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RESUMO

A diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) pode ocorrer em associagdo com deficiéncia de IgA
(DIgA), doenga celiaca (DC) e outras doengas auto-imunes. A maior prevaléncia de DIgA
entre pacientes com DM-1 tornou-se evidente apds introdug@io dos testes sorologicos de
screening para DC, pois a imunoglobulina, que geralmente ¢ detectada contra a proteina do
trigo (gliadina) ou constituintes da mucosa intestinal (endomisio), pertence a classe de
imunoglobulina A (IgA). O objetivo do presente estudo foi determinar a prevaléncia de DIgA
entre pacientes com DM-1 e suas implicagdes na avaliagdo dos testes sorologicos para DC.
Um grupo de 149 criangas ¢ adolescentes com DM-1 (média da idade de 12,4 anos) foi
selecionado de forma randomizada para determinagdo de anticorpos IgA anti-endomisio
(EMA), realizagdo de bidpsia intestinal de acordo com EMA, dosagem de anticorpos IgA
antigliadina (AGA) e de IgA sérica por 3 métodos (turbidimetria, imunodifusio radial em
placa de baixa concentragdo e ELISA). Trinta dos 35 pacientes com EMA positivo foram
submetidos a bidpsia intestinal, 13 tiveram DC confirmada com biépsia (Graus III e IV);
destes, 9 tinham AGA positivo. Apenas quatro pacientes com EMA positivo tinham sintomas
de DC, 3 com DC confirmada, ¢ um néo foi submetido a bidpsia. A maioria dos pacientes
com DM-1 e DC tinha estatura abaixo da estatura alvo em comparagdo aos pacientes com
DM-1 ¢ EMA negativo (p=0,002). EMA teve sensibilidade de 100% e AGA, de 69,2%; a
especificidade de AGA foi de 94,1% (a especificidade de EMA néo pdde ser calculada). A
prevaléncia de DIgA no grupo de DM-1 foi de 5,3% (8/149), 50 vezes maior do que a
populagdo brasileira normal, sendo que nenhum paciente se apresentou com infecgdes
recorrentes. Todos os pacientes com DIgA tinham EMA positivo € nenhum teve niveis
detectaveis de AGA. Em quatro pacientes com DIgA, o EMA foi positivo, AGA negativo e
bidpsia intestinal normal, o que sugeriu que EMA foi falso positivo. Apenas 1 (1/13) paciente
com DC teve DIgA, ou seja, a prevaléncia de DIgA em pacientes diabéticos com DC foi de
7,7%. Devido & variabilidade dos resultados dos testes sorologicos (EMA e AGA), foi

proposto um protocolo para o diagndstico de DC em pacientes diabéticos.



ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (DM-1) may occur in association with IgA deficiency (IgAD), celiac
disease (CD) and other autoimmune diseases. Increased prevalence of IgA deficiency among
diabetic patients became more evident after introduction of serologic tests for CD screening.
The immunoglobulin that usually is found against a wheat protein (gliadin) or any protein of
the small intestine mucosa (endomysium) is from the IgA class. The present study was
designed to assess the prevalence of IgAD among DM-1 patients and its implications in the
evaluation of serologic tests for CD. One hundred and forty nine DM-1 children (mean age
12.4 years) were randomly selected for IgA anti-endomysial antibody test (EMA), intestinal
biopsy (according to EMA), IgA anti-gliadin antibody (AGA) and determination of serum
IgA (three methods were used: turbidimetry, radial immunodiffusion and ELISA). Thirty of
35 positive EMA were submitted to duodenal biopsy, 13 with confirmed CD (grade III or IV),
9 with positive AGA. Four were symptomatic for CD, 3 with confirmed CD. In the group
with CD, the mean height was statistically below the target height (p=0,002), compared with
the group of DM-1 children and negative EMA. The sensitivity of EMA was 100% and AGA,
69,2%; the specificity of AGA was 94,1%, the specificity of EMA was not possible to be
calculated. The prevalence of IgAD was 5,3% (8/149), 50 times higher than normal Brazilian
population, no patients with recurrent upper respiratory tract, pulmonary, or gastrointestinal
infections. All patients with I[gAD had positive EMA, no patients with detectable AGA. Four
IgAD cases (very low IgA serum levels obtained in an ELISA assay) were positive for EMA,
not for AGA, and had normal biopsy, which could suggest false positive EMA. One IgA-
deficient patient had confirmed CD, the prevalence of IgAD in CD was 7.7%. Because of the
variability in the results of serologic tests (EMA versus AGA), a protocol was proposed to
optimize the screening, the diagnosis of CD and to reduce number of cases indicated for

intestinal biopsy.



