a presenca da doencga celiaca
subclinica, que, se precocemente diagnosticada e devidamente tratada, podera permitir

ao paciente atingir os objetivos desejados.

No Brasil ha poucos estudos sobre a soroprevaléncia da DC na populagao de
criangcas e adolescentes diabéticos; na nossa regido ainda n&o se conhecia a
frequéncia desta associacgao. Isto, associado ao interesse em beneficiar os pacientes
atendidos nos diversos servigos publicos de Recife com a realizagdo de um exame de
elevado custo para a populagdo carente e ndo custeado pelo governo, me motivou a

realizar esta pesquisa.

Resgatar a frequéncia desta associacdo em diversas regides do mundo,
conhecer as bases biologicas que ligam a DC ao DM1 e as controvérsias sobre a
triagem rotineira e os beneficios do tratamento da DC em criangas e adolescentes

diabéticos foram algumas razbes para a realizagdo dessa dissertagdo. O motivo
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principal foi estudar a soroprevaléncia da DC em criangas e adolescentes portadores de

DM1, atendidos nos servigos publicos de endocrinologia pediatrica de Recife.

Na dissertagdo foram incluidos dois artigos: o primeiro, um artigo de revisao,
intitulado “Diabetes Mellitus tipo 1 e doencga celiaca: bases biolégicas da associagao”,
compreende uma revisao da literatura mostrando o crescente aumento do diagndstico
da DC nas criangas diabéticas, com a evolugdo dos testes sorologicos; aborda as
evidéncias e as principais teorias que justificam, pelo menos em parte, a maior
prevaléncia da DC em pacientes com DM1, bem como os fatores imunoldgicos e
ambientais envolvidos na génese desta associagdo. O segundo, um artigo original, sob
o titulo “Soroprevaléncia da doenca celiaca em criangas e adolescentes diabéticos em
Pernambuco, Brasil”, consiste de um estudo transversal, com o objetivo de avaliar a
soroprevaléncia da doenga celiaca em criangas e adolescentes com diabetes mellitus
tipo 1 em Pernambuco, utilizando o anticorpo anti-transglutaminase como método de
triagem. Com os resultados espera-se levar o endocrinologista e o pediatra a
valorizarem mais a DC no acompanhamento de rotina do paciente com DM1, estimular
a realizacdo de estudos multicéntricos sobre esta associacido, no Brasil, e contribuir
para que a triagem rotineira da DC passe a fazer parte do seguimento das criangas e

adolescentes diabéticos.
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Artigo 1

m]
L]

Diabetes mellitus tipo 1 e doenca celiaca:

bases bioloégicas da associagao

L.

=

RESUMO

Doenga celiaca € uma desordem intestinal crénica imune-mediada, que se desenvolve
em individuos geneticamente predispostos, causada por hipersensibilidade e
intolerancia permanente ao gluten, presente no trigo, centeio e cevada. Até
recentemente era considerada rara, com prevaléncia de 1/6000. Com a evolucdo dos
métodos diagndsticos, e o melhor conhecimento das suas formas de apresentagao
clinica hoje se sabe que é muito mais prevalente, variando na populagao geral de 1/150
a 1/300. Diversos estudos tém demonstrado prevaléncia elevada da doencga celiaca em
pacientes com diabetes mellitus tipo 1. Esta associagdo € mais comumente observada
na Argélia, Libia e Dinamarca e menos freqiiente na Alemanha e Austria. A maioria dos
pacientes com doencga celiaca s&o assintomaticos ou oligossintomaticos e somente sao
diagnosticados em programas de triagem. Ambas sdo doencgas imune-mediadas e de
etiologia multifatorial, uma possivel explicacdo para esta associacdo pode ser o
envolvimento de uma base biolégica comum no complexo de antigenos leucocitario
humano (HLA). Alteragbes na regulagdo imunolégica ou incapacidade de desenvolver
tolerancia a auto-antigenos podem ser outras possiveis explicagbes. Ainda ha
controvérsias se um programa de triagem deve ser instituido de forma rotineira e se a

implementacgéo da dieta sem gluten trara beneficios para esses pacientes.

Descritores: diabetes mellitus tipo 1, doencga celiaca
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ABSTRACT

Celiac disease (CD) is a chronic intestinal autoimmune disease that occurs in genetically
predisposed individuals and is caused by sensitivity to gluten, a dietary protein present
in wheat, rye and barley. Until recently, CD was considered uncommon, with an
estimated prevalence of one case per 6000 persons. With the availability of accurate
serologic tests and a greater awareness of its presentations, celiac disease is now
recognized as a much more common condition, affecting one in 150 - 300 persons.
Several studies have proven the association of celiac disease and type 1 diabetes
mellitus. The highest prevalence was reported from Algeria, Lybia and Denmark and the
lowest in Germany and Austria. The majority of patients with celiac disease were
asymptomatic, and were only diagnosed by screening program. Both are multifactorial
and immune-mediated diseases, and a possible explanation for this association could
be the involvement of common susceptibility gene in the human leucocyte antigens
(HLA). Defective immunoregulation or a poor ability to develop tolerance to auto
antigens could be another explanation. It remains controversial whether a screening
program should be instituted to detect clinically unrecognized CD, and particularly

whether implementation of a gluten free diet is worthwhile in asymptomatic patients.

Keywords: diabetes mellitus,type 1; celiac disease
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INTRODUGAO

As doencgas auto-imunes (DAI) costumam apresentar um periodo assintomatico
longo e o inicio dos eventos que causam as lesdes teciduais, gerando manifestagbes
clinicas, geralmente ocorre muito tempo antes da doenga se tornar clinicamente
manifesta, dificultando a identificagdo dos fatores desencadeantes bem como o
diagndéstico precoce da doenga. A origem das condi¢gdes auto-imunes é multifatorial.
Sabe-se que a predisposigdo genética, associada a fatores ambientais, resulta em

les&o tissular causada por auto-reatividade das células T ou anticorpos (1).

Ha varios anos ja existe o conceito de que pacientes com uma condigdo auto-
imune apresentam risco maior em desenvolver outras doengas auto-imunes (2,3); um
dos exemplos mais comuns € a maior prevaléncia de tireoidite de Hashimoto em
pacientes com diabetes mellitus tipo 1 (DM1) (4,5). A auto-imunidade é a principal
marca do DM1, o que é claramente expresso pela presenga de anticorpos circulantes
gue levam a destruicdo das células beta pancreaticas. Outras condicdbes como doenca
de Graves, doenga de Addison, anemia perniciosa, sindrome de Sjogren, doengas do
colageno e a doenga celiaca (DC) podem coexistir com o DM1 e serem pouco
sintomaticas, tendo seu diagnéstico estabelecido somente alguns anos apds a

instalagao do processo (6).

A associagao de DM1 e DC foi inicialmente descrita ha cerca de 50 anos (7) e
estudos posteriores comprovaram a maior prevaléncia da DC em pacientes com DM1
(2,8,9,10). A evolugdo dos estudos genéticos tem possibilitado a identificagdo das
bases biologicas que explicam, pelo menos em parte esta associagdo. Ainda ndo esta
claro se a ocorréncia simultdnea das duas doencgas esta ligada a uma base genética
comum, ou se de fato, uma doenca predispde a outra; atualmente a primeira hipotese é

a mais aceita.
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Neste artigo faremos uma revisdo sobre os conceitos basicos, aspectos
epidemioldgicos e diagndsticos, com énfase especial as bases genéticas e aos
aspectos imunolégicos e ambientais da associagdo de DM1 e DC. A revisao foi feita
utilizando as bases de dados do Medline, Lilacs e Scielo, no periodo de abril de 1964 a
dezembro de 2004 com os descritores: diabetes mellitus e doenga celiaca, e
qualificadores: genética, imunologia, histéria, epidemiologia e diagnéstico. Foram
selecionados preferencialmente os estudos que abordam a base genética da
associacédo DM1 e DC.

A DOENGA CELIACA

A DC foi relatada pela primeira vez por Samuel Gee sob a denominagao de
“afecccao celiaca”; durante uma conferéncia em 1888, ele a descreveu como uma
indigestao crénica encontrada em pessoas de todas as idades, principalmente em
criancas entre um e cinco anos e acreditava que a cura poderia estar na retirada de
algum componente da dieta (7). A importancia do trigo na génese da doenca foi
sugerida por Dicke, um pediatra holandés, durante a segunda guerra mundial com a
observacdo de que durante o periodo de racionamento de trigo a incidéncia do “sprue
celiaco” diminuiu, voltando a aumentar quando os avides suecos trouxeram pao para a
Holanda, associando dessa forma os efeitos deletérios de certos tipos de cereais a
doencga celiaca (11). Foi somente em 1954 que Paulley descreveu a mucosa jejunal
marcadamente inflamada e sem vilosidades, aspecto histopatolégico utilizado para o
diagnostico da DC até os dias atuais (12).

Desde a descri¢ao inicial até os dias atuais, mudancgas importantes ocorreram
nos conhecimentos, principalmente no que se refere a epidemiologia, quadro clinico e
diagnéstico. Atualmente, a DC pode ser definida como uma desordem intestinal crénica
imune-mediada, causada por hipersensibilidade e intolerancia permanente ao gluten, e
que se desenvolve em individuos geneticamente predispostos (13). O gluten € uma

macromolécula protéica, presente no endosperma de alguns cereais, principalmente no
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trigo, cuja fragao toxica € chamada gliadina, mas também em outros cereais como o
centeio, a cevada e provavelmente a aveia (14). Individuos susceptiveis ao entrarem
em contato com alimentos contendo gluten desenvolvem enteropatia inflamatoria
caracterizada por infiltragao intraepitelial de linfécitos, hiperplasia das criptas e atrofia
parcial ou completa das vilosidades; essas alteragdes regridem completamente com a
retirada desse componente da dieta (15). A inflamacgao do intestino delgado leva a uma
sindrome de ma-absor¢ao de intensidade variada, que resulta em um amplo espectro

clinico da doencga celiaca (13).

A forma classica ou tipica da DC se caracteriza por um quadro que, geralmente,
se inicia nos primeiros anos de vida e se manifesta clinicamente com diarréia cronica,
distensdo abdominal, vomitos, irritabilidade, anorexia, perda de peso, e crescimento
deficiente. As formas atipicas se caracterizam por quadro mono ou pouco sintomatico,
no qual as manifestagdes digestivas estdo ausentes ou, quando presentes, ocupam um
segundo plano. Tendem a se manifestar mais tardiamente na infancia e os pacientes
deste grupo podem apresentar manifestagcdes isoladas, como por exemplo: baixa
estatura, anemia por deficiéncia de ferro refrataria a ferroterapia oral, aftas de repeticéo,
dermatite herpertiforme, artralgia ou artrite, constipagao intestinal, hipoplasia do esmalte

dentario, atraso puberal, osteoporose e esterilidade (15,16,17,18).

A melhor descricao da apresentacdo da DC nos dias atuais foi feita por Richard
Logan em 1991 que comparou a distribuicdo das varias formas da DC com um
“iceberg” onde a pequena parte visivel corresponderia aos casos com manifestagcoes
clinicas evidentes e a maior parte, que se encontra submersa, aos casos silenciosos ou

assintomaticos que abrangem as formas: atipica, silenciosa e potencial (16,17).

Nos ultimos anos novos termos foram acrescentados a essa classificagdo, como
a forma latente (ou silenciosa) e a DC potencial. A primeira se caracteriza por um
achado de enteropatia inflamatéria tipica em um individuo aparentemente saudavel e

tem sido descrita em parentes de primeiro grau de pacientes com DC, pacientes
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com DM1 e em estudos de triagem na populagdo geral. O termo DC potencial foi
proposto para os individuos que apresentam arquitetura da mucosa intestinal normal ou
pouco alterada e que jamais apresentaram bidpsia jejunal caracteristica de DC, mas
que apresentam anormalidades imunologicas e gendtipo similar aqueles encontrados
nos pacientes com DC, constituindo um grupo de risco para o desenvolvimento da

forma tipica no futuro (18).

O amplo espectro das manifestacdes clinicas leva o paciente a se apresentar
inicialmente a diferentes especialistas: gastroenterologistas, dermatologistas,
alergologistas, hematologistas, reumatologistas, neurologistas, pediatras, odontélogos,

bem como aos endocrinologistas (17).

Até bem recentemente a DC era considerada pouco comum em todo o mundo,
com prevaléncia estimada de 1 caso para 6000 pessoas (19,20). Com a evolugao dos
métodos de diagnosticos, a disponibilidade de novos métodos sorologicos mais
sensiveis e especificos e o melhor conhecimento das suas formas de apresentacao
clinica, hoje se sabe que é muito mais prevalente do que se supunha anteriormente,
variando na populagéo geral de 1 caso para cada 150 a 300 pessoas tanto na Europa
(21) como nos Estados Unidos (22) e América do Sul (23), afetando criangas e adultos
de todas as idades (24).

