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RESUMO

Dentre as afecgdes gastrintestinais com implicacdes imunogenéticas destacam-se a
doenca celiaca (Dc) e a doenga de Crohn (DC). Objetivos: Identificar e comparar o
painel de autoanticorpos em portadores de Dc e DC e associa-los com doencas
autoimunes (DAl’s). Pacientes: 45 pacientes com Dc, 77.8% (feminino), 22.2%
(masculino), idade média de 39.2 anos; e 36 pacientes com DC, 63.9% (feminino),
36.1% (masculino), média de idade de 42.9 anos. Os celiacos foram subdivididos em 2
grupos, celiacos ao diagnostico (celiacos DX n=30) e celiacos com dieta isenta de
gluten (celiacos DIG n=15). Métodos: Foram investigados os seguintes autoanticorpos:
anti-mitocondrial (AMIT), anti-musculo liso (AML), anti-célula gastrica parietal (ACGP),
anti-microssomal de figado e rim (ALKM), fator anti-nuclear (FAN), anti-endomisio
(EmA) e anti-citoplasma de neutréfilo (ANCA), por imunofluorescéncia indireta (IFl);
anti-transglutaminase tecidual (anti-tTG) e anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) por
ensaio imunoenzimatico (ELISA); e anti-tireoperoxidase (anti-TPO) por método
imunométrico. Para analise estatistica, utilizou-se teste exato de Fisher, considerando
nivel de significancia p<0,05, corrigido por Bonferroni (p<0,017). Resultados: EmA
positivou em 100% dos celiacos DX e em 33.3% dos celiacos DIG. Na DC, 100%
negativaram, demonstrando resultados significativos (p<0,001) quando comparados 0s
trés grupos. O anti-tTG foi positivo em 90% dos celiacos DX e 26.7% nos celiacos DIG;
na DC 88.9% e 11.1% foram negativos e positivos, respectivamente, resultando um
nivel de significancia p<0,001 quando comparados os celiacos DX com DIG e com DC.
Quanto ao ASCA IgA e IgG, nos celiacos DX ocorreu maior positividade, 66.7% e
86.7% respectivamente; enquanto que na DC observou-se 36.1% ASCA IgA e 44.4%
para ASCA IgG; os valores de p foram significativos para ASCA IgA (p<0,004), quando
comparados celiacos DX e DIG, e ASCA IgG (p=0,001), quando comparados celiacos
DX e DC. Cem por cento (100%) dos celiacos (DX e DIG) foram negativos para ANCA e
5.6% dos pacientes com DC positivaram para ANCA. Encontrou-se positividade para
anti-TPO em 17.6% celiacos DX e 50% nos celiacos DIG, sugerindo associacao com
doencas tireoidianas. AML positivou em 3.3% e 13.3% dos celiacos DX e DIG
respectivamente, e 100% de negatividade na DC. AMIT e ALKM foram negativos em
100% de todas as amostras. Quanto ao FAN, 6.7% dos celiacos DX e DIG, e 8.3% dos
individuos com DC foram positivos, demonstrando correlagdo com queixas articulares.
ACGP foi positivou em 6.7% dos celiacos DIG, sugerindo, assim, gastrite autoimune.
Dentre as associagdes clinicas na Dc evidenciou-se 8.9% com dermatite herpetiforme;
4.4% com diabetes melitus e 28.9% com doencas da tiredide; na DC 2.8%
apresentaram psoriase e 8.3% doencas da tiredide. Conclusées: A determinacao de
um amplo painel de autoanticorpos pode se mostrar Gtil no diagndstico diferencial de
varias afecgbes, além de permitir suspeicdo diagnéstica antes do aparecimento de
manifestacdes clinicas, seja da doencga basica (Dc e DC), seja nas doengas autoimunes
associadas, reforgando a aplicabilidade clinica da presente pesquisa.

Palavras-chave: Autoanticorpos. Doenca celiaca. Doenca de Crohn. Doencas
autoimunes.



ABSTRACT

Celiac disease (Ced) and Crohn’s disease (CD) and are good examples of diseases with
genetic and immunological implications. There is a link between these diseases and
other autoimmune disorders. Thus, it is interesting to determine a panel of
autoantibodies in the serum of the patients, even before clinical manifestation of the
disorders. Objectives: To determine, compare and correlate the panel of autoantibodies
in adult patients with Ced and CD with the clinical characteristics of these afections.
Patients and methods: 45 patients with Ced were subdivided in 30 Ced at diagnostic
(Ced DX) and 15 Ced in treatment with a gluten free diet (Ced GFD), 77.78% women
and 22.22% men, mean age 39.18; 36 patients with CD, 63.89% women and 36.11%
men, mean age 42.89 were studied. The following autoantibodies were assays:
mitochondrial (MIT), smooth-muscle (SMA), liver-kidney microssomal (LKM), nuclear
(ANA), gastric parietal cell (GPCA), neutrophil cytoplasmic (ANCA), anti-endomysial
(EmA) by indirect immunofluorescense; anti-thyroperoxidase (anti-TPO) by
immunometric method; anti-transglutaminase (anti-tTG) and anti-Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) by immunoenzymatic assay. For statistical analysis the Fisher’s exact
test was used to compare the categorical variables (P <0.05), using Bonferroni
correction (P <0,017). Results: EmA were detected in 100% of celiac patients ingesting
gluten and in 33.3% celiac patients on a GFD. In CD, 100% were negative for this
autoantibody (statistical significance). Anti-tTG was positive in 90% of the celiac patients
at diagnosis and in 26.7% of treated patients; in CD, 88.9% were negative and 11.1%
positive, both autoantibodies showing statistical significance. ASCA IgA/IgG was positive
in CD e Ced, but statistical significance was found only in ASCA IgA. For ANCA, all
celiac patients were negative, and 5.6% of CD was positive. In relation to anti-TPO,
17.6% and 50% of the Ced DX and in a GFD were positive, suggesting association with
thyroid disease. SMA was positive only in celiac disease. MIT and LKM were negative in
all the samples. ANA was positive in both diseases in patients with articular complaints.
GPCA was positive in one celiac patient on a GFD. The clinical association in Ced were
dermatitis herpetifomis, diabetes mellitus and thyroid disease; in CD psoriasis and
thyroid disease. Conclusions: The determination of a large panel of autoantibodies can
be useful for the differential of several gastrointestinal diseases and for suspicion of
these disorders before clinical manifestations, or for diagnosis of associated
autoimmunity diseases.

Keywords: Autoantibodies. Celiac disease. Crohn’s disease. Autoimmunity disease.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 — Samuel JONES GEE..uuuriirirsrsmmmrrrrissssnnmnsrissssssnmnsssssssssssss s ssssssssmnsssesssssssnsnssnsss 22
Figura 2 — Willen Karel DICKE .uuuuuirrrrmsssssssssssssssnnnmmsmmnsnssssssssssssssssssssssssssssnssnssssssnssssnsssns 22
Figura 3 — Patogénese da doenga CeliaCa .uuummmmrrmmmssssmmmmmmmsssssnmmsrssssssssmnssssssssssnnsnssnnss 24
Figura 4 — Imunopatogenia da doenga CeliaCa...umimmmmmmmmrmmmssssnmmrrrssssssnmnnsssssssssannnsssssss 27
Figura 5 — Dermatite herpetiforme ou doencga celiaca da pele.....cccurrrsmmrrrrisssssnnennnnnns 31
Figura 6 — Doenga celiaca ClASSiCa NA CrHANGA wuurrrrrssssmmmmrrssssssnmmrrrssssssnmnssssssssssnnnnsssssss 31
Figura 7 — Doencga celiaca Classica N0 @dUIO ..eeeerrrrsrssnmmmmrmsssismmnersrssssssmns s sssssssmnsnsennans 32
Figura 8 — Burril Bernard Crohn ..uuuusessssnsssssssssisssssssessssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssnsss 44
Figura 9 — Gordon Oppenheimer, Burril Crohn e Leon GiNZburg ...uuucccseesessssssssmsssssnnns 44
Figura 10 — Patogénese da doenga de CroNN...esessemnssismmssssssssssssss s sssssssmsssssnnsss 46
Figura 11 — Imunopatogenia da doenga de Crohn .uueeeeeeemssismmsssmssssssmssssssssssssssssnnss 51
Figura 12 — MEI na pele em paciente COmM DCi....uiiiiiiismmmmrmmssissmssrrnsssssssssssssssssssssssnnns 54
Figura 13 — MEI ocular (episclerite) Na DC ...cceceeerrimssssmmsmrmmssissmssssssssssssssssssssssssssssnnns 54
Figura 14 — Anticorpo anti-muUsculo liSO (AML) .eeeuiiiiiccsmmmmernnsisnmmse s rssssssssss s sssssmss s 75
Figura 15 — Anticorpo anti-mitocondrial (AMIT) ..eeeeeeeeeerrmmmmmmmmmmmssssssssssssnssmsmssnssssssssnesens 75
Figura 16 — Anticorpo anti-microssoma de figado € rim (ALKM) ...ccvvccvemmmmmmssssnmmennnnnnns 76
Figura 17 — Anticorpo anti-célula gastrica parietal (ACGP) .ucccevemrrrrrssssmmmmrsmsssssmnsnsssnnns 76
Figura 18 — Anticorpo anti-endomisio (anti-EMA)...cuccceeeemrmmssissmmmrrissssssmsssssssssssssssssnes 76
Figura 19 — Anticorpo anti-transglutaminase tecidual (anti-tTG) ...ceuurcresmrrrmssssssmnenennnns 77
Figura 20 — Associagdes clinicas nos pacientes COM DC .uuuuuvvrmmrrrrrsssssmssssmssssssssssssnnns 88
Figura 21 — Associagdes clinicas nos pacientes COm DC ...ccccvcemrrrrssssmmmnrsmssssssssssssnnes 89
Gréfico 1 — Total de autoanticorpos positivos nos grupos estudados ...evuuccsssmeeessesssannns 80

Gréfico 2 — Positividade dos auto anticorpos EmA e anti-tTG nos pacientes portadores

[0 [N 1D Lo = T 15 LN 84
Gréfico 3 — Positividade dos autoanticorpos ASCA e ANCA nos pacientes portadores de
13 T = 15 L 85



Quadro 1 — Autoanticorpos e seus substratos antigénicos empregados nas reacoes de

L] et eeeesesssssssssmmmmnmnnmn s s s s rr e er e s e e s sa s s s asmmmRRREREEEREEEEEEERRaaana AR aAARRRRRRREREEEESESERERERRRaRaRaaan 73
Tabela 1 — Dados demogréficos da populagao em eStUAO ...ceerrrrissssmmmrrersssssnmmrnnmssssssnns 71
Tabela 2 - Numero total de autoanticorpos positivos nos grupos estudados .......cueessees 80
Tabela 3 — Valores de p dos grupos SOb COMPAraGAD ..uuussssssssssssmmmmssnssrsssssmssmmsssssssssssas 81

82

Tabela 4 — Positividade total dos autoanticorpos em pacientes com Dc e DC........c.....



ACELPAR
ACGP
ALKM
AMIT
AML
ANCA
ANTIHTG
ANTI-TPO
ASCA
CEP

DAI

DAIl's

Dc

DC

DH

DIG

DIl

DM |

DM I

DX

ELISA
EmA

FAN
HC-UFPR
HLA

IFI

IgA

lgG

LISTA DE ABREVIATURAS

- Associacao dos Celiacos do Parana

- Anticorpo anti-célula gastrica parietal

- Anticorpo anti-microssomal de figado e rim
- Anticorpo anti-mitocondrial

- Anticorpo anti-musculo liso

- Anticorpo anti-citoplasma de neutrdfilo

- Anticorpo anti-transglutaminase tecidual

- Anticorpo anti-tireoperoxidase

- Anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae
- Comité de Etica em Pesquisa

- Doenga autoimune

- Doengas autoimunes

- Doenca celiaca

- Doenca de Crohn

- Dermatite herpetiforme

- Dieta isenta de gluten

- Doenca inflamatéria intestinal

- Diabetes mellitus tipo |

- Diabetes mellitus tipo I

- Diagnéstico

- Ensaio Imunoenziméatico

- Anticorpo anti-endomisio

- Fator anti-nuclear

- Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
- Antigeno leucocitario humano

- Imunofluorescéncia indireta

- Imunoglobulina classe A

- Imunoglobulina classe G



LES
LIE
MEI
PBS
PUCPR
Sl
TCLE
TGl

- LUpus eritematoso sistémico

- Linfécitos intra-epiteliais

- Manifestacdes extra-intestinais

- Tampéao fosfato salino

- Pontificia Universidade Catélica do Parana

- Sistema Imunolégico

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

- Trato Gastrintestinal



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ......ceceecececscessassesssssssssssssssssesssssassssssssssssssssssssssssssssassssssssssssnsssasssnes 17
2 HIPOTESE ......cueeiucurescuseseaseseasesssssessses s sss s as s sssssssssess s s sssssssssssnssssnsssssssessans 20
B OBUETIVOS......ciiriiismmseriessssssmsns s s sssssmsns s s ssssssmmms s s ssssssnmmss s sssssssnmsnssesssssnnnnsssssssnnns 20
3.1 OBUETIVO GERAL .uuuueierriiiisssnmnnnrnssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnsssnnsssnnnns 20
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ueverererereresesesssassssssssessssssssssssssssssssssssasssssssassessnsssssnes 20
4 REVISAO DE LITERATURA ......ooeereccccreeessesssssssssssassssssssesssssssssssssssssssasssssssseas 21
4.1 DOENGA CELIACA . ..ceireeeeereresessssssssssesesssssssssssssssssssssasssssssssssnsssssssssssssasssssssssnens 21
R R ] 1] =T o 22
R T o= (o Yo 1= o == 23
i 2 B =Y 0] 1= TSI 1 ] =T = 24
4.1.2.2 FAlOreS gENELICOS couuumrrrrrrsrssmnnrrsssssssnsnnssssssssnnnssssssssssnsnsssssssssnnsssssssssssnnnnnsnsssnnns 25
4.1.2.3 Fatores imuNOIOQICOS wurrrrssssmmmsrsrsssssnsmsrsmsssssnnsssssssssnnsnssessssssnnsssessssssnnnssssnssssnnns 26
Vi Wy R I X7 o =Y CoT-3=T 7T (=10 4 TT'0] Lo T [ o T 27
V2 B I 30 o 7T o T 1 o [T [ 28
T @ 1T 7 To [ o o3 11 3] (o o 29
4.1.6 DOENCAs aSSOCIAUAS .....cuvirrummmrririisrmsne s s s s sam s s e annns 32
V2 0 T 0 F- T | o T (o o 33
i 5 I I D TF-To | g To 1< 70 IR0 £0] (0T o 34
4.1.7.1.1 Anticorpos anti-gliadina e anti-retiCuling ...uuuuussssssssssssssmmsmmsesee s 34
4.1.7.1.2 Anticorpos anti-eNAOMISIO euurrrrsssssrmrrsmssssssnnsssssssssnmnsssssssssnnsssesssssssnsssssssssssnns 35
4.1.7.1.3 Anticorpos anti-transglutaminase tecidual ......cuuverrrsssnmmmmmmmmmmmrnsreesrnsssssssssssnas 36
4.1.7.2 ENdOSCOPIa AigESTIVA. . ssssssrrrrsannnmmmmnmnnrnnrrsrsssnsssssssssssssssssnsnmsmnssnsssssssssnnsnsssnnsssssnnn 38
4.1.7.3 ANatomia PatOIOQICa cuurrrrrsrssummmrrsssssssnnnrrsssssssnnnsssssssssnnnnssssssssnnnnsensssssnnnsnnnnssssnnns 38
Vi 0 A D TE-To | g Lo Ty o7 I (1 1= 14T 0 o] - | 39
T TR0 I - 1 € 11 1= o 1 o 40
4.1.8.1 Tratamento NUEFCIONAl..ccuresrrsnnmmmmmnmnnres e rrrrss s s s 40
4.1.8.2 Outras formas de tratamentO... i 42

Vi I I8 S VZ0 T [¥ o= To T o] oY | 4 Lo =3 T o 2 42



4.1.10 ComplicacOes da DC ........ccocurririmmmiissnrrirmn s ssssss s s as s s s s sann e nns 43

4.2 DOENGA DE CROHN ...uciiiiiiiismsnsrsssssssssssssssssssssss s sssssssssss s sssssssssssssssssssssnssssnsssssnns 43
4.2.1 Aspectos epidemiolOgiCOS ....ccccuuirrrmmrrrmissismmrr s rsssssssn s sssmsn s mn e s annns 45
V. . =y ([0 o 2= 1Yo [=T 0 1= 46
4.2.2.1 Fatores ambientaiS uuuuuusssssssssssnmnmmnmnnnnsns s ssssssssssssssssssssssssssssss s s s s s sssssnsnnsnssnns 46
4.2.2.2 FAlOreS gENELICOS cuuuumrmrrrrssssmnnnrsssssssnnnnssssssssnnnnsssssssssnnnsssssssssnnssssnssssssnnnnssnsssnnns 47
4.2.2.3 Fatores imunOIOQICOS wurrrrsssssmmmrssrsssssnsnssssssssssnnssssssssssnnnsssssssssnnsssessssssnnnnsssssssssnns 49
VB B0 o 7T o -1 o [0 Yo - 50
V2 B 3@ 11 T To [ o 0o 113 ][ o 52
4.2.4.1 Manifestacdes extra-intestinais (MEI)....uuuuiirmimininnissssssnssmmsemssssssss s ssssssssssssssnns 53
4.2.4.2 Complicagies da DO ...iiiiirrsmmmrrrrssssnsnssssssssssnsssssssssssssns s sssssssssssssssssssnsnssssnsssssnns 54
4.2.4.3 DOENCAS ASSOCIAUAS urrrssssssssnsnnmmmmmmmmmmmmmmmmsimmsssssssssssssssnnsnnsmnssnnssssessessssssssssssssnns 55
T R B T Vo | Lo T=3 o 55
4.2.5.1 DiagnNOStiCO SOrOIOQICO trvrsrssnmmrsrsssssssnsnsrsssssssnnsssssssssnnsssssssssssnnssssssssssnnnssssnssssnnns 57
4.2.5.1.1 DeterminaGao de ASCA ... ssssssssms s s ssnns 59
4.2.5.1.2 DeterminaGao de ANCA ... ssssssms s s ssnns 60
2 2 T I - 1 € 11 1= o 1 o 61
V. B = VZo [¥ 7= To T o] oY | 4 Lo L= T o 2 62
4.3 DOENCAS AUTOIMUNES ASSOCIADAS A DC E DC auvueeercceeseesesessssssssssssssssens 62
4.4 AUTOANTICORPOS NA DC E NA DC..ueiiiirrisssmmnrrrssssssnssnsssssssssssssssssssssssssssssssssnes 63
4.4.1 Anticorpo anti-tireoperoxidase (anti-TPO)........cccceecmmmrinniissmmnrmnnnsseenrssnsssannes 64
44.2 Fator anti-nuclear (FAN) ou anticorpo anti-nuclear
72X 65
4.4.3 Anticorpo anti-célula gastrica parietal (ACGP)........ccceecmmrrrrrsmmrrsnsssssnssssssnnenns 66
4.4.4 Anticorpo anti-mitocondrial (AMIT) .......ccoiiiiiiiiiiiinnis e 67
4.4.5 Anticorpo anti-microssomal de figado e rim (ALKM).......ccccccmrriiiieriniiissssnnnns 67
4.4.6 Anticorpo anti-musculo liSO (AML)........cccccecmmrrirrcssmmrr s sssmme s s sssssmes s sessssnnes 68
5 MATERIAIS E METODOS ......cooiuimieieessccscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 70
ST T N O | [ 70
5.2 AMOSTRAS SOROLOGICAS.....comeererersmsssssssassssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssasssans 71

5.3 METODOLOGIA SOROLOGICA....urureeururerereseaseressssssesessssessssssssesasssessssssseseasanes 72



5.3.1 Pesquisa de autoanticorpos por imunofluorescéncia indireta (IFl)............... 72

5.3.1.1 Preparo de substatos antigeniCoS ....eeerrrrrrsssmmmmmmmsssssnnmnssmssssssmmsnsesssssssmnsssssssssnns 72
5.3.1.2 Reacao de imunofluoresSCENCIa (IF1) .uuurirrrrssammrmrmsssssnnmnrsssssssnmmnnsesssssssmnsnssssssnsnns 73
5.3.2 Pesquisa de autoanticorpos por ELISA ... e 77
5.3.3 Pesquisa de autoanticorpos por outros meétodos.........cccccmmmmrmrrrriinssssssssssssnns 78
5.4 ANALISE ESTATISTICA cucureeurereureseusesessesessssessssesssessssesssessasessssssssssssssssasssessaseses 78
6 RESULTADOS......cooiiciiriimmrnsssmsssssssss s sssssssssssssssssssmss sassanss sassansssassnsssassanssssssnnnssssnns 79
6.1 POSITIVIDADE TOTAL DE AUTOANTICORPOS ...cccicceerresrmmersssmsersssnssssssssessnsnns 79
6.2 POSITIVIDADE DOS AUTOANTICORPOS EMA € tTG .eeviissmrrrsssmsssssssmssssssansssssns 83
6.3 POSITIVIDADE DOS AUTOANTICORPOS ASCA IgA / IgG E ANCA.....coecceeereennes 84
6.4 POSITIVIDADE DOS DEMAIS AUTOANTICORPOS EM PACIENTES COM Dc E
19 86
6.5 ASSOCIACOES CLINICAS NOS PACIENTES COM DC E DC.uuvuverececacrecsesessennans 87
6.6 POSITIVIDADE DE AUTOANTICORPOS E ASSOCIACOES CLINICAS EM
PACIENTES COM DC E DCi.ueiricceerrrsssmerssssssssssssssrssssssessssssssssssssssssssnsssssssnsssssssnsessssnnees 89
7 DISCUSSAOQ ......cieerereceninsesesssssassesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssasssnsnsanas 90
7.1 DADOS DEMOGRAFICOS ...cucuceicrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssassssans 90
7.2 DETERMINAGCAO DE EMA E ANTIHTG weeteerueerersrassesesssssesessssssesessssssesssssassesssssanas 91
7.3 DETERMINAGCAQ DE ASCA E ANCA....coteererereesrassesessssssssssssssesesssassssssssasssssssanas 93
7.4 DETERMINACAO DOS DEMAIS AUTOANTICORPOS EM PACIENTES COM Dc E
15 95
7.5 ASSOCIACOES CLINICAS NOS PACIENTES COM DC E DC.uuvuverereenesesesenesessnnes 97
8 CONCLUSOES .......cocrereearurerecssssesessssess s ssesssssssssssssessssssasssesssnssessasssssessasssenens 102
9 CONSIDERAGOES FINAIS ......ccoeeeeereeerecreseessssessssssssssssasssssssssssssssssssssssasssssssaens 104
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ccoeeuriesneressaressssessssesssesssesssssssssssssssesssseanes 105
APENDICES ......urtreureeueeesasesssesssesssesssssssssessssesssssssssssssssssssssssssessasessasssasesssnsssanens 121
APENDICE A - Protocolo de coleta de dados 1..mssmscscssssssssssssssssssssssssans 122
APENDICE B - Protocolo de coleta de dados 2....mmmsssccsssssssssssssssssssssssns 123
APENDICE C - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) w.eceeeeeeeresssasacne. 124
APENDICE D - Dados referentes aos pacientes COM DC ..ececeeersrsseessesssesesesessssssssanes 125

APENDICE E - Dados referentes aos pacientes Com DC ...cceceerursreessesesesesesessssssssaes 126



ANEXOS ...t n e s s s e s e e R e R R R R RR R R R AR e R nnanRRn s 127

ANEXO A — Parecer do CEP .iuiicccemmiiiiiessrrssnsssssmss s ssssssssss s ssssssssss s s ssssss s s s snsssssnes 128
ANEXO B — Resumos de Congressos Nacionais e Internacionais ....eeeuussessessssssssnnes 129
ANEXO C — Prémio de Congresso NacCioNal...uuuuceemerrrsssssnmmssmsssssssnnssssssssssnnnssssssssnnes 130
ANEXO D — SUbMISSA0 A0 ArtigO0 eeerrrrsssssnmmerrmsssssnmnssmsssssssmsssnsssssssnsssssssssssnnnssssnssssanes 131

ANEXO E - Published Ahead of Print dO Artig0 .cccceerrrrsssssmmsmmsssssssmsnsmsssssssmnnssssnssssnnes 132



17

1 INTRODUCAO

Sao relevantes os conhecimentos advindos da Imunologia em relagdo as
doencas do trato gastrintestinal (TGl), uma vez que o sistema imunolégico (SI) participa
das fungdes do TGl e das interagdes entre hospedeiro e ambiente, 0 que ocorre na luz
intestinal. Além disso, o Sl se torna importante para identificar a etiologia e a patogenia
de varias doengas e disturbios com base nos conhecimentos adquiridos sobre a funcao
e regulacao da resposta imune. Como consequéncia, a capacidade de se compreender
a resposta imune do intestino abre novos rumos para o futuro da ciéncia (KAGNOFF,
2005).