1. INTRODUGAO
1.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1

A diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) é uma das doengas cronicas mais comuns e que
geralmente resulta em graves complicagoes. O tipo 1 foi originalmente proposto para ser
equivalente a diabetes mellitus dependente de insulina (DM-1), assim como o tipo 2 seria
chamado de diabetes mellitus ndo dependente de insulina (NDM-1). DM-1 e NDM-1 foram
propostos pelo Grupo Nacional de Dados de Diabetes dos Estados Unidos da América
(NATIONAL DIABETES DATA GROUP, 1979) e passaram a ser adotados pela
Organizagdo Mundial de Saude com base essencialmente clinica, enquanto permaneciam os
termos tipo 1 e tipo 2 como definigdes relacionadas a etiologia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1980, 1985). Segundo CUDWORTH (1976), a denominagdo DM-1 seria
mais apropriada e estaria associada a tipos mais especificos de antigeno leucocitario humano
(HLA) e a presenga de anticorpos anti-ilhota pancreatica. Entretanto, o consenso atual € de se
usar a classificag@io em 3 tipos: diabetes tipo 1 (no lugar de DM-1), diabetes tipo 2 (no lugar
de NDM-1) e diabetes gestacional. A DM-1 é uma doenga auto-imune caracterizada pela
destruig¢do da célula beta do pancreas, resultando em intolerdncia a glicose e dependéncia de

insulina (SJOBERG, ERIKSSON, BREDBERG e cols., 1998).

A incidéncia de DM-1 € variavel, sendo mais elevada na Finlandia, com 42,9/100.000
casos por ano (TUOMILEHTO, LOUANAMA, TUOMILEHTO-WOLFF, 1991) e
aparentemente mais baixa na China, com 0,7/100.000 casos por ano (BAO, WANG, DORMAN, e
cols., 1989). N#o ha registros completos sobre a incidéncia brasileira, mas acredita-se que seja
semelhante aos demais paises da América Latina, tais como Chile (CARRASCO, LOPEZ,

GARCIA DE LOS RIOS, e cols., 1991) com incidéncia abaixo de 3,0/100.000 casos por ano.



A incidéncia de DM-1 ¢ maior em caucasianos do que em americanos de origem africana,
ambos da mesma localidade dos Estados Unidos da América (LAPORTE, TAJIMA,
DORMAN e cols., 1986), o que demonstra uma variagdo em fungéio das diferengas étnicas.
Tem sido observado um aumento da incidéncia de DM-1 em varios paises do mundo
(DIABETES EPIDEMIOLOGY RESEARCH INTERNATIONAL GROUP, 1990),
provavelmente em decorréncia de fatores ambientais (SIEMIATYCKI, VCOLLE,

CAMPBELL, e cols., 1988).

O risco de desenvolver DM-1 aumenta apds a idade de 9 meses até a puberdade, com
dois picos, um menor, ocorrendo em torno de 5 anos, e o maior, durante a puberdade (GAMBLE,
1980, JONER & SOVIK, 1989). Este perfil ¢ mais ou menos semelhante, com pequenas variagdes,
em todos os paises. O primeiro pico tem sido atribuido a fatores ambientais, sobretudo as infecgBes
que ocorrem mais frequentemente no periodo de inicio da fase escolar. Acredita-se que o segundo
pico seria decorrente da agdo hormonal durante a fase de crescimento rapido, sendo 1-2 anos mais
precoce em meninas, correspondendo com o inicio mais precoce da puberdade do que em meninos
(BLOM, PERSSON, DAHQUIST, 1 992). Outro parametro que indica a participagdio ambiental é a
variagdio sazonal, com menor nimero de casos observados durante os meses do verdo (FISHBEIN,
LAPORTE, ORCHARD, e cols., 1982; ELAMIN, OMER, ZEIN, e cols., 1992). Estes estudos
apontam evidéncias da influéncia viral e do estado nutricional.