Varios estudos sobre a prevaléncia da DC ja foram realizados em diversas
regides do mundo, sendo constatadas algumas diferengas regionais; atualmente é
considerada a desordem cronica tratavel mais frequente da Europa (21) e dos Estados
Unidos (9). O primeiro estudo de triagem em DC no Brasil e na América Latina, foi
realizado por Gandolfi et al, em 1999 (23); foram avaliados 2.045 adultos doadores de
sangue e encontrada uma prevaléncia de 1:681. Em 2000, os mesmos autores
apresentaram resultados de um novo estudo realizado em criangas atendidas em um
Hospital Universitario de Brasilia; foram rastreadas 1.686 criangas entre dois e

dezessete anos e a prevaléncia encontrada foi de 1:281 (25). Em Pernambuco, estudo
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de triagem da DC avaliou uma populagcéo de 1030 individuos (criangas, adolescentes e
adultos) atendidos no Instituto Materno Infantil de Pernambuco (IMIP) e encontrou 20
pacientes positivos para antitransglutaminase tecidual (anti-tTG) guinea-pig, anti-tTG
humana e anti-endomisio (AAE), resultando em soroprevaléncia de 1,9% (26). Portanto
a DC - que originalmente foi descrita ocorrendo de forma rara e somente na infancia - é
agora reconhecida como uma condigdo comum que pode ser diagnosticada em

gualquer idade.

A DC nao diagnosticada e nao tratada, € motivo de preocupacgao, pois ao longo
prazo esta associada a um maior risco de mortalidade e morbidade. As complicagbes
mais temidas s&o as doengas malignas; o risco de linfoma do intestino em pacientes
com a forma sintomatica da DC €& maior do que na populagdo geral e ha maior
prevaléncia de carcinoma da orofaringe es6fago e intestino (27,28). Varias
complicagbes extra-intestinais podem ocorrer, como hipogonadismo, infertilidade,
abortos de repetigcdo, impoténcia, baixa estatura, osteoporose, epilepsia e depressao
dentre outras (12,13,15,18). Além disso, se observa prevaléncia 10 vezes maior de DAI
quando comparado com a populagdo geral; frequentemente a DAl associada é
diagnosticada primeiro e a DC detectada posteriormente em triagem sorolégica de
rotina nos individuos com doengas como DM1, tiroidite autoimune, doenga de Addison,
sindrome de Sjogren, doengas hepaticas auto-imunes, doengas do colageno dentre
outras (13,16,29). Alguns autores tém demonstrado que as complicagbes e a
associagdo com DAl sdao maiores com o aumento da idade ao diagndstico e
proporcional ao tempo de exposigao ao gluten, reforgando a importancia do diagndéstico
precoce (30,31), entretanto, essa observagdo nao foi confirmada em outros estudos
(32).

IDENTIFICANDO OS PORTADORES DA DC

O surgimento de testes sorolégicos com maior sensibilidade contribuiu para a
identificacdo de mais casos da DC e n&o somente as formas classicas. Estes testes sé&o
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uteis na avaliagdo de pacientes com suspeita da doencga celiaca e na triagem das
formas atipicas e dos grupos de maior risco e servem como reforgo ao diagndstico nos

pacientes com alteragdes histologicas, bem como s&o usados para monitorizagdo da
resposta ao tratamento (16,33,34). Os testes sorologicos atualmente disponiveis séo,
por ordem de surgimento, 0os anticorpos anti-reticulina (ARA), anti-gliadina (AGA), AAE,

anti-tTG guinea pig e anti-tTG humana.

O primeiro teste soroldgico foi desenvolvido 1971, através da imunofluorescéncia
indireta, e denominado anticorpo anti-reticulina. Ao longo dos anos, 0os estudos tém
demonstrado boa especificidade, porém baixa sensibilidade para o diagnéstico da DC.
O ARA nao é utilizado de forma rotineira, tendo sido substituido pelos anticorpos mais
modernos (35).

Os anticorpos anti-gliadina (AGA) foram descritos em 1981. Avaliam a presenca
de anticorpos da classe IgA e IgG contra a fragdo toxica do trigo (a gliadina), sendo
geralmente dosados através da técnica de ELISA. Muitos individuos normais, bem
como pacientes com inflamagao gastrointestinal de outras causas podem apresentar
AGA positivo (36).

Em 1983, Chorzelski et al (37) descreveram a existéncia de anticorpos da classe
IgA dirigidos contra o endomiseo, uma proteina do tecido conectivo encontrada entre as
miofibrilas no trato gastrointestinal dos primatas. O AAE representou uma importante
evolugao na triagem soroldgica para DC, apresentando sensibilidade e especificidade
superior ao AGA e ARA. Inicialmente a técnica para pesquisa do AAE foi descrita
utilizando, como substrato, esd6fago de macaco, estrutura rica em tecido conectivo onde
se encontra o endomiseo, sendo posteriormente descrita a pesquisa do AAE, utilizando,
como substrato, corddo umbilical humano, também rico em tecido conectivo. Esta
ultima é considerada uma técnica menos dispendiosa e ecologicamente mais aceitavel

(37,38,39). Apesar da elevada sensibilidade e especificidade, o AAE tem apresentado
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algumas limitagdes no seu uso em grande escala: custo elevado, técnica laboriosa e
necessidade de sacrificar animais (quando utilizado es6fago de macaco). Além do mais,
tem sido considerado, um método semi-quantitativo sujeito, em parte, a avaliagao do
observador (40).

Dieterich et al (41) identificaram, em 1997, a enzima transglutaminase tecidual
(tTG), como o auto-antigeno da DC, tendo sido desenvolvida técnica de ELISA, para
pesquisar a presenga do anticorpo anti-tTG no organismo do paciente (42). Surgiu
como uma grande esperanga na triagem para DC, sendo um teste de facil execugéo,
possivel de ser realizado em massa, menor custo e com resultados semelhantes ao
AAE . Os primeiros estudos utilizaram como substrato a enzima tTG derivada do figado
de guinea pig, que apresentaria concordancia com a humana, superior a 80% (43) e
com o AAE em torno de 95% (42,43,44). Estudos posteriores questionaram a
especificidade deste teste, devido a constatagao de diferengas de pureza, distribuicdo e
sequéncia de aminoacidos entre a enzima tTG humana e enzima de guinea pig, além

da possibilidade de falso-positivo em pacientes com outras DAI (45).

Em 1999, foi clonada a tTG humana de um espécime de bidpsia de um paciente
com DC (46). O teste soroldgico utilizando a tTG humana representou um avango
adicional, sendo altamente especifico e sensivel, tornando-o um teste de triagem,
segundo alguns autores (33,39), ainda mais eficiente que o AAE. Nos estudos
comparativos, o anti-tTG humana demonstra maior sensibilidade e especificidade
quando comparado ao anti-tTG guinea-pig (46,47) e, semelhante, quando comparado
ao AAE (41,48). Em razao da alta sensibilidade e especificidade dos anticorpos anti-tTG
e da simplicidade e possibilidade de analise de um grande numero de amostras do
meétodo ELISA, a avaliagdo destes anticorpos € de grande utilidade no diagnéstico da
DC na pratica clinica, podendo ser visto como uma substituicdo ao AAE (33,49).

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de comparar a sensibilidade e

especificidade dos diversos testes sorologicos. De um modo geral, o AAE e anti-tTG
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humana apresentam sensibilidade e especificidade superiores ao AGA e anti-tTG
guinea pig , mas ainda nao esta claro se ha vantagem entre o AAE e anti-tTG humana,

tendo ambos elevado grau de sensibilidade e especificidade (Tabela 1).

Tabela 1 Sensibilidade e especificidade dos testes sorolégicos para DC

Teste Sensibilidade Especificidade Referéncias

AGA IgG 57 a 100% 47 a 94% (50-53)

AGA IgA 52 a100% 71 a100% (50, 52-55)

AAE 87 a 100% 90 a 100% (39,44,46,51,53,56,57)
Anti-tTG humana 84 a 100% 91 a 100% (39,42-44,46,49,51,56-70)

A opinido dos estudiosos na area tem sido divergente no que diz respeito ao
teste ou combinacgéo de testes mais indicada para a triagem da DC. Na clinica Mayo, os
pesquisadores demonstraram que a triagem inicial com AAE teve a melhor relagao
custo-beneficio para o diagnéstico da DC em populagdes de baixo risco, enquanto a
triagem inicial com AGA foi a melhor estratégia para grupos de alto risco; entretanto ndo
foi avaliado o custo-beneficio do anti-tTG (61). Fasano e Catassi (33) bem como
Carroccio et al (49) recomendam anti-tTG humana como método de triagem inicial,
enquanto Kumar et al (62) recomendam anti-tTG ou AGA associado ao AAE.

A deficiéncia de IgA é 10 a 15 vezes mais comum em pacientes com doenga
celiaca quando comparado a populagdo saudavel e ocorre em 1,7% a 3% dos
pacientes com DC (62,63). Individuos com deficiéncia de IgA e DC nao formam
anticorpos anti-lgA (antiendomisio, anti-tTG ou AGA) mas usualmente apresentam
concentragbes elevadas de anticorpos IgG. As sorologias para anti-tTG humana e
antiendomisio comercialmente disponiveis sao habitualmente limitadas aos isétopos de
IgA dos anticorpos; portanto os pacientes com deficiéncia de IgA poderédo apresentar

resultados falso-negativos (62). Para detectar DC nestes individuos, a dosagem de IgA
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sérica deve ser incluida no painel de testes, e se confirmada a deficiéncia, sorologias

para anticorpos IgG (AGA, anti-tTG ou AAE) devem se realizadas (62,63).

Apesar da evolugdo dos testes sorologicos, o diagnéstico da DC ainda é
baseado em critérios histologicos, que permanecem como o padrdo ouro no diagndstico
da DC até os dias atuais (64). Em pacientes sintomaticos, a Sociedade Européia de
Gastroenterologia e Nutricdo Pediatrica (E.S.P.G.A.N) considera indispensavel o
achado de anormalidades caracteristicas na mucosa do intestino delgado em, no
minimo, um espécime de bidpsia, associado a uma remissdo clinica evidente da
sintomatologia, quando em dieta isenta de gluten. Nos assintomaticos recomendam a
realizacédo de trés bidpsias, a primeira no momento do diagndstico, demonstrando
alteragdes estruturais compativeis com DC, uma segunda apds dois anos em dieta
isenta de gluten, demonstrando clara recuperagdo da mucosa. Neste momento, o
gluten seria reintroduzido na dieta até o surgimento de sintomas ou por periodo variavel
de trés a seis meses, quando seria realizada a terceira bidépsia, devendo demonstrar

deterioragdo da mucosa (64,65).

A endoscopia é considerada mais confiavel do que as capsulas perorais, por
permitir a realizagdo de multiplas bidpsias do intestino delgado, diminuindo a chance de
erros devido as amostras (66). Na histologia, a gravidade e a extensdo das
anormalidades variam amplamente na DC. Na fase inicial a mucosa caracteriza-se por
apresentar vilosidade normal, sendo o epitélio preenchido por numerosos linfécitos
pequenos e nao mitéticos; a fase seguinte caracteriza-se essencialmente por
hiperplasia criptica e a fase final apresenta lesdo classica de atrofia vilositaria,
hiperplasia criptica e de grandes linfocitos intraepiteliais em mitose; ha ainda uma forma
hipoplasica de lesdo mucosa que ocorre em um pequeno grupo de pacientes que nao
respondem a dieta sem gluten e que apresentam maior risco de complicagdes malignas
(18,67).
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Apesar de caracteristico, o aspecto histolégico da mucosa néo é especifico. As
lesdes sao indistinguiveis das que ocorrem em alguns pacientes com sobrecrescimento
bacteriano intestinal, enteropatia ambiental, enterite eosinofilica, gastroenterite viral ou
linfoma primario do intestino delgado (68). Além disso, podem ocorrer resultados falso-
negativos devido a irregularidade das alteragdes da mucosa, que sdo mais graves na
porcao proximal do jejuno, habitualmente n&o atingida pela endoscopia (69,70).

O conhecimento sobre a DC teve inicio com a observagdo clinica, que foi
posteriormente comprovada com a descrigdo da leséo histolégica e o retorno ao padrao
normal com a retirada do gluten da dieta, e se fortaleceu com o surgimento dos testes
sorologicos, que possibilitaram os estudos epidemiolégicos. Com o advento das
pesquisas envolvendo a biologia molecular, as bases genéticas da DC vem sendo
gradativamente identificadas, o que tornara possivel, no futuro, a evolugdo dos métodos

diagndsticos e da conduta terapéutica.

DM1 E DC: BASES BIOLOGICAS

O diabetes mellitus tipo 1 e a doenga celiaca sdao doengas auto-imunes
resultantes de uma interacdo complexa entre fatores genéticos, imunoldgicos e
ambientais (13,71). Algumas semelhangas no mecanismo fisiopatolégico, além da
maior prevaléncia de DC em individuos com DM1, sugerem que a etiologia de ambas

pode envolver mecanismos genéticos semelhantes (2,3,8,72,73).