Varias sdao as doencas com implicagcdes imunogenéticas que acometem o TGl
destacando-se as que acarretam maior comprometimento fisico, social e emocional ao
individuo. Como exemplos citam-se a doenca celiaca (Dc), considerada hoje problema
de saude publica mundial, e a doenca de Crohn (DC). Ambas possuem inumeros
fatores envolvidos em sua etiopatogenia — ambientais, genéticos e imunoldgicos —
tornando dificil o diagnéstico em muitos casos e até o diagnostico diferencial entre
ambas, principalmente quando se apresentam com diarréia cronica (KOTZE, 2009;
KOTZE; KOTZE, 2009; KAGNOFF, 2005; FRANCO LOIDA; DANI, 2005; WGO, 2005).

Evidéncias relativas a importancia dos mecanismos imunes na patogenia da
leséo tecidual nas doencas referidas derivam de caracteristicas histoldgicas e clinicas
dessas afeccOes, além de estudos laboratoriais da imunidade humoral e celular dos
pacientes acometidos. Observa-se com freqiéncia, no TGl destes pacientes, aumento
dos numeros de células mononucleares, incluindo linfécitos, plasmdécitos e/ou
mastocitos. Do ponto de vista clinico, estas enfermidades podem ocorrer em
associacao a outras afecgdes em que os mecanismos imunes também desempenham
papel importante, muitas vezes se apresentando com manifestacbes extra-intestinais
(MOTA et al, 2007; KAGNOFF, 2005; FRANCO LOIDA; DANI, 2005; WGO, 2005).

A associacdo de mecanismos imunolégicos e genéticos com afecgdes

gastrintestinais indica forte relacdo entre estes sistemas, tanto na fisiopatologia destas
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doengas como na manutencao do estado de saude dos individuos, indicando, assim,
uma area de pesquisa promissora (ALVES et al, 2006).

O diagnostico das afecgées que comprometem o TGIl, como a Dc e a DC,
envolve uma associagcdo de dados clinicos, fisicos, laboratoriais, radiograficos,
endoscopicos, histolégicos, entre outros, sendo muitas vezes fundamental a
investigacdo de autoanticorpos para sua elucidacdo. Esses podem representar
marcadores precoces da doenga ou indicadores de prognostico, bem como permitir seu
monitoramento ou a resposta ao tratamento proposto, além de auxiliar na investigacao
de manifestagdes extra-intestinais que as mesmas podem desenvolver (KOTZE, 2009;
KOTZE; KOTZE, 2009; FRANCO LOIDA; DANI, 2005; WGO, 2005).

O diagnéstico acurado da Dc e da DC € desafiador devido a grande variedade de
expressao clinica destas afec¢des. Desta forma, nenhum sinal ou sintoma clinico,
avaliado de maneira isolada, sera indicador absoluto para seu diagnéstico
(ROMALDINI; BARBIERI, 1999).

A determinacao sorologica de autoanticorpos em doencas auto-imunes (DAI’s)
como a Dc, e a DC, caracteriza-se por testes ndo invasivos que, juntamente com
demais critérios, auxiliam no diagnéstico acurado. A utilizacdo de testes sorolégicos
como o anticorpo anti-endomisio (EmA) e anticorpo anti-transglutaminase tecidual
(tTG), contribuem para o diagnostico de Dc, além de se tornarem importantes como
marcadores da doenga antes da realizacdo de bidpsia intestinal para confirmagao
diagnostica (KOTZE, 2009; WGO, 2005; ROMALDINI; BARBIERI, 1999). Ja a
determinagédo de autoanticorpos como o anti-citoplasma de neutréfilo (ANCA) e o anti-
Saccharomyces cerevisiae (ASCA), auxiliam na diferenciacdo do diagnéstico de
doencas inflamatérias intestinais (DIl), sendo o ASCA mais positivo para a DC e o
ANCA melhor marcador para retocolite ulcerativa (RCU) (KOTZE; KOTZE, 2009;
STEINWURZ; SCHEINBERG, 2001; PRESENT; BANKS, 1999).

A concomitancia de Dc e DC com outras DAI's como doencas da tiredide,
psoriase, diabetes melitus, entre outras, tem sido demonstrada por diversos autores. A
presenca de comprometimento da barreira intestinal que facilita a agao de antigenos,
mostra a estreita relagao existente entre sistema imunolégico (Sl) e suas respostas nas
doencas do TGl, como a doenga celiaca e a doenca de Crohn, podendo preceder uma
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resposta imune gerando manifestagdes extraintestinais, incluindo comprometimento de
varios 6rgaos como sistema esquelético (espondilite anquilosante), pancreas (diabetes
melitus tipo 1), rins (nefropatia por IgA), figado (esteatose hepatica) e cérebro (esclerose
multipla) (FASANO; SHEA-DONOHUE, 2005). No que se refere ainda a Dc, salienta-se
a importancia de se investigar a presenca de autoanticorpos, bem como de doencgas
autoimunes associadas, uma vez que a presenca destas afeccées depende do tempo
de exposicdo ao gluten (VENTURA et al, 1999): sua retirada da dieta promove
recuperacao da funcdo da barreira intestinal, normaliza os titulos de autoanticorpos,
interrompe o0s processos autoimunes e o dano intestinal pode ser revertido
completamente (FASANO; SHEA-DONOHUE, 2005).

A determinacdo de um painel de autoanticorpos, bem como a compara¢ao dos
achados com as associagdes clinicas observadas nos pacientes poderao, enriquecer
dados de literatura quanto a relacao existente entre Dc, DC e doencas autoimunes.
Portanto, neste contexto, justifica-se de forma clara e objetiva a realizacdo da presente
pesquisa frente aos poucos trabalhos relacionados ao assunto na populagao brasileira.
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2 HIPOTESE

A deteccgao soroldgica de autoanticorpos, como biomarcadores, contribui para o

entendimento da doenca celiaca e da doenga de Crohn?

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um amplo painel de autoanticorpos em pacientes portadores de doenca
celiaca e de doenca de Crohn.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os achados do painel de autoanticorpos entre os pacientes portadores
de doenca celiaca e de doenca de Crohn.

Relacionar os autoanticorpos detectados com doengas auto-imunes associadas
em ambas as afecgdes.

Comparar o painel de autoanticorpos em pacientes portadores de doenca celiaca

ao diagnéstico e em tratamento.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DOENCA CELIACA

A primeira alusdo a doenga celiaca (Dc) remonta ao ano 200 da era crista
quando Arateus da Capadécia descreveu esta afeccdo, com suas caracteristicas
proprias, mais em mulheres que em homens, sendo as criangcas também afetadas.
Porém, sua cléssica descri¢ao foi feita ha mais de 100 anos, em 1888, pelo médico
Samuel Jones Gee (figura 1), que publicou um artigo classico denominado “On the
Coeliac Affection”. Nesta breve publicacao relatou que a provavel cura desta doenca
estaria relacionada a dieta. Em meados do século XX (1950), no periodo da Segunda
Guerra Mundial, Willen Karel Dicke (figura 2), um pediatra holandés, identificou o gluten
como agente causal da Dc. Associou os efeitos deletérios de alguns tipos de cereais
em pacientes portadores de Dc, pois durante o periodo de racionamento de alimentos a
base de trigo (principalmente o pao), a incidéncia do “espru celiaco” havia diminuido
muito. Quando o péao (principal alimento) e outros alimentos a base de trigo, voltaram a
ser consumidos pela populagdo holandesa, as criangas com Dc comegaram
rapidamente a apresentar os sintomas caracteristicos da afec¢do. Confirmou-se, assim,
a importancia do trigo (gluten) na génese da doenca e a descoberta do tratamento
efetivo da Dc, pois, a dieta isenta de gluten, até os dias atuais permanece como a unica
forma de terapia (RITO NOBRE; SILVA; PINA CABRAL, 2007; SDEPANIAN; MORAIS;
FAGUNDES-NETO, 1999; van BERGE-HENEGOUWEN; MULDER, 1993; DOWD;
WALKER-SMITH, 1974).
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Figura 1 - Samuel Jones Gee Figura 2 - Willen Karel Dicke

4.1.1 Gluten

A definicdo correta de gluten inclui um conjunto de proteinas individuais
encontradas nos cereais e que se dividem em prolaminas e glutelinas. Cada cereal
apresenta uma prolamina diferente: no trigo é denominada de gliadina, no centeio
(secalina), na cevada (hordeina), na aveia (avenina), no milho (zeina), no arroz
(orzeina) e no sorgo (katirina). Desta forma, todos os cereais possuem prolaminas e,
portanto, ndo se pode dizer que ha cereais isentos de gluten. Porém, como apenas
algumas prolaminas sao téxicas para os celiacos, generalizou-se a idéia de que 0s
cereais sem estas prolaminas téxicas seriam também sem gluten. Assim, as prolaminas
toxicas para portadores de Dc sao a gliadina, secalina, hordeina e avenina. A
caracteristica de toxicidade destes cereais se deve a sequiéncia de aminoacidos que 0s
mesmos apresentam. O gluten € uma substancia albumindide, insolavel em agua, que,

junto com o amido e outros compostos, constitui a massa coesiva que permanece
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quando a pasta de farinha dos cereais é lavada para remocao dos granulos de amido
(KOTZE, 2009).

A doencga por sensibilidade ao gluten pode ser definida como um estado de
resposta imunolégica, tanto celular como humoral, frente a ingestao do gluten do trigo,
aveia, centeio e cevada. A intolerancia ao gluten € permanente. Atualmente seu
conceito ampliou-se, onde se inclui pacientes nos quais a interagdo entre seu sistema
imunolégico e o gluten pode se expressar em diferentes niveis. A forma mais conhecida
e comum é a enteropatia ou lesdo intestinal (doenca celiaca), mas o dano também
pode surgir na pele (dermatite herpetiforme), na mucosa oral (estomatite aftosa de
repeticdo), nas articulagdes (algumas artrites) ou no rim (nefropatia por IgA) (KOTZE,
2009; GREEN; CELLIER, 2007; WGO, 2005).

A doenca celiaca (Dc) é, portanto, uma doenga auto-imune precipitada em
individuos geneticamente predispostos, pela ingestao de gluten (toxico). Esta entidade
também pode ser encontrada sob varias outras denominagdes como enteropatia gluten-
sensivel ou gluten-induzida, espru celiaco, espru nao-tropical, esteatorréia idiopatica ou
espru idiopatico (KOTZE, 2009; SILVA et al, 2006; CAMPOS; KOTZE, 1980).

4.1.2 Patogénese

A expressao da doencga celiaca resulta da interacao do gluten na dieta associado
a fatores ambientais, genéticos e imunologicos (figura 3) (KOTZE, 2009; GREEN;
CELLIER, 2007; RITO NOBRE; SILVA; PINA CABRAL, 2007).
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FATORES PATOGENICOS NA DOENCA CELIACA

CD4+

CD8+
LIE/TCR gama delta
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Citocinas .
Macroéfagos

GLUTEN Classes I, II e IIT
Trigo- gliadina

Centeio - secalina W
Cevad - hordeina

Aveia - avenina

Figura 3 — Patogénese da doenga celiaca (KOTZE, 2007)

4 1.2.1 Fatores ambientais

Dentre as prolaminas, as gliadinas, mais especificamente as alfa-gliadinas,
seriam téxicas aos pacientes celiacos. Os peptidios do gluten sdo resistentes a
digestdao pelas enzimas gastricas e pancreaticas e alcancam a lamina prépria do
intestino delgado, possivelmente em conseqiéncia do aumento da permeabilidade
intestinal, interagindo assim, com as células apresentadoras de antigeno (GREEN;
CELLIER, 2007; RITO NOBRE; SILVA; PINA CABRAL, 2007; SHAN et al, 2002).

Estudos epidemiolégicos sugerem que os fatores ambientais tém apresentado
papel relevante no desenvolvimento da Dc. Incluem o efeito protetor do aleitamento
materno e a introdugcao do gluten na dieta em relacdo ao desmame — maior se antes
dos quatro meses de idade e um pouco menor apds os sete meses de vida (IVARSSON
et al, 2002). Certas infecgbes, como por rotavirus, também aumentam o risco de

desenvolvimento da Dc na infancia (STENE et al, 2006).
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4.1.2.2 Fatores genéticos

A Dc representa uma forte condicdo hereditdria sendo oligogénica e
geneticamente complexa (KING; CICLITIRA, 2000). A associacao desta afeccao com os
antigenos do sistema HLA (antigeno leucocitario humano), bem como a fungao destas
moléculas como fator genético de susceptibilidade a doencga, estdo bem estabelecidos.
Além disso, a Dc é familial, € pouco freqliente em determinados grupos étnicos, como
orientais e negros, e apresenta concordancia de aproximadamente 70% entre gémeos
homozigoticos (WGO, 2005).

Em torno de 90-95% dos casos de Dc expressam-se moléculas do sistema HLA,
destacando-se as de classe Il. A maioria expressa o heterodimero HLA-DQ2, enquanto
que a minoria expressa o HLA-DQS8. Entretanto, a molécula DQ2 apresenta alta
prevaléncia na populacao em geral, de forma que apenas uma pequena proporcao vira
a desenvolver a Dc, demonstrando que a expressado das moléculas DQ2 e DQ8 sao
necessarias, mas nao suficientes para desenvolver a doengca (WOLTERS; WIJMENGA,
2008; GREEN; CELLIER, 2007; RITO NOBRE; SILVA; PINA CABRAL, 2007; ALVES et
al, 2006; WGO, 2005).

A influéncia genética na etiopatogenia da Dc é corroborada pela ocorréncia
familial da afec¢do. A mesma nao se desenvolve a ndo ser que o individuo tenha alelos
que codificam proteinas HLA — DQ2 ou DQ8. Varios genes ndo — HLA, que podem
influenciar na susceptibilidade da Dc, ja foram identificados, contudo sua influéncia ndo
tem sido confirmada. Em suma, a tipagem HLA serve de marcador genético, sendo
importante em situacdes especiais e para detectar familiares de alto risco para Dc, mas
nao é determinada de forma rotineira (WOLTERS; WIJMENGA, 2008; SOLLID; LIE,
2005).
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4.1.2.3 Fatores imunologicos

Os fatores imunoldgicos sdo cada vez mais conhecidos na Dc, pois a mesma se
caracteriza por uma resposta imunoldgica anormal frente aos peptideos derivados da
gliadina. Na lamina propria da mucosa do intestino delgado (ID) sdo encontradas
células T CD4+ gluten-especificas que reconhecem os peptideos derivados desta
fracdo protéica, principalmente quando apresentados por heterodimeros associados a
Dc como o DQ2, demonstrando assim, a estreita associacdo com antigenos de
histocompatibilidade do sistema HLA (figura 4) (KOTZE, 2009; RITO NOBRE; SILVA;
PINA CABRAL, 2007; SDEPANIAN; MORAIS; FAGUNDES-NETO, 1999).

Considera-se que a Dc esteja associada a uma resposta auto-imune altamente
especifica ao endomisio, estrutura presente na matriz extracelular. O antigeno
endomisial foi identificado recentemente como a enzima transglutaminase tecidual
(tTG), responsavel pela deaminacao da gliadina. A gliadina presente na dieta atravessa
a barreira epitelial do ID e é exposta a esta enzima. Desta forma, os peptideos
derivados da gliadina e os complexos gliadina-tTG sao levadas as células
apresentadoras de antigenos que carregam o gene HLA-DQ2. Por sua vez, as células
CD4+ reconhecem estes peptideos, tornando possivel uma resposta Th1 ou Th2,
deflagrando a liberagdo de citocinas e inciando o processo de lesdo intestinal
(SHUPPAN; DIETERICH; RIECKEN, 1998) (figura 4).

A resposta imune a gliadina, tanto inata como adaptativa, promove nos pacientes
celiacos, uma reacao inflamatéria na porgdao proximal do ID. Caracteriza-se por
infiltracdo na Iamina propria e no epitélio intestinal com aumento importante de linfocitos
intra-epiteliais (LIE), assim como atrofia das vilosidades, demonstrando a importancia
do Sl no desenvolvimento da doenga, uma vez que células T produtoras de citocinas
estao presentes na lesao intestinal de celiacos (GREEN; CELLIER, 2007; SHUPPAN;
DIETERICH; RIECKEN, 1998).

Frente ao papel inquestionavel da gliadina em desencadear a inflamacao e a
autoimunidade da Dc, a mesma pode ser usada como modelo de doengca com
caracteristicas autoimunes: o gatilho (representado pela gliadina), a associacao
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genética (HLA-DQ2 ou HLA-DQ8) e a resposta humoral especifica (auto-anticorpos

anti-tTG) interagem desencadeando esta resposta (UTIYAMA; MESSIAS-REASON;
KOTZE, 2004) (figura 3).
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Figura 4 — Imunopatogenia da doencga celiaca, adaptado de SCHUPPAN, 2000

4.1.3 Aspectos epidemiologicos

A Dc deixou de ser uma condi¢ao rara, a qual ocorreria apenas em caucasianos,
e principalmente em criancas com caracteristicas tipicas de perda ponderal e diarréia
(WGO, 2005). Atualmente apresenta distribuicdo mundial, pois tem sido relatada em
nativos de diversos paises, podendo ocorrer em adultos e criangas em
aproximadamente 1% de toda a populacdo (GREEN; CELLIER, 2007).

Acomete individuos em qualquer idade e de ambos 0s sexos, sendo a propor¢ao
entre sexo feminino e masculino de 2:1 a 3:1. E classicamente descrita em individuos
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de raga branca ocorrendo com maior freqiiéncia em paises anglo-sax6nicos e nordicos.
FreqUentemente ocorre sem sintomas gastrintestinais, apresentando caracteristicas
semelhantes a um iceberg, isto €, existindo mais casos ndo diagnosticados do que
diagnosticados (KOTZE, 2009; WGO, 2005; REWERS, 2005; CATASSI, 1994).

O risco de doencga celiaca aumenta em determinados grupos como pessoas
portadoras de DAI (diabetes melitus e tireoidopatias) (KOTZE et al, 2006); doengas com
caracteristicas genéticas (sindrome de Dowm) (NISIHARA et al, 2005); familiares de
primeiro grau (13,7%) e segundo grau (6,35%), como demonstraram os estudos
brasileiros de Kotze et al (2004) e Nass et al (2008).

O espectro epidemioldgico da Dc vem crescendo substancialmente nos ultimos
anos. Isto se deve ao reconhecimento da ampla variedade de manifestagdes clinicas e
histol6gicas, bem como o advento de marcadores sorolégicos altamente sensiveis e
especificos, e a identificacao da susceptibilidade genética (RITO NOBRE; SILVA; PINA
CABRAL, 2007).

No Brasil, estudo realizado em Brasilia por Gandolfi et al (2000), com doadores
de sangue, assinalou prevaléncia de 1/681, utilizando-se anticorpos anti-endomisio IgA;
em Curitiba, Pereira et al (2006) detectaram prevaléncia de 1/417; em Ribeirdo Preto,
Melo et al (2006) encontraram 1/273 através de anti — tTG e EmA; e em Séao Paulo,
Oliveira et al (2007) detectaram alta prevaléncia (1/240) com teste de anti-
transglutaminase (anti-tTG).

Frente ao exposto, conclui-se que a doenga celiaca é um problema de saude
publica mundial, necessitando, portanto, atencao por parte de autoridades competentes
e programas de rastreamento como se faz para fenilcetonuria e outras disfuncdes
metabdlicas (KOTZE, 2009).

4.1.4 Fisiopatologia

A Dc compromete o intestino delgado proximal, afetando as areas nobres de

absorcao de nutrientes. A area intestinal lesionada varia de individuo para individuo e
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correlaciona-se com a gravidade dos sintomas clinicos apresentados. Quanto mais
grave a lesdo e maior o segmento comprometido, mais intensa sera a ma absorgao e
mais comprometida ficara a saude da pessoa. Contudo, existem pacientes celiacos com
alteragdes discretas no intestino proximal (CAMPOS; KOTZE, 1980).

Na Dc o comprometimento da absorgcdo se da na fase epitelial, gerando redugéao
da area absortiva e alteragdes nos mecanismos de digestdo e transporte, ocorrendo,
desta forma, espoliacado de varios nutrientes, exsudacao de proteinas e oligoelementos
para a luz intestinal e aumento de secrecao pelas células das criptas. Alteracbes na
funcdo da barreira intestinal tém sido descritas, favorecendo a penetracao de peptideos
por auséncia de especificidade, ou simplesmente por dano mucoso, resultando em ma
absorcao (KOTZE, 2006).

Outros comprometimentos sao descritos nos pacientes celiacos, como gastrite
em maior proporcao quando comparada a populacdo geral, bem como alteracdes
discretas e nao especificas na mucosa retal (KOTZE, 2006).

E na mucosa do intestino delgado que as alteracdes sdo mais importantes,
sendo que as demais camadas geralmente se apresentam normais a histologia. Desta
forma, a Dc pode ser classificada de acordo com o espectro de sensibilidade ao glaten
caracterizando, assim, quatro padrbes distintos, inter-relacionados e seqlenciais de
alteragdes — tipo inflitrativo, tipo hiperplasico, tipo destrutivo e tipo hipoplasico (MARSH,
1992).