Embora ndo tenha sido encontrado o modo exato de heranga genética, DM-1 ¢
uma doenga com importante componente genético € maior suscetibilidade ligada a genes do
HLA de classe I (HLA-A, B, C), classe II (HLA-DR, DQ, DP) e da classe III de antigenos, €
varios outros genes relacionados com a resposta imune (DORMAN, LAPORTE, STONE,

TRUCCO, 1990).



1.2 DEFICIENCIA DE IMUNOGLOBULINA A

A imunoglobulina A (IgA) € a segunda imunoglobulina mais abundante no soro humano;
tem uma estrutura quimica semelhante & imunoglobulina G (IgG), mas o catabolismo é 5 vezes mais
rapido, com meia-vida de 3 a 6 dias (WALDMANN & STROBER, 1969). A IgA pode ser dividida em
duas subclasses: IgAl e IgA2. A IgAl € a subclasse predominante no soro € IgA2 nas secregdes. A IgA
sérica ¢ monomérica (contém duas cadeias pesadas e duas leves) e a IgA secretora € dimérica formada
por dois mon6meros ligados pela cadeia J ou componente secretorio (KERR, 1990). A maioria dos
linfocitos B produtores de IgA esta localizada na mucosa respiratéria € no trato gastrointestinal. Estas
células produzem IgA secretora, a imunoglobulina mais abundante nas secregGes humanas (TOMASI &
BIENENSTOCK, 1968). Baseado no nimero de plasmdécitos secretores de IgA e a rapida taxa de

catabolismo, estima-se que 80% das células B produzem IgA (MESTECKY & McGHEE, 1987).

A IgA sérica fo1 primeiramente identificada por GRABAR & WILLIAMS, em

1953, e posteriormente foi isolada e caracterizada por HEREMANS em 1974.

A importincia da presenga de IgA no trato gastrointestinal foi primeiramente
descrita por CRABBE, CARBONARA, HEREMANS, em 1965, que identificaram um

predominio de células produtoras de IgA na mucosa intestinal humana.

Os antigenos externos, ao contato com as mucosas, estimulam a secregdo de IgA. A IgA
secretora combina-se com o antigeno na superficie da mucosa e impede a penetraggio no organismo. A
IgA secretora neutraliza virus, liga-se a toxinas, aglutina bactérias, impede o ligamento das bactérias as
células, e liga-se a varios antigenos alimentares, tais como: proteinas do leite, lecitina de soja e
gliadina. Portanto, a IgA tem uma importincia fundamental em impedir que agentes infecciosos e
antigenos alimentares penetrem nas superficies mucosas (TOMASI & BIENENSTOCK, 1968,

HANSON, 1983; MESTECKY & McGHEE, 1987).



A deficiéncia de IgA (DIgA) ¢ definida como niveis de IgA sérica <5 mg/dL,
niveis de imunoglobulinas G ¢ M (IgG e IgM) normais (HONG & AMMANN, 1989). E a
imunodeficiéncia primaria mais comum, com prevaléncia que varia de 1/223 a 1/1.000 em
diferentes paises (BACHMANN, 1965; GRUNDBACHER, 1972; CASSIDY & NORDBY,
1975). Em um estudo realizado no Brasil a prevaléncia foi de 1 em 965 individuos

(CARNEIRO SAMPAIO, CARBONARE, ROZENTRAUB, ¢ cols., 1989).