O DM1 é uma doenga auto-imune o6rgao especifico, onde células T ativadas
contra determinados antigenos infiltram o pancreas, levando a destruicdo das células
células B pancreaticas resultando em hiperglicemia. Ocorre em individuos
geneticamente predispostos, e estudos em gémeos tém demonstrado que 70-75% do
risco da doenca esta relacionado ao efeito genético, enquanto 25-30% esta associado a

fatores ambientais (74,75).
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As evidéncias para a susceptibilidade genética tém sido demonstradas em
diversos estudos familiares; a freqiéncia € maior em parentes de primeiro e segundo
graus de pacientes com DM1 quando comparado com a populagdo geral;
aproximadamente 6% dos irmaos também desenvolvem a doencga, enquanto a
prevaléncia da populagéo geral é de apenas 0,4% (76). A presenca dos anticorpos
antiilhotas, que geralmente precedem o desenvolvimento da doenga, € mais comum em
parentes de primeiro grau desses pacientes (5-13%) quando comparada a populagao
geral (0,2-4,4%) (77,78). Os estudos tém demonstrado um indice de concordancia de
35% a 70% em gémeos monozigoticos, enquanto nos dizigoticos é de cerca de 11%
(75).

A DC é também precipitada em individuos geneticamente susceptiveis. Diversos
estudos tém demonstrado que a prevaléncia em parentes de primeiro grau varia de 2%
a 20% com média de 8% a 12% na maioria dos estudos (9,79,80) e o risco relativo (As)
para os irmaos de pacientes celiacos € maior que 30 (As >5 indica contribuigdo genética
importante na patogénese de uma determinada doenga), ou seja, a DC € 30 vezes mais
comum em irmaos de celiacos do que na populagéo geral (81,82). Estudos em gémeos

monozigoticos demonstram um indice de concordancia de 70% a 80% (83).

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é uma colegdo de genes
localizados no cromossomo 6p21 que codifica o complexo de antigenos leucocitario
humano (HLA). Estes sao glicoproteinas expressas na superficie das células que ligam
pequenos peptideos, gerados ou degradados pelas células, e os apresentam aos
linfocitos T (1). Os genes do sistema HLA sdo os mais importantes na génese do DM1,
sendo responsaveis por aproximadamente 45% da susceptibilidade genética a doenga
(84). Diferentes genes no MHC tém sido identificados, levando a maior susceptibilidade
ou conferindo prote¢cao ao DM1. Existe uma associacdo bem estabelecida de DM1 com
HLA-DR3 e HLA-DR4 (85,86). Analises adicionais tém demonstrado que os hapldtipos
DR4-DQA1*0302 e DR3-DQA1*0501-DQB1*0201 estdo mais fortemente associados
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com DM1, -enquanto outros haplétipos como DR2DQA1*0102-DQB1*0602

demonstraram associagao negativa, conferindo proteg¢éo contra a doenga (86,87).

A susceptilidade codificada pelo HLA no DM1 corresponde a menos da metade
dos casos, portanto, muitos outros genes nao HLA podem contribuir para o
desenvolvimento da doenga. Até o momento, apenas dois foram confirmados. O
primeiro locus, fora da regido HLA, associado com a doenga de maneira consistente, foi
0 gene da insulina localizado no cromossomo 11p5 (88). O gene, que codifica citocinas
e receptores de células T(CTLA-4), localizado no cromossomo 2933, € outro candidato
(89). Estudos envolvendo mapeamento de todo o genoma tem sido utilizados para
tentar identificar genes adicionais e sugerem que cerca de 20 intervalos genédmicos com
graus variaveis de associagao e de reprodutibilidade podem influenciar no risco para o
desenvolvimento do DM1, porém ainda ndo se sabe muito bem quais sdo os genes

protetores e quais séo os falso-positivos (90).

A base genética da DC esta apoiada em diversas observagdes. Estudos tém
demonstrado que genes do MHC contribuem com 40% a 50% da susceptibilidade
genética na DC. Existe uma forte associacdo entre DC e antigeno de
histocompatibilidade da classe Il, HLA-DR3 e HLA-DQ2 (DQB1*0201 e DQA1*0501)
(91,92). A grande maioria dos pacientes com DC DR3 negativos € DRS5/DR7
heterozigotos (72). Os genes DQA1*0501 e DQB1*0201 estéo localizados em cis (no
mesmo cromossomo) em individuos DR3, e em trans (em cromossomos opostos) em
individuos heterozigotos DR5/DR7 (93). Aproximadamente 95% dos pacientes com DC
apresentam o heterodimero DQ2 (formado por DQB1*0201 e DQA1*0501); a maior
parte dos 5% restantes, apresentam o heterodimero DQ8 (formado por DQB1*0302 e
DQA1*0301) (94).

A prevaléncia do HLA DQ2 é 20-30% na populagéo geral e apenas uma minoria

ird desenvolver DC (92,95). Isso implica no envolvimento adicional de outros genes na

patogénese da doenga. Acredita-se que os genes da classe HLA classe Il na sub-regiao
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DQ no cromossomo 6 sao necessarios, mas esta associacdo sozinha nao é suficiente
para explicar a natureza hereditaria da DC. Parece haver uma heterogeneidade
genética e que outros genes, provavelmente ndo ligados ao HLA, estdo implicados no
desenvolvimento da doenga. Alguns candidatos tém sido sugeridos por estudos

envolvendo o mapeamento de todo o genoma.

Na Finlandia foi identificada associagcdo com genes nas regides 6p21.3, 1p36,
4p15, 5931 e 7921 (96); na Suiga e Noruega foi encontrada forte associagéo a 6p, e
foram identificados oito locus adicionais, particularmente em 11q e 5q (97); na Europa,
em familias com dois ou mais membros com CD, a ligacao foi identificada com genes
nos locus 6p21.3, 4pl4 e 19p13.3 (98). Acredita-se que a regiao mais consistentemente
associada com a DC €& a 5g31-33, uma regido que abriga muitos candidatos a
susceptibilidade genética e esta localizada no brago curto do cromossomo 5 (96,99).
Diversos outros estudos tém sugerido também o papel do gene codificador do CTLA-4
(2933), um regulador negativo da resposta imune ou de um gene contiguo (100).
Parece haver também genes que conferem protegcdo; em um estudo de Lie et al, um
alelo encontrado no locus D6S2223 foi menos freqlente entre os celiacos homozigotos
HLADR3-DQ2 do que nos controles nao celiacos homozigotos HLADR3-DQ2,

parecendo ser um gene que confere prote¢ao (101).

EVIDENCIAS E BASE GENETICA DA ASSOCIAGAO DM1 E DC

A primeira observacdo da coexisténcia dessas duas doengas em um mesmo
paciente foi feita por Payne em 1954 e comprovada através de biopsia em 1960 por
Ellenberg e Bookman (7). Desde entdo diversos estudos foram publicados
demonstrando que a prevaléncia de DC em pacientes com DM1 é significativamente
maior que na populacdo geral (Tabela 2). A evolugdo dos estudos genéticos tem
possibilitado a identificagdo das bases bioldgicas que justificam a associacdo destas

duas doencas.
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A doencga celiaca compartilha muitos fatores com as DAI em geral, como o0 modo
de heranga poligénica, uma forte associagdo com antigenos HLA-DQ2 e HLA-DQ8, a
producao local de resposta inflamatéria (infiltragao linfocitaria e produgéo de citocinas),
a presenca de auto anticorpos na circulagao, preponderancia no sexo feminino e uma
associagao com outras DAI (102,105,110,111,122). A associagdao entre estas duas
doencas pode ser explicada, pelo menos em parte, por compartilharem um mecanismo
genético comum no sistema HLA (123). O DM1 tem uma forte associagdo com HLA
DR3 e DR4 sendo o estado heterozigoto DR3/DR4 particularmente associado com alto
risco de desenvolver DM1 (86,124,125). A doencga celiaca é associada com HLA DR3
no norte da Europa e DR5/DR7 em parte do sul da Europa e América Latina (95,126).
Shanahan et al (2) demonstraram que a frequéncia de HLA DR3 é de 88% em
pacientes com a associagdao DM1 e DC, 88% em pacientes com DC isolada e 69%
naqueles somente com DM1, o que é significativamente maior do que na populagao
geral (44%). Tem sido também demonstrada prevaléncia elevada de HLA B8 em
pacientes com ambas as doengas (2,11,105); seis em cada sete pacientes com a
associacdo DM1 e DC apresentam a combinagao HLA-B8 e HLA-DR3, comparada com

apenas 41% nos pacientes com DM1 isolado (95).

Estudos adicionais em DM1 e DC tem sugerido a presenga de outro locus de
susceptibilidade na regido telomérica do HLA (101,127). Mais recentemente MICA
(MHC class | chain-related protein A), um membro da familia da proteina MHC nao
classica, localizada entre HLA-B e TNFA que tem sido também implicado como um

possivel candidato para explicar a associagédo destas duas doencas (128).

A boa correlagao entre a positividade de autoanticorpos na DC e a presencga de
haplétipos HLA especificos HLA-DQ2 ou DQ8, tem despertado interesse na tipagem do
HLA como um método de triagem em grupos de risco para DC. Apesar da baixa
especificidade, o valor preditivo negativo do HLA na DC é elevado (129). Além disso, o
desenvolvimento de kits mais baratos tornaram este exame possivel na pratica clinica

podendo apresentar uma boa relagdo custo beneficio, pois seria realizado uma unica
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vez na vida e, se negativo, praticamente exclui a possibilidade do paciente ter ou vir a
desenvolver a DC. Neste modelo, a sorologia seria realizada somente nos individuos
com HLA-DQ2 e DQS8 positivos, 0 que permitiria a exclusdo de 70% das sorologias
desnecessarias (129,130). A possibilidade de falso-negativo da biopsia, associado a
dificil aceitagao por parte dos pacientes em se submeterem a um procedimento invasivo,
tem levado alguns autores a sugerir uma nova definicdo para o diagnostico da DC,
baseado na presenca de anticorpos positivos (anti-tTG ou AAE) associado a presenca
de alelos HLA-DR3-DQ2 ou HLA-DR4-DR8 (130).

DM1 E DC: A MEDIAGAO IMUNOLOGICA E AMBIENTAL

A associagao entre o DM1 e a DC tem uma base genética. Entretanto, um
desencadeante externo (o gluten), um auto-antigeno (a enzima transglutaminase
tecidual) e a presengca de reagbes imunoldgicas s&0 necessarios, para que as
alteragdes patologicas se desenvolvam e a doenga se torne clinicamente manifesta ou

seja detectada através da avaliagao soroldgica.

Ainda nado se conhece a patogénese da DC em toda a sua extensdo, mas
diversos avangos tém ocorrido nesta area e, atualmente, acredita-se que mecanismos
imunoldgicos estdo implicados no desenvolvimento da lesdo mucosa exposta ao gluten
(131). Em pacientes nao tratados, ha evidéncias de ativagado do sistema imune humoral

e celular.

Em 1983 foi demonstrada a existéncia de auto-anticorpos da classe IgA dirigidos
ao endomisio (estrutura do tecido conectivo, presente em todo organismo), em uma
grande propor¢gdo de soros de pacientes com DC. Recentemente, Dieterich (41)
identificou a enzima presente no endomisio, tTG, como sendo o alvo especifico contra o
qual eram produzidos os auto-anticorpos, sendo portanto o auto-antigeno da DC. A tTG
€ uma enzima intracelular, liberada pelas células durante mecanismos de estresse ou

lesao tissular, e que tem um papel importante no controle da homeostase celular e na
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regulagao do ciclo celular através do seu envolvimento na proliferagao, diferenciacéo e

apoptose (132).

As células T CD4+ gluten-especifico da lamina propria da mucosa do intestino
delgado de pacientes com DC reconhecem os peptideos derivados do gluten,
principalmente quando apresentados por heterodimeros associados a DC (DQ2 ou
DQ8). Todos os clones de célula T secretam interferon-gama em altas concentragées, e
alguns deles também secretam uma ou varias das citocinas IL-4, IL-5,IL-6, IL-10 e fator
de necrose tumoral. Portanto € possivel que o interferon-gama e outra citocinas
produzidas pelas células T ativadas da mucosa do intestino delgado estejam envolvidas

no desenvolvimento da doencga celiaca (133).

Acredita-se que em vigéncia de um ambiente apropriado - como durante
agressodes virais e bacterianas a mucosa do intestino, ha um maior influxo de gliadina
(fracdo téxica do trigo) da dieta, liberacdo de tTG e formagdo de complexos entre a
gliadina, ou seus substratos, com a tTG. Este complexo tTG-gliadina é fagocitado pelas
células B apresentadoras de antigeno e exposto na superficie destas células, ligado
especificamente ao DQ2. Células T CD4 gliadina especificas, presentes apenas na
mucosa intestinal dos pacientes celiacos, sdo ativadas por este complexo, levando a
liberagdo de citocinas. Estas estdo envolvidas na agressdo a mucosa intestinal vista na
DC e ainda promovem a maturagao destas células B, levando a producao de anticorpos

contra a gliadina e contra a tTG (134).

As primeiras mudangas na morfologia intestinal e a ativagdo dos marcadores
podem ser detectadas uma hora apds o contato com o gluten, e antecedem a infiltragao
linfocitaria. Isso leva a hipotese de que as células T gluten-especifico sejam apenas um
produto da lesdo da mucosa e ndo o mecanismo primario, pois a reatividade das células
T CD4+ resulta em resposta do tipo tardio, onde se espera um intervalo de alguns dias

para que ocorra a resposta inflamatéria (16).
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Do ponto de vista imunoldgico, a coexisténcia do DM1 e DC pode ser explicada
pelo mecanismo de mimica molecular, no qual a gliadina ou tTG ativam as células T
que fazem reacéo cruzada com varios auto-antigenos (1). Esta resposta inflamatoria
pode ter a capacidade de persistir em hospedeiros geneticamente predispostos e levar
a doenga crbnica auto-imune, via difusdo do epitopo (135). Entretanto, ndo esta claro se
alguma sequéncia similar existe entre gliadina ou tTG e, por exemplo, o anticorpo
antidescarboxilase do acido glutdmico (GAD) ou outros anticorpos associados com DML1.
E possivel também que, além da gliadina, a tTG possa modificar outros antigenos
préprios ou externos através de ligacdo cruzada, gerando novos antigenos. Esta
producao de antigenos e anticorpos pode induzir varios fendbmenos autoimunes fora do
intestino (136).