4.1.5 Quadro clinico

O quadro clinico da Dc é bastante variado, dependendo da gravidade e extensao
das lesdes, bem como da idade do paciente e o tempo de exposicdo ao gluten. Sao
descritos sinais e sintomas classicos como diarréia crbnica, emagrecimento,
desnutricao, fraqueza e fadiga, dor e distensao abdominal, nduseas e vémitos, além de
distarbios psicoafetivos, anorexia, irritabilidade e até constipacdo (KOTZE, 2009;
GREEN; CELLIER, 2007).
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Entretanto, ressalta-se que a presenca de sintomas ndo gastrintestinais,
consequentes a Dc, como deficiéncia de ferro e anemia, baixa estatura em criangas
(GREEN, 2005); deficiéncia de acido félico; neuropatia periférica; reducao da densidade
0ssea (GREEN, 2005); dermatite herpetiforme (ZONE, 2005) (figura 5) e problemas
gineco-obstétricos (KOTZE, 2004) poderdo estar presentes em adultos e criangas
(MURRAY, 2005).

Atualmente, a Dc apresenta-se sob varias formas durante seu curso clinico
(KOTZE, 2009):

- forma classica: decorrente da ma-absorcado de nutrientes, ocasionado diarréia crénica
e desnutricdo (figura 6); presente em criancas e adultos. Na crianga, a intensa
distensdo abdominal e a perda de massa glutea sdo sinais que chamam a atencao
(figura 7).

- forma nao-classica ou atipica: divide-se em 2 subtipos. Atipico digestivo, com
discretos sintomas digestivos; e atipico extradigestivo, com presencga de sintomas como
baixa estatura, anemia refrataria, tetania.

- forma latente: apresenta-se em individuos com bidpsia intestinal normal frente ao
consumo habitual de gluten e que, anterior ou posteriormente, podem desenvolver
atrofia parcial ou total das vilosidades, que retornam ao normal apés utilizagdo de dieta
isenta de gluten (DIG).

- forma silenciosa: ocorre em familiares de pacientes celiacos com positividade de
anticorpos no soro, com alteragdes histolégicas mais ou menos graves, com numero
aumentado de linfécitos intra-epiteliais (LIE), revertendo este quadro com DIG.

O modo de apresentacao da Dc difere com a idade, sendo mais exuberante na
crianga e mais discreta nos adultos. Raramente se apresenta por complicacdes como
linfomas ou perfuracdes (KOTZE, 2009).

Devido as varias formas de apresentagédo clinica da Dc, Catassi et al (1994),
relatam que a mesma poderia se assemelhar a um “iceberg”, onde a porgao visivel
deste representaria somente as formas sintomaticas, enquanto que a parte submersa
representaria as formas assintomaticas da Dc.



Figura 5 — Dermatite herpetiforme (Dc da pele)

Figura 6 — Forma cléssica de Dc em crianga
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Figura 7 — Forma classica de Dc em adultos

4.1.6 Doencas associadas

Varias condigdes clinicas tém sido relatadas com a Dc, tanto em criangas como
em adultos. Em geral sdo afec¢bes que envolvem mecanismos auto-imunes e/ ou
ligadas a antigenos do sistema HLA. O quadro clinico apresentado pelo paciente pode
ser um mosaico entre sinais e sintomas da prépria Dc e da entidade associada (KOTZE,
2009; GREEN; CELLIER, 2007).

Inimeras doencas auto-imunes como doencas tiroidianas, doenca de Addison,
trombocitopenia auto-imune, sarcoidose, diabetes mellitus tipo |, nefropatia por IgA e
deficiéncia seletiva de IgA, entre outras, estdo intimamente associadas com a Dc
(KOTZE et al, 2006) e justificam a investigacdo de diferentes autoanticorpos nas
afeccoes, conforme sera detalhado no item 4.3.
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Por ordem alfabética seguem descritas as principais doengas associadas a Dc:
acidose tubular renal, alveolite fibrosante, artrite reumatoide, asma e atopia, cancer de
intestino delgado, cancer de eséfago e faringe, cirrose biliar priméaria, coarctacdo da
aorta, deficiéncia de IgA, diabetes mellitus, doenca de Addison, doencas da tiredide,
epilepsia com calcificagdes cerebrais, fibrose cistica, hemossiderose pulmonar, alergia
alimentar, linfomas, IUpus eritematoso disseminado, pancreatite crdnica, poliomiosite,
psoriase, sindrome de Down, sindrome do intestino irritdvel e sindrome de Sjégren
(KOTZE, 2009; NISIHARA et al 2007; KOTZE et al, 2006; NISIHARA et al 2005;
FASANO, 2005; UTIYAMA et al 2001).

4.1.7 Diagnéstico

O diagnéstico clinico da Dc esta embasado na associagao de diferentes dados
de histéria e exame clinicos, mas confirmado por determinacao soroldgica de anticorpos
e alteracdes na bidpsia intestinal (KOTZE, 2006; WGO, 2005).

A anamnese detalhada associada a um cuidadoso exame fisico e exames
laboratoriais permitem estabelecer um diagnéstico definitivo nos casos em que a Dc
cursa com em sua forma classica. Contudo, o conhecimento atual das varias formas
clinicas de apresentacdo desta afeccao, torna o diagndéstico puramente clinico como
pressuposto, requerendo melhor investigacdo (KOTZE, 2006).

Atualmente o WGO (2005) preconiza que o padrao ouro para diagnostico da Dc
€ a associacao de dados da bidpsia de intestino delgado, juntamente a sorologia
positiva para Dc (GREEN; CELLIER, 2007; DEWAR; CICLITIRA, 2005).
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4.1.7.1 Diagnostico soroldgico

A determinacao sorologica de autoanticorpos constitui-se de testes nao invasivos
que auxiliam: a) na detec¢do de todas as formas clinicas da Dc, tanto em individuos
adultos como pediatricos; b) na monitoragdo do tratamento proposto, pois apds 3
meses de dieta isenta de gluten (DIG) os anticorpos devem diminuir e até mesmo
negativar, sendo sua elevacao resultado da nao aderéncia a dieta; ¢) os pacientes com
duvida diagndéstica; d) no rastreamento da Dc na populagcdo em geral; e) rastreamento
da Dc nos grupos de risco como familiares e portadores de afecgdes auto-imunes.
Dentre eles destacam-se: anticorpos antigliadina; anticorpos anti-reticulina; anticorpos
antiendomisio e anticorpos antitransglutaminase tecidual. Os testes sorologicos mais
sensiveis para diagnéstico de Dc sao os de classe IgA. Como a deficiéncia seletiva de
IgA é comum nos celiacos quando comparados a populagdo geral, se ha suspeita
clinica e os testes forem negativos, deve-se dosar IgA e, se comprovada a deficiéncia,
repeti-los com IgG (KOTZE, 2009).

A determinacao de outros testes soroldgicos para DAI como anti-tireoperoxidase,
anti-célula gastrica parietal entre outros, podera ser requisitada para diagnéstico,
quando da suspeita clinica de doencas associadas (KOTZE, 2006; UTIYAMA et al,
2001).

4.1.7.1.1 Anticorpos anti-gliadina e anti-reticulina

Anticorpos antigliadina foram inicialmente utilizados para diagnostico da Dc a
partir das décadas de 70 e 80. Estes anticorpos sdo predominantemente das classes
IgA e IgG e detectados no soro da maioria dos celiacos (ROMALDINI; BARBIERI,
1999). Os anticorpos antigliadina sdo determinados por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e atualmente nao sdao mais recomendados como rotina, pois sao identificados

em individuos normais, em doengcas auto-imunes (sindrome de Sjogren e artrite
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reumatodide), na alergia a proteina do leite de vaca, na doenca de Crohn, entre outras,
caracterizando alta variabilidade no que diz respeito a sensibilidade e especificidade do
teste (HILL, 2005). O consenso atual é de que este anticorpo seja mais indicado apenas
para criangas até 18 meses de idade, enfatizando que niveis normais do mesmo nao
excluem a possibilidade de Dc, pois ndo é mais considerado sensivel e especifico o
suficiente para confirmacdo diagnostica da Dc (KOTZE, 2009; GREEN; CELLIER,
2007).

Ainda com relagdo ao anticorpo antigliadina, Niveloni et al (2007) e Sugai et al
(2005) demonstraram acuracia e eficacia na pratica clinica, quando da utilizagdo deste
marcador, a partir do uso de um kit desenvolvido com anticorpo sintético para peptideos
desaminados da gliadina.

O anticorpo anti-reticulina, investigado na década de 70, representa
provavelmente a formacédo de anticorpos contra componentes do tecido conjuntivo. E
detectado por ELISA e pode ser tanto da classe IgA como da classe IgG. Quando
comparado ao anticorpo antigliadina, apresenta baixa sensibilidade, mas alta
especificidade, apresentando, assim, valor diagnéstico limitado para a Dc, uma vez que
também podera estar presente na doenca de Crohn e em outras disfuncoes
gastrintestinais (KOTZE et al, 1999; ROMALDINI; BARBIERI, 1999).

4.1.7.1.2 Anticorpos anti-endomisio

Os anticorpos antiendomisio (EmA) sédo anticorpos da classe IgA, que reagem
contra a substancia que envolve a camada linear da musculatura lisa (endomisio) dos
primatas e correlacionam-se de forma positiva com a gravidade da lesdo na mucosa
intestinal. S&o adsorvidos no componente amorfo adjacente as fibrilas finas de
colageno no tecido conectivo endomisial. Estas fibrilas conectam células musculares
lisas, feixes de musculo liso e tecidos elasticos vizinhos (KOTZE, 2006; KOTZE et al,
2001; ROMALDINI; BARBIERI, 1999).



36

Sao anticorpos detectados por imunofluorescéncia indireta (IFI) em esbéfago de
macaco e cordao umbilical humano. Estudos atuais demonstram que a utilizagdo do
corddo umbilical humano é recomendada por ser comumente disponivel, rico em fibrilas
de reticulina, endomisio em torno das fibrilas musculares lisas na parede das veias e
artérias e ndo contém IgA, possuindo qualidade semelhantes aquelas do es6fago de
macaco (KOTZE, 2006; KOTZE et al 1999; VOLTA et al, 1995).

A identificacdo do EmA, é considerada por alguns autores como bastante
trabalhosa e de custo relativamente alto, limitando seu uso para programas de triagem.
Além disso, apresenta limites no que diz respeito a qualquer teste cujo resultado
depende da avaliacao subjetiva do examinador (ROMALDINI; BARBIERI, 1999).

O anticorpo antiendomisio (EmA) constitui-se num poderoso exame especifico
para a Dc, sendo util ndo sé na deteccao da doenca ativa como na sua forma silenciosa
ou potencial (KOTZE, 2009; GREEN; CELLIER, 2007; KOTZE et al, 1999). Tem
demonstrado alto grau de especificidade (99,3%) e sensibilidade (100%) nas varias
fases da Dc (KOTZE et al, 2001). Atualmente, é considerado o melhor teste e de mais
alta acuréacia diagnéstica, tanto no rastreamento de familiares (NASS, 2008; UTIYAMA,
2007), como na monitoragdo da dieta e na deteccdo de Dc em outras doencas auto-
imunes (DAI's), como comorbidades (KOTZE et al, 2006; HILL, 2005; ROSTOM et al,
2005).

4.1.7.1.3 Anticorpos anti-transglutaminase tecidual

A transglutaminase tecidual ({TG) € uma enzima multifuncional amplamente
presente em 6rgdos humanos. E secretada por varios tipos de células e, embora seja
primariamente uma enzima do meio intracelular, pode ser secretada pelas células e se
acumular em meio extracelular. Sua funcao ainda nao esta bem definida, mas existem
evidéncias de que a tTG possa ter um papel importante na génese e estabilizacdo da
matriz extracelular, estando envolvida também em varios processos como fibrogénese,

ligacao de proteina da matriz extra-celular e na apoptose. Pertence a familia de
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enzimas dependentes de calcio e que catalisam a reagao cruzada entre os residuos de
glutamina e lisina em substratos protéicos (ROMALDINI; BARBIERI, 1999; DIETERICH
et al, 1998).

Dieterich et al (1998) identificaram a tTG como sendo o auto-antigeno da Dc
reconhecido pelo anticorpo antiendomisio, pois a gliadina, fragao téxica do gluten, é rica
em residuos de glutamina possuindo pouco residuo de lisina, sendo entdo excelente
substrato para a tTG. Assim, os mesmos autores propdéem que a tTG extracelular
catalisa a ligacao cruzada da gliadina, resultando na formacédo de complexos entre
gliadina e tTG, os quais agem como novos epitopos antigénicos que poderiam iniciar
uma resposta imune nos individuos geneticamente predispostos.

A determinagdo dos autoanticorpos da classe IgA contra o tTG é feita pelo
método ELISA, sendo que a deteccao destes anticorpos é apropriada na triagem de
doenca celiaca e no seguimento dos pacientes em relacdo a adesao da DIG, uma vez
que apresenta alta sensibilidade (95-98%) e especificidade (94-95%) (HILL, 2005;
ROSTOM et al, 2005; DIETERICH et al, 1998).

Mesmo sendo o tTG o principal, sendo Unico, auto-antigeno endomisial alvo, que
reconhece as gliadinas ricas em glutamina como um de seus substratos, 0 aumento dos
seus niveis, caracterizando positividade para este autoanticorpo, podera acontecer em
tecidos lesados, ndo s6 pela Dc, mas por outras doencgas sistémicas e gastrintestinais,
sendo esta a principal desvantagem deste marcador sorolégico (GREEN; CELLIER,
2007; KOTZE, 2006).

O teste anti-tTG vém sendo considerado como confidvel marcador sorolégico
para Dc, estando envolvido no diagnéstico e rastreamento desta afecgao gastrintestinal.
Contudo, estudos recentes véem mostrando sua positividade em pacientes afetados
por outras afecgdes, como as doencas inflamatérias intestinais, dentre elas a doenga de
Crohn, sugerindo uma diminui¢cdo da especificidade deste autoanticorpo para a Dc (DI
TOLA et al, 2004; BIZARRO et al, 2003).

Correlacionado-se os anticorpos EmA e anti-tTG, observa-se que a mesma nao é
total, preferindo-se o primeiro como teste sorologico de escolha (KOTZE, 2009; KOTZE
et al, 2003; KOTZE et al, 1999).
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Frente ao exposto, torna-se claro que a realizacdo simultanea de varios testes
sempre sera o ideal para o rastreamento dos casos que deverdo ser submetidos a
biopsia intestinal (NASS, 2008; UTIYAMA, 2007; KOTZE, 2003).

4.1.7.2 Endoscopia digestiva

Achados a endoscopia digestiva alta podem indicar bidpsia intestinal, porém nao
é suficientemente sensivel para diagnosticar a Dc. Os achados caracteristicos incluem
pregas escalonadas, fissuras e padrdo mosaico; achatamento das pregas; pregas
pequenas ou desaparecimento das mesmas pela insuflagdo maxima. Certos pacientes,
tanto adultos como pediatricos, podem apresentar lesées duodenais de distribuicao
focal; lesbes com atrofia total podem estar adjacentes ou coexistir com atrofia leve ou
parcial e, possivelmente, com areas normais (KOTZE 2009; BROCCHI; CORAZZA;
CALLETTI, 1988).

Outros métodos endoscépicos incluem a cromoendoscopia com magnificacao de
imagens e o uso da capsula endoscopica. Esta determina melhor a extenséo da atrofia
das vilosidades intestinais, além de auxiliar no reconhecimento de complica¢gdes como
ulceracdes e excluir a possibilidade de tumores nos casos de Dc refrataria (KOTZE,
2009; PETRONIENE, 2002). Quanto ao primeiro método, permite predizer areas de
atrofia vilositaria, auxiliando no direcionamento das bidpsias, principalmente quando
existem areas de alteragdes focais, além de revelar Dc persistente (KOTZE, 2009).

4.1.7.3 Anatomia patolégica

Nos celiacos nao tratados percebe-se, a estereoscopia, mucosa lisa e com
orificios que correspondem a abertura das criptas; ou aspecto cerebriforme ou em

mosaico. A mucosa do ID é que apresenta alteragdes mais importantes, sendo as
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demais camadas habitualmente normais a histologia. O desenvolvimento da Dc por
sensibilidade ao gluten caracteriza-se por processo dindmico em que o dano na
mucosa se desenvolve em trés fases subsequentes: a) fase infiltrativa, onde ha
aumento dos LIE; b) fase hiperplastica, presenca de hipertrofia das criptas; c) fase
destrutiva, com presenca de atrofia progressivas das vilosidades promovendo o
achatamento da mucosa (MARSH, 1992).

Diversos autores assinalam o aumento importante do nimero de LIE na mucosa
dos celiacos nao tratados. Segundo Kotze (1988), para cada 100 células epiteliais
encontrou-se em média 45 LIE (45%), e nos controles, 24 (24%).

Arranz; Fergunson (1993) salientam a existéncia de doenca celiaca em pessoas
com mucosa intestinal normal a histologia e que apresentam positividade para alguns
anticorpos, bem como aumento de LIE. Kotze et al (2001) também demonstraram este
em fato em familiares de pacientes com Dc.

Percebe-se que com a suspensao do gluten na dieta, a recuperacgao inicia-se de
forma rapida, porém as vilosidades digitiformes podem demorar alguns meses para
reaparecer. O retorno da mucosa intestinal normal ou quase normal, com dietas
rigorosamente isentas de gluten, é possivel, contudo o tempo necessario para que isto
ocorra tem sido descrito como bastante variavel, diferente e longo, dependendo de
cada individuo (KOTZE, 2009).

4.1.7.4 Diagnostico diferencial

Do ponto de vista histolégico, o diagnéstico diferencial se faz com entidades que
apresentam encurtamento e achatamento das vilosidades como algumas alergias
alimentares, enterite aguda (viral, bacteriana), enterite cronica (espru tropical, sindrome
da imunodeficiéncia adquirida, linfomas, doenga de Crohn, entre outras) e desnutricao
energético-protéica. Embora estas entidades possam apresentar-se com vilosidades
diminuidas em altura e mais alargadas, a hiperplasia das criptas € observada
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marcadamente na Dc. Além disso, o nimero de LIE ndo se eleva a niveis tdo altos

como os normalmente encontrados na Dc (KOTZE, 1988).

4.1.8 Tratamento

4 1.8.1 Tratamento nutricional

Confirmando-se o diagnéstico de Dc, o tratamento proposto sera a terapia
nutricional com dieta isenta de gluten (DIG), que devera ser mantida ao longo de toda a
vida do paciente. Ressalta-se que alguns fatores deverao ser levados em consideracgao:
situacao fisiopatoldgica, necessidades nutricionais, etapa evolutiva da Dc e gravidade
do caso (KUPPER, 2005).

A dieta prescrita sempre devera ser progressiva e individualizada, levando-se em
consideracao a exclusao do gluten do trigo, aveia, centeio e cevada permanentemente,
porém mantendo equilibrio com relagdo aos nutrientes necessarios. O consumo de
aveia é questionado por alguns autores, pois em estudo realizado por Hardman et al
(1997) mostrou que em mais de 95% dos seus pacientes celiacos a aveia ndo se
mostrou tdxica. Contudo, ha divergéncias, pois em muitos paises, como no Brasil, ndo
h& como garantir a ndo contaminagao de aveia por outros cereais, ndo sendo, portanto,
recomendado seu consumo por pacientes celiacos (KOTZE, 2009; GREEN; CELLIER,
2007; KUPPER, 2005). Somente no Canadd ha disponibilidade da aveia sem
contaminacao (RASHID et al, 2007).

Desta forma, a terapia nutricional visa eliminar qualquer alteragao fisiopatoldgica
intestinal; facilitar e favorecer absorcdo dos nutrientes; normalizar transito intestinal;
recuperar o estado nutricional do paciente e, por fim, promover melhora da qualidade
de vida do mesmo. Levando-se em consideracédo a progressao da dieta, a primeira fase
caracteriza-se por dieta isenta de gluten (DIG) e lactose; pobre em sacarose; uso
preferencial de trigliceridios de cadeia média; proteinas de alto e baixo valor biolégico,
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frutas e verduras com baixo teor de residuos. A segunda fase caracteriza-se por uma
alimentacdo mais abrangente, adequando-se a uma dieta habitual, com restricdo
apenas ao gluten. Na terceira fase ou fase final, preconiza-se a manutencao da DIG,
além de acompanhar periodicamente o paciente para verificar o seguimento correto da
dieta estabelecida e identificar possiveis fatores que poderdo contribuir para a
transgressdo da mesma: cultura alimentar, monotonia da dieta, pouca oferta de
alimentos industrializados isentos de gluten, alto custo de alguns alimentos (KOTZE,
2009; CASE, 2005; KUPPER, 2005).

Todavia, cuidados nutricionais serdo necessarios frente a qualquer alteragdo do
estado nutricional do paciente como desnutricao, desidratacao, caréncias de vitaminas
e minerais, sendo necessario, assim, readequagao e remanejamento da dieta proposta
(KOTZE, 2009; CASE, 2005; KUPPER, 2005).

Em situagbes de maior gravidade da Dc, como diarréia incontrolavel,
desequilibrio hidroeletrolitico e acido-basico, faz-se necessario a utilizacao de nutricao
parenteral total e/ou nutricdo parenteral associada a nutricdo enteral, para recuperacao
do individuo (GREEN; CELLIER, 2007; KOTZE, 2006; KUPPER, 2005).

A obediéncia a DIG para criancas menores € mais facil, pois os familiares
conseguem controlar a ingestdo de alimentos. J4 na adolescéncia, a porcentagem de
seguidores da dieta varia de 43 a 81% conforme descritos em diversos estudos
(FABIANI, 1996; ANSALDI, 1994; BARDELLA, 1994), confirmando a necessidade de
grande esforco para manté-los com a dieta apropriada. Por outro lado, habitos
alimentares e ingestdo dietética inadequados podem promover alteracdes nutricionais
como subnutricio e sobrepeso, ressaltando a importancia de acompanhamento
nutricional por profissional capacitado (POLITO, 1992).

Para o monitoramento da DIG, vérios comités envolvidos no estudo da Dc
recomendam a realizacdo de teste sorolégico anti-tTG ou EmA apds 6 meses de
tratamento (KOTZE, 2009).
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4.1.8.2 Outras formas de tratamento

Tratamento medicamentoso e cirdrgico podera ser recomendado aos pacientes
celiacos, sendo este udltimo indicado na presenca de complicagbes raras, como
perfuracdo, ou no caso de neoplasias e linfomas.

Quanto ao tratamento medicamentoso, 0 mesmo baseia-se na utilizagcdo de
drogas para correcao das caréncias nutricionais como acido félico, vitamina K, B,
compostos polivitaminicos e minerais; ou que auxilie no processo de digestdo e
absorcdo dos nutrientes, como enzimas pancreaticas. Antibiéticos e corticosterdides
serdo utilizados apenas em situagdes de infec¢oes intestinais e complicagdes da Dc
respectivamente (KOTZE, 2009).

Novas terapias potenciais estdo sendo pesquisadas com o intuito de um futuro
sem dieta isenta de gluten. As principais sdo a administracao de suplemento enzimatico
(com o intuito de promover a completa digestao das proteinas dos cereais) (MITEA et
al, 2008), correcao dos defeitos da barreira intestinal (inibicdo da zonulina que é
modulador da barreira intestinal) (PATERSON et al 2007) e imunomodulagao através de
uso de IL-15 (BENAHMED et al, 2007).