Viérios estudos indicaram que em pacientes com DIgA, as células B expressam IgA de
superficie em quantidade normal (GREY, RABELLINO, PIROFSKY, 1971; LAWTON, ROYAL,
SELF, COOPER, 1972), os passos iniciais da diferenciacfo de célula B estavam intactos e que o
defeito estaria na diferenciagio terminal de células B com IgA de superficie em plasmocitos secretores
de IgA. Entretanto, em estudo mais recente, embora as células B com IgA de superficie estivessem
presentes em pacientes com DIgA, os nimeros eram reduzidos e tinham fen6tipo imaturo, isto &,
eram células B que expressavam IgA na superficie ¢ também IgM e IgD (CONLEY & COOPER,

1981).
A falha na maturagfo terminal da célula B tem sido atribuida a vérios fatores:
1. Anormalidades nas células T auxiliadoras (KING, WELLS, NELSON, 1979).

2. Presenga de células T supressoras especificas para IgA (WALDMANN,

BRODER, KRAKAUER, € cols., 1976; ATWATER & TOMASI, 1978, SCHWARTZ, 1980).

3. Defeito intrinseco da célula B (CASSIDY, OLDHAM, PLATTS-MILLS,

1979, INOUE, OKUBO, KUDO, ¢ cols., 1984).

4. A presenga de anticorpos maternos anti-IgA que suprimem o desenvolvimento

de IgA (PETTY, SHERRY, JOHANNSON, 1985).



5. Alteragdo na capacidade da célula T sintetizar citocinas essenciais para o
desenvolvimento da célula B e sua diferenciagéo, que promovem a secre¢io de IgA tais
como: fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e interleucina 5 (IL-5) ou nas

respostas dos linfdcitos B a estas citocinas (ABBAS, LICHTMAN, POBER, 1995).

Do ponto de vista genético, essa imunodeficiéncia tem sido associada com
alterages de trés cromossomas: 6, 14 e 18. Muitos individuos tém alteragdes
detectaveis no cromossoma 18 pela citogenética, mas todos os individuos com
alteragcdo detectada pela simples observagdo de caridtipo tém outras alteragdes
genéticas associadas. Pouco se sabe a respeito dos fenotipos com relagéo a
microdelegdes (situagdo mais comum entre todas as alteragdes de DNA). Os pacientes
com DIgA e com alteragdes cromossomicas, particularmente envolvendo o
cromossoma 18, tais como cromossoma 18 em anel e deleg@o do brago curto ou longo,
tém outros defeitos congénitos, tais como: anormalidades na face, orelhas e mios,
retardo de crescimento, hipotonia muscular e retardo mental (WERTELEKI &
GERALD, 1971; WILSON, TOWNER, FORSMAN, SIRIS, 1979). Quase a metade dos
pacientes com dele¢do do brago curto e cromossoma 18 em anel tem DIgA
(LEWKONIA, LIN, HASLAN, 1980). O envolvimento do cromossomo 18 na
patogénese de DIgA ¢ mais complexo do que se imaginava. Em um estudo recente,
havia translocag¢des t(8,18), t(18,21) em dois pacientes com DIgA, porém ainda ndo
existem evidéncias sobre qual o gene ou grupo de genes estariam diretamente
envolvidos (VORECHOVSKY, BLENNOW, NORDENSKJOLD, e cols., 1999). No
entanto, a maioria dos pacientes com DIgA sem alteragdes mentais ou fisicas ndo tem

altera¢des cromossdmicas (HERRMANN, CHIPPER, BELL, 1982).



A IgA, a imunoglobulina das mucosas, tem varias propriedades que a diferencia
de outras imunoglobulinas e que aumentam sua capacidade de funcionar efetivamente nas
mucosas (STROBER & BROWN, 1988). Entre estas propriedades est4 a capacidade de
interagir com o componente secretorio, uma proteina de transporte da célula epitelial que
facilita a distribuigio da IgA nas superficies mucosas € aumenta a resisténcia da IgA a
digestdo proteolitica. A IgA ndo fixa complemento € € capaz de interagir com patogenos nas
mucosas sem a0 mesmo tempo iniciar a cascata inflamatdria, por muitas vezes lesiva

(STROBER & SNELLER, 1991)

A IgA tem um papel no controle da exposi¢do do sistema imune aos antigenos
ingeridos. O sistema imune associado as mucosas, mediante a formagéo de anticorpos
especificos, retardam o transporte de tais antigenos para a circulagdo, provavelmente porque

os anticorpos impedem a ligag&o as células epiteliais (STROBER & BROWN, 1988).