Ha evidéncias de que, no desenvolvimento da auto-imunidade do DM1, a falha
em adquirir tolerancia a auto-antigenos possa vir do intestino. Tem sido sugerido que o
aumento da permeabilidade intestinal em pacientes celiacos nao tratados predispde a
outras doengas por facilitar que antigenos externos adicionais como proteinas
alimentares, produtos derivados de bactérias e endotoxinas penetrem na Iamina propria

do intestino, levando a ativagdo do fenémeno auto-imune (137,138).

Estudos experimentais tém reforcado a hipotese do papel dos antigenos
alimentares na autoimunidade. Em modelos animais a incidéncia de DM1 é
significativamente menor em camundongos diabéticos ndo obesos (NOB) que nunca
foram expostos ao gluten (139). Em camundongos BB (Bio-Breeding), tem sido
demonstrado aumento da permeabilidade paracelular até trés a quatro semanas antes
do desenvolvimento de inflamacdo das células B pancreaticas e das manifestagdes
clinicas do diabetes. Redu¢ao da incidéncia de DM1 nos que foram alimentados com
caseina hidrolisada ao invés da n&o-hidrolisada e redugao da incidéncia de diabetes de
64% para 15% naqueles alimentados com dieta livre de gluten por 320 dias (139,140).

37



Aratjo J Soroprevaléncia da doenga celiaca...
Artigo de Reviséo

Estudos em humanos tém demonstrado que anticorpos relacionados ao DM1
podem estar presente em 7-25% dos pacientes com DC; porém ainda nao se sabe se
esses anticorpos sao preditivos do desenvolvimento de DM1 em pacientes celiacos ou
somente indicativos de um disturbio imunolégico generalizado (30,141). Além disso,
anticorpos relacionados a DC podem estar presentes como um fendmeno transitério no
inicio do diabetes em pacientes com bidpsia de intestino normal; a presenca destes
anticorpos pode simplesmente refletir eventos proprios do inicio do diabetes como
aumento da permeabilidade intestinal e imunidade alterada (114).

Alguns autores especulam que a DC ocorre antes do DM1, e que a mucosa
intestinal anormal intensifica a absor¢ao de antigenos externos, induzindo uma resposta
imune em pacientes geneticamente predispostos ao DM1 (142). Ventura et al (30)
demonstraram que em 11 pacientes com DC nao tratada e, com pelo menos um
anticorpo relacionado ao DM1, houve desaparecimento completo destes anticorpos

apos 12 meses de dieta livre de gluten.

Para que ocorra o desencadeamento da reagao imunoldgica, é necessario, além
da susceptibilidade genética, a presenca de um fator ambiental. O principal fator
ambiental envolvido na génese da DC ¢ o gluten da dieta; as proteinas deletérias sao a
gliadina (trigo), hordeina (cevada), secalina (centeio), e possivelmente a avidina (aveia).
A toxicidade dessas proteinas foi estabelecida ha muitos anos em estudos clinicos.
Sao proteinas complexas que compartilham sequéncias repetitivas comuns, porém a
sequéncia exata de peptideos envolvida no mecanismo de agressdao nao foi
precisamente identificada. Entretanto se sabe que os peptideos ricos em glutaminas e

prolinas séo ativadores potentes da resposta imune na DC (13,143).

A presenca de fatores ambientais adicionais parece ser necessaria para que a
DC ou outras condicbes auto-imunes se estabelecam. O adenovirus sorotipo 12
demonstra uma sequéncia de aminoacidos homdloga com o peptideo gliadina,

entretanto ndo ha evidéncias de maior prevaléncia de infeccdo por este virus em
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pacientes celiacos. Por outro lado se sabe que infec¢des virais podem iniciar a resposta

imune celular (73,123).

No DM1, diversos fatores ambientais tém sido implicados, porém, até 0 momento
nao ha nenhuma evidéncia convincente de que algum fator ambiental esteja envolvido
no processo de inicio da doenga. Os principais candidatos sdo as infecg¢des virais, a
introducdo precoce do leite de vaca, a amamentacdo ao seio por tempo curto, e
componentes da dieta, como nitritos e nitrosaminas (144,145).

O gluten é sem duvida o fator ambiental mais importante no desenvolvimento da
DC, e tem sido também advogado como fator de risco para o desenvolvimento do DM1.
Exposigao a proteina da soja e ao gluten do trigo parece modificar a incidéncia de DM1
em camundongos BB e em camundongos NOB (139). O risco de ocorrer DC em
pacientes com DM1 parece estar correlacionado com a duragéo de exposig¢ao ao gluten
(30). Além disso, foi observado aumento da resposta imunologica celular ao gluten em
células mononucleares no sangue periférico de pacientes diabéticos (146).

DM1 E DC: ALGUNS ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA ASSOCIAGAO

Ha uma ampla variagao geografica na incidéncia de DM1 em todo o mundo,
sendo mais frequente nos paises nordicos da Europa e menos comum na América do
Sul e na Asia. Na Finlandia, a incidéncia é de 40/100.000criangas/ano, nos Estados
Unidos 15/100.000criangas/ano, no Brasil 7,4/100.000criancas/ano e no Japao
0,8/100.000criangas/ano (147).

A presengca da DC em pacientes com DM1 também mostra uma ampla variagao
geografica em diversos paises do mundo, sem entretanto apresentar nenhuma relagéao
com a incidéncia de DM1 ou a prevaléncia de DC. Esta associagao € mais comumente
observada na Argélia (16,4%), Libia (10,3%) e Dinamarca (10%) e menor na Alemanha
(0,97% a 1,7%) e Austria (1,5%) (Tabela 2). No Brasil ha poucos dados sobre a

prevaléncia dessa associagao. Em Pernambuco, estudo envolvendo um pequeno grupo
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de criangas e adolescentes diabéticos encontrou elevada soroprevaléncia da DC, com

cerca de 21% dos pacientes apresentando anticorpos positivos (148).

Tabela 2 Prevaléncia de DC em pacientes com DM1 em estudos de triagem

Origem N Teste Soroprev N Prevaléncia Ano
sorologico (biopsia) DC

Alemanha/Suigca 1032 AGA 1,3% 9/17 0,97% 1988 (8)

Austria 403 EMA/AGA 2,98% 13/14 1,5% 2000 (102)
Alemanha 520 AtTG/EMA 4,4% 13/23 1,7% 2000 (103)
Australia 273 EMA/AGA 3% 5/5 1,8% 1994 (104)
Finlandia 776  AGA/ARA 2,4% 19/36 2,4% 1996 (105)
Espanha 141 AGA 8,5% 12/12 2,8% 1996 (106)
Italia 498 AGA 6% 22/30 3,2% 1991 (107)
Italia 200 AGA/IEMA 7% 11/14 4% 1997 (108)
USA 218 EMA 7,7% 14/17 4,6% 2001 (109)
UK 167 EMA/AGA 6,6% 9/11 4,8% 1998 (110)
Suécia 436 AGA/ARA 6,4% 26/28 4,6% 1993 (111)
Arabia S 123  AGA/ARA 8,1% 6/10 4,9% 2003 (112)
Canada 236 EMA 8% 17/19 5,1% 1998 (113)
Suécia 115 EMA/AGA 7,8% 6/9 6,2% 1999 (114)
Italia 274 EMA 9,8% 20/27 6,2% 2002 (115)
Espanha 93 EMA/AGA 7,5% 717 6,45% 1998 (116)
Canada 233 EMA/Ttg 8,1% 18/19 7,7% 2001 (117)
Hungria 205 EMA 11,7% 24/24 8,3% 2003 (118)
Dinamarca 106 AGA 9,4% 9/10 10,4% 2001 (119)
Libia 234  Todos 21,3% 50/50 10,3% 2003 (120)
Algéria 116  AGA 13,7% 13/13 16,4% 1996 (121)

Nota: (em ordem crescente de prevaléncia)
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As razdes para estas variagdes geograficas ndo sdao bem compreendidas, ainda
permanece por ser estabelecido se pode ser atribuida a variagbes na susceptibilidade
genética, nos habitos alimentares, outros fatores ambientais ou a combinagéo de todos
estes fatores (3).

Tem sido demonstrado também que parentes de primeiro grau de pacientes com
DM1 apresentam maior risco em desenvolver DC na sua forma silenciosa (149). Por
outro lado, pacientes com DC também apresentam maior risco de desenvolver DM1, a
prevaléncia € em torno de 4,5%, o que € vinte vezes maior do que na populacéo geral,

entretanto ainda ha poucos estudos avaliando este aspecto (141,150).

DM1 E DC: TRIAR OU NAO? TRATAR OU NAO?

O diagnoéstico da DC pode preceder o do DM1, mas em cerca de 90% dos casos
o diabetes ¢é diagnosticado primeiro (30,104,142,145,121,151,152) e a DC ¢é
diagnosticada meses ou anos apos o inicio do DM1, mais freqientemente dois a cinco
anos apos (13,115,142). A maioria dos pacientes diabéticos apresenta as formas
subclinica ou silenciosa da DC (15,64,112,153) e apenas cerca de 10% sao
identificados pela sintomatologia classica (123). Pacientes com ambas as condigdes
apresentam idade mais jovem no diagnéstico do DM1 do que os diabéticos néao
portadores de DC, (102,142) tendem a apresentar hipoglicemias recurrentes (154,155),

controle glicémico inadequado (115) e maior frequéncia de anticorpos anti-tiredide (156).

O numero de pacientes diabéticos com sinais e sintomas sugestivos de DC varia
amplamente, nos diversos estudos, o que provavelmente reflete a frequéncia com que
se pensa nesta associagao e o cuidado com que se investiga tais sintomas. Geralmente
nao ha queixa de sintomas gastrointestinais (103,104,107,108), porém com certa
frequéncia estes sintomas sao identificados de forma retrospectiva. Na grande maioria
dos pacientes diabéticos, a DC é diagnosticada através dos testes soroldgicos em
estudos de triagem (157).
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Embora nao se tenha duvida sobre a maior prevaléncia de DC em pacientes com
DM1, ainda ha controvérsias se um programa de triagem deve ser instituido de forma
rotineira para a detecgdo das formas subclinicas ou silenciosas (3,114,157). Diversos
grupos ja advogam a triagem de rotina com testes sorolégicos em criangas
(11,13,31,102,105, 107, 109,110,113,114,115,116,118,120) e adultos (13,151,152,159)
com DM1. Alguns argumentos sao usados para justificar esta conduta; o risco de
doengas malignas nas formas subclinica e silenciosa ainda ndo € conhecido, porém
pacientes assintomaticos podem desenvolver crescimento deficiente, atraso puberal,
osteopenia, anemia, irregularidade menstrual e controle glicémico inadequado. Muitas
destas complicagbes podem ser reversiveis com a instituicdo precoce de dieta livre de
gluten. Além disso, no inicio do seu curso estas complicacbes podem nao ser
identificadas através da historia e exame fisico, sendo entdo necessaria triagem de

rotina para o diagndstico precoce.

Ainda ndo ha um consenso sobre a periodicidade da realizacdo dos testes
sorologicos para a DC, alguns defendem que devem ser realizados no inicio do DM1 e
depois anualmente (114,115), outros concordam com a sorologia inicial, porém
aconselham nova avaliagdo com um, trés e cinco anos (105) ou em qualquer periodo,
se houver suspeita clinica (153). Outros autores tém advogado que a primeira avaliagao
deve ser realizada somente apés um ou dois anos, pois o AGA e AAE podem estar
presentes no inicio do DM1 como um fenémeno transitério refletindo disturbio da

imunidade ou aumento da permeabilidade intestinal neste periodo (8,107,113,119,142).

O impacto da dieta sem gluten, no controle metabdlico do diabetes, depende dos
sintomas da DC apresentados pelo paciente. Na forma classica, com sinais importantes
de ma-absorcdo, a dieta leva a melhor controle e reducdo dos episoddios de
hipoglicemia (2,153). Nos pacientes assintomaticos detectados pela triagem, a
influéncia do tratamento dietético, avaliado pela redugédo das hipoglicemias e melhora
da hemoglobina glicosilada, tem sido variavel, ha relatos de melhora no

controle metabdlico e outros demonstraram pouco ou nenhum efeito (108,154,155).
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Alguns autores demonstram que a instituicdo da dieta livre de gluten em pacientes
assintomaticos € importante para garantir crescimento e desenvolvimento puberal
adequados e prevenir complicagbes como osteoporose, anemia e irregularidade
menstrual (160,161). Uma questao ainda em aberto € se pacientes com DC nao tratada
tém aumento na incidéncia e /ou na progressao das complicagdes cronicas do diabetes
(123). Ventura et al (30) observaram que o desenvolvimento de outras DAl esta
correlacionado com o tempo de exposi¢cdo ao gluten, e sugerem que o diagndstico e
tratamento precoces da DC podem prevenir 0 surgimento destas doencgas.