4.1.9 Evolucao e prognostico

ApGs a retirada do gluten da dieta, a resposta clinica com o desaparecimento dos
sintomas acontece de forma rapida, na qual observa-se uma evolugao positiva e muito
gratificante tanto para o paciente como para o médico. A presenca de complicacoes
caracteristicas dos celiacos também desaparece contribuindo de forma muito
importante para qualidade de vida dos mesmos e proporcionando 6timo progndstico
(KOTZE, 2009; RITO NOBRE; SILVA; PINA CABRAL, 2007).

Contudo, atencao devera ser dada aqueles pacientes que transgridem a DIG,

pelo risco muito aumentado para desenvolvimento de malignidade, como linfomas,
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neoplasias de eséfago e laringe e adenocarcinoma de ID, demonstrando a importancia
de se enfatizar o seguimento da DIG, bem como monitorar mais freqientemente estes
celiacos (KOTZE, 2009; RITO NOBRE; SILVA; PINA CABRAL, 2007; CATASSI et al,
2005). Destaca-se, ainda, que mesmo com DIG as DAI’'s poderdo se manifestar com o
passar da idade (KOTZE, 200b).

4.1.10 Complicacdes da Dc

Na Dc podera haver, em longo prazo, inumeras complicagbes decorrentes da
ma-absorg¢ao dos nutrientes. Dentre elas identifica-se a anemia por deficiéncia de ferro
(KALAYCI et al, 2005; KOTZE, 2004); disturbios no metabolismo 6sseo e diminui¢cdo da
massa 6ssea; alteracbes gineco-obstétricas como oligo ou amenorréia, atraso na
menarca, infertilidade e abortos de repeticdo; jejunite ulcerativa; doenga celiaca
refrataria e doencas malignas como carcinomas e linfomas (KOTZE, 2009; KOTZE,
2006; CATASSI, 2005).

4.2 DOENCA DE CROHN

A primeira publicagao cientifica da doenca de Crohn (DC) (anteriormente
denominada de enterite regional) ocorreu em 1913 pelo escocés Dazliel, porém
somente em 1932 a doenca foi amplamente descrita e reconhecida, ap6s a discussao
de varios casos, pelos médicos Burrill Bernard Crohn (figura 8), Gordon Oppenheimer e
Leon Ginzburg (JANOWITZ, 2000) (figura 9).



Burrill B. Crohn
(1884 —-1983)
Life and Work

Figura 8 — Burril B Crohn

Gordon Oppenheimer, Burrill B. Crohn and Leon Ginzburg, Honorary Co-Chairman, NFIC
and CCF4, 1969.

Figura 9 — Médicos Gordon Oppenheimer, Burril Crohn e Leon Ginzburg
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E classificada como uma doenca inflamatéria intestinal (DIl), que se caracteriza
por uma inflamagédo crénica do trato gastrointestinal (TGl), de natureza transmural,
persistente e recidivante, que compromete ndo sé a mucosa como também e parede
intestinal, 0 mesentério e os ganglios linfaticos, podendo ocorrer ao longo de todo o
TG, desde a boca até o anus, de forma descontinua (KOTZE; KOTZE, 2009; LIU;
CRAWFORD, 2005).

4.2.1 Aspectos epidemiologicos

A DC é heterogénea e de origem idiopatica, comum em criangas e adolescentes,
sendo responsavel juntamente com a retocolite ulcerativa (RCU), por 25% dos casos de
DIl. Diversos estudos epidemiolégicos véem demonstrando aumento da incidéncia da
DC nos ultimos anos, fato este explicado em parte, pela tendéncia geral do médico
pediatra em apresentar alto indice de suspeicdo em pacientes com dor abdominal
cronica ou histoéria familiar positiva para as DIl (CUFFARI, 2006). Nos adultos, a DC
apresenta distribuicdo bimodal em relagédo a idade — maior pico na faixa etaria entre 20-
40 anos e menor na de 60-80 anos (BARBIERI; KOTZE; RODRIGUES, 2003).

A maioria dos estudos revela que a DC afeta mais comumente os brancos,
apresentando acometimento semelhante em ambos os sexos. Pacientes de grandes
centros urbanos sdo mais acometidos que os da area rural, ndo existindo associagcao
com classe social. Além disso, a predisposicao familiar €, sem duvida, um importante
fator de risco para o desenvolvimento desta afeccdo (KOTZE et al, 1994; KOTZE,
1991).
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4.2.2 Etiopatogénese

A doenca de Crohn é considerada idiopatica, isto €, de etiologia desconhecida,
pois até o momento ndo foi identificado seu agente patoldgico especifico. Contudo,
estudos epidemiologicos véem demonstrando a importancia dos fatores genéticos,
ambientais, imunolégicos envolvidos na génese da doenca (ACOSTA; PENA, 2007;
ALVES et al, 2006; FRANCO LOIDA; DANI, 2005) (figura 10).

FATORES PATOGENICOS NA DOENGA DE CROHN

Figura 10 — Patogénese da doenga de Crohn (KOTZE, 2009)

4.2.2.1 Fatores ambientais

Quanto aos fatores ambientais, a amamentagao, infeccdes intestinais, dieta,
tabagismo, higiene, agentes microbianos, poluicdo e estresse sdo os mais citados como
envolvidos no aparecimento da DC (FIOCCHI, 1998). Acredita-se que um ou varios
fatores sdo necessarios para desencadear a doenga, ou que a mesma seja resultado
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de uma interagdo entre estes fatores ambientais em individuos geneticamente
predispostos (HALFVARSON et al, 2006).

Além disso, alguns estudos epidemiologicos sugerem que a DC possa ser
encontrada com mais frequéncia nos paises industrializados, onde o consumo de
alimentos refinados e de gorduras polinsaturadas é maior, contudo ainda nao ha provas
quanto a este fato. Em contrapartida, condi¢cdes higiénico-sanitarias precarias,
poderiam comprometer a imunidade intestinal e aumentar a susceptibilidade em
individuos geneticamente predispostos. Outro fator ambiental relacionado, diz respeito
ao papel das bactérias enddgenas e patogénicas envolvidas na génese da resposta
inflamatéria (HALFVARSON et al, 2006).

Ultimamente, o papel das bactérias enddégenas e patogénicas no
desencadeamento da resposta inflamatéria tem sido ressaltado. Varios modelos
animais tém sido desenvolvidos. A microbiota intestinal é diferente conforme a cultura
do pais: nas que dependem menos de alimentos refinados os individuos armazenam
uma flora rica em bifidobactérias e lactobacilos; nos que adotam dieta mais
ocidentalizada, predominam os bacteridides. Tais fatos deram idéia do uso de terapias
pré e probidticas para os pacientes com DIl. Os probiéticos modificariam
favoravelmente a flora bacteriana colénica, o estado imunoldgico e a inflamagédo. Mas
estudos randomizados ainda estdo em andamento (KOTZE; KOTZE, 2009).

4.2.2.2 Fatores genéticos

Histéria familiar positiva para RCU ou DC é o fator mais importante. O risco de
descendente ter DIl é de 1,6% e 5,2%, respectivamente, nas duas doencas. Em
descendentes de judeus Askenazi chega a 10-12,6%. A alta concordancia em gémeos
monozigoéticos enfatiza este ponto. Além disto, a associacdo da DC com outras doencas
de carater genético (espondilite anquilosante, sindrome de Turner, etc) evidencia o
carater genético. Estudos familiares evidenciam familias em que ha casos de RCU e
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DC, sugerindo que estas duas entidades podem ter um ou mais genes em comum ou
que representem pleiomorfismo (CUFFARI, 2006).

Fatores genéticos e familiares sdo mais 6bvios em casos que se iniciam antes
dos 20 anos de idade. Presumivelmente, em pacientes mais velhos, fatores ambientais
desempenham papel importante na patogénese da DC (OGURA et al, 2001).

Aspectos genéticos podem antecipar dados epidemioldgicos, por exemplo, filhos
de pacientes com DC terem inicio da doenca em idade mais precoce. Isto também esté
associado com doenga mais extensa e estendtica do ileo, com necessidade de cirurgia.
O inicio precoce da DC e sua gravidade podem ser geneticamente determinados e
ligados a suscetibilidade em locus do cromosoma 16. Em 2001, muta¢gées no dominio
de oligomerizagdo de nucleotideo (NOD) 2 e recrutamento 15 (CARD) no cromosoma
16 foram os primeiros genes de suscetibilidade para a DC a ser identificados (OGURA
et al, 2001).

Ahmad et al (2002) foram os primeiros a estabelecer correlacdo gendtipo-
fenotipo para a DC. Os autores demonstraram que a predisposi¢cdo para doenca do
intestino delgado estava associada com alelos variantes NOD2, enquanto que
pacientes homozigéticos para NOD2 tinham alto risco relativo para doenca isolada no
ileo terminal. Embora nenhuma correlagdo fosse encontrada entre NOD2 e o
desenvolvimento de fistulas, correlacao significativa foi encontrada na incidéncia de
cirurgia para doenca estenosante nos pacientes que eram também positivos para
NOD2. Até o presente momento os polimorfismos associados a DC estdo no gene
NOD2/CARD15. Mutagdes no NOD2 resultam em diminuigdo na resposta de ativacao
de células imunes ao lipopolissacarideo, corroborando o papel da responsividade
bacteriana aberrante em pacientes com DC. NOD2 esta associada ao fenétipo clinico
especifico no qual os pacientes sao mais jovens no inicio da enfermidade e apresentam
a doengca no intestino delgado, além de predisposicdo ao desenvolvimento de
fibroestenose. O NOD2 nao é apenas um gene de susceptibilidade: é também gene
modificador de doenga, com efeitos fenotipicos “dose-dependentes” (VANDER
CRUYSSEN et al, 2005).

Alguns genes especificos podem interagir com os fatores ambientais, incluindo,
provavelmente, patdégenos bacterianos ou seus produtos, componentes da dieta,
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infeccbes na infancia, bem como uma variedade de possibilidades. O problema basico
parece ser um estimulo na mucosa intestinal, em um individuo geneticamente
predisposto, seguido de uma resposta do sistema imune isenta de autocontrole
(CUFFARI, 2006).

Estudos familiares e epidemiolégicos demonstram o envolvimento genético no
desenvolvimento da doenca com algumas moléculas do HLA estando associadas a
maior susceptibilidade. Acredita-se que o HLA de classe Il esteja envolvido na
determinagao da susceptibilidade genética para as DIl (ALVES et al, 2006).

4.2.2.3 Fatores imunoldgicos

No que se refere aos aspectos imunolégicos, avangos estdo sendo obtidos
através de estudos com novos anticorpos e técnicas sofisticadas envolvendo elementos
celulares e mediadores inflamatorios, os quais participam da resposta imune da mucosa
intestinal (FIOCCHI, 1998).

A inflamagéo crénica da mucosa intestinal, caracteristica da DC, resulta de uma
cascata de eventos iniciados pelo antigeno. Frente a esta inflamacéo, ocorre 0 aumento
da permeabilidade intestinal, com conseqiente aumento da carga de antigenos pelo
sistema imune na mucosa iniciando e perpetuando a inflamacgéo. Desta forma, o epitélio
intestinal pode participar da resposta imune inicial sob trés formas — (1) aumentando a
permeabilidade e a absorcdo do antigeno, intensificando assim o estimulo imune; (2)
liberando citocinas, quimiocitocinas e outras substancias inflamatorias; (3) atuando
como célula apresentadora de antigenos (SNINSKY, 2001).

O macréfago € a primeira célula a receber o antigeno e o apresenta no contexto
do complexo maior de histocompatibilidade (MHC), para a célula CD4+. Os macréfagos
ativados liberam as citocinas pré-inflamatérias: fator de necrose tumoral alfa (TNF alfa)
e interleucina 2, induzindo assim a uma resposta Th1. As células CD4+ ativadas
podem se diferenciar em células Th1 e Th2, que diferem no tipo de citocinas liberadas e
em sua funcado. As células Th1 produzem grande quantidade de citocinas IL-2 e
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interferon (IFN-gama) enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL5 e IL10 (SNINSKY,
2001).

Com a cronicidade do processo inflamatério da mucosa intestinal ha progressao
em direcao ao perfil Th1, caracterizado por aumento significativo de IL-2, de IFN-A e de
citocinas inflamatérias (IL-1, IL-8, TNF ). Nas lesdes crbnicas, IFN-y desempenha papel
importante ao estimular o macréfago que ira produzir TNF-a, dai a importancia dos
anticorpos anti-TNF-a, que ndo somente neutraliza o TNF-a, mas, sobretudo provocam
a lise das células que tém o TNF-a em sua superficie (KOTZE; KOTZE, 2009) (figura 11).

Em suma, a hipbétese atualmente aceita sugere que individuos geneticamente
predispostos apresentam resposta imunolégica inadequada na mucosa intestinal frente
a diferentes estimulos ambientais. Infeccbes entéricas bacterianas ou virais, toxinas
ambientais e drogas antiinflamatoérias nao-esteréides (AINES) induzem habitualmente a
injuria transitéria na mucosa intestinal. Em individuos normais, com supresséao eficiente
da cascata imunolégica, opera-se rapida resolugcdo do processo inflamatério com
reparagdo completa do dano tecidual. J& no hospedeiro geneticamente suscetivel, falha
na imunorregulacdo leva a amplificacdo da resposta inflamatéria, resultando em
inflamacéo crénica, destruicdo tecidual fibrose e, consequientemente, ocorréncia de
danos irreversiveis (SARTOR, 1997).

4.2.3 Fisiopatologia

A DC pode afetar qualquer area do intestino, porém, geralmente, as regiées do
intestino sao afetadas de forma descontinua, caracterizando lesées em salto. A primeira
anormalidade visivel denomina-se sinal do anel vermelho, que promove ulceracoes
aftdides, que conseqientemente progridem para ulceracées profundas, gerando
aspecto semelhante a “pedra de calgamento”, fibrose, estenose e fistulas. A estenose
intestinal gera sintomas obstrutivos e perfuracéo local da parede intestinal, levando a
formacdo de abcessos (BARBIERI; KOTZE; RODRIGUES, 2003; ALEXANDER-
WILLIANS, 1996).
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A dor abdominal no inicio da doenca decorre da obstrucao funcional, devido ao edema
e espasmos e, posteriormente, em fungéo da fibrose e estenose que causam obstrugcéao
organica. Além disso, as terminagdes nervosas sao lesadas pela inflamagéao transmural,
intensificando e perpetuando a dor com a evolugdo da doenga (BARBIERI; KOTZE;
RODRIGUES, 2003; ALEXANDER-WILLIANS, 1996).
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Figura 11 — Imunopatogenia da doenga de Crohn, adaptado de KETHU, 2006

O aumento da permeabilidade intestinal tem sido implicado na patogénese da
DC com conseqliente aumento da carga de antigenos pelo sistema imune da mucosa
que inicia e perpetua a inflamagédo. Tal fato ocorre no inicio da recaida do paciente e
pode normalizar apés cirurgia, implicando que possa ser um fendmeno secundario a
inflamacédo da mucosa intestinal. No entanto, permeabilidade aumentada pode estar
presente em familiares saudaveis de primeiro grau dos pacientes com DC,
permanecendo em discussdo se o defeito nos familiares é geneticamente pré-

determinado e ocorre na auséncia da inflamacgéo intestinal, ou representa um estado
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subclinico da enfermidade, com inflamacédo intestinal assintomatica (HOLLANDER,
1993).

Todo este processo fisiopatolégico pode provocar inumeros fenémenos
disabsortivos, onde a extensédo e a localiza¢do da lesdo inflamatoria determinam o grau
de ma-absorcdo, bem como a especificidade do nutriente envolvido. Sendo assim,
varios sao os comprometimentos presentes na DC como deplecdo de potassio e
consequente hipocalemia; hipomagnesemia; hipoalbuminemia e anemia. A associagao
destes fendbmenos disabsortivos com ingestdo caldrica deficiente leva a um importante
déficit de crescimento, principalmente em pacientes pediatricos e que apresentam
comprometimento de jejuno e ileo (BARBIERI; KOTZE; RODRIGUES, 2003;
ALEXANDER-WILLIANS, 1996).

4.2.4 Quadro clinico

O quadro clinico na DC é bastante variado, pois depende da duragao, extensao,
atividade da doenca e presenca ou ndo de complicacdes. Na fase inicial a lesdo
inflamatéria é pequena e o paciente se apresenta assintomatico, sendo a doenca
descoberta acidentalmente. Quando as lesdes sao extensas, provocam manifestacoes
clinicas intensas, podendo gerar situacdes de comprometimento extra-intestinal
(GASCHE et al, 2000; KOTZE; KOTZE, 1999; KOTZE, 1991).

O sintoma mais comum da DC é a dor abdominal, geralmente em carater de
cOlica, a qual muitas vezes pode vir acompanhada de diarréia. Quando da presenca de
comprometimento de TGl superior, a dor abdominal pode ser epigastrica, mimetizando
doenca péptica, onde odinofagia, disfagia, pirose e anorexia estdo presentes. A febre
se apresenta em 20% a 50% dos casos, em decorréncia do processo inflamatério ou
pela presenca de fistulas. Outro sintoma inicial da doengca é a perda de peso,
ocasionado por reducdo da ingestdao alimentar, estado de catabolismo e perda de
proteinas para a luz intestinal. Como consequéncia, a perda ponderal pode gerar déficit
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de crescimento e de maturacao sexual, ocorrendo em cerca de 6% a 50% das criangas
(BARBIERI; KOTZE; RODRIGUES, 2003; GASCHE et al, 2000).

A presenca de doencga perianal € observada em 15% a 40% dos pacientes
(KOTZE; KOTZE, 2009; KOTZE; KOTZE, 2002), podendo se destacar como a primeira

manifestacao da doencga, conforme descrito por Buchmann; Alexander-Willians, 1980.

4.2.4.1 Manifestacdes extra-intestinais (MEI)

As MEI sao freqlentes na DC. Sabe-se que as DIl ndo se limitam apenas a
manifestacées no sistema digestério, podendo causar sintomas em varios outros
orgaos. Estas alteracdes podem surgir antes dos sintomas intestinais, concomitante ou
posteriormente, podendo ou néo ter relacdo com a atividade da doenca intestinal
(MOTA et al, 2007; DASS, 1999). Muitas delas relacionam-se com a piora da afeccao,
podendo ser minimizada quando a doengca de base se torna inativa; por outro lado,
algumas associa¢des quando estabelecidas seguem um curso independente, tornando-
se bastante grave e podendo levar o paciente a 6bito (KOTZE; KOTZE, 2009; KOTZE;
KOTZE, 1999).

Dentre as MEI, os sintomas articulares constituem a manifestacdo mais comum
em pacientes com DC (LANNA et al, 2006). Além disso, outros 6rgaos-alvo sao
acometidos, como pele (figura 12) e mucosas, olhos (figura 13), figado e rins (DAS,
1999; KOTZE; KOTZE, 1999).

CANBAY et al, 2001, descreveu a presenca de psoriase pustulosa em uma
paciente com DC, como um das novas manifestacdes extra-intestinal da DC, além
disso, relatou que estas duas entidades patologicas revelam alteragdes imunolégicas

semelhantes.
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Figura 12 — MEI na pele em paciente com doenga de Crohn

Figura 13 — MEI ocular (episclerite) na doenca de Crohn

4.2.4.2 Complicagdes da DC

As complicagbes mais freqientes na DC sdo a suboclusédo e a obstrugcéo
intestinais. A hemorragia maciga é considerada rara na DC. Além disso, a presenga de
megacélon téxico e a dilatacdo aguda dos célons, associam-se ao grave estado de
toxemia dos pacientes (KOTZE; KOTZE, 2009).
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4.2.4.3 Doencas associadas

A presencga de doencgas associadas a DC podem ser decorrentes dos diferentes
tipos de tratamento medicamentoso e drogas empregadas na terapia desta afeccgéao.
Entretanto, a literatura ndo demonstra associagoes clinicas com a DC, porém pelos
aspectos imunogenéticos que a mesma apresenta a investigacdo de doengas auto-
imunes associadas a DC tem sido sugerida (KOTZE; KOTZE, 2009; INOKUCHI et al
2005; CANBAY et al, 2001; LEE; BELLARY; FRANCIS, 1999; SHAH et al, 1998;
MONSEN et al 1990; SNOOK; SILVA; JEWELL, 1989; JARNEROT; AZAD KHAN;
TRUELOVE, 1975). Trabalho realizado por COHEN et al, 2008, revelou que ha um
aumento no risco de desenvolvimento de outras doengas autoimunes como esclerose
multipla, artrite reumatoide, artrite psoriatica em portadores de doencas inflamatérias
intestinais quando comparado ao grupo controle. Neste contexto, justifica-se a
investigacao de varios autoanticorpos em pacientes com DC, conforme detalhado no
item 4.3 deste trabalho.

4.2.5 Diagnéstico

O diagnoéstico da DC ainda permanece clinico, mesmo com 0s avangos
tecnolégicos. O aumento da suspeita clinica do médico frente a sintomas intestinais e
MEI tem reduzido o intervalo entre os sintomas e o diagndstico da doenca. Porém,
varios autores afirmam unanimemente, que o diagnostico da DC é feito apds extenso
intervalo desde o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas da afecgcdo. No Brasil,
estes dados sdo semelhantes, Kotze; Kotze (2009) demonstraram intervalo de 1 a 6
anos, e Barbieri; Kotze; Rodrigues (2003), demonstraram intervalo de 1 a 11 anos.

O diagnéstico da DC ainda depende da experiéncia clinica do profissional.
Exames laboratoriais habituais sdo realizados com o objetivo de avaliar a atividade, o

prognostico, as manifestacdes extra-intestinais, fenbmenos disabsortivos, o estado
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nutricional dos pacientes; ou ainda para afastar outras doencas concomitantes. Para
determinar a atividade da doencga de Crohn a realizacdo de exames como hemograma,
exame de hemossedimentagdo, proteina C reativa; dosagem de alfa-1-tripsina;
sobrecarga de lactose (KOTZE; KOTZE, 2009); a determinacao de calprotectina fecal
(BUNN et al, 1980) e determinacdo fecal de lactoferrina (WALKER et al, 2007) sao
necessarios.

Quanto aos exames radiolégicos, estes apresentam muita importancia para a
determinagao da idade 6ssea (RX de punhos) e para a densitometria 6ssea (DEXA) em
todas as idades (BARBIERI; KOTZE; RODRIGUES, 2003).

A rotina de raio X simples de abdémen (em pé, deitado e decubito lateral com
raios horizontais) € essencial se houver suspeita de obstrugcdo intestinal. O exame
contrastado do eséfago, estbmago e duodeno pode revelar algum sinal de
espessamento da mucosa ou estreitamento da luz nos casos suspeitos de DC. O
transito intestinal, com estudo detalhado do ileo terminal sob fluoroscopia, é de
importancia central no diagnostico da DC do intestino proximal ao ileo terminal,
mostrando estenoses, ulceracbes e fistulizacbes. O comprometimento do intestino
delgado esta presente em mais de 90% dos pacientes com DC (KOTZE; KOTZE, 2009).