As moléculas de IgA tém a capacidade de combinar-se com antigenos
exégenos e eliminar ou impedir que estes penetrem na circulagio (NEWCOMB &
SUTORIS, 1974) e desencadeiem uma resposta imunolégica. Se os antigenos
penetrarem na circulagdo, estimulam o desenvolvimento de anticorpos que podem ter
reagio cruzada com antigenos teciduais ou iniciam outros eventos imununolégicos

que resultam em doengas auto-imunes (BURKS & STEELE, 1986).

Portanto, a auséncia do mecanismo de eliminagdo do antigeno, mediado
pela IgA nas membranas mucosas, permite um aumento da exposigdo antigénica ao
sistema linféide ou altera o controle do linfécito T na formagdo de anticorpos, o que
explicaria a maior ocorréncia de doengas auto-imunes em pacientes com DIgA

(HANSON, 1983; KLEMOLA, 1987).



A associag@o entre DIgA e doenga celiaca (DC) foi descrita ha 30 anos.
CRABBE e¢ HEREMANS, em 1967, descreveram trés pacientes com DIgA e
esteatorréia, um com DC. Desde entdo, varios autores descreveram essa cbrrelaqa’io
(MAWHINNEY & TOMKIN, 1971; COLLIN, MAKI, KEYRILAINEN, e cols.,

1992; MEINI, PILLAN, VILLANACCI, ¢ cols.,1996).

E possivel que haja um aumento na absorgdo de antigenos do trigo devido
a auséncia de IgA secretora. De fato, a IgA secretora pode ligar-se a gliadina e
impedir sua absorgdo. A bidpsia intestinal de pacientes com associagdo entre DIgA e
DC ¢ semelhante aos pacientes com DC isolada, € ambos t€m boa resposta a dieta
sem gluten (KLEMOLA, 1988a). Portanto, a resposta a dieta sem gliten e o curso
clinico parecem ser semelhantes nos pacientes com DC independente da associagéo

com DIgA (MAWHINNEY & TOMKIN, 1971).

A DC é associada com antigenos HLA B8, DR3 e DR7 (VERKASALO,
TILIKAINEN, KUITUNEN, e cols., 1983). A freqiiéncia de antigeno HLA B8 ¢
aumentada em DIgA de acordo com STROTHMAN, WHITE, TESTIN, e cols.
(1986). A associagdo entre DC e DIgA pode estar relacionada aos antigenos HLA.
Em ambas as condigdes a freqiiéncia de certos alelos e haplétipos db HLA (B8, DR3,
DR7, DQ2) esta aumentada em comparagéo com a populagdo em geral (KLEMOLA,
SAVILAHTI, KOSKIMIES, PELKONEN, 1988b; CLERICI, FERNANDEZ, SAIZ, e

cols. 1993).

A associagdo primaria de HLA B8, DR3 com DC foi detectada em
pacientes com DC e DIgA. Estas associagdes podem ser dadas em conseqiiéncia da

presenga de haplotipos HLA idénticos, isto ¢, B8 € DR3, comuns as duas situagdes.



1.3 ASSOCIAGAO ENTRE DEFICIENCIA DE IMUNOGLOBULINA A E

DOENCAS AUTO-IMUNES

AMMANN & HONG, em 1970, demostraram uma maior associagdo de
doengas auto-imunes com DIgA. A maioria dos pacientes com DIgA tem anticorpos
com especificidade para uma variedade de componentes extracelulares e intracelulares,
bem como anticorpos contra proteinas alimentares (CUNNINGHAM-RUNDLES,
BRANDEIS, GOOD, DAY, 1979). Em alguns casos, por exemplo, isso resulta na
ocorréncia de doengas auto-imunes, incluindo, artrite reumatdide juvenil, lupus
eritematoso sistémico, endocrinopatias auto-imunes (tireoidite), sindrome de Sjogren,
anemia perniciosa, hepatite cronica ativa e enteropatia sensivel ao gluten (AMMANN
& HONG, 1971; VAN THIEL, SMITH, RABIN, e cols., 1977, SMITH, RABIN,
HUELIMANTEL, e cols., 1978). Tais estudos fornecem evidéncias claras que a DIgA
¢ geneticamente associada com certas doengas auto-imunes (PEREZ-JIMENEZ,

LOPEZ, TALLO, e cols., 1981).