O DML1 por si sO ja traz uma série de restricdes e modificagbes na rotina do
paciente e seus familiares, por este motivo a adesao a dieta sem gluten é muitas vezes
dificil nos pacientes assintomaticos. A intervengao dietética € fortemente recomendada
em pacientes sintomaticos, bem como nas formas subclinicas com hipoglicemias
graves, dificil controle da glicemia, osteopenia, crescimento deficiente, disfungéo
hepatica, irregularidade menstrual, anemia ou sintomas neurolégicos inexplicados.
Porém nos pacientes assintomaticos sem evidéncias de complicacbes, recomenda-se
uma discussdao com os pacientes e os familiares sobre o curso e o progndstico da
doenga e uma decisdo em conjunto sobre a instituicdo do tratamento. No futuro, se nas
formas silenciosas da DC for confirmado maior risco de doengas malignas, a restricao
do gluten devera ser recomendada para todos os pacientes com biopsia positiva (162).

CONSIDERAGOES FINAIS

A doenca celiaca afeta principalmente o trato gastrointestinal, mas as evidéncias
recentes demonstram que esta condi¢ao pode envolver diversas manifestacdes extra-
intestinais sendo 0s pacientes inicialmente avaliados por outros especialistas com
queixas relacionadas a outros sistemas, 0 que torna a doenga dificil de ser reconhecida

ou tem seu diagndstico retardado.

Uma forte associagao entre varias condi¢gdes auto-imunes endocrinolégicas e a

DC tem sido demonstrada nos estudos e, dentre elas, a mais importante é a
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coexisténcia de DM1 e DC com observagao crescente do aumento da incidéncia,
devido a evolugdo dos métodos de triagem. Esta associagdo leva a uma série de
guestdes: a ocorréncia destas duas doencas € um fendmeno paralelo com uma base
genética comum? uma doencga predispde a outra? E se for, quem vem primeiro?. Pode
o DM1 ser uma entidade gluten-dependente e passivel de prevencédo através do
diagnéstico precoce da DC e tratamento com dieta sem gluten? As evidéncias atuais
apontam algumas semelhangas no mecanismo patogenético e que a etiologia de
ambas pode envolver mecanismos genéticos semelhantes que irdo exercer um

importante papel no mecanismo de resposta imune.

Além de questdes relacionadas a etiologia e a patogenia desta associagdo, ha
ainda muitas controvérsias em relagdo a necessidade de implementacéo de triagem de
rotina da DC em pacientes com DM1 e que beneficios os pacientes assintomaticos
terdo com a adesdao a um tratamento dietético com restricdo do gluten. Apds o
encerramento da presente revisdo, em janeiro de 2005, a Sociedade Norte Americana
de Gastroenterologia Pediatrica e Nutricdo publicou um novo consenso sobre a DC.
Recomenda a triagem sistematica de grupos de risco como o DM1 e elege o anti-tTG
humana como teste de escolha para a triagem inicial em grupos de risco para a DC
(163).

Ha necessidade de evidéncias cientificas para que se possa decidir sobre a
instituicdo precoce da dieta sem gluten e os beneficios que esta medida trara para os
pacientes assintomaticos. Sdo necessarios estudos multicéntricos, em longo prazo, que
avaliem a evolugdo para complicagdes crénicas do diabetes, repercussdes sobre o
crescimento, osteoporose, doengas malignas e outras complicagdes em individuos
assintomaticos com triagem soroldgica e bidpsia positivas, comparando um grupo de
pacientes com obediéncia a dieta sem gluten e outro grupo, onde a adesao ao
tratamento ndo tenha sido adequada ou tenha optado por ndo suspender o gluten da

dieta.
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A luz do conhecimento atual, pode-se concluir que a triagem rotineira para DC
entre os pacientes portadores de DM1 deve ser realizada e os pacientes com sorologia
positiva devem ser submetidos ao estudo histolégico da mucosa intestinal. Nos
pacientes com sintomas classicos ou inespecificos com alteracées da mucosa se faz
necessaria instituicdo de dieta isenta de gluten, nas formas silenciosa e potencial ainda

nao ha um consenso sobre os beneficios do tratamento dietético.
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Soroprevaléncia da doenga celiaca em criangas e adolescentes

diabéticos em Pernambuco, Brasil.

L

RESUMO

A associagao de doencga celiaca e diabetes mellitus ja é conhecida ha varias décadas.
A doenga celiaca nao diagnosticada pode ser encontrada em uma grande proporgéo de
pacientes diabéticos, que geralmente sao assintomaticos. O objetivo do estudo foi
avaliar a soroprevaléncia da doenca celiaca em criancas e adolescentes com diabetes
mellitus tipo 1. Através de um estudo transversal realizou-se triagem sorolégica com
anticorpo IgA anti-transglutaminase humana em 354 criangas e adolescentes diabéticos,
atendidos em ambulatérios de endocrinologia pediatrica de Recife, Pernambuco, no
periodo de janeiro a junho de 2004. O anti-tansglutaminase humana foi positivo em
37/354 pacientes, resultando em soroprevaléncia de 10,5% (IC 95%: 7,6%-14,2%).
Dentre os pacientes soropositivos houve predominio do sexo masculino (56,8%) em
relacdo ao feminino (43,2%), porém sem significancia estatistica. O anticorpo anti-
endomiseo foi realizado nos pacientes com anti-transglutaminase humana positivo,
sendo negativo em 14/37 (37,8%) e positivo in 22/37 (59,5%). A soroprevaléncia da
doenca celiaca em criangas e adolescentes diabéticos encontrada em Pernambuco,
Brasil, € elevada, sendo comparavel a observada em estudos da América do Norte e
Europa e menor do que na Africa, sugerindo que a triagem sorolégica para doenca
celiaca seja realizada em todas as criangas e adolescentes com diabetes mellitus tipo 1.

Descritores: diabetes mellitus tipo 1; doenca celiaca; prevaléncia; criangas e

adolescentes
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ABSTRACT

The association of celiac disease and type 1 diabetes mellitus has been known for
decades, and unrecognized celiac disease may be found in a substantial proportion of
diabetic patients that, in general, are asymptomatic. The aim of this study was to
investigate the serum prevalence of celiac disease in children and adolescents with type
1 diabetes. Screening for celiac disease with serum IgA antibodies against human tissue
transglutaminase was performed in 354 diabetic children and adolescents seen at
pediatric endocrinology services in Recife, between January and June of 2004. The
human anti-transglutaminase was positive in 37/354 patients, giving the prevalence of
10.5% (Cl 95%: 7.6%-14.2%). Among positive individuals there were more males
(56.8%) than females (43.2%), but without significant statistical difference (p=0.66).
Antiendomysium antibody was measured in all positive human anti-transglutaminase
patients; it was negative in 14/37 (37.8%) and positive in 22/37 (59.5%). The serum
prevalence of celiac disease in diabetic children and adolescents found in Pernambuco,
Brazil is high, being comparable to that found in American and European studies, and
lower than African studies. This study suggests that all children and adolescents with

type 1 diabetes mellitus should be screened for celiac disease.

Keywords: diabetes mellitus, type 1; celiac disease; prevalence; children and

adolescents.
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INTRODUGAO

A associagao entre doencga celiaca (DC) e diabetes mellitus tipo 1 (DM1) vem
sendo estudada ha cerca de 50 anos. Diversos estudos em todo o mundo tém
demonstrado maior prevaléncia da DC em criangas, adolescentes e adultos com DM1
(1,2). Ambas sao condigdes auto-imunes resultantes de uma interagdo complexa entre
fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais. Ainda ndo esta claro se a ocorréncia
simultanea das duas doencgas esta ligada a uma base genética comum, ou se de fato,
uma doenga predispde a outra; atualmente a primeira hipdtese é a mais aceita,
podendo a associagdo dessas doengas ser explicada, pelo menos em parte, por

compartilharem um mecanismo genético comum no sistema HLA (3).

A DC em pacientes diabéticos era, anteriormente, considerada rara, quando o
diagndstico se baseava apenas nas manifestagcdes clinicas classicas. Com o uso de
marcadores sorolégicos cada vez mais sensiveis mostrou-se uma doencga relativamente
comum. (4,5,6) Habitualmente os pacientes sado assintomaticos e o diagndstico
somente é feito através de estudos de triagem. (7) A maioria dos pacientes diabéticos
apresenta as formas subclinica ou silenciosa da DC (8) e apenas cerca de 10% séao

identificados pela sintomatologia classica (3).

A DC nao diagnosticada e nao tratada € motivo de preocupagéo, pois ao longo
prazo esta associada a um maior risco de mortalidade e morbidade (9). Embora nao se
tenha duvida sobre a maior prevaléncia de DC em pacientes com DM1, ainda ha
controvérsias se um programa de triagem deve ser instituido de forma rotineira para a
deteccdo das formas subclinicas ou silenciosas e qual o teste soroldgico de escolha
(10,112).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de comparar a
sensibilidade e especificidade dos testes sorologicos para DC. Atualmente se sabe que
o anticorpo antiendomisio (AAE) e o anticorpo antitransglutaminase (anti-tTG) tecidual

humana sao superiores aos demais testes, porém ainda nao esta claro se ha vantagem
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entre 0 AAE e o anti-tTG humana. Embora ambos apresentem elevada sensibilidade e
especificidade alguns estudos tém demonstrado graus de concordancia variaveis
(11,12,13). Recentemente, a Sociedade Norte Americana de Gastroenterologia
Pediatrica e Nutricdo analisando a literatura publicada de 1966 a 2003 definiu um novo
consenso sobre a DC e recomenda o anti-tTG humana como teste de escolha para o

triagem inicial em grupos de risco para a DC (14).

O objetivo desse estudo foi determinar a soroprevaléncia da doenga celiaca em
criangas e adolescentes com diagnéstico prévio de DM1, utilizando o anti-tTG humana

como teste de triagem.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado nos servigos de endocrinologia pediatrica da rede
publica de assisténcia a saude do Recife, durante o periodo de Janeiro a Junho de
2004. O desenho foi descritivo do tipo corte transversal, tendo sido avaliadas criangas e

adolescentes com diagndstico prévio de DM1, acompanhadas nestes servigos.

A amostra foi obtida por conveniéncia segundo a demanda dos ambulatorios,
com estimativa do tamanho amostral baseada na soroprevaléncia de 21% observada
em estudo realizado previamente em Pernambuco com um pequeno grupo de criangas
e adolescentes diabéticos (15), com variacdo de 25% em torno da prevaléncia e
intervalo de confiangca de 95%. O tamanho amostral estimado foi de 231, tendo sido
recrutados 361 pacientes. A populacao do estudo foi formada por pacientes diabéticos
com idade de 2 anos a 19 anos e 11 meses. Foi considerada idade igual ou superior a 2
anos pela probabilidade de, em nosso meio, ja terem sido expostos ao gluten da dieta
por pelo menos um ano. Excluiu-se todos os pacientes com deficiéncia de IgA pela

probabilidade de falso negativo para a IgA anti-tTG humana.

As variaveis utilizadas foram: idade, segundo Marcondes (16), sendo
considerados criangas de 2 a 9 anos e 11 meses e adolescentes de 10 a 19 anos e 11

meses; diagnostico prévio de DM1 segundo os critérios da Associagdo Americana de
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Diabetes (17). Soroprevaléncia positiva para anti-tTG humana com concentragdes
superiores a 20U/ml (18) e positiva para AAE com presencga de fluorescéncia uniforme,
na diluicdo de 1/5 do soro. (19) Foram considerados deficientes de IgA, pacientes com
niveis abaixo do normal de acordo com a faixa etaria (20).

Todos os pacientes diabéticos com idade entre 2 e 19 anos e 11 meses que
compareceram a consulta neste periodo foram abordados e apds obtengdo do
consentimento livre e esclarecido, foi preenchido um questionario e colhida amostra de
sangue, por pungdo venosa, em tubos sem anti-coagulante que eram depois
centrifugados para separagao do soro. As amostras eram aliquotadas e congeladas a —
20° C até a realizagao dos testes laboratoriais. Foram realizadas dosagens séricas de
IgA anti-tTG humana e imunoglobulina A (IgA) em todos os pacientes e o IgA AAE

somente nos pacientes que apresentaram anti-tTG humana positivo.

O anti-tTG humana IgA foi realizado através da técnica de enzimoimunoensaio
(Biosystems, Espanha) por prova em microplaca, onde anticorpos presentes no soro se
ligam aos antigenos adsorvidos na superficie dos pogos de microplacas de polietileno
(21). Houve o cuidado com a realizagao dos controles que foram feitos em 10% das

amostras.