O estudo radiolégico através do enema opaco, convencional ou de duplo
contraste, estd contra-indicado na fase aguda, pelo risco de perfuracdo ou dilatagao
(megacolon téxico). Pode ser totalmente normal em casos leves ou apresentar reducao
das haustragdes, contraste disposto como vidro fosco ao longo do célon, em espiculas
e irregularidade no contorno do colo, na presenga de micro-ulceragdes. Algumas vezes,
encontram-se imagens de aspectos bastante irregulares pela presenca simultanea de
ulceracoes e de formagbes de pseudopdlipos, sinais de espessamento da mucosa, e
estreitamento da luz intestinal e outras vezes, dilatacées de alcas e trajetos fistulosos.
As lesdes sao descontinuas na DC, descritas como lesées em salto (KOTZE; KOTZE,
2009).

Outros exames de imagem sao muito Uteis ndo s para avaliagdo, mas também
para drenagem percutanea de colegdes localizadas, como a ultrassonografia,
tomografia computadorizada de abdémen e ressonancia magnética (KOTZE; KOTZE,
2009).
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Os exames endoscopicos como endoscopia digestiva alta, enteroscopia,
colonoscopia e uso de capsula endoscépica (BLOOM et al, 2003) sdo de suma
importancia no diagnéstico e acompanhamento evolutivo da DC, inclusive com
obtencdo de fragmentos de mucosa para realizacdo de exames histopatolégicos
(KOTZE; KOTZE, 2009; BARBIERI; KOTZE; RODRIGUES, 2003).

O comprometimento histoldgico gastroduodenal ocorre em mais de um terco dos
pacientes, exclusivamente no intestino delgado em 30 a 35%, no ileo terminal e alguns
segmentos do colon, principalmente o0 ascendente, em 50 a 60% e a doenga limitada ao
célon em 10 a 15% das criancas e adolescentes, fazendo-se necessario a realizagao de
exames anatomo-patologicos (BARBIERI; KOTZE; RODRIGUES, 20083).

Devido as inumeras manifestagbes clinicas da DC, muitas afec¢des podem ser
aventadas no diagnostico diferencial como: afecgdes ileocecais (ileite aguda); doencas
como RCU, disenteria bacteriana ou parasitaria € sindrome do intestino irritavel;
transtornos alimentares como anorexia nervosa; doencas febris; doencas enddcrinas;
distarbios do trato digestério superior como doenca celiaca; afecgcdes génito-urinarias;
obstrucao intestinal de diferentes etiologias; e outras enfermidades como doencga de
Behcet e purpura de Henoch-Schélein. Quando a DC é de comprometimento coldnico,
o diagndstico diferencial com a RCU nem sempre é facil (KOTZE; KOTZE, 2009).

4.2.5.1 Diagnostico soroldgico

O diagndstico sorologico das DIl tem sido sugerido, por diversos autores, como
uma alternativa para diferenciar a RCU da DC, uma vez que ambas sao caracterizadas
por etiologia desconhecida e apresentarem curso clinico variavel com presenca de
remissoes e recidivas. Tanto a DC como a RCU apresentam sintomas comuns e a
diferenciacdo entre elas pode ser realizada por meio de parémetros clinicos e
colonoscopicos. Em funcao das limitacbes destes métodos diagnosticos, ha uma

continua procura por métodos adicionais que permitam realizar a diferenciacéo entre
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estas duas afeccoes (MONTANELLI et al, 2005; STEINWURZ; SCHEINBERG, 2001;
PRESENT; BANKS, 1999).

A determinagéo pareada dos testes de ASCA e ANCA tem sido utilizada para
diferenciar respectivamente DC de RCU, contudo sua utilizacdo ainda € fracamente
definida quanto a sua significancia clinica e importancia diagnostica (DESPLAT-JEGO
et al, 2007; SAIBENI et al, 2003; QUINTON et al, 1998).

Dendrinos et al (2006) relatam ainda, que a determinacédo soroldgica destes
(auto) anticorpos podera ser util também na identificacdo de pacientes com risco
elevado de desenvolvimento de fistulas pds-operatdrias, bem como auxiliar de forma
melhor no correto diagnostico da DC, principalmente quando da positividade de ASCA e
negatividade de ANCA.

Baseado em estudos e observacdes, pode-se concluir que o ASCA e o ANCA
provavelmente ndo sao marcadores para o diagnéstico da DIl. Além disso, a
prevaléncia de ASCA na populacao saudavel estudada esta ao redor de 10%, podendo
estar presente em outras doencgas auto-imunes. Na doenca celiaca o ASCA pode ser
detectado em porcentagem elevada, pois surge em afeccdes com alteracdes da
permeabilidade intestinal, e ndo s6 na DC (DESPLAT-JEGO et al, 2007).

Desta forma, estes testes sorolégicos poderdo oferecer suporte clinico para
diagnostico e categorizagdo de pacientes com DIl, além de ser valioso na tomada se
decisdes terapéuticas. Novos estudos sdo necessarios com o objetivo de alcangar
novos marcadores diagnosticos sensiveis e especificos para cada uma das doencgas,
além de relaciona-los com a atividade e extensdo da enfermidade e predicdo de
manifesta¢des extra-intestinais ou complicagbes (WAHBEH; WYLLIE; KAY, 2001).

Salienta-se ainda, que a positividade destes marcadores ndo implica na nao
realizagdo de exames como a colonoscopia ou outros estudos radioldégicos pelo
paciente. Deve se considerar, também, que a positividade dos anticorpos € baixa em
criancas abaixo dos 5 anos (CUFFARI, 2006).



59

4.2.5.1.1 Determinacao de ASCA

Anticorpos contra epitopos da membrana celular do Saccharomyces cerevisiae
(ASCA) foram descobertos como elemento adjuvante de utilidade para diferenciar DC
de RCU, tornando-se marcadores para DC, uma vez que a maioria destes pacientes
apresenta ASCA positivo (DESPLAT-JEGO et al, 2007; STEINWURZ; SCHEINBERG,
2001).

A presenca de ASCA em pacientes com DC estd associada ao comprometimento
do intestino delgado, sugerindo que sua expressdo seja um reflexo da resposta
especifica imunomediada pela mucosa (KOTZE; KOTZE, 2009). A presenga de
anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) tem sido também proposta como
marcador sensivel e especifico para DC, principalmente quando da combinacdo com
outro anticorpo, o ANCA (CUFFARI, 2006).

O ASCA ¢ considerado marcador especifico para DC e é mais freqlientemente
expresso em pacientes com DC de inicio precoce (até 70%) do que com inicio tardio
(25% dos pacientes com DC iniciada ap6s os 40 anos de idade). Pelo fato dos
antigenos self nao reagirem com o ASCA, este marcador imune sérico nao é
considerado um auto-anticorpo (SENDID et al, 1998).

O teste ASCA positivo em familiares de pacientes com DC sugere que seja um
marcador subclinico da afeccado, mas se reflete fatores ambientais ou genéticos, ou a
combinacado de ambos, ainda ndo se sabe (SENDID et al, 1998).

O relato de Vasiliauskas et al (2000) torna-se interessante, uma vez que,
semelhante a NOD2, a presenca de ASCA esta associada a inicio precoce da DC.
Também, altos titulos de ASCA IgG e IgA estdo associados a DC com complicagées,
principalmente ressecgodes intestinais.

Dubinsky et al (2006) demonstraram a alta probabilidade de doenga estenosante
em pacientes com NOD2 e ASCA. Tais estudos permanecem em carater de

investigacdo e ainda nao sao totalmente empregados na rotina.
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4.2.5.1.2 Determinacao de ANCA

Os anticorpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA) s&o autoanticorpos contra a
proteinase 3 (uma serina protease), mieloperoxidase e elastase. Os anticorpos ANCA
estdo associados primariamente a granulomatose de Wegener, sendo muitas vezes o
unico anticorpo presente nessa patologia. S&o encontrados também, em doengas como
vasculite, poliarterite  nodosa  microangiopatica, poliangeite = microscopica,
glomerulonefrite necrotizante microscépica (glomerulonefrite pauciimune) e sindrome de
Churg-Strauss, além de estarem presentes em diversas patologias gastrintestinais e
reumaticas. Quando esses anticorpos sdo incubados com neutréfilos normais fixados
em etanol, podem ser observados dois padrées de imunofluorescéncia, o citoplasmatico
(c-ANCA) e o perinuclear (p-ANCA).

A determinacao de anticorpos antineutrofilicos citoplasmaticos (p-ANCA) mostra
82% de sensibilidade e 90% de especificidade para pacientes com RCU (CUFFARI,
2006). O padrao c-ANCA é encontrado em cerca de 85% dos casos de granulomatose
de Wegener, e seus titulos correlacionam-se com a atividade da doenca. Em pacientes
com vasculite, esses anticorpos sao geralmente dirigidos contra a mieloperoxidase, o
que leva a visualizagdo do padrao perinuclear (p-ANCA). Esse padrao também pode
ser observado na poliarterite nodosa microangiopatica, na poliangeite microscopica, na
glomerulonefrite necrotizante microscépica (glomerulonefrite pauciimune) e na sindrome
de Churg-Strauss. O padrdao p-ANCA é encontrado nas doencas intestinais e na artrite
reumatdide. Ainda com relacdo ao ANCA, o mesmo tem sido reconhecido como um
bom marcador para RCU, para diferenciagdo desta com a DC (PRESENT; BANKS,
1999); segundo Vasiliauskas et al (2000) o mesmo nao se associou a extensao e

agressao da doenca como o ASCA.
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4.2.6 Tratamento

A DC necessita de terapéutica especifica, uma vez que sua etiologia permanece
desconhecida. As medidas preconizadas para esta afeccdo ndo sdo curativas e nao
alteram a historia natural da doenga, sendo que na maior parte dos casos estas servem
apenas para aliviar os sintomas e prevenir complicagées. Os objetivos do tratamento
sdo: induzir e manter a remissao clinica; promover cicatrizacdo da mucosa intestinal;
recuperar estado nutricional; evitar e prevenir complicagbes; diminuir as intervengdes
cirurgicas; promover qualidade de vida e, minimizar o impacto emocional da doenga
sobre o paciente e sua familia (BAERT; CAPRILLI; ANGELUCCI, 2007).

As principais medidas terapéuticas que englobam o tratamento clinico sao
mudangas no estilo e habito de vida, como parar de fumar, bem como cuidados
nutricionais, para recuperacdo e manutencdo do estado nutricional dos pacientes e
tratamento de problemas psicoemocionais, uma vez que 0s aspectos psicolégicos
representam componente importante na DC (BAERT; CAPRILLI; ANGELUCCI, 2007).
Além disso, a associacao daqueles ao tratamento medicamentoso faz-se necessario,
com a utilizacdo combinada ou ndo de algumas drogas como os corticosterdides
(prednisona, deflazacort, budesonida, hidrocortisona), aminossalicilatos (sulfasalazina,
mesalazina), imunomoduladores (azatioprina, 6-mercaptopurina, ciclosporina,
metotrexate), antimicrobianos (metronidazol, ciprofloxacina), agentes bioterapéuticos
(probidticos) e terapia biolégica com novos agentes como anticorpos monoclonais
quiméricos (anti-fator de necrose tumoral alfa) (BORRELLI et al, 2004) e adalimumabe
(SANDBORN et al, 2004).

O tratamento cirargico na DC caracteriza-se por ressecgao intestinal, sendo a
maior complicacdo e a maior fonte de morbidade nesta afeccao (GUPTA et al, 2006;
KOTZE; KOTZE, 1999). Em torno de 70% dos pacientes portadores de DC serado
submetidos a pelo menos uma cirurgia no decorrer de suas vidas, como forma de
tratamento (KOTZE; KOTZE, 1999).
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4.2.7 Evolucao e prognostico

A doenca de Crohn apresenta um curso clinico bastante imprevisivel, com
episédios de exacerbacbes e remissdes. Quanto ao seu prognostico, conclui-se que
quanto mais jovem o paciente no momento do diagndstico, maiores serdo as chances
de uma evolugao clinica tumultuada por complicagdes, principalmente cirurgicas.

A presenca da doenca nos célons e de longa duragcao aumenta o risco de cancer
de 3 a 20 vezes, quando comparado a populacao geral. Contudo, a utilizacdo de drogas
imunossupressoras € cirurgias conservadoras véem demonstrando diminuicao
importante da incidéncia de complicagbes em longo prazo da DC. (KOTZE; KOTZE,
2009).

4.3 DOENGAS AUTOIMUNES ASSOCIADAS A Dc E DC

As doencas autoimunes (DAI's) sdo um grupo de moléstias heterogéneas que
surgem quando a resposta imunitaria € efetuada contra alvos existentes no préprio
individuo. Afetam 5-8% da populacdo dos Estados Unidos da América. As respostas
auto-imunes sao frequentes, contudo transitérias e reguladas. Entretanto, a auto-
imunidade como causadora de doengas ndo, uma vez que existem inumeros
mecanismos que mantém um estado de tolerancia frente a epitopos do proprio
organismo. A auto-imunidade consiste em uma falha na divisdo funcional do sistema
imunolégico denominada de auto-tolerancia, resultando em respostas imunes contras
as células e tecidos do préprio organismo e, desta forma, desencadeando o
aparecimento das doencgas auto-imunes (DAI's) (SELMI, 2007; COOPER; STROEHLA,
2003).

As DAl's apresentam etiopatogénese complexa e multifatorial, envolvendo
fatores genéticos, ambientais, hormonais e imunolégicos para seu desenvolvimento,

apontando também a implicacdo do estresse fisico e psicolégico. Doenca celiaca,
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diabetes mellitus tipo |, tiroidite de Hashimoto, doenga de Graves, artrite reumatoide,
psoriase, lupus eritematoso sistémico (LES), entre outras, sdo exemplos classicos
desta entidade patoldgica (STOJANOVICH; MARISAVLJEVICH, 2008; SELMI, 2007).
De acordo com Fasano (2006), as associacées de DAI's com a doenca celiaca
podem ser 6rgao-especificas (DM tipo | e tireoidites) ou ndo 6rgao-especificas (artrite
reumatdide, LES), sugerindo como fator desencadeante da autoimunidade a exposi¢ao
ao gluten, bem como a perda da fungdo da barreira intestinal. Em outra investigacao
Ventura et al (1999) detectaram alta prevaléncia de afecgdes autoimunes nos celiacos,
quando comparado ao grupo controle. Resultados similares também foram encontrados
em pacientes com doenca de Crohn, sugerindo, assim, associacoes entre Dc e DC com

outras doencas autoimunes.

4.4 AUTOANTICORPOS NA Dc E DC

Os autoanticorpos sao produzidos pelo sistema imunolégico e atuam contra uma
ou mais proteinas do proprio organismo, apresentando propriedades bioquimicas e
fisico-quimicas semelhantes aos demais anticorpos. Sua diferenga relaciona-se com
suas propriedades imunoldgicas e, por isso, apresentando forte associacdo com
doencas autoimunes (DAI's) (STITES et al, 2000).

A maioria dos anticorpos produzidos reage contra antigenos estranhos. Os
autoanticorpos reagem contra componentes do proprio organismo, relacionada com
freqiéncia a uma situacdo patolégica que envolve a diminuicdo da tolerancia
imunoloégica e, conseqlientemente, leva ao aparecimento de DAI. Estas, por sua vez,
nao apresentam etiologia definida, sugerindo que este fenémeno esteja associado a
outros fatores como predisposicdo genética e condicdes ambientais (STITES et al,
2000).

Uma vez que a presenca ou suspeita clinica de co-morbidades associadas a Dc
e a DC é significativa, podem ser necessarias determinagdes de outros autoanticorpos,
como anticorpo anti-tireoperoxidase (anti-TPO), fator anti-nuclear (FAN), anticorpo anti-
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célula gastrica parietal (ACGP), anticorpo anti-mitocondrial (AMIT), anticorpo anti-
microssoma de figado e rim (ALKM) e anticorpo anti-musculo liso (AML). A deteccao de
outros autoanticorpos independe do tempo da sintomatologia, do diagnéstico da doenca
bésica e da forma de tratamento prescrita, pois é elevada a prevaléncia de associagdes
clinicas com estas entidades, como demonstrado por diversos autores (LUDVIGSSON
et al 2007; INOKUCHI et al, 2005; ISRAELI et al, 2005; DI TOLA et al, 2004; BARTA et
al, 2003; BIZARRO et al, 2003; KETTANEH et al, 2003; DAMOISEAUX et al, 2002;
SUTTON et al, 2000; SHAH; PEPPERCORN; PALLOTA, 1998; CORAZZA et al, 1997).
No sul do Brasil, destacam-se os achados de KOTZE et al (2006) e UTIYAMA et al
(2001).

4.4.1 Anticorpo anti-tireoperoxidase (anti-TPO)

As doencas tireoidianas de etiologia auto-imune sdo acompanhadas da presenca
de autoanticorpos como o anti-TPO. Sua determinacao esta indicada na investigacao
diagnostica das tireoidites auto-imunes, principalmente doenca de Hashimoto, doenca
de Graves, tireoidite pds-parto e mixedema idiopatico (GHORAISHIAN; HEKMATI
MOGHADDAM; AFKHAMI-ARDEKANI; 2006).

A tireoperoxidase (TPO) é uma enzima envolvida no processo de sintese de
hormdnios da tiredide, € uma glicoproteina expressa apenas em células foliculares da
tiredide, sendo o principal antigeno na particula microssomal da glandula. Para
diagnostico, recomenda-se a associacao de mais de um anticorpo para avaliar, dessa
forma, a presenca de anticorpos contra os diferentes antigenos. Os anticorpos mais
pesquisados sao antitireoperoxidase (anti-TPQO), antitireoglobulina (anti-TIREO), os
anticorpos anti-receptores de TSH e o anticorpo antimicrossomal (AAM). Os anticorpos
antimicrossomais foram, por muito tempo, em associacdo com as dosagens dos
hormonios tireoidianos, considerados o padrao para o diagnéstico das tireoidites auto-
imunes. Contudo, atualmente, podem ser substituidos pela determinacdo dos
anticorpos antiperoxidase (TPO).
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A destruicao autoimune da tiredide esta associada a formacao de autoanticorpos
contra a tiredide-peroxidase, e muitos estudos demonstram a associacdo entre a
tireoidite autoimune e doencas do TGl, como a doenca celiaca (KOTZE et al, 2006;
SATEGNA-GUIDETTI et al, 1998) e a doenga de Crohn (INOKUCHI et al, 2005;
KETTANEH et al, 2003; SHAH; PEPPERCORN; PALLOTTA, 1998).

4.4.2 Fator anti-nuclear (FAN) ou anticorpos anti-nucleares (ANA)

O fator anti-nuclear (FAN) €& um autoanticorpo dirigido contra diferentes
constituintes do nucleo das células como acido desoxirribonucléico (DNA) e acido
ribonucléico (RNA) sendo comumente encontrado em uma variedade de doengas
reumaticas autoimunes. E considerado um marcador Gtil na investigacdo de inimeras
doencas, contribuindo para o diagnéstico de IUpus eritematoso sistémico, doengas do
tecido conjuntivo, sindrome de Sjogren entre outras (DELLAVANCE et al, 2001;
CALICH, 1979). Quando da presenca de hepatite auto-imune, este anticorpo €
encontrado em altos titulos, porém sua presenca ndo tem correlagdo com a fase, a
atividade ou com o progndéstico da doenga (FIGUEIREDO, 2008).

Na populagdo sadia, este anticorpo pode estar presente em um pequeno
percentual, sendo sua freqiiéncia maior no sexo feminino e se elevando com a idade. A
pesquisa de FAN é realizada preferencialmente por imunofluorescéncia indireta (IFl),
devido a sua sensibilidade, reprodutibilidade e facilidade de execugcdo. Sua
sensibilidade aumenta de forma significativa, quando da utilizagdo de substrato
diferenciado como as células Hep 2 (células de carcinoma de laringe humana), quando
comparadas a expressdo de antigenos em células de figado e rim de ratos
(DELLAVANCE et al, 2001).

A presenga de FAN também estéd associada com a hepatite autoimune do tipo I,
com aproximadamente 50% dos casos apresentando positividade para este
autoanticorpo (KRAWITT, 2006). De acordo com Figueiredo (2008), pacientes
portadores de hepatite auto-imune apresentam este autoanticorpo em até 67% dos
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casos, podendo o mesmo se apresentar de forma isolada (13%) ou associada com o
anticorpo AML (54%). A presenca de FAN também vem sendo detectada em doencgas
infecciosas como malaria, esquistossomose, tuberculose e hanseniase (DACAS et al,
2000).

No Brasil, UTIYAMA et al (2001) encontraram positividade deste autoanticorpo
em pacientes com doencas inflamatédrias intestinais (Dll), bem como em celiacos e seus

familiares.

4.4.3 Anticorpo anti-célula gastrica parietal (ACGP)

A pesquisa de anticorpos anti-célula gastrica parietal € importante para auxiliar
no diagnostico diferencial da anemia perniciosa (90%) e da gastrite atréfica (60%),
mesmo estando presente também na populacdo saudavel. Entretanto, sua presenca
nao se correlaciona com a ma absorcdao de vitamina Bz, mas sim com o nivel de
destruicdo das células parietais, pois quando ocorre diminuicdo do numero de células
parietais, pode ocorrer um decréscimo nos niveis deste anticorpo (CALICH, 1979).

Além disso, este autoanticorpo pode estar presente também, freqlientemente em
baixos titulos, nas doengas hepéticas autoimunes, como cirrose biliar primaria,
hepatites autoimunes e doengca hepdtica cronica, bem como em pacientes
assintomdticos com mais de 60 anos e pacientes com ulcera ou cancer gastrico. A
relacdo deste autoanticorpo com as gastrites tipo A (caracterizadas por atrofia da
mucosa do fundo géstrico, acloridria, tendéncia a evoluir para anemia perniciosa e
associacao com doencga endécrina auto-imune) € bem conhecida (CALICH, 1979).

O ACGP nao € um anticorpo especifico, sendo encontrado em pacientes com
diversas doengas auto-imunes como a doenga celiaca, corroborando com dados de
UTIYAMA et al (2001) e CORAZZA et al (1997), e doencas da tiredide como
demonstrado por NESS-ABRAMOF et al (2006). Quanto a presenca de positividade
deste autoanticorpo na doenca de Crohn, até o momento nao foram encontrados

relatos na literatura.
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4.4.4 Anticorpo anti-mitocondrial (AMIT)

A avaliacdo dos anticorpos anti-mitocondriais (AMIT) é importante na
investigacdo diagndstica das doengas hepaticas cronicas, estando presente na maioria
dos casos de cirrose biliar primdria, especialmente no diagnéstico diferencial com
outras colangites. Os anticorpos AMIT podem também estar presente nos casos de
hepatite crénica ativa e, mais raramente em outras doencgas hepaticas, como obstrucao
biliar extra-hepatica, hepatite viral, cirrose de diferentes etiologias, hepatite induzida por
drogas e neoplasia hepatica. Sao encontrados em baixos titulos em adultos saudaveis
e em pessoas portadoras de doengas auto-imunes (CALICH, 1979).

Os niveis de anticorpos nao se correlacionam com a gravidade e o tempo de
evolucdo da doenca, nem definem prognéstico. Os AMIT desaparecem apds o
transplante hepatico e diminuem com o uso de ciclosporina como tratamento. Diferentes
antigenos sao encontrados na membrana mitocondrial, existindo assim, diferentes tipos
de anticorpos AMIT. A identificacdo dos diferentes tipos (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8 e M9) é possivel com o uso de antigenos recombinantes em ensaio
imunoenzimatico e permite um diagndstico especifico. A cirrose biliar primaria esta
relacionada a M2, e o tipo M9 pode ser encontrado em familiares saudaveis. Os
diferentes tipos restantes correlacionam-se com outras patologias, como doengas do
colageno (M5) e hepatite induzida por droga (M6) (CALICH, 1979).