VAN THIEL, SMITH, RABIN, e cols., em 1977, descreveram uma
sindrome de ma absor¢do associada com DIgA e DM-1 em trés individuos com

haplotipo HLA em comum (HLA B8, DR3).

Portanto, ha evidéncias de maior associagdo de doengas auto-imunes em

pacientes com DIgA, entre essas a DM-1e a DC.



1.4 DOENCA CELIACA

A DC € uma enteropatia por sensibilidade ao gluten caracterizada por
atrofia de vilosidades do intestino delgado proximal e graus variados de ma absorgio.
E causada por uma hipersensibilidade a gliadina, uma proteina do gluten encontrada no

trigo € outras proteinas de grios de cereais (WIESER, 1995).

Os cereais que sdo toxicos para os pacientes com DC sdo trigo, centeio
cevada e aveia. A toxicidade do trigo resulta da fragdo protéica da gliadina e a de
outros cereais provavelmente da fragdo prolamina, equivalente & gliadina. A seqiiéncia
do aminoacido responsavel pela doenga ndo foi completamente elucidada. Nos estudos
in vitro, as sequéncias 31 a 43 e 44 a 55 da molécula de a-gliadina sdo imunogénicas
(MAIURI, TRONCONE, MAYER e cols., 1996). Entretanto, os métodos in vitro
precisam ser comparados com estudos de provocagdo in vivo. De fato, alteragdes
histologicas tém sido demonstradas na mucosa intestinal ap6s provocag¢do com 200 mg
de peptideo sintético de seqiiéncia 31 a 49 de a-gliadina (STURGESS, DAY, ELLIS e

cols., 1994).

A suscetibilidade a DC parece ser conferida, basicamente, por um
heterodimero HLA-DQ codificado pelos genes DQA1*0501 DQB1*0201 em
configuragdes cis ou trans (SOLLID & THORSBY, 1993). Essas moléculas HLA DQ
in vitro sdo fundamentais na ligagio dos peptideos da gliadina com células T
especificas para o antigeno derivadas da mucosa do intestino delgado de pacientes
portadores de DC (LUNDIN, SCOTT, HANSEN e cols.,1993; PAULSEN, LUNDIN,

GJERTSEN, e cols., 1995).
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A DC ¢ uma enteropatia do intestino delgado, cujas lesGes da mucosa tém algumas
caracteristicas que sugerem uma estimulagdo imunoldgica mediada por célula e humoral. A ativagio
de células T da ldmina propria por células apresentadoras de antigenos restritas ao HLA de classe Il
¢ um dos primeiros eventos desencadeados pela gliadina (MATSH, 1992). O reconhecimento do
antigeno leva a um aumento da expressdo de receptores de interleucina 2 (IL-2) e a produgio de
citocinas. Na mucosa de pacientes com DC, h4 um aumento significativo do percentual de células
mononucleares que expressam receptor para IL-2 (células CD25+), como descrito por
HALSTENSEN & BRANDTZAEG em 1993, e um aumento de moléculas de adesdo intercelular

do tipo I (STURGESS, KONTAKOU, SPENCER e cols., 1993).

Estudos de hibridizagdo in situ demonstraram que a expressdo de RNA mensageiro
para interferon y (INFy), fator de necrose tumoral a (TNFa) e interleucina 6 (IL-6) esta
significativamente aumentada na mucosa de pacientes com DC (KONTAKOU, STURGERS,

PRZEMIOSLO e cols., 1994; KONTAKOU, PRZEMIOSI, STURGERS e cols., 1995).