Para a pesquisa do AAE foi utilizada a imunofluorescéncia indireta, tendo como
substrato cortes histolégicos da porgao distal de eséfago de macaco fixados em laminas
de microscopio (Biosystems, Espanha). O AAE do soro liga-se ao substrato e é
revelado por anticorpos anti-IgA marcados com isotiocianato de fluoresceina (19). Um
técnico experiente em imunofluorescéncia realizou todas as leituras em microscopio

LEITZ provido com ldampada de mercurio (Alemanha).
A dosagem da IgA foi realizada pela técnica de imunoturbidimetria (22), com kits

fornecidos pela Biosystems (Espanha), e o sistema automatizado Cobas Mira Plus para

realizacdo destas dosagens.
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Os pacientes com sorologia positiva foram encaminhados para o ambulatério de
gastroenterologia pediatrica para dar seguimento a investigagéo e tratamento. Todos os
resultados dos exames, positivos e negativos foram devidamente registrados no

prontuario de cada paciente.

Os dados foram armazenados em um arquivo do Epi-Info 6.0. O programa Check
foi utilizado, permitindo uma verificagdo automatica dos erros ocorridos durante a
entrada dos dados. Foi realizada a dupla entrada dos dados e utilizado o programa
Validate. A soroprevaléncia foi calculada através da propor¢cdo dos individuos com
sorologia anti- tTG humana positivo na populagdo estudada, calculado o intervalo de

confianga (IC).

O projeto foi previamente avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

com Seres Humanos do Instituto Materno Infantil Professor Fernando Figueira.

RESULTADOS

Durante o periodo de 01 de janeiro a 30 de junho de 2004 foram avaliados 361
criangcas e adolescentes com diagndstico prévio de DM1. Sete individuos foram
excluidos, por apresentarem deficiéncia de IgA, permanecendo no estudo um total de
354 pacientes. A mediana da idade foi de 12 anos (p25=9 anos, p75=15 anos), sendo
184/354 (52,0%) do sexo masculino e 170/354 (48%) feminino, procedentes de Recife e
regiao metropolitana 172/ 354 (48,6%) e interior de Pernambuco 182/354 (51,4%).

O anticorpo anti-tTG humana foi positivo em 37 dos 354 pacientes estudados,
resultando em soroprevaléncia geral de 10,5% (IC 95%: 7,6%-14,2%), (grafico 1). No
grupo de criangas a soroprevaléncia foi de 13,8% (IC 95% 7,9%-21,6%) e nos
adolescentes de 9% (IC 95% 5,7%-13,2%). Observou-se um predomino na faixa etaria
de criancas em relacdo aos adolescentes, entretanto essa diferenca nao foi

estatisticamente significante (x*= 1.37, p=0.2).
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Grafico 1 Soroprevaléncia da DC em criangas e adolescentes com DM1

Anti-tTG
positivo
10,5%

Anti-tTG
Negativo
89,5%

Nos pacientes com sorologia positiva, a idade variou de 3 anos e 5 meses a 19
anos e 10 meses (mediana de 11 anos; p25=8anos, p75=15 anos). A idade no
diagndstico do diabetes variou de 1 ano a 12 anos e 10 meses, (mediana de 5 anos;
p25=3 anos, p75=8 anos) e o tempo do diagndstico do diabetes, no momento da coleta
do exame, variou de 1 més a 16 anos e 10 meses, (mediana de 6 anos; p 25=2anos, p
75=9 anos). Dentre os pacientes soropositivos predominou o sexo masculino (56,8%)

em relagéo ao feminino (43,2%), porém sem significancia estatistica (x*= 0,19 p=0,66).
O AAE foi realizado em todos os pacientes anti-tTG humana positivos e

observou-se que em 14/37 pacientes (37,8%) ele foi negativo, positivo em 22/37 (59,5%)

e inconclusivo em 1/37 (2,7%).

DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado uma ampla variagcdo geografica na

soroprevaléncia da DC em criangas e adolescentes diabéticos, ao redor do mundo, sem,
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entretanto, apresentar nenhuma relagdo com a incidéncia de DM1 ou da DC (5,7,23,24).
Nos paises nérdicos da Europa observam-se as maiores incidéncias mundiais do DM1
(25). No entanto, estudos avaliando a soroprevaléncia da DC em criangas e
adolescentes diabéticos, utilizando anticorpos anti gliadina (AGA) como teste de triagem,
encontraram resultados diferentes em paises desta mesma regidao: na Finlandia em
torno de 2,4% (23) e na Dinamarca 9,4% (5). O mesmo acontece quando se comparam
paises europeus que utilizaram o AAE como teste de triagem, como na Hungria (11,7%),
(26) Italia (6%) (27) e Austria (3,5%) (28), sugerindo que esta variacdo pode ser devida
a caracteristicas populacionais ainda desconhecidas. Os estudos de soroprevaléncia da
DC na América do Norte, utilizando AAE como teste sorolégico, demonstraram
resultados mais uniformes: no Canada em torno de 8% (29) e nos EUA 7% (25). A
maior soroprevaléncia mundial desta associagao foi observada na Africa (Argélia 13,7%
e Libia 21,3%) (5,7), embora estes estudos tenham utilizado o AGA, hoje considerado

um teste sorolégico menos sensivel e especifico.

A soroprevaléncia de DC em criangas e adolescentes diabéticos encontrada no
presente estudo foi menor que a observada em paises com condigdo socio-econémica
comparavel & nossa, como nos estudos da Africa utilizando o AGA (5) ou na india com
o anti-tTG (30). Sendo semelhante ao dos EUA (11,6%) (31) e maior que o da
Alemanha (4,4%) (13), em estudos utilizando o anti-tTG humana como teste soroldgico

para a triagem.

O desenho transversal utilizado neste estudo permitiu avaliar a soroprevaléncia
da DC na populagdo selecionada em um determinado momento, entretanto sabe-se
que pacientes com sorologia inicialmente negativa podem se tornar positivos para a DC
ao longo do tempo. Ainda ndo ha um consenso sobre a periodicidade da realizagdo dos
testes sorolégicos em pacientes diabéticos. Alguns (32) defendem que devem ser
realizados no momento do diagnéstico do DM1 e depois anualmente. Outros autores
(1,33) recomendam uma primeira avaliagdo somente apés um ou dois anos do
diagnéstico, pois alguns anticorpos podem estar presentes no inicio do DM1 como um

fendbmeno transitorio.
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Embora o padrdo ouro para o diagndstico da DC permanegam sendo as
alteraces histologicas (14,17), o fato da biopsia ser um método invasivo, impede a sua
aceitacdo como meétodo diagnostico para a investigagao inicial. Além disso o amplo
espectro da DC e as manifestagdes clinicas nao especificas dificultam a identificagao
dos pacientes que necessitam ser submetidos a investigagado. Muitos estudos tém sido
realizados com o objetivo de identificar métodos soroldgicos de triagem com adequada
sensibilidade e especificidade que possam no futuro substituir a bidpsia no diagnostico
da DC (11,12,13,23).

Diversas publicagdes tém demonstrado a elevada acuracia do AAE (11,12,34),
entretanto existem algumas limitagbes ao seu uso em grande escala, como o custo
elevado, técnica laboriosa e o fato de ser um método semi-quantitativo sujeito, em parte,
a avaliagdo do observador (35). Devido a essas dificuldades, o anti-tTG humana tem
sido sugerido como o teste de eleigdo para a triagem inicial. Além de sensibilidade e
especificidade comparaveis ao AAE, € um método mais simples com possibilidade de
analise de um grande numero de amostras e menor custo (11). Alguns autores
observaram que em pacientes com DM1 com a forma silenciosa da DC, o anti-tTG é um
meétodo mais sensivel que o AAE (13). Por outro lado, o elevado indice de falso-
positivo em alguns estudos com o anti-tTG humana, levou alguns autores a sugerir um
novo protocolo utilizando o anti-tTG humana como triagem inicial , seguido do AAE nos
casos positivos (36). Em publicagdo recente, a Sociedade Norte Americana de
Gastroenterologia Pediatrica e Nutricdo recomenda o anti-tTG humana como teste de
escolha para a triagem inicial em grupos de risco para a DC, seguido da biopsia
intestinal. E somente quando as alteragdes histoldégicas ndo forem consistentes com a
DC, considerar a realizagdo do AAE, a determinagédo do HLA ou repetir a biépsia (14).

No presente estudo optou-se por realizar sorologia sequenciada, utilizando o
anti-tTG humana, como triagem inicial, seguida do AAE nos pacientes positivos.
Observamos que 37% foram anti-tTG positivo com AAE negativo. Somente com 0

seguimento dos pacientes e confirmagdo das alteragbes histoldégicas sera possivel
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chegar-se a conclusdo se os resultados refletem elevado indice de falso-positivo do

anti-tTG ou, por outro lado, maior sensibilidade do método.

Ha fortes evidéncias para a associagdo entre deficiéncia de IgA e DC, com
frequéncia de aproximadamente 2%, sendo 10 a 15 vezes mais comum do que na
populacao geral (37). Individuos com deficiéncia de IgA e DC nao formam anticorpos
anti-lgA, e as sorologias para anti-tTG humana e AAE comercialmente disponiveis s&o
habitualmente limitadas aos is6topos de IgA dos anticorpos. A dosagem de IgA sérica
foi incluida no painel de testes do presente estudo, e observou-se que a deficiéncia foi
confirmada em 7/361 (1,9%), sendo esses pacientes excluidos do estudo pela

possibilidade de sorologia falso-negativo para DC.

Ha sugestbes de que a doenga celiaca é mais prevalente em faixas etarias mais
elevadas, devido ao maior tempo de exposi¢gao ao gluten (7). Porém em grupos de risco
como o DM1 essa associagao nao esta bem estabelecida, uma vez que outros fatores
podem estar envolvidos, como a idade no diagndstico do diabetes e o tempo de
diabetes no momento da avaliagdo. Neste estudo observou-se predominéncia da
soroprevaléncia no grupo de criangas quando comparado com os adolescentes, sem
diferenga estatisticamente significante (p=0.2) Uma possivel explicagdo é que o
tamanho da amostra, estimado para criangas e adolescentes, ndo seja adequado para
a analise por faixa etaria. Outra possibilidade € que a idade no diagnéstico do diabetes
seja um fator importante na prevaléncia da DC. Os estudos em criangas que tiveram
diagnéstico de DM1 antes dos cinco anos de idade tém demonstrado auto-imunidade
mais acentuada, com presenga mais frequente de anticorpos anti-ilhotas pancreaticas e
anti-insulina do que no grupo de maior faixa etaria, além de acentuada susceptibilidade
genética demonstrada por associagao mais frequente com gendétipo de risco do sistema
HLA (38), levando a crer que criangas mais jovens no diagnostico possam apresentar
risco mais elevado em desenvolver outras doengas auto-imunes e de base biolégica

semelhante como a DC.
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Calliari (39) sinaliza que a associagdo DC e DM1 deveria ser mais valorizada no
acompanhamento dos pacientes diabéticos e propde a realizagcdo de estudos
multicéntricos no Brasil. A soroprevaléncia de 10,5% observada no presente estudo é
elevada, sugerindo que a triagem para DC deve ser realizada de forma rotineira em
criancas e adolescentes com DM1. Porém somente apds realizagdo da bidpsia
intestinal destes pacientes, e a obtengao da prevaléncia da DC através das alteragbes
histologicas sera possivel estabelecer o valor do anti-tTG humana como teste de
triagem para a nossa populagao.
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Consideracoes finais

Com o resgate da literatura ficou evidenciado que a prevaléncia da DC é maior
nas criangas e adolescentes com DM1, com uma grande variagao nas diversas regides
do mundo, porém, ndo se sabe ainda os motivos dessas diferencas regionais. A maioria
dos pacientes diabéticos ndo apresenta os sintomas classicos da DC, o que leva a um
retardo no diagnostico e tratamento, reforcando a importancia dos programas de
triagem.

A comunidade cientifica tem se empenhado em compreender os fatores que
justificam esta associagao. Uma possivel explicagdo pode ser o envolvimento de uma
base biologica comum através do sistema HLA; entretanto alteragbes na regulagao
imunoldgica ou incapacidade de desenvolver tolerancia a auto-antigenos podem ser
outras possiveis explicagoes.

A descoberta e evolugdo dos métodos sorolégicos para diagnéstico da doencga
celiaca, tornaram viavel a realizagdo de estudos de triagem na populacédo geral e nas
populagdes de risco e selegao dos pacientes que necessitam ser submetidos a biépsia
para confirmacgao diagndstica.

Apesar de todas as evidéncias sobre a maior prevaléncia de DC em pacientes
com DM1, ainda permanecem as controvérsias se um programa de triagem deve ser
instituido de forma rotineira para a detecgcdo das formas assintomaticas e se a
instituicdo da dieta sem gluten trara beneficios para esses pacientes.