Quanto a presenca deste autoanticorpo em pacientes com Dc e DC, nao se
encontrou literatura a respeito.

4.4.5 Anticorpo anti-microssomal de figado e rim (ALKM)

Anticorpos ALKM-1 sao anticorpos dirigidos contra a fracdo microssomal do
figado e do rim. A identificacdo deste anticorpo torna-se importante para diagnéstico da
hepatite autoimune do tipo 2, doenca esta predominante em mulheres e geralmente
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associada a outras doencas autoimunes, a qual apresenta o ALKM como o principal
autoanticorpo. Esse é voltado contra a proteina CYP-450 2D6, do sistema citocromo-
oxidase, que se caracteriza por uma area de importante metabolizagcdo enzimatica. O
ALKM ¢ detectado de modo caracteristico em pacientes com hepatite auto-imune que
nao apresentam outros anticorpos como FAN e AML. Alguns pacientes possuem
apenas o anticorpo anticitosol hepatico, embora ele usualmente coexista com o ALKM-1
(FIGUEIREDO, 2008; MIYAKAWA et al, 1999; CALICH, 1979).

Com relacao a presenca deste autoanticorpo na D¢, LUDVIGSSON et al (2007)
sugere que individuos positivos para este autoanticorpo apresentam risco aumentado
para desenvolvimento de doencas hepaticas; quanto a DC também nado foram

encontradas literaturas associando este autoanticorpo e a afeccao.

4.4.6 Anticorpo anti-musculo liso (AML)

O anticorpo AML foi descrito como autoanticorpo que reage diretamente contra
estruturas do citoesqueleto, como a actina, a troponina, a vimenina e a tropomiosina
presentes no musculo liso da mucosa géastrica e da camada média vascular de figado e
rim de rato (FIGUEIREDO, 2008). Através da técnica da IFl, o anticorpo antimusculo
liso, cujo antigeno-alvo é a actina F, auxilia no diagnéstico da hepatite autoimune do
tipo 1, apresentando alta prevaléncia e sendo considerado especifico quando da
presenca de titulos elevados. FIGUEIREDO (2008) relata que a presenca deste
autoanticorpo é de 87% nos pacientes com hepatite auto-imune, podendo estar
presente de forma isolada (33%) ou em conjunto com o FAN (54%). O soro deve ser
ensaiado em diluicbes maiores de 1:10, pois em diluigbes menores podera ocorrer
positividade em 12% da populacdo normal. A deteccao desses autoanticorpos é de
valor no diagndstico diferencial das doencas hepaticas, pois a positividade é encontrada
quase que exclusivamente na hepatite cronica ativa. Em baixos titulos (<1/80), porém,
possui significado clinico incerto (CALICH, 1979).
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A presenga deste autoanticorpo na Dc foi demonstrado também por trabalho
brasileiro de UTIYAMA et al (2001), embora com baixa frequéncia. Dados na literatura
nao o correlacionam ainda, com a doenga de Crohn.

Sendo assim, considerando-se a escassez de estudos mais amplos investigando
a concomitancia de outras DAI's na Dc e na DC na populagdo brasileira, torna-se

plenamente pertinente a realizacdo de um painel de autoanticorpos.
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5 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo faz parte de uma investigacdo ampla de carater clinico e
imunologico, sendo caracterizado por estudo transversal, envolvendo 81 individuos, o
qual foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP) da PUC/PR, sob parecer n°542/07 (anexo A).

5.1 PACIENTES

Foram estudadas amostras de soro de quarenta e cinco (45) pacientes com
doenca celiaca e trinta e seis (36) pacientes com diagndstico de doenga de Crohn,
todos da mesma regido geografica, durante o periodo de setembro a dezembro de
2007, para identificacao dos autoanticorpos (apéndice A).

Os pacientes portadores de doenca celiaca foram diagnosticados pela presenca
de anticorpos antiendomisio IgA e/ou antitransglutaminase IgA e critérios histolégicos
de acordo com WGO Practice Guidelines - Doenga Celiaca, considerado padrao ouro
(WGO, 2005). Os pacientes com doenga de Crohn foram diagnosticados pelos achados
clinicos, laboratoriais, de imagem e histologicos (KOTZE; KOTZE, 2009).

As informagbes referentes aos sujeitos de pesquisa como idade, sexo, doengas
associadas e formas de tratamento foram coletadas através de protocolo previamente
estabelecido (apéndice B).

Os 45 pacientes portadores de Dc foram distribuidos em dois grupos, visando
analise mais detalhada:

e Grupo 1 (celiacos DX): pacientes celiacos ao diagndéstico.

e Grupo 2 (celiacos DIG): pacientes celiacos com dieta isenta de gluten.

Com relacéo aos dados demograficos da populacao estudada, a Tabela 1 mostra
que dentre todos os celiacos, 77.8% (35) eram do sexo feminino e 22.2% (10)

masculino, com faixa etaria entre 18 a 66 anos e média de idade de 39.2. Nos
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individuos com DC, observa-se que 23 pacientes, isto é, 63.9% eram do sexo feminino
e 36.1% (13) masculino, sendo a média de idade de 42.9, com faixa etaria variando de

16 a 83 anos.

TABELA 1 — DADOS DEMOGRAFICOS DA POPULAGAO EM ESTUDO

PACIENTES NUMERO (N)  SEXO IDADE MEDIA  MEDIANA DESVIO
(FAIXA ETARIA) PADRAO
Celiacos 45 77.8% F 39.2 39 13,73
22.2% M (18-66)
Crohn 36 63.9% F 42.9 39.5 18,78
36.1% M (16-83)

NOTA: F: Feminino; M: Masculino
DP: desvio padrao

Critérios de exclusdo: criancas e adolescentes até 16 anos e portadores de
doencas intestinais nao identificadas como doenca celiaca e doenca de Crohn.

5.2 AMOSTRAS SOROLOGICAS

Para a coleta das amostras soroldgicas realizou-se chamada as instalagcées da
Associacao dos Celiacos do Parana (ACELPAR) para os individuos portadores das
duas afecc¢des (Dc e DC), onde os mesmos foram convidados a participar da pesquisa
e informados quanto a necessidade de consentimento para participacao, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (apéndice C).

Procedeu-se a coleta de 10 (dez) ml de sangue periférico de todos os pacientes,
por pungdo venosa, sem anticoagulante. As amostras foram devidamente
acondicionadas e transportadas ao Laboratério de Imunopatologia do Hospital de
Clinicas da UFPR, Curitiba, Parana, sendo o soro separado, aliquotado, identificado e

armazenado a menos 20° C até a sua utilizagao.
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5.3 METODOLOGIA SOROLOGICA

Todas as amostras de soro foram analisadas no Laborat6rio de Imunopatologia
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os seguintes
autoanticorpos foram identificados: anti-mitocondrial (AMIT), anti-musculo liso (AML),
anti-célula gastrica parietal (ACGP), anti-microssomal de figado e rim (ALKM), fator anti-
nuclear (FAN), anti-endomisio (EmA), anti-transglutaminase tecidual (anti-tTG), anti-
tireoperoxidade (anti-TPQO), anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) e anti-citoplasma de
neutrofilo (ANCA).

5.3.1 Pesquisa de autoanticorpos por imunofluorescéncia indireta (IFI)

5.3.1.1 Preparo dos substratos antigénicos

Para determinagdo dos varios (auto) anticorpos por IFl, foram utilizados os
substratos antigénicos adequados, tendo como fonte cortes criostaticos de tecidos
murino e humano, bem como preparagdes celulares, conforme descrito no Quadro 1.

Para obtencdo dos 6rgaos de rato, foi necessaria a aquisicdo de um animal de
aproximadamente quatro meses, fémea, fornecido pelo biotério da UFPR.

O animal foi mantido em jejum por 2 dias e apo6s sacrificio, realizou-se a
dissecgao dos 6rgaos como estbmago, figado e rim, seguida por lavagem exaustiva dos
mesmos com soro fisiologico. Os fragmentos foram clivados, imersos em meio de
congelamento (OCT — Tissue Freezing Médium, Nussloch, Alemanha). Os blocos de
tecidos foram mantidos em freezer a -80°C; cortes de 3um de espessura foram
realizados em criostato (Reichert Histostat, USA), e posteriormente foram fixados em
lamina de microscopia e mantidos a -20°C até o momento de uso nas reagdes de IFI.
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O cordao umbilical humano, utilizado como substrato para pesquisa do EmA, foi
obtido de gestantes sadias, no momento do parto, no Centro Obstétrico do Hospital de
Clinicas da UFPR. Apé6s a excisdo do mesmo, um pequeno fragmento foi mergulhado
em solugao salina a 0,9%. Esse foi seccionado transversalmente em pequeno blocos,
os quais foram mergulhados em OCT, sendo rapidamente congelados em nitrogénio
liguido. Os blocos foram mantidos em freezer a -80°C e cortes criostaticos de 3um de
espessura foram fixados em laminas de microscopia e mantidos a -20°C até o momento
de uso.

Para pesquisa de ANCA, o substrato utilizado foi obtido a partir do sangue de
individuos sadios, por separacdo de neutréfilos em gradiente de Ficol Hipaque. As
células sadias foram lavadas em meio de cultura, sua concentracao foi ajustada e as
mesmas foram posteriormente distribuidas em I&minas, e mantidas em frezzer a -20°C

até o seu uso.

AUTOANTICORPOS SUBSTRATOS
Anti-musculo liso (AML) Estdmago de rato
Anti-mitocondrial (AMIT) Rim de rato

Anti-microssomal de figado e rim (ALKM) Rim e figado de rato
Fator anti-nuclear (FAN) Figado de rato
Anti-célula gastrica parietal (ACGP) Estdmago de rato
Anti-citoplasma de neutréfilo (ANCA) Neutréfilo humano
Anti-endomisio (EmA) Cordao umbilical humano

Quadro 1 — Autoanticorpos e seus substratos antigénicos empregados nas reagées de IFI

5.3.1.2 Reacao de Imunofluorescéncia

Para a pesquisa dos auto-anticorpos AML, AMIT, ALKM, FAN e ACGP realizou-
se diluicédo inicial de triagem de todas as amostras de soro do estudo, a 1:10, 1:20 e
1:40; enquanto para pesquisa de ANCA as diluicdes foram 1:5, 1:10 e 1:20. Os soros-
teste e os controles positivos e negativos foram aplicados nas Iaminas contendo cortes
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criostaticos dos substratos especificos para cada autoanticorpo, em seguida foram
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.

Apés incubacao as laminas foram lavadas com solugéo salina fosfato (PBS) pH
7,2, onde foram novamente incubadas agora com conjugado fluorescente anti-
imunoglobulina humana (Sanofi-Pasteur) durante 30 minutos. Em seguida, as laminas
foram montadas com glicerina alcalina, onde entao se realizou a leitura em microscopio
de fluorescéncia Olympus®, sendo realizada por pesquisadores treinados do
Laboratério de Imunopatologia do Departamento de Patologia Médica do Hospital de
Clinicas (HC), da UFPR. Consideraram-se positivas as rea¢cdées com titulos iguais ou
superiores a 1:40 para os anticorpos AML e iguais ou superiores a 1:20 para os demais
autoanticorpos analisados.

A pesquisa do autoanticorpo anti-endomisio (EmA-IgA) foi realizada conforme
descrito por Volta et al (1995), utilizando-se como substrato cortes de corddo umbilical
humano. Para reacao de imunofluorescéncia, os soros foram diluidos a 1:2,5, 1:5 e 1:10
em tampao PBS pH 7,2, seguindo a mesma técnica relatada anteriormente, com
excecado do conjugado fluorescente utilizado, anti-lgA humana. As amostras positivas
na triagem inicial foram retestadas para definicao do titulo final de cada anticorpo. Em
cada bateria de reagdo foram incluidos controles positivos e negativos. Foram
consideradas positivas para o EmA IgA as amostras que caracterizaram fluorescéncia
em diluicao de 1:2,5 ou mais.

Para a leitura da IFI, Rose; Mackay (1998), definiram e consideraram alguns
critérios. O AML (figura 14) cora as células da musculatura lisa de maneira uniforme e
granular. O AMIT (figura 15), cora mais intensamente o citoplasma de células epiteliais
de tubulos distais (granular fino) e das alcas de Henle, e de forma menos intensa os
tubulos proximais. O AMIT cora também as células parietais da mucosa gastrica.

O anticorpo ALKM (figura 16), cora o citoplasma do hepatocito (granular fino
difuso) e cora o epitélio renal tubular proximal. O fato de ndo corar células da mucosa
gastrica parietal, permite diferenciar o ALKM do anticorpo AMIT. Ressalta-se que
ambos anticorpos reagem com igual intensidade com o figado de rato.

O anticorpo ACGP (figura 17), cora o citoplasma das células parietais da mucosa
gastrica. O padrao de fluorescéncia assemelha-se ao obtido com os anticorpos AMIT,
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devendo ser diferenciado com a realizacdo de um controle, utilizando-se como
substrato rim de rato. O verdadeiro anticorpo ACGP n&o reage com o rim do rato,
enquanto que o AMA reage com ambos os tecidos.

Quanto ao EmA (figura 18), o mesmo cora a substancia intermiofibrilar no tecido
de endomisio, cuja localizagdo se da no contorno das fibras de musculo liso na parede
dos vasos e artérias do cordao umbilical (VOLTA et al, 1995).

Figura 14 — Anticorpo AML

Figura 15 — Anticorpo AMIT



Figura 16 — Anticorpo ALKM

Figura 17 — Anticorpo ACGP

Figura 18 — Anticorpo EmA
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5.3.2 Pesquisa de autoanticorpos por ELISA

A pesquisa de autoanticorpos anti-transglutaminase tecidual (figura 19) foi
realizada através do método de ELISA. Basicamente a reagcdo ocorre com o antigeno
purificado de transglutaminase tecidual humanizada, fixado as escavacgdes da placa de
poliestireno. Os soros controles e os soros diluidos dos pacientes foram adicionados a
cada escavacao da placa, que apos correta incubagao possibilitou que os anticorpos
anti-transglutaminase presentes se ligassem ao antigeno imobilizado. A placa foi lavada
e apoOs este processo ocorreu 0 descarte do material ndo ligado, as amostras foram
novamente incubadas na presenga do conjugado de anticorpo anti-IgA ligado a uma
enzima. As placas foram novamente lavadas e a atividade da enzima remanescente foi
medida pela adicao de um substrato cromogénico, que levou ao desenvolvimento de
cor diretamente proporcional a concentracdo de anticorpos anti-tTG presentes nas
amostras analisadas. Realizou-se o calculo desta concentracao por comparacao da cor
que se desenvolve nas amostras dos pacientes em relacao a cor obtida nos controles
da reacao (DIETERICH et al, 1998).

Figura 19 — ELISA anti-tTG
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A pesquisa de anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) IgA e IgG foi
realizada através de método ELISA, conforme preconizada pelos fabricantes do kit

INOVA ®, utilizado, sendo considerado positivos valores acima de 25 Ul/ml.

5.3.3 Pesquisa de autoanticorpos por outros métodos

A pesquisa de anticorpos anti-tireoperoxidase (anti-TPQO) foi realizada por
método imunométrico, conforme descrito pelo fabricante do kit IMMULITE®, DPC,

Medlab, sendo considerado positivo valores acima de 30 Ul/ml.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacao de dois grupos em relacao a variaveis quantitativas foi usado
o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Para a comparagéao dos grupos em relagcao
a variaveis nominais dicotébmicas utilizou-se o teste exato de Fisher. Para avaliar a
qualidade dos anticorpos ao diagndstico, foram estimados valores de sensibilidade e
especificidade. O nivel de significancia considerado foi de p < 0,05 (5%), sendo
corrigido por Bonferroni para as comparagdes multiplas (p< 0,017). Recorreu-se,
também, a analise descritiva dos dados através de tabelas, graficos e figuras.
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos na pesquisa quanto ao painel de autoanticorpos e a
identificacdo de doencas associadas nos portadores de Dc e DC encontram-se

relacionados nos apéndices D e E.

6.1 POSITIVIDADE TOTAL DOS AUTOANTICORPOS ENTRE Dc E DC

Entre os grupos estudados, observou-se que nos celiacos DX (n=30), a
positividade foi de 60%, isto &, pelo menos 6 diferentes autoanticorpos (EmA, anti-tTG,
ASCA IgA/IgG, AML, FAN e anti-TPO); no grupo celiacos DIG (n=15), a positividade foi
de 70% para os autoanticorpos EmA, anti-tTG, ASCA IgA/IgG, AML, CGP, FAN e anti-
TPO; enquanto que no total de pacientes com DC (n=36), a positividade foi de 50%
para os autoanticorpos tTG, ASCA IgA/IgG, ANCA, FAN e anti-TPO (tabela 4).

Considerando-se como varidvel a positividade de todos os autoanticorpos nos
grupos em estudo, testou-se a hipétese nula de que o numero total de autoanticorpos
positivos seria igual para os trés grupos estudados, contra a hipétese alternativa de que
pelo menos um dos grupos teria numero total de autoanticorpos diferente dos demais.

A tabela 2 e o gréfico 1, demonstram a existéncia de diferenca significativa (p <
0,001) entre os grupos em relacdo ao numero total de autoanticorpos positivos

detectados nos pacientes celiacos Dx, celiacos DIG e pacientes com DC.
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Tabela 2 — Numero total de autoanticorpos positivos nos grupos estudados

Grupo N Média Mediana Min. Max. DP Valor de p
Celiacos 30 3,53
1 5 0,90
DX
Celiacos 15 1,73 <0,001
1 0 5 1,53
DIG
Crohn 36 1,06 1 0 4 1,17

Nota: DP = desvio padrao; DX= diagnostico; DIG= dieta isenta de gldten; N= nimero
Em negrito resultado com significancia estatistica

TOTAL DE AUTOANTICORPOS POSITIVOS

.

3
2
1 I ]
0 “T_ Min-Max
[ 25%-75%
DX DIG Crohn B Mediana

GRUPO

Grafico 1 — Total de anticorpos positivos nos grupos estudados

Frente a esta diferenca significativa, os grupos foram comparados dois a dois;
assim, a comparacao dos grupos celiacos DX com os celiacos DIG, bem como, a

comparagdo dos celiacos DX com os individuos com doenca de Crohn, também
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mostraram significado estatistico para o total de autoanticorpos positivos destas
amostras. Os valores de p destas comparacbes sao apresentados na tabela 3.
Ressalta-se ainda, que para esta andlise o autoanticorpo anti-TPO néo foi considerado,

pelo fato de ndo ter sido determinado em todas as amostras dos trés grupos.

Tabela 3 — Valores de p dos grupos sob comparagao

Grupos sob comparacao Valor de p
Celiacos DX x Celiacos DIG <0,001
Celiacos DX x Crohn <0,001
Celiacos DIG x Crohn 0,052

Nota: DX= diagnéstico; DIG= dieta isenta de gliten

Ainda com relagao a positividade total, a tabela 4 mostra significado estatistico
quanto ao EmA nos trés grupos: 100% de positividade nos celiacos DX quando
comparados com celiacos DIG e Crohn (30/30 X 5/15; 30/30 X 0/36; p < 0,001). Nos
celiacos DIG 33.3% (5/15) foram positivos (p < 0,001 e p = 0,01) em relagdo aos
celiacos DX (30/30) e Crohn (0/36), respectivamente. No grupo de Crohn, 100% da
amostra foi negativa para este autoanticorpo.

Em 90% dos celiacos DX o anti-tTG foi positivo (27/30; p < 0,001) em
comparagao aos outros dois grupos. Nos celiacos DIG, 26.7% da amostra foi positiva
(4/15; p < 0,001) quando comparado com os celiacos DX, ndo apresentando valores
significativos quando relacionado com o grupo de Crohn, conforme tabela 4.

Relacionando-se o ASCA IgA e IgG, observou-se positividade dos mesmos nos
trés grupos. Quanto ao ASCA IgA, os resultados foram significativos quando
comparados os celiacos DX com os celiacos DIG, onde os DX apresentaram 66.7% de
positividade (20/30; p = 0,004). O ASCA IgG também mostrou resultado significativo
qguando se comparou os grupos celiacos DX e Crohn (86.7%; 26/30 X 44.4%; 16/36; p =
0,001) (tabela 4).
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No que se refere aos demais autoanticorpos (ANCA, AML, AMIT, ACGP, ALKM,
FAN e anti-TPO), os mesmos nao apresentaram diferenga significativa quando

comparou-se a positividade nos trés grupos (tabela 4).

Tabela 4 — Positividade total de autoanticorpos em pacientes com Dc e DC

AUTO CELIACOS DX CELIACOS DIG CROHN DX DX DIG
X X X
ANTICORPOS (N=30) (N=15) (N=36) DIG Crohn Crohn
N (%) N (%) N (%) Valor de p*
EmA 30 (100) 5 (33.3) 0
<0,001  <0,001 0,001
Anti-tTG 27 (90) 4 (26.7) 4 (11.1)
<0,001  <0,001 NS
ASCA IgA 20 (66.7) 3(20) 13 (36.1)
0,004 NS NS
ASCA IgG 26 (86.7) 10 (66.7) 16 (44.4)
NS 0,001 NS
ANCA 0 0 2 (5.6)
- NS NS
AML 1(3.3) 2(13.3) 0
NS NS NS
AMIT 0 0 0 - - -
ALKM 0 0 0 - - -
ACGP 0 1(6,7) 0
NS - NS
FAN 2(6.7) 1(6.7) 3(8.3)
NS NS NS
Anti-TPO 3(17.6) 2 (50) 6 (75)
NS - -

Nota: NS = nao significativo; DX= diagnéstico; DIG= dieta isenta de gliten; N= nimero
Em negrito os resultados com significancia estatistica.
(*) Teste exato de Fisher, p< 0,017 (corregado de Bonferroni)
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6.2 POSITIVIDADE DO EmA E ANTI-tTG EM PACIENTES COM Dc E DC

Os resultados obtidos em relacdo ao EmA - IgA nos individuos celiacos podem
ser observados no grafico 2 e tabela 4, nos quais destaca-se 100% de positividade para
o EmA no grupo de pacientes celiacos DX (n=30), corroborando, assim, dados de
literatura que demonstram que este autoanticorpo poderda ser utilizado como
diagnostico para doenca celiaca. Nos pacientes celiacos em tratamento (DIG) 66.7%
estavam negativos para este autoanticorpo, indicando estrita aderéncia a dieta. J& em
33.3% houve positividade, sugerindo transgressdes a DIG. Tais dados apontam para a
utilidade deste autoanticorpo para monitoramento do tratamento. Quanto aos individuos
com doenca de Crohn (n=36), os mesmos apresentaram 100% de negatividade para o
EmA (tabela 4; gréfico 2).

Quanto ao anti-tTG - IgA, os pacientes celiacos DX (n=30), revelaram 90% de
positividade para o mesmo. Nos celiacos DIG (n=15) notou-se que 73.3% apresentaram
negatividade, contra 26.7% que se apresentaram positivos.