Nesse estudo transversal ficou demonstrado que a soroprevaléncia da DC em
criangas e adolescentes diabéticos em Pernambuco é elevada, e nos motiva a buscar
junto aos érgaos governamentais a inclusao da triagem rotineira para a DC em todas as
criancas e adolescentes diabéticos de Pernambuco. Dessa forma poderemos dar
continuidade a estudos que possam contribuir para definir os beneficios do diagndstico
precoce e da instituicdo precoce do tratamento desta doengca em criancas e

adolescentes com DML1.
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( 1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Doenca celiaca (DC) é uma desordem intestinal crbénica, imune-mediada,
causada por hipersensibilidade e intolerancia permanente ao gluten, e que se
desenvolve em individuos geneticamente predispostos.(1,2) E considerada uma doenga
auto-imune, ja estando bem documentada a associagdo da DC com o antigeno
leucocitario humano principalmente ao HLA DR3-DQ2, que esta presente em mais de

90% dos pacientes celiacos.(3)

Foi inicialmente descrita ha mais de um século e, até recentemente, era
considerada pouco comum em todo o mundo, com prevaléncia estimada de 1 caso para
4800 pessoas. Com a evolugdo dos métodos diagnosticos e o melhor conhecimento
das suas formas de apresentagao clinica, hoje se sabe que é muito mais prevalente do
que se supunha tradicionalmente, variando na populagao geral de 2.5 a 7.5 casos para
1000 pessoas, afetando criangas e adultos de todas as idades.(4) Varios estudos de
prevaléncia ja foram realizados em diversas regides do mundo, sendo constatado
algumas diferengas regionais, atualmente é considerada a desordem crénica tratavel
mais frequente da Europa (5) e dos Estados Unidos.(6) O primeiro estudo de trigem em
DC no Brasil e na América Latina, foi realizado por Gandolfi et al, (7) em 1999. Foram
avaliados 2.045 adultos, doadores de sangue; encontrou-se uma prevaléncia de 1:681.
Em 2000, o mesmo autor, apresentou um novo estudo de triagem, realizado em
criancas atendidas em um Hospital Universitario de Brasilia; foram rastreadas 1.686
criangas entre dois e 17 anos e a prevaléncia encontrada foi de 1:281.(8) Em
Pernambuco tese do Mestrado de Pediatria, na Universidade Federal de Pernambuco,
realizando estudo de triagem da DC em uma populagdo de criangas e adolescentes

atendidas no IMIP encontrou soroprevaléncia de 5,2%. (9)
A expressdao da DC varia desde a forma com sintomas e sinais clinicos

evidentes, até a oligossintomatica ou assintomatica. Os achados classicos incluem

diarréia, distensdao e dor abdominal, perda de peso e crescimento deficiente. A DC é
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frequentemente comparada a um iceberg, onde o topo visivel representa a forma
sintomatica da doenca e a parte submersa, que é a maior parte, corresponde a doenca

silenciosa e latente.(10)

A DC néo diagnosticada e nao tratada € motivo de preocupacéo, pois, em longo
prazo, esta associada com maior risco de mortalidade e morbidade. O risco de linfoma
do intestino € 30 a 100 vezes maior que na populacdo geral e ha maior prevaléncia de
carcinoma da orofaringe eséfago e intestino,(11,12) além de varias complicagbes extra
intestinais como hipogonadismo, infertilidade, impoténcia, baixa estatura, osteopenia,
epilepsia, depressao, deficiéncias nutricionais, dentre outras. Além disso, se observa
prevaléncia aumentada de doengas auto-imune como diabetes mellitus tipo 1 (DM1),
tireoidites, anemia perniciosa e doengas do colageno. (13,14)

Pacientes com uma desordem auto-imune tem risco aumentado de desenvolver
outras condi¢gdes auto-imunes. A DC e DM1 s&o doencgas crdnicas, comuns na crianca
e no adolescente, com prevaléncia na populacdo geral de 1/258 e 1/1000
respectivamente, havendo amplas variagdes nas diversas regides do mundo.(15) A
associacao entre DM1 e DC tem sido reconhecida ha mais de cinco décadas, a
coexisténcia dessas duas desordens foi inicialmente suspeitada por Payne em 1954, e
foi documentada através de biopsia do intestino delgado em 1960 por Ellenberg e
Bookman, seguidos por Walker-Smith e Grigor em 1969.(16) Desde entdo, foram
publicados diversos estudos demonstrando prevaléncia elevada de DC na populagao

de criangas e adolescentes com DM1.

A ligacao genética entre DM1 e DC € inegavel, e uma das explicagdes para essa
associagao frequente é a suscepitibidade genética compartilhada que se da pela
presenga do haplétipo HLA DR3-DQ2. Porém ainda n&o esta inteiramente claro se a
associagao entre essas duas desordens auto-imunes é inteiramente genética. O gluten
pode ter um papel no desenvolvimento da auto-imunidade, especialmente em
individuos geneticamente predispostos, como desencadeador de uma reagao auto-
imune.(15,16)
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Ha uma ampla variagdo geografica na incidéncia de DM1 em criangas e
adolescentes em todo o mundo, sendo mais freqliente nos paises noérdicos; na
Finlandia a incidéncia € de 40/100.000/ano, nos Estados Unidos 15/100.000/ano, no
Brasil 7,4/100.000/ano e no Japao 0,8/100.000/ano.(17) A prevaléncia de DC em
pacientes com DML1 é significativamente maior que na populagao geral e varia entre
0.61% 18 e 16,4%.(19) A presenga de DC em pacientes com DM1 também apresenta
ampla variagdo geografica, sem entretanto apresentar nenhuma relagdo com a
incidéncia de DM1. Esta associagdo é mais comumente observada na Argélia (16,4%)
(19) , Austria (9%) (20) USA (6%) (21) e ltalia (5,6%) (22) e menor na Alemanha e
Suica (0,2 a 0,5%).(23,24) Ainda permanece por ser estabelecido se a variagdo na
prevaléncia da DC em pacientes com DM1 pode ser atribuida a variagdes na
susceptibilidade genética, habitos alimentares, outros fatores ambientais ou a

combinagao de todos estes fatores. (16)

A maioria dos pacientes com DC (associada ou n&do ao DM1) é assintomatica,
oligossintomatica, ou se apresenta com sintomas atipicos, sendo diagnosticados
somente através de testes de triagem.(14,25) O surgimento de testes soroldégicos com
maior sensibilidade contribuiu para a identificagcdo de mais casos e ndo somente a
ponta do iceberg. Os testes soroldgicos atualmente disponiveis sdo, por ordem de
surgimento, o anticorpo anti-gliadina,(AGA) anticorpo anti-endomisio (AAE), anticorpo
anti-transglutaminase tecidual (anti-tTG) guinea pig e anticorpo antitransglutaminase
tecidual humana. Estudos mais recentes questionam a especificidade do teste
utilizando o anti-tTG guinea pig. (26,27) Embora se relate que a anti-tTG guinea pig
apresente uma concordancia com o anti-tTG humana superior a 80%, estudo realizado
na Alemanha, constatou diferengas de pureza, distribuicdo e sequéncia de aminoacidos
entre a enzima tTG humana e enzima de guinea pig, 0 que poderia contribuir para
variagdo na imunorreatividade; além disso, Clemente et al (27) demonstraram um
grande numero de individuos com sorologia falsamente positiva para anti-tTG guinea
pig em pacientes portadores de outras doengas autoimunes, particularmente hepatite
autoimune, onde foi observado até 50% de falsos positivos. O AAE e anti-tTG humana

apresentam sensibilidade e especificidade superiores ao AGA e ao anti-tTG guinea pig ,
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mas ainda nao estd claro se ha vantagem entre o AAE e anti-tTG humana, tendo
ambos elevado grau de sensibilidade (94 a 100% e 91 a 98% respectivamente) e
especificidade (98 a 100% e 91 a 98% respectivamente).(28,29,26,30) Os testes
sorolégicos permitem rastrear, de forma menos invasiva, um maior numero de pessoas,
assegurando, que, formas clinicas leves, com sintomas n&o caracteristicos, sejam

diagnosticadas.(25)

Chorzelski et al, (31) em 1983, descreveram a existéncia de anticorpos da classe
IgA dirigidos contra o endomiseo, detectados por imunofluorescéncia em secgdes de
es6fago de macaco e presentes no soro de grande proporg¢ao de pacientes com DC e
dermatite herpetiforme. A pesquisa do anticorpo anti-endomiseo (AAE) representou
uma evolugdo na triagem sorolégica para DC. Apesar de ser um teste sensivel e
especifico, o AAE tem apresentado, segundo a avaliacdo de estudiosos, alguns
empecilhos ao seu uso em grande escala: custo elevado, técnica laboriosa e
necessidade de sacrificar animais (quando utilizado eséfago de macaco). Além do mais,
tem sido considerado, um método semi-quantitativo sujeito, em parte, a avaliacdo do
observador.(32,33)

Em 1997, Dieterich et al (34) identificaram a enzima transglutaminase tecidual
(tTG), como o auto-antigeno da DC., tendo sido desenvolvido técnica de ELISA para
pesquisar a presenga do anticorpo anti-transglutaminase tecidual no organismo do
paciente. Surgiu como uma grande esperanga na triagem para DC, sendo um teste de
facil execucgédo, possivel de ser realizado em massa e com resultados semelhantes ao
AAE , até entdo considerado o melhor teste sorologico para DC. Foram realizados
varios trabalhos com o objetivo de confirmar sua eficacia e seu desempenho frente aos
outros testes sorolégicos ja existentes. Os resultados tém demonstrado sensibilidade e

especificidade semelhantes ao AAE.(35)
A deficiéncia de IgA é 10 a 15 vezes mais comum em pacientes com doenga

celiaca quando comparado a populagdo saudavel, como a sorologia para anti-tTG

humana e antiendomisio comercialmente disponivel € habitualmete limitada aos
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isétopos de IgA dos anticorpos, os pacientes com DC e deficiéncia de IgA poderao

apresentar resultados falso-negativos.(36)

Apesar do elevado grau de confiabilidade dos testes sorologicos, a negatividade
da sorologia ndo exclui o diagnostico de DC. O padréao ouro para o diagndstico
permanece sendo a bidpsia de intestino delgado e a avaliagdo histologica, que se
caracteriza por infiltragao intraepitelial de linfocitos, hiperplasia das criptas, aumento de
células plasmaticas e linfécitos na lamina propria e em casos severos atrofia total da

camada vilosa.(37)

Mas por que estariamos preocupados com a identificacdo da DC assintomatica
em pacientes com DM1?. Um estudo multicéntrico realizado nos Estados Unidos |,
denominado, Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), mostrou uma
correlagdo positiva entre o controle glicémico adequado e a prevengado de
complicagbes crbnicas como a retinopatia e nefropatia,(38,39,40) portanto, além das
razdes ja mencionadas como a maior prevaléncia de DC em pacientes com DM1 e o
maior risco de morbidade e mortalidade, a ma absor¢do, ou absorcdo variada de
nutrientes altera a necessidade de insulina e afeta o controle da glicemia podendo levar
a episodios frequentes de hipoglicemia alternados com periodos de hiperglicemia. A
instituicdo de dieta livre de gluten mostrou melhor controle do diabetes e diminuicdo dos

episodios de hipoglicemia. (14,41)

Ha poucos dados no Brasil sobre a prevaléncia de DC na populagdo geral;
(7,8,42) Os estudos sao ainda mais limitados quando nos referimos a associagao de
DC e DMI. Nao ha publicacbes sobre a prevaléncia desta associagcao na populacao
pediatrica com DM1 em Pernambuco ou no Brasil. Dados sobre esta associagdo em um
grupo de criangas com DM1 atendidas no IMIP foram apresentados no XI Congresso
Brasileiro de Gastroenterologia pediatrica em 2003, e detectou prevaléncia de 19%,
sendo superior ao que é relatado na literatura em outras partes do mundo (43). O
estudo, portanto, justifica-se pela sua importancia para a populagéo pediatrica com DM1,

identificando casos ndo diagnosticados de DC e possibilitando tratamento adequado;
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para a classe médica fornecendo informag¢des sobre a prevaléncia e possibilitando a
sensibilizagao para a DC e para a comunidade cientifica, devido a escassez de estudos

sobre essa associagao em criangas e adolescentes de Pernambuco e no Brasil .

( 2. OBJETIVOS

Conhecer a soroprevaléncia da DC. em criangas e adolescentes com diagndéstico
de DM1, atendidas no ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Instituto Materno

Infantil de Pernambuco (IMIP) e Hospital da Restauracgao.

( 3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local e Periodo do Estudo

O estudo sera realizado no periodo de dezembro de 2003 a maio de 2004 no
ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Instituto Materno Infantil de Pernambuco —
IMIP, entidade de direito privado, sem fins lucrativos, que atua nas areas de assisténcia
meédico-social, ensino, pesquisa e extensdo comunitaria, € no ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital da Restauragcdo (HR), entidade publica com

atuacao na area de assisténcia médica e de ensino.
Os exames laboratoriais serdo realizados no Laboratorio de Patologia Clinica
Diva Montenegro (LAPAC), situado a Rua Amaro Bezerra 584 Derby, Recife-PE.

Entidade Privada com exceléncia nas areas de bioquimica, imunologia e patologia e

com certificagdo pelo PALC (Programa de Acreditacdo de Laboratério Clinico).

3.2 Desenho do Estudo
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O desenho do estudo sera descritivo do tipo transversal, sendo realizado um
estudo de prevaléncia. Este tipo de estudo possibilitara estimar a frequéncia da doenca

em uma populagao definida.

3.3 Populagao do Estudo

Criangas e adolescentes com diagndstico prévio de Diabetes Mellitus tipo 1
segundo os critérios da Associagdo Americana de Diabetes (glicemia de jejum = 126 ou
glicemia ao acaso ou pos-prandial = 200), maiores de dois anos que sejam

acompanhados no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do IMIP e do HR.

3.4 Amostra

3.4.1 Calculo da amostra

A amostra sera composta por 280 individuos; numero calculado através do epi-
info6 como amostra representativa da populagao de criangas e adolescentes com DM1
atendidas em servigo publico de Endocrinologia Pediatrica em Recife - Pernambuco . A
estimativa da amostra foi feita considerando-se prevaléncia média de 16%, com
intervalo de confianga de 95%.

3.4.2 Técnica de Amostragem

Os individuos serdo selecionados por conveniéncia segundo a demanda do
préprio ambulatorio de Diabetes. Os individuos que se apresentarem para consulta de
rotina e que preencherem os critérios de inclusdo/exclusdo do estudo serdo engajados

a pesquisa apo6s o consentimento livre e informado dos pais ou responsavel.

3.4.3 Critérios de Inclusido e Exclusio

e Criangas e adolescentes com diagndstico prévio de DM1 segundo critérios da
Associagcao Americana de Diabetes.
o Faixa etaria — criangas com mais de 2 anos e adolescentes até 19 anos e 11

meses. Como a exposi¢gédo ao gluten é fundamental para o desenvolvimento da
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DC, o limite minimo de dois anos foi estabelecido, acreditando-se que todas as
criangas nessa faixa etaria ja consumam alimentos que contem gluten e, portanto,
passiveis de desenvolver a doenga.

e Serao excluidos os pacientes com diagnéstico prévio de DC.

e Serado excluidos os pacientes com deficiéncia de IgA pela probabilidade de

sorologia falso-negativa.

3.5 Definigao das Variaveis

e Sexo

e Idade (segundo Marcondes, 2002):
o Criangas: 2 a 9 anos e 11 meses
o Adolescentes: 10 a 19 anos e 11 meses.

e Procedéncia:
Recife - Individuos residentes na cidade do Recife;
Regido metropolitana do Recife — serdo considerados pertencentes a regido
Metropolitana os individuos residentes nos seguintes municipios (segundo
informagdes obtidas em site oficial do governo do Estado de Pernambuco):
Olinda, Jaboatdo dos Guararapes, Camaragibe, S&o Lourengo da Mata,
Moreno, Abreu e Lima.
Interior — Individuos residentes nas demais regibes do Estado de
Pernambuco.

e Soropositivo para doenca celiaca — serao considerados soropositivos o0s

individuos com anticorpo anti-tTG humana superior a 20Ul/ml

e Nao deficiente de IgA

3.6 Operacionalizagao da Pesquisa

3.6.1- Infraestrutura da Pesquisa

A viabilidade financeira sera buscada com a industria farmacéutica e 6rgéos do

governo voltados para a pesquisa cientifica. Sera buscado o apoio do IMIP e o Hospital
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da Restauracdo, no sentido de ceder suas instalacoes e profissionais do laboratorio

para coleta do material.

3.6.2 Coleta de dados e material

As criancas e adolescentes que procurarem o IMIP e o HR para consulta de
rotina de acompanhamento do diabetes, serdo abordadas para inclusdo no estudo.
Uma vez obtido o consentimento livre e esclarecido, a pesquisadora preenchera um
formulario onde irdo constar informacdes sobre procedéncia, idade, sexo, e endereco
detalhado (a fim de possibilitar posteriormente a localizagdo dos casos positivos). Ao se
encaminharem para coleta de sangue de exames de rotina no laboratério do IMIP ou
da Restauragao (dependendo a que hospital o paciente pertence), sera separada uma
aliquota de sangue de 5ml em tubo seco que sera submetida a centrifugacéo para
obtengdo do soro, devidamente etiquetado e registrado e depois serdo mantidos sob
refrigeracgéo (2 a 8° C). A pesquisadora supervisionara as atividades na sala de coleta e
no mesmo dia realizara o transporte das amostras adequadamente acondicionadas na
temperatura recomendada para o Laboratério LAPAC onde serdo realizados o
Anticorpo anti-tTG humana e dosagem de IgA.

3.6.3 Dosagem do Anticorpo Antitransglutaminase Tecidual Humana e Antiendomisio

O anti-anti-tTG humana sera realizado no laboratério LAPAC através da técnica
de enzimoimunoensaio por prova em microplaca. Os soros sao distribuidos nos pocdes
da placa que sera posteriormente incubada durante 30 minutos em camara Uumida a
temperatura ambiente. Os anticorpos anti transglutaminase tecidual presentes no soro
se unem ao antigeno adsorvido a superficie dos pog¢des da microplaca. A reagao
enzimatica ocorre com uma solugdo de acido sulfurico e a formagao do produto &
medida a 450nm. A concentragao de anticorpos na amostra é proporcional a absorg¢ao
do produto da reacgdo. Serdao consideradas positivas as amostras com concentragdes
superiores a 20U/ml .

Nos pacientes com sorologia positiva para anti-tTG humana sera realizado
também o AAE sérico, utilizando-se amostra do soro ja colhido, através da técnica de

99



Araujo J Soroprevaléncia da doenga celiaca...
Projeto

imunofluorescéncia indireta com eséfago de macaco. As sec¢des serao incubadas, por
periodo de 30 minutos, com o soro do paciente em uma diluicao de 1:5. Apds lavagem,
as seccgbes serdo incubadas com anticorpos anti-lgA humana, marcados por
conjugados de fluoresceina, por 30 minutos.As sec¢des serdo lavadas e examinadas
por microscopia fluorescente. O Anticorpo Antiendomisio IgA é considerados negativo

por técnica de imunofluorescéncia indireta quando os titulos sdo menores que 1:5.

3.6.4 Dosagem de Imunoglobulina A (IgA)

Método: Turbidimetria.

Referencial:
Sangue Cordao la4d
Recem Nascido: 1 més 2a50
2 a9 meses 4 a 80
10 a 12 meses 15a90
1 a5 anos 15 a 160
6 a 12 anos 35a 250
12 a 60 anos 40 a 350
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3.6.5 Fluxograma

Abordagem a crianga ou adolescente com
diagnoéstico prévio de DM1 e ao
responsavel

v

Obtencao do consentimento
livre e esclarecido

v

Preenchimento do
protocolo

v

Acompanhar o paciente ao Laboratorio
para, no momento da coleta de exames de
rotina, separar aliquota de sangue

v

Armazenamento e transporte do
material

v

Dosagem de IgA, anti-tTG humana, e
antiendomisio

v

Anélise e interpretacdo dos dados

3.7 Consideragdes Eticas

A pesquisa tera inicio apds aprovacdo pela Comissdo de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do IMIP. Sera solicitado o consentimento do responsavel pela
crianca, apoés leitura e esclarecimento verbal pelo pesquisador de possiveis duvidas
sobre a natureza do estudo. Nos casos em que o responsavel seja analfabeto sera

realizada a leitura do termo de consentimento com a presenga de uma testemunha que
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também assinara o termo. Sera entregue uma coépia do consentimento livre informado

ao responsavel .

Havera preocupacdo desde o inicio com o aspecto ético, no sentido de nao
causar dor ou transtorno adicional a crianga ou a familia, apenas com o objetivo de

favorecer a pesquisa.

Para o diagnostico definitivo de DC (preenchendo todos o0s critérios
estabelecidos pela E.S.P.G.A.N.), seria necessario um periodo minimo de dois anos e
seis meses de observagao, sendo este prazo inviavel para realizagao da dissertagao do
mestrado. Sendo assim, apesar do acompanhamento dos individuos prosseguir até o
diagnéstico e seguimento adequado, o objetivo da pesquisa se detera a

soropositividade soroldgica por anticorpo anti-anti-tTG humana.

Nos casos soropositivos, serdo realizadas buscas ativas destes individuos,
através do enderegco residencial, serdo encaminhados ao Ambulatério de
Gastroenterologia do IMIP, realizardo bidpsia de intestino delgado e acompanhamento
até que sejam preenchidos os critérios preconizados pela E.S.P.G.A.N. (1990). Aqueles
individuos com diagndstico confirmado de DC serdo submetidos a dieta sem gluten e
serdo acompanhados por nutricionistas e pelo Ambulatério Especializado de
Gastroenterologia, além de permanecerem em tratamento nos respectivos servigos de

Endocrinologia Pediatrica.

( 4. CRONOGRAMA

O inicio da coleta de dados e do material para o estudo esta previsto para
dezembro de 2003 e terminara quando forem obtidos 280 pacientes com DM1 para
realizacado de sorologia. A previsao para apresentacao dos resultados finais do estudo &
outubro de 2004.
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Coleta de dados e
material para
sorologia

Analise dos dados
e preparo do
estudo

Apresentagao
resultados do
defesa de tese

dos

estudo:

Dezembro 2003

Janeiro 2004

Fevereiro

Marco

Abril

Maio

Junho

X| X| X| X| X| X| X

Julho

Agosto

Setembro

Outubro

X X| X| X| X

C 5. ORCAMENTO

e Sorologia: R$ 2.500,00

e Dosagem de IgA: R$ 300,00

e Despesas com correio para convocagao de pacientes: R$ 300,00

TOTAL R$ 3.100,00
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Questionario

PROTOCOLO DE INVESTIGAGAO

“Soroprevaléncia da doenga celiaca em criangas e adolescentes com diabetes

mellitus tipo 1 em servigos de endocrinologia pediatrica”

NUMERO QUESTIONARIO:

HOSPITAL:

DATA: / /

NUMERO DO PRONTUARIO:

SEXO:

NOME:

MAE:

ENDERECO:

CIDADE

ESTADO: CEP:

DATA NASC / /

DATA DIAGNOSTICO DE DM1:

TEMPO DE DIABETES:

/

/

TELEFONE:

IDADE:

IDADE DIAGNOSTICO:

RESULTADOS DOS EXAMES:

Anticorpo anti-anti-tTG humana:

Anticorpo anti-endomisio

IgA:
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Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo da pesquisa: “SOROPREVALENCIA DE DOENGA CELIACA EM CRIANCAS
E ADOLESCENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 1 EM SERVICOS DE
ENDOCRINOLOGIA PEDIATRICA”

Responsavel pelo projeto: Dra Jacqueline Araujo (Tel: 96155885)

Estamos realizando uma pesquisa sobre a Doenca Celiaca em criangas e
adolescentes com Diabetes Mellitus do tipo 1. Esta pesquisa foi avaliada e aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Materno Infantil de Pernambuco (IMIP) e
autorizada pela comissao de ensino e pesquisa do Hospital Agamenon Magalhaes.

A doencga celiaca € uma forma de alergia ao gluten. O gluten esta presente em
alimentos como o trigo, a aveia e em outras comidas de criangas e adultos. Hoje se
sabe que a doencga celiaca acontece mais em pessoas diabéticas do que nas outras
pessoas. A crianga pode ter a doenga e nao sentir nada, ou sentir muito pouco como
dificuldade para crescer e para controlar o diabetes, apesar de seguir 0 que seu médico
diz.

Com sua autorizagdo, gostariamos de utilizar uma pequena quantidade do
sangue que sera colhido do seu filho nos exames de controle do diabetes, para realizar
um exame para Doenga Celiaca , e também para dosar uma substancia chamada

Imunoglobulina A que faz parte do mecanismo de defesa contra infecgdes.

Caso seja encontrada alguma alteracdo nos exames, vocé sera comunicado e a
crianga sera encaminhado para o Ambulatério de Gastroenterologia Pediatrica do IMIP
onde recebera as orientagdes sobre o tratamento e para saber como deve ser sua
alimentagao.

Caso nao queira autorizar seu filho (a) a participar desta pesquisa, ele (a)
continuara a receber o mesmo atendimento que sempre recebeu no ambulatério de

diabetes deste hospital.
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Eu li, compreendi e autorizo que seja realizado o teste sorolégico para Doenca
Celiaca na amostra de sangue <colhida do meu (minha) filho
(a)

Concordo que os dados obtidos sejam utilizados para pesquisa.

Recife, [ [

(Assinatura do responsavel)

Testemunha (em caso de responsavel analfabeto)
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Carta de aprovagéo...

Carta de aprovacao do comité de ética

INSTITUTO MATERNO INFANTIL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE PESQUISA

COMITE DE ETICA E PESQUISA EM SERES HUMANOS

DECLARACAO

Declaro que o projeto de pesquisa de Jaqueline Rosangela de
Araujo intitulado: “Seroprevaléncia de doenca celiaca em criancas e
adolescentes com diabetes Tipo 1 em servico de endocrinologia
pediatrica” foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto Materno Infantil de Pernambuco, em sua reuniao

em 03 de novembro de 2003.

Recife /0” de novcmbro de 2003 /

f// /i / J / -'-”,
/ I/ 1 / w«/

" V'

V
Dr. j}]lhatt Hanois I-albb
Com enador do COmﬂe de Ftua e
Pesqu/sa em Seres Hulpanos do IMIP
\

113



Araujo J Soroprevaléncia da doenga celiaca...
Orgamento

Orcamento Final

1- Sorologias anti-tTG humana R$ 2.000,00

2- Sorologias AAE R$ 740,00

3- Dosagem de IgA R$ 361,00

4- Despesas para coleta do sangue R$ 611,00

5- Despesas de correio para convocagao pacientes R$ 200,00

7- Despesas com artigos de revista R$ 400,00

8- Despesas com a confecgao da dissertacdo R$ 300,00

TOTAL R$ 4.612,00
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