Na DC 88.9% apresentaram negatividade, sendo que 11.1% (4/36) individuos
foram positivos para anti-tTG, demonstrando, também, a presenca de lesdo tecidual

nesta afeccao (tabela 4; gréfico 2).
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Positividade de EmA e anti-tTG em Pacientes com Dc e DC

100%

m EmA
miTG

33,30%

26,70%

11,10%
o [l
Celiacos DX Celiacos DIG DC

Grupos

Grafico 2 — Positividade do EmA e anti-tTG nos pacientes portadores de Dc e DC.

6.3 POSITIVIDADE DE ASCA IgA / 1gG E ANCA NOS PACIENTES COM Dc E DC

Analisando os resultados obtidos quanto para o ASCA IgA / IgG, observou-se
que o ASCA IgA possui maior positividade nos celiacos DX (66.7%), seguido por 36.1%
nos pacientes com Crohn e 20% nos celiacos DIG. Com relagdo ao ASCA IgG, nos trés
grupos estudados (celiacos Dx, celiacos DIG, Crohn), observou-se positividade com
porcentagens elevadas deste autoanticorpo, 86.7%, 66.7% e 44.4% respectivamente,
conforme descrito na tabela 4 e grafico 3. Estes resultados sugerem que ocorra
alteracdo da integridade e da permeabilidade da mucosa intestinal, permitindo a
passagem de antigenos como o fungo Saccharomyces cerevisiae, tanto em individuos
com doenca de Crohn, como também nos celiacos.
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O anti-citoplasma de neutréfilo (ANCA) mostrou-se negativo para todas as
amostras dos pacientes celiacos (DX e DIG), enquanto nos pacientes com doenca de
Crohn observou-se positividade para este autoanticorpo em 5.6% (2/36) da amostra,
conforme demonstrado na tabela 4 e gréfico 3. Estes resultados confirmam dados da
literatura, em que o ANCA é considerado bom marcador soroldgico para a retocolite
ulcerativa, utilizado para diferencia-la da DC.

Positividade de ASCA IgA, ASCA IgG e ANCA em Pacientes
comDceDC

0 ANCA
m ASCA IgG
m ASCA IgA

Celiacos DX Celiacos DIG DC

Grupos

Grafico 3 — Positividade do ANCA, ASCA IgA e ASCA IgG nos pacientes portadores de Dc e DC.
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6.4 POSITIVIDADE DOS DEMAIS AUTOANTICORPOS EM PACIENTES COM Dc E
DC

Os anticorpos anti-mitocondrial (AMIT) e anti-microssomal de figado e rim
(ALKM) foram negativos para todas as amostras de celiacos (DX e DIG). A
porcentagem de positividade para os anticorpos anti-musculo liso (AML), anti-nuclear
(FAN) e anti-célula gastrica parietal (ACGP) foi respectivamente de 3.3%, 6.7% € 0%
nos celiacos DX, e 13.3%, 6.7% e 6.7% nos celiacos DIG (tabela 4; grafico 4), ndo
caracterizando diferengas significativas.

Quanto aos pacientes com doenca de Crohn, observou-se negatividade em
100% das amostras (n= 36) em relacdo aos anticorpos AML, AMIT, ALKM e ACGP,
sendo que 8.3% destes apresentaram positividade para FAN (tabela 4; grafico 4).

A determinagao de anti-TPO foi realizada em 21 dos 45 pacientes celiacos, nos
portadores de DC apenas 8 dos 36 foram testados, impossibilitando conclusées.

Desta forma, os resultados em numeros aquém do desejado demonstraram
positividade para este autoanticorpo em 17.6% dos celiacos DX e em 50% dos celiacos
DIG; nos individuos com DC, a presenca de positividade ocorreu em 75% (6/36)
pacientes, valor este que merece atencao devido a relagdo da positividade deste auto

anticorpo com disfuncdes tireoidianas autoimunes (gréfico 4).



87

Positividade dos Demais Autoanticorpos em Pacientes com Dc e DC
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Gréfico 4 — Positividade dos demais autoanticorpos nos pacientes portadores de Dc e DC.

6.5 ASSOCIACOES CLINICAS NOS PACIENTES COM Dc E DC

Com relagao as co-morbidades na doenca celiaca, evidenciou-se 35.6% (16/45)
pacientes com manifestagcdes clinicas, destacando-se dermatite herpetiforme (DH)
(8.9%;4/45), diabetes melitus (DM) (4.4%; 2/45) e doencas da tiredide (DT) (28.9%;
13/45). Ressalta-se, ainda, que 6.7% (3/45) apresentaram mais que uma doenga
associada, sendo um individuo com DM e DT, e os demais com DH associado a DT
(figura 20; apéndice 4).

Destaca-se, também, que dos 4 pacientes celiacos com DH, que caracteriza a
doenca celiaca da pele, 50% apresentavam anticorpos EmA e anti-tTG positivos,
identificados no grupo de celiacos DX, e 50% destes com anticorpos negativos,
identificados como grupo de celiacos DIG.
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Mesmo apresentando percentual positivo para alguns dos demais autoanticorpos
(AML, FAN e ACGP), outras doengas associadas nos pacientes celiacos nao foram

identificadas.

Associacoes clinicas nos pacientes com doenca
celiaca (Dc)

o DA
ms/DA

64,40%

Figura 20 — Associagoes clinicas nos pacientes com Dc

Nota: DA = doenga associada; s/ DA = sem doenga associada

No que se refere a presenca de associagbes clinicas na DC, 11.1% dos
pacientes as apresentaram: psoriase em 2.8% (1/36) e doengas da tireéide em 8.3%
(3/36) (figura 21). Outras doengas autoimunes nao foram evidenciadas. A positividade

para FAN foi observada em pacientes com queixas articulares (apéndice 5).
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Associacoes clinicas em pacientes com doenca
de Crohn (DC)

11,10%

=z DA
E s/DA

88,90%

Figura 21 — Associacdes clinicas nos pacientes com DC

Nota: DA = doenga associada; s/ DA = sem doenga associada

6.6 POSITIVIDADE DE AUTOANTICORPOS E ASSOCIAGOES CLINICAS EM
PACIENTES COM Dc E DC

Quanto a positividade dos autoanticorpos com as associagdes clinicas
observadas, destaca-se a positividade do anti-tireoperoxidade (anti-TPQO) nos pacientes
celiacos (DX e DIG). Nos pacientes com doenca de Crohn, sugere-se também
possiveis associagdes como doencas da tiredide, apesar do pequeno numero de
amostras avaliadas.

Entre os pacientes celiacos DX e DIG, a positividade do anti-TPO na presenca
de doencgas da tiredide, foi de 25% e 50% respectivamente. Nos pacientes com doenca
de Crohn, identificou-se que 100% (4/36) dos pacientes testados para o anticorpo
positivo apresentaram doencga da tiredide associada.

Salienta-se a nula correlacdo de positividade dos demais autoanticorpos com

suas possiveis associagoes clinicas neste estudo.



90

7 DISCUSSAO

A compreensao dos intrigantes aspectos da Dc e da DC sugere estreita relacao
entre 0s mecanismos imunogenéticos e vem crescendo substancialmente nas ultimas
décadas, indicando tema de pesquisa cientifica atual e promissor. Alguns fatores
tornaram-se fundamentais para o avanco cientifico, dentre eles destacando-se a
utilizacao de testes sorologicos no auxilio de diagnéstico, como o EmA e anti-tTG na
Dc, e 0 ASCA e ANCA na DC.

A identificacao de outros autoanticorpos nestas afeccées vem sendo valida para
auxiliar no monitoramento do tratamento proposto, bem como no diagnéstico de outras
doencas associadas, como as DAl's (doencas tireoidianas, dermatite herpetiforme,
diabetes melitus, psoriase, hepatites auto-imune, entre outras).

Neste contexto, a determinagdo de um amplo painel de autoanticorpos em
pacientes com Dc e DC pode demonstrar caracteristicas proprias, permitindo identificar
além destas afeccoes, DAI's a elas associadas. A positividade de autoanticorpos pode
acontecer antes das manifestagcdes clinicas tanto da doenga basica como das
associag6es. No Brasil ha apenas um relato na Dc (UTIYAMA et al, 2001) e nenhum na
DC.

7.1 DADOS DEMOGRAFICOS

No presente estudo a média de idade foi de 39.2 anos para os celiacos e de 42.9
anos para os portadores de DC, caracterizando populagdo de adultos jovens. Quanto
ao sexo, 77.8% dos celiacos eram do sexo feminino e 22.2% masculino; e dentre os
individuos com DC, 63.9% do sexo feminino e 36.1% do masculino (tabela 1).

Nas duas afeccées pode-se notar maior prevaléncia no sexo feminino como
descrito por outros autores (GREEN; CELLIER, 2007; UTIYAMA et al, 2005; FARIA et
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al, 2004; UTIYAMA et al, 2001; SDEPANIAN; MORAIS; FAGUNDES-NETO, 1999;
KOTZE et al, 1999).

Ressalta-se, ainda, que na Dc as mulheres sdo mais afetadas, podendo esta
afeccdo ser desencadeada também na inféncia, na adolescéncia e na senilidade;
enquanto que na DC, homens e mulheres sdo acometidos por esta afecgdo em igual
propor¢cdo, sendo seu pico de aparecimento na adolescéncia e em adultos jovens
(FRANCO LOIDA; DANI, 2005). Em estudo brasileiro realizado por Faria et al (2004)
para identificar caracteristicas clinicas e epidemioloégicas da DC, demonstrou-se
predominancia do sexo feminino (59%) e idade média de 29,87 + 11,75 anos, indicando
o aparecimento da doenca em adultos jovens. Os dados acima referidos corroboram os
achados do presente trabalho (tabela 1). Em estudo realizado por Wang; Zhang;
Ouyang (2007), houve maior incidéncia de DC em homens na Asia, enquanto que nos

paises desenvolvidos a incidéncia é maior entre as mulheres.

7.2 DETERMINAGCAO DE EmA IgA E ANTIHTG

Em relagdo ao autoanticorpo anti-endomisio (EmA), a positividade e
sensibilidade de 100% nos celiacos recém diagnosticados, bem com auséncia do
mesmo em todos do individuos com DC, demonstra a importancia deste exame como
marcador sorologico altamente especifico para diagnostico da Dc (tabela 4; tabela 5;
gréafico 2) (HILL; HOLMES, 2007; KOTZE et al, 2003; KOTZE et al, 2001; UTIYAMA et
al, 2001; KOTZE et al, 1999).

Contudo, a partir do momento da aderéncia do paciente a dieta isenta de gluten
(DIG), forma de tratamento proposto para Dc, observou-se negatividade para este
autoanticorpo em 66.7%, indicando seguimento da dieta. Ja a positividade em 33.3%
destes pacientes, sugere a ndao aderéncia ao tratamento, demonstrando, assim, que o
autoanticorpo EmA, podera ser utilizado também como forma de monitoramento da
dieta (tabela 4; grafico 2) (KOTZE et al, 2001; UTIYAMA et al, 2001; KOTZE et al,
1999).
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Burgin-Wolff et al (1991) relatam que quase todos os individuos com intolerancia
permanente ao gluten produzem autoanticorpos em algum momento. O presente
estudo reforca tal afirmacao, uma vez que 100% dos celiacos recém diagnosticados
apresentaram positividade para EmA, demonstrando 100% de sensibilidade (tabela 5).

Autores de diversos paises ja demonstraram a positividade e sensibilidade
(100%) no uso do EmA em pacientes celiacos, tais como Ferreira et al (1992) na
Inglaterra; Mascart-Lemone et al (1992) na Bélgica; Korponay-Szabo et al (1996) na
Hungria e Kotze et al (1999) no Brasil.

Os resultados obtidos quanto ao autoanticorpo anti-transglutaminase (anti-tTG)
revelou 90% de positividade e sensibilidade nos celiacos DX. Nos celiacos DIG notou-
se que 73.3% dos pacientes foram negativos e 26.7% foram positivos para este
autoanticorpo, sugerindo que a dieta isenta de gliten possa proteger a mucosa
intestinal, diminuindo a lesao tecidual e que, frente a sua transgressao, possa ocorrer
aumento desta lesao (tabela 4; tabela 5; grafico 2).

A transglutaminase tecidual é uma enzima multifuncional amplamente presente
em 6rgaos humanos. Assim, se houver algum tipo de injuria aos tecidos, pode se elevar
no sangue periférico, portanto, o anti-tTG pode ser positivo em outras afeccoes que nao
apenas a doenga celiaca.

Neste estudo, 11.1% dos pacientes com doenca de Crohn foram positivos para
anti-tTG (tabela 4; tabela 5; grafico 2), demonstrando, assim, presenca de lesao
tecidual nesta afeccao, conforme descrito por Di Tola et al (2004) e Bizarro et al (2003).

Para Leon et al (2001), a determinagcdo de anti-tTG pode ser uma alternativa
principalmente nos casos em que nao ha possibilidade de se determinar o EmA. No
Brasil, Utiyama et al (2002), demonstraram que o EmA e anti-tTG se correlacionam
muito bem, porém nos pacientes celiacos com baixos niveis de anticorpos o0 EmA torna-
se superior (KOTZE et al, 2003). Polanco; Martin Esteban; Larrauri (2001), também
confirmam que o anti-tTG é o antigeno majoritario na Dc e que sua deteccao tem
importante valor diagndéstico, em especial para grupos de risco (familiares, portadores
de DAI).

Comparando-se o EmA e anti-tTG para diagnéstico e monitoramento de
pacientes celiacos, notou-se que o primeiro anticorpo foi melhor (UTIYAMA et al, 2007;
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KOTZE et al, 2003), uma vez que na presente investigacao todos e os transgressores
ao tratamento foram positivos para o EmA (tabela 4).

7.3 DETERMINAGAO DE ASCA E ANCA

Varios sao os autoanticorpos detectados no soro de pacientes com doencas
inflamatorias intestinais. A descricdo do ASCA na DC, tanto em pacientes como em
familiares, esta presente em varios relatos, sugerindo que 0 mesmo possa ser
considerado marcador para esta afeccéo, além de estar relacionado com alteragdes de
permeabilidade da mucosa intestinal (VERMEIRE et al, 2008; ISRAELI et al, 2004),
justificando complicacdes da doenga, confirmando, assim, dados descritos por Sutton et
al (2000); Reese et al (2006); Kaila et al (2005).

No presente estudo, a positividade do ASCA IgA/IgG esteve presente nos
individuos com DC, porém os pacientes celiacos também apresentaram positividade
(tabela 4; grafico 3).

Amre et al (2006), relatam que a positividade de ASCA em pacientes com DC
torna-se Util para identificar complicacdes precoces e indicacdo de cirurgia na
populacdo pediatrica. Além disso, este marcador sorologico pode direcionar tratamento
preventivo em pacientes susceptiveis a complicagbes, e desta forma modificar o curso
da doenca.

Contudo, a positividade de ASCA, tanto IgA como IgG, nos dois grupos de
celiacos (tabela 4; grafico 3), demonstra também alteracdo de permeabilidade em nivel
de mucosa intestinal. Alguns autores (GRANITO et al, 2005; DAMOISEAUX et al, 2002;
BARTA et al, 2003) referem que este anticorpo poderia ser utilizado no diagnéstico e
monitoramento da dieta na Dc.

Mallant-Hent et al (2006) e Granito et al (2005), relatam a importancia da
deteccao de ASCA em individuos com Dc, uma vez que durante a realizacdo de dieta
isenta de gluten, a positividade para este anticorpo desapareceu, sugerindo a
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possibilidade da realizacado de ASCA como outra forma de monitoracdo da dieta
proposta.

Este é o primeiro relato no Brasil desta condi¢do, demonstrando ser um aspecto
importante, todavia sua utilizagdo, com estes objetivos é questionavel.

A determinacdo do anticorpo anti-citoplasma de neutréfilo (ANCA) € realizada
para auxiliar no diagndéstico diferencial das doencas inflamatérias intestinais (DIl), entre
elas DC e retocolite ulcerativa (RCU), pois a presenga de anormalidades imunes tém
sido descritas nas mesmas, sendo o ANCA considerado marcador sorolégico para
diagnédstico da RCU. Israeli et al, 2005; Granito et al, 2005 recomendam a identificagéo
deste anticorpo também para pacientes com Dc. Acredita-se que a positividade de
ANCA resulte de inflamacao crbnica, extensa infiltracado de neutrofilos e liberacdo de
conteudo granular (DAMOISEAUX et al, 2002). Entretanto, neste experimento ndo se
detectou positividade deste anticorpo nos celiacos (tabela 4; grafico 3), corroborando
dados de Utiyama et al, 2001.

Na presente pesquisa, pode-se observar a positividade de ANCA somente nos
individuos com DC (baixa porcentagem 5.6%) (tabela 4), demonstrando, assim, que o
mesmo esta presente naqueles com inflamacao crénica intestinal e extensa infiltracao
de neutrdfilos, o que nao foi observado nos grupos de Dc. O mesmo fato foi relatado
por Gisbert et al (2004), que demonstraram positividade de ANCA em somente 1 dos
117 pacientes com DC estudados, sugerindo baixa sensibilidade deste anticorpo para
diagnostico de RCU nos pacientes com DI, todavia alta especificidade do mesmo. Em
estudo brasileiro realizado por Utiyama et al (2001), os mesmos autores também
referem auséncia deste anticorpo nos pacientes celiacos. Dados semelhantes a este
estudo também foram apontados por Vecchi et al (1994), que encontraram ANCA
positivo em 4.8% dos pacientes com doenca de Crohn e 0% nos celiacos.

Através de estudo prospectivo comparando-se ASCA e ANCA, Lawrance et al
(2004), demonstraram que a determinacdo de ANCA é mais sensivel na populacao
caucasobide quando comparada a populacao chinesa com RCU; e a determinacao de
ASCA IgA é bem menor nos chineses. Contudo, tanto ASCA como ANCA tornam-se
Uteis para diferenciacdo destas afecgdes em ambas populacdes, além de que altos
titulos de ASCA IgA e ASCA IgG serem potencialmente importantes para auxiliar na
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determinagédo do risco em desenvolver complicacbes da DC, mesmo nao sendo esta
condicao identificada no presente estudo.

7.4 DETERMINAGAO DOS DEMAIS AUTOANTICORPOS NOS PACIENTES COM Dc
E DC

Bagnasco et al (2007), descrevem que a identificacdo de diferentes
autoanticorpos, como anti-transglutaminase tecidual, fator anti-nuclear e anti-tire6ide,
sdo mais freqlentes nas doengas autoimunes (DAI), e sua positividade em outras
afecgcbes demonstra serem fatores de risco para as DAI's.

Tanto na Dc como na DC, manifestacdoes articulares sao referidas pelos
pacientes, e possivelmente relacionadas a complexos imunes, sem diagnostico de
afeccdo do tecido conjuntivo O presente estudo identificou positividade em pequena
porcentagem do FAN entre os grupos estudados: celiacos DX 6.7%, celiacos DIG 6.7%
e DC 8.3%, com baixos titulos detectados (tabela 4; grafico 4). Dados da literatura
referem que a coexisténcia entre Dc e LES é rara, entretanto alguns casos ja foram
relatados, como os descritos por Mukamel et al (1994) e Komatireddy et al (1996).
Quanto a correlagcéo entre DC e alteragbes reumatolégicas e LES, ndo existem dados
na literatura até o momento. Ressalta-se que ndo houve associagdo com colagenoses
neste trabalho.

Com relacdo ao autoanticorpo anti-célula gastrica parietal (ACGP), a presente
pesquisa demonstrou positividade em apenas 1 paciente do grupo de celiacos DIG,
sugerindo a presenca de gastrite autoimune. Postula-se que a dieta isenta de gluten
nao caracterize fator protetor para esta situacao (CORAZZA et al, 1997).

Destaca-se que nenhum dos pacientes estudados apresentou, até o momento,
clinica de gastrite autoimune associada (tabela 4; gréafico 4). A coexisténcia de Dc com
anemia perniciosa e/ou gastrite atréfica também é rara, conforme demonstrado por
Sheehan; Stanton-King (1993), sugerindo que mais estudos clinicos deverao ser
realizados para elucidar sua importancia frente a positividade deste autoanticorpo.
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Quanto a correlacao entre ACGP e suas manifestacées clinicas e a DC, também nao ha
relatos na literatura. Sendo assim, a determinagdo do ACGP, é sugerida, especialmente
para os celiacos, para acompanhamento e investigacado destas entidades.

O autoanticorpo anti-musculo liso (AML) se apresentou positivo em uma pequena
amostra dos celiacos (DX e DIG) estudados (tabela 4; grafico 4). De acordo com
Hodges et al (1991) e Sjoberg; Lindgren; Eriksson (1997), estes sugerem programas de
triagem para hepatite autoimune em pacientes celiacos, uma vez que este
autoanticorpo associado ao FAN é freqlentemente observado nas hepatites
autoimunes. Embora haja possivel presenca de alteragbes hepéticas frente a
positividade deste autoanticorpo, tal fato ndo foi observado nem nos celiacos € nem nos
com DC nesta investigagao.

Os anticorpos ALKM e AMIT nao apresentaram positividade na populacao
estudada, e nem se observou associagdes clinicas relacionadas a estes anticorpos,
como hepatite cronica ativa e cirrose biliar primaria (tabela 4).

Quanto ao anti-TPO, sua positividade esteve presente em todos os grupos
estudados (tabela 4; grafico 4). No que diz respeito a presenca deste anticorpo nos
pacientes com Dc, sugere-se que o0 mesmo possa estar relacionado ao aparecimento
de doengas da tiredide, uma das DAI's mais freqlentes nesta populagcdo (ANSALDI et
al, 2003b; SATEGNA-GUIDETTI et al, 1998). Em trabalho brasileiro Kotze et al (2006),
demonstraram coexisténcia de disfungdes tireoidianas em 43.3% dos celiacos
estudados com positividade para anti-TPO. Nisihara et al (2005), também encontraram
associacao de Dc e disfungdes da tiredide em individuos com sindrome de Down. No
presente trabalho, observou-se esta associagao clinica nos grupos de celiacos em alta
porcentagem (17.6% DX e 50% DIG) e mais em idosos.

A correlacao entre a presenca de anti-TPO na DC constitui-se em investigacao
recente. Todavia, o presente estudo demonstrou que dentre os 8 pacientes em que se
determinaram estes autoanticorpos, 75% (6) foram positivos (tabela 4; grafico 4).
Estudos epidemiol6gicos vém demonstrando aumento da prevaléncia entre
hipertireoidismo e doencgas inflamatérias intestinais (DIl) como RCU, mas nao com DC
(MONSEN et al, 1990; SNOOK; SILVA; JEWELL, 1989; JARNEROT; AZAD KHAN;
TRUELOVE, 1975).
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Shah et al (1998) relataram a ocorréncia de tireoidite autoimune em trés
pacientes com doenga de Crohn, enquanto Inokuchi et al (2005) relataram doenca
autoimune da tiredide em 2 pacientes, um com doencga de Graves e outro com tireoidite
de Hashimoto. Destaca-se que, no presente estudo, trés pacientes com DC e
manifestacdes clinicas de doenca da tiredide, apresentaram positividade para este
autoanticorpo.

7.5 ASSOCIACOES CLINICAS NOS PACIENTES COM Dc E DC

Os relatos de associacbes clinicas autoimunes com a Dc e com a DC vem
crescendo substancialmente. A presenca de doencgas autoimunes muitas vezes € a
primeira manifestagéo clinica antes do diagnostico da doenga bésica.

Quanto aos pacientes celiacos (DX e DIG), observou-se que 35.6% destes
apresentaram doencas autoimunes associadas e manifestadas clinicamente (figura 20),
sendo relatados dermatite herpetiforme, diabetes mellitus e doengas da tiredide.

A prevaléncia de DAI's ndo se relaciona com a idade do paciente quando do
diagnostico da Dc e nem com seu diagnéstico tardio; porém, o risco de
desenvolvimento de DAI's € maior para aqueles que apresentam diagnéstico em idade
avancada ou para aqueles com longa historia da doenca (BAGNASCO et al, 2007;
VENTURA et al 1999).

A dermatite herpetiforme (DH) ndo é considerada uma associacdo, mas sim a
manifestacao dermatolégica da Dc, podendo preceder a sintomatologia da Dc ou surgir
muito tempo depois do diagndstico da afeccdo intestinal. No presente trabalho, 8.9%
dos pacientes celiacos apresentaram clinica de DH, corroborando assim dados da
literatura (KOTZE et al 2009). A maioria dos pacientes com DH apresenta lesdes
intestinais indistinguiveis das encontradas na Dc. Cerca de 60% dos pacientes com DH
mostram atrofia subtotal e 30% mostram atrofia vilositaria parcial a biépsia. Apéds inicio
da DIG estas alteragdes histolégicas desaparecem, recomendando-se, assim, a
determinagcdo dos autoanticorpos para acompanhamento dos pacientes. Com relacao



98

aos achados do presente trabalho, dos pacientes com Dc (n=45) e que apresentaram
DH (n=4), 2 eram positivos tanto para os autoanticorpos EmA e como para anti-tTG.
Démoullins-Giacco et al (1996) relataram que pacientes apresentaram DH de 3 a
22 anos apds o diagnostico inicial da Dc. Além disto, os mesmos identificaram que
alguns pacientes ndo apresentavam sintomas gastrintestinais, outros tiveram a DH
manifestada apds ingestdo de gluten e somente um individuo apresentou lesdo da pele
em tratamento com DIG. Tal relato corrobora os resultados deste trabalho, pois 2
pacientes celiacos e com DH eram identificados como celiacos DIG, isto é, em
tratamento com dieta isenta de gluten, sugerindo, desta forma, que o acompanhamento
por meio da determinacao de autoanticorpos é fundamental para monitoramento da Dc
e das suas associacoes clinicas.
Varios estudos correlacionam as endocrinopatias como o diabetes mellitus tipo |
(DM tipo I) com a Dc, demonstrando 0,97 a 16,4% de Dc em pacientes diabéticos tipo |.
Em estudos brasileiros Tanure et al (2005) relataram prevaléncia de 2,6% de DM tipo |
em criancas e adolescentes celiacos; Baptista et al (2005) referiram prevaléncia de
4.8%. A predisposicdo genética comum a ambas pode ser uma possivel explicacao
para esta associacao clinica. No presente trabalho, observou-se que 4.4%, isto €, 2
pacientes celiacos DX apresentaram esta associagdo, sendo um paciente jovem do
sexo feminino com DM tipo | e outro paciente adulto do sexo masculino com DM tipo Il
Frente ao exposto, a determinacdo soroldgica torna-se fundamental e recomendada
aos pacientes diabéticos, uma vez que a Dc pode ser silenciosa, evitando assim o
desenvolvimento de processos associados e demais comorbidades. Ressalta-se ainda,
que no presente estudo a determinacéo de autoanticorpos para DM nao foi realizada.
As DAl's da tirebide englobam um conjunto de alteracdes tireoideanas com
caracteristicas imunoldégicas comuns e origem etiopatogénica semelhantes,
apresentando-se nas formas de hipotireoidismo (tireoidite de Hashimoto) ou
hipertireoidismo (doenca de Graves). Aproximadamente 5% dos celiacos podem
apresentar disfuncdes tireoideanas, sendo que em 14% ha a DAI na idade infantil.
Cuoco et al (1999), demonstraram a coexisténcia entre Dc e DAI da tiredide,
sendo as disfungbes tireoideanas a DAl mais comum associada a Dc. O presente
estudo, demonstrou 28.9% dos celiacos com doenca da tiredide. No Brasil, Kotze et al
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(2006) encontraram doengas da tiredide em 43,3% dos pacientes celiacos adultos.
Estes dados correspondem a outros da literatura, como Ansaldi et al (2003) que
demonstraram DAI da tiredide em 26.2% de criangas celiacas, e Sategna-Guidetti et al
(2001), que detectaram 16.2% de celiacos adultos com DAI da tiredide.

Tanto a Dc como as DT sédo preponderantes em mulheres (KOTZE, 2004).
Confirmando esta acertiva, a presente pesquisa demonstrou que no grupo de celiacos
com DT associada (n=13), 84.6% eram do sexo feminino, com idade superior a 45
anos, resultados semelhantes aos de Kotze et al (2006), (82.7% de celiacos com DT do
sexo feminino, com idade média de 41.1 anos). Conclui-se que € importante a
investigacdo sorologica destas doencas, tanto para diagnéstico como para
monitoramento, especialmente nos casos de Dc silenciosa, onde a determinagédo de
autoanticorpos podera ajudar em seu diagnéstico em individuos com DAI da tiredide, e
vice-versa.

As associagbes clinicas nos pacientes com doenca de Crohn representaram
11.1% da amostra estudada (figura 21), destacando-se a psoriase (25%) e as doencas
da tiredide (75%).

A associacao entre DC e psoriase vem sendo descrita por alguns autores,
postulando que a mesma possa ser um das associagdes clinicas observadas (LEE;
BELLARY; FRANCIS, 1999). Dentre 136 pacientes com DC, 9.6% (n=13) apresentaram
psoriase como doenga associada, sendo que a idade e a localizagdo da DC néo
influenciou tais resultados. Além disso, este mesmo estudo demonstrou possivel
relacdo genética entre as duas entidades, uma vez que dos 14 pacientes com DC, 3
com psoriase, relataram psoriase em seus familiares de primeiro grau (LEE; BELLARY;
FRANCIS, 1999).

Canbay et al (2001) relataram psoriase em uma paciente de 66 anos com DC,
descrevendo, ainda, que quando da interrupgcado do tratamento, houve exacerbacao das
duas afeccbées. Cohen et al (2008), acompanharam pacientes com doencas
inflamatérias intestinais (Dll), mais especificamente RCU e DC, nos Estados Unidos da
América (EUA), sugerindo estreita relagdo entre DIl e doengas auto-imunes. Neste
mesmo trabalho, demonstrou-se também risco aumentado em desenvolver DAI’'s, como

artrite psoriatica nesses pacientes, quando comparado ao grupo controle, sugerindo,
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desta forma, que mais estudos epidemioldgicos sdo necessarios para confirmacao
destes achados.

As doengas autoimunes da tiredide sdo conhecidas como complicagbes das DII.
Um aumento da prevaléncia da associagcdo entre doencas autoimunes da tiredide e
retocolite ulcerativa vem sendo sugerido. Entretanto com a DC esta relagao torna-se
bastante rara (JARNEROT; AZAD KHAN; TRUELOVE, 1975; SNOOK; SILVA; JEWELL,
1989; MONSEN et al, 1990). Inokuchi et al (2005) relatam dois casos em pacientes do
sexo feminino e adultos, com DC e DAI da tiredide (tireoidite de Hashimoto e doenca de
Graves), considerando que provaveis fatores etiolégicos, ambientais e genéticos,
possam contribuir para a coexisténcia destas doencgas. Anteriormente aos autores
citados, Shah et al (1998) descreveram a ocorréncia de tireoidite de Hashimoto em trés
pacientes com DC, dois do sexo feminino (43 e 55 anos de idade) e um masculino (44
anos), postulando também que fatores genéticos e ambientais estejam envolvidos nesta
associacao, e que o conceito de autoimunidade é importante na patogénese das DII.

Na presente investigacdo, dos pacientes com DC (n=36), at¢é o momento, 3
destes apresentaram manifestacées clinicas de doencas da tiredide, dois do sexo
feminino (59 e 67 anos de idade) e um masculino (16 anos de idade) (apéndice 1),
dados semelhantes aos acima citados. Contudo, mais investigagdes clinicas séo
necessarias para esclarecer a exata relagdo entre DC, DAI da tiredide e a resposta
imune.

No que diz respeito a positividade de autoanticorpos no soro de todos os
pacientes estudados e correlacionando-os com as DAIl's, ndo se pode estabelecer
associacao, uma vez que alguns pacientes com manifestacdes clinicas eram negativos
para os autoanticorpos, ou nao foram testados para o mesmo, enquanto outros sem
clinica evidente eram positivos.

Em sintese, as afec¢des autoimunes encontradas nos pacientes celiacos
(dermatite herpetiforme, doencas autoimunes da tiredide, diabetes mellitus tipo 1 e tipo
2) sao as usualmente descritas na literatura e relacionadas com genes do sistema HLA.
Na DC houve um caso com psoriase e destaca-se, embora em numero pequeno de

casos, a associacao com doencas da tiredide com manifestacdes clinicas. Presume-se
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que a ligacao entre positividade de autoanticorpos e doengas autoimunes associadas
ainda permanece um desafio a pesquisa clinica.

Neste contexto, a determinacdo de amplo painel de autoanticorpos pode se
mostrar util no diagnéstico diferencial de varias afec¢des, além de permitir suspeicao
diagnostica antes do aparecimento de manifestagées clinicas, seja da doenga bésica,
seja das doencas autoimunes associadas, reforcando a aplicabilidade clinica da
presente pesquisa.
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8 CONCLUSOES

A andlise dos dados obtidos no presente estudo permitiu as seguintes

conclusoes:

1. Houve prevaléncia de adultos jovens do sexo feminino em ambas afecgbes
estudadas. Tais dados demonstram que a Dc e a DC mantém, no sul do Brasil, as

mesmas caracteristicas demograficas que em outros paises.

2. A ocorréncia total de autoanticorpos foi maior na Dc do que na DC, sugerindo
maior componente autoimune na primeira. A menor freqiéncia de autoanticorpos nos
celiacos tratados aponta a presenca de gliten como possivel desencadeante das
alteracdes de autoimunidade.

3. Os autoanticorpos anti-endomisio (EmA) e anti-transglutaminase tecidual (anti-
tTG) mostraram-se excelentes marcadores para Dc, tanto para diagnéstico como para
monitoramento da dieta isenta de gluten. Na DC, o EmA nao demonstrou aplicabilidade
clinica ao apresentar-se totalmente negativo, inclusive nos casos positivos para o anti-

tTG, nos quais havia grande comprometimento tecidual.

4. A positividade para o anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA), tanto
nos pacientes com DC como nos celiacos, sugere forte correlacdo com alteragdes da
permeabilidade da mucosa intestinal.

5. A determinacao de anticorpos anti-tireoperoxidade (anti-TPQO) foi de relevancia
tanto para a Dc, inclusive aparecendo nos celiacos tratados e com maior idade, como
nos pacientes portadores de DC, apesar do nimero pequeno de casos. Recomenda-se
que sejam pesquisados periodicamente em ambas afeccdes, independente do tempo
da doenca e do tratamento instituido.
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6. O fator anti-nuclear (FAN) foi positivo nos pacientes celiacos e com DC com
queixas articulares, embora em baixa porcentagem. Os autoanticorpos anti-mitocondrial
(AMIT) e anti-microssomal de figado e rim (ALKM) nao foram detectados,

correlacionando-se com a falta de evidéncia de altera¢des hepaticas nestes pacientes.

7. O anti-musculo liso (AML) foi positivo em pequena porcentagem apenas nos
celiacos, contudo sem evidéncia de alteragdes hepaticas. O anti-célula gastrica parietal
(ACGP) foi positivo em um celiaco tratado demonstrando que, mesmo sem gluten, pode

haver processo autoimune na mucosa gastrica.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

A deteccao de autoanticorpos pode ser considerada como biomarcador. Além de
contribuir para o diagnéstico das afecgbes estudadas também serviu de alerta para a
concomitancia ou previsdo de outras afec¢des autoimunes que poderdo ou nao se
manifestar nos pacientes estudados.

Numa visao futura, outros biomarcadores poderdo ainda ser preconizados no
estudo das doencas aqui pesquisadas. Tais consideragdes podem ser extensivas a
doencas de outros aparelhos ou sistemas.

A relevancia do atual estudo foi demonstrada pelas apresentacbes em eventos
nacionais e internacionais (anexo B), pela premiacao em congresso nacional (anexo C)

e aceitagao imediata em periddico internacional de grande impacto (anexo D e E).
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APENDICE A - PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS 1



PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS (1)

DOENGCA CELIACA

NO

Soro

Ident.

Idade

Sexo

EmA

Anti-
tTG

ASCA

ANCA

AML

ACGP

ALKM

AMIT

FAN

Anti-
TPO

10

11

40




PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS (1)
DOENGCA DE CROHN

N° | Soro |Ident. |Idade |Sexo |EmA |Anti- | ASCA |ANCA|AML |ACGP | ALKM | AMIT |FAN | Anti-
TG TPO

10

11

40
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APENDICE B — PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS 2



PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS (2)

DOENCA CELIACA (Dc)
Identificacao paciente (iniciais): Dc ne:
ldade: Sexo: ( YE( )M
Dieta: ( ) habitual (com gluten) ( ) sem gluten (aderente)

( ) sem gluten (ndo aderente)

Doencgas associadas:
Outros tratamentos:

DOENCA DE CROHN (DC)
Identificacao paciente (iniciais): DC ne:
ldade: Sexo: ( YE( )M

Doencgas associadas:

Tratamento clinico pregresso:

Tratamento clinico atual:

Cirurgias:
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu , RG n®
, estou sendo convidado a participar de um estudo denominado: “Perfil de

Autoanticorpos em Pacientes Portadores de Doenca Celiaca e de Doenca de Crohn”, cujo objetivo é

identificar e comparar o perfil de autoanticorpos em pacientes portadores de doenca celiaca e de doenca
de Crohn.

Sei que para o0 avango da pesquisa a participacao de voluntarios é de fundamental importancia. Caso

aceite participar desta pesquisa eu participarei da chamada oficial para coleta de sangue para

identificacdo dos autoanticorpos e responderei _a um __questionario/anamnese elaborado pelos

pesquisadores, que consta de questdes fechadas, abertas e objetivas, referentes a alguns casos da

pratica de profissionais de saude.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome, ou qualquer outro dado
confidencial, sera mantido em sigilo. A elaboracao final dos dados sera feita de maneira codificada,
respeitando o imperativo ético da confidencialidade.

Estou ciente também, que havera desconforto relacionado a pungao venosa para coleta de sangue,
bem como, de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem precisar justificar, nem sofrer qualquer dano.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sao: orientadora Professora Doutora

Lorete Maria da Silva Kotze e mestranda Petra Mirella Theiss, com quem poderei manter contacto
pelos respectivos telefones: _3243-0033, 3271-2285; 9121-6137, 3567-7188.
Estao garantidas todas as informacdes que eu queira saber antes, durante e depois do

estudo.

Li, portanto, este termo, fui orientado quanto ao teor da pesquisa acima mencionada e
compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. Concordo,
voluntariamente em participar desta pesquisa, sabendo que nao receberei nem pagarei nenhum
valor econémico por minha participacao.

Assinatura do sujeito de pesquisa

Assinatura dos pesquisadores

Curitiba, de de 2007.
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APENDICE D - DADOS REFERENTES AOS PACIENTES COM Dc



Apéndice D: Dados referentes aos pacientes com doenga celiaca (Dc)

Iniciais, sexo, idade, grupo, EmA, anti-tTG, ASCA IgA, ASCA IgG, ANCA, AML, AMIT, FAN, ALKM, ACGP, anti-TPO e doengas autoimunes (DAI) associadas

N INICIAIS | SEXO | IDADE | GRUPO | EmA | anti-tTG | ASCAIgA|ASCAIgG| ANCA AML AMIT ALKM FAN ACGP |anti-TPO DAI
1 MSM F 51 DX P P P P N N N N N N P DT
2 IC F 51 DX P P P N N N N N N N P DT
3 KR F 22 DX P P P P N N N N N N N N
4 SF F 43 DX P P P P N N N N N N N N
5 AHL F 45 DX P P P P N N N N N N N N
6 RJ F 38 DX P P P P N N N N N N N N
7 KP F 23 DX P P N P N N N N N N N N
8 NS F 29 DX P P P P N N N N N N P N
9 MG F 49 DX P P N P N N N N N N N DT
10 GF M 57 DX P P P P N N N N N N N DM; DT
11 PA F 21 DX P P N P N N N N N N N **
12 CF F 65 DX P P P P N N N N N N N N
13 LR F 29 DX P P P P N N N N N N ** N
14 AMM F 46 DX P P P P N N N N N N ** DT
15 CR M 35 DX P N N N N N N N N N ** **
16 EM F 49 DX P P N P N P N N P N N DT
17 RV F 45 DX P P N P N N N N N N N DT
18 DW F 33 DX P P P P N N N N N N ** DM
19 HJ M 48 DX P P N P N N N N N N ** DH
20 NS M 34 DX P N N N N N N N N N ** **
21 WS M 44 DX P N N P N N N N N N ** **
22 LO F 22 DX P P P P N N N N N N ** N
23 OB M 66 DX P P N P N N N N P N ** **
24 SG F 38 DX P P P N N N N N N N ** N
25 SF M 21 DX P P P P N N N N N N ** **
26 AMM F 18 DX P P P P N N N N N N N N
27 ES F 53 DX P P P P N N N N N N N DT
28 EB F 63 DX P P P P N N N N N N N DT
29 CK M 19 DX P P P P N N N N N N ** **
30 RH F 43 DX P P P P N N N N N N ** DH
31 ACA F 46 DIG N N N N N N N N N N P DT
32 SM F 40 DIG P N N P N P N N N N ** N
33 NV F 56 DIG P P N P N N N N N P ** **
34 HS F 55 DIG N N N P N N N N N N N DT; DH




35 LK F 39 DIG N N N N N N N N N N ** **
36 JC F 22 DIG N N N P N N N N N N ** **
37 MC F 27 DIG N N N P N N N N N N ** N
38 CC F 32 DIG N N N P N N N N N N ** N
39 JA F 28 DIG N N N N N N N N N N ** N
40 DC F 22 DIG N N N P N N N N N N ** N
41 RB F 54 DIG N N N P N N N N P N N DT; DH
42 AB M 22 DIG N P N N N N N N N N P DT
43 MTN M 33 DIG P N P P N N N N N N ** N
44 RMF F 30 DIG P P P P N P N N N N ** N
45 JM F 57 DIG P P P N N N N N N N ** N
Em negrito valores positivos e associagbes com DAl's

Notas: DX = diagnéstico

DIG = dieta isenta de gluten

DT = doencas da tiredide

DH = dermatite herpetiforme

DM = diabetes melitus

EmA= anticorpo anti-endomisio

anti-tTG = anticorpo anti-transglutaminase tecidual
ASCA IgA/IgG = anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae
ANCA = anticorpo anti-citoplasma de neutrdfilo
AML = anticorpo anti-musculo liso

AMIT = anticorpo anti-mitocondrial

ALKM = anticorpo anti-microssomal de figado e rim
FAN = fator anti-nuclear

ACGP = anticorpo anti-célula gastrica parietal
anti-TPO = anticorpo anti-tireoperoxidase

DAl = doengas autoimunes

N = negativo

P = positivo

** sem informagdes

F = feminino

M = masculino
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APENDICE E - DADOS REFERENTES AOS PACIENTES COM DC



Apéndice E: Dados referentes aos pacientes com doenga de Crohn (DC)

Iniciais, sexo, idade, grupo, EmA, anti-tTG, ASCA IgA, ASCA IgG, ANCA, AML, AMIT, FAN, ALKM, ACGP, anti-TPO e doengas autoimunes (DAI) associadas

N INICIAIS |[SEXO |IDADE |GRUPO EmA [anti-tTG [ ASCAIgA|ASCAIgG| ANCA AML AMIT ALKM FAN ACGP | anti-TPO DAI
1 HTS F 41 C N N P P N N N N N N ** N
2 MBG F 41 C N N N N N N N N N N P N
3 MT E F 57 C N N N N N N N N N N P N
4 TFSF F 42 C N N P P N N N N N N i N
5 AMM F 26 C N N P P N N N N N N ** N
6 BMW F 32 C N P P P N N N N N N i N
7 MK M 59 C N N P P N N N N N N P PSO
8 SG F 83 C N N P P N N N N N N i N
9 NA F 64 C N N N N N N N N N N N N
10 RS F 34 C N N N N N N N N N N ** N
11 MRM F 65 C N N P P N N N N P N ** N
12 CFS M 32 C N N N N N N N N N N i N
13 MAG F 81 C N N N N N N N N N N i N
14 DPM F 67 C N N N N N N N N P N P DT
15 PHN M 19 C N N N N N N N N N N ** N
16 JNP F 70 C N N N N P N N N P N ** N
17 SSS M 52 C N N N N N N N N N N i N
18 GLS M 48 C N N P P N N N N N N i N
19 LM F 59 C N N N P N N N N N N N N
20 WH M 25 C N N P P N N N N N N i N
21 CP F 29 C N N N N N N N N N N ** N
22 OCC M 28 C N N N N N N N N N N ** N
23 LRM F 26 C N N P P N N N N N N ** N
24 BLC M 28 C N N N N N N N N N N b N
25 JPV M 38 C N P P P N N N N N N i N
26 DCSR F 32 C N N N N N N N N N N ** N
27 FRD F 29 C N N N N N N N N N N ** N
28 0OJBS M 28 C N N N N N N N N N N ** N
29 RG M 42 C N P P P P N N N N N ** N
30 RDS F 19 C N N N N N N N N N N i N
31 ES M 71 C N N N N N N N N N N i N
32 MLC F 59 C N N N P N N N N N N P DT
33 ASPA F 29 C N N N N N N N N N N ** N
34 VSB F 19 C N N P P N N N N N N ** N
35 GG M 16 C N P N N N N N N N N P DT
36 RHA F 54 C N N N P N N N N N N ** N




Em negrito valores positivos e associagdes com DAl's

Notas:

DC = doencga de Crohn

DT = doencas da tiredide

C = clinico

PSO = psoriase

EmA= anticorpo anti-endomisio

anti-tTG = anticorpo anti-transglutaminase tecidual
ASCA IgA/IgG = anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae
ANCA = anticorpo anti-citoplasma de neutrofilo
AML = anticorpo anti-musculo liso

AMIT = anticorpo anti-mitocondrial

ALKM = anticorpo anti-microssomal de figado e rim
FAN = fator anti-nuclear

ACGP = anticorpo anti-célula gastrica parietal
anti-TPO = anticorpo anti-tireoperoxidase

DAI = doengas autoimunes

N = negativo

P = positivo

** sem informacgdes
F = feminino

M = masculino
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA (CEP)
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ANEXO B - RESUMOS DE CONGRESSOS NACIONAIS E INTERNACIONAIS
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ANEXO C — PREMIO DE CONGRESSO NACIONAL
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