H4 um aumento de linfocitos CD8" no epitélio do trato gastrintestinal apds provocagio
com antigeno em pacientes com DC com ou sem DIgA (KLEMOLA, 1988a), ou seja, o antigeno
estimula o aparecimento de linfocitos T supressores. Portanto, uma caracteristica da mucosa
intestinal de pacientes com DC ¢€ a infiltragio de linfocitos no epitélio, cerca de 90% dos linfocitos T
intra-epiteliais expressam CD8" e aproximadamente 10%, CD4". Na mucosa normal, os linfocitos T
intra-epiteliais, expressam receptores de célula T o/ (90%) ou y/3 (10%). Na mucosa dos pacientes
com DC, a percentagem de linfocitos intra-epiteliais com receptor para célula T /8 estd aumentada
(HALSTENSEN, SCOTT, BRANDTZAEG, 1989). Os linfocitos T intra-epiteliais tém um papel
importante no mecanismo de lesdo, porque tm um potencial litico e um perfil de citocinas que

sugere um padrdo TH-1 e citotoxico (BRANSKI & TRONCONE, 1998).
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Na DC a evolugio da lesio de mucosa requer transicio de um estiddio precoce
caracterizado por um padrio infiltrativo (epitélio com numerosos linfocitos), até uma lesdo
hiperplasica (hiperplasia de criptas sem atrofia de vilosidades), e, por fim, a estrutura destrutiva da

mucosa achatada (MATSH, 1992).

Segundo a Sociedade Européia de Gastroenterologia Pediatrica e Nutrigio (WALKER-
SMITH, GUANDALINI, SCHMITZ, e cols. 1990), os critérios diagndsticos para DC sdo: 1)
alteragOes caracteristicas na mucosa quando o paciente esta em dieta com gliten e 2) remissdo clinica

apos suspensio do gliten da dieta.

Os pacientes com DC apresentam, apds estimulagdo por gliadina, uma maior produgdo
de anticorpos dirigidos as proteinas da matriz extracelular, os anticorpos anti-reticulina e anti-
endomisio (MAKI, HALLSTROM, MARTTINEN, 1991; PICARELLI, MAIURL FRATE, ¢ cols.,
1996).

Nos ultimos anos, surgiram varios testes laboratoriais para auxiliar no diagnéstico da DC,
tais como: a determinagfio de anticorpos antigliadina, anti-reticulina, ¢ anti-endomisio, presentes no

soro dos pacientes com doenga em atividade, assim como naqueles

assintomaticos.

1.5 ASSOCIAGAO ENTRE DOENGA CELIACA E DIABETES MELLITUS TIPO 1

A DM-1, por sua vez, também tem sido associada a outras doengas auto-imunes, tais
como: tireoidite cronica, gastrite atréfica e, entre essas, a DC (LANCASTER-SMITH, 1974;
MAKI, HALLSTROM, HUUPPONEN e cols., 1984; KONTIAINEN, SCHLEZKA,

KOSKIMIES, e cols., 1990).
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Os pacientes com DM-1 e DC apresentam antigenos de histocompatibilidade em
comum que podem estar envolvidos na patogénese das duas condigdes (SHANAHAN,

McKENNA, McCARTHY, e cols., 1982).

A prevaléncia de DC em pacientes com DM-1, que previamente pensava-se ser
semelhante a populaggo geral, tem aumentado. A prevaléncia de DC em DM-1 varia de 1 a 4% entre
criangas ( KOLETZKO, BURGIN-WOLFF, KOLETZKO e cols., 1988; BARERA, BIANCHI,
CALISTI, e cols., 1991; CALERO, RIBES-KONINCKX, ALBIACH, e cols.,1996) ¢ de 2 a 4,6 %
(COLLIN, SALMIL HALILSTROM, e cols., 1989; SATEGNA-GUIDETTIL, GROSSO, PULITANO
e cols., 1994; PAGE, LLOYD, HILL e cols., 1994; SJOBERG, ERIKSSON, BREDBERG ¢ cols.,
1998) entre adultos e é maior do que na populagfio em geral, recentemente estimada em 0,26-0,38%
(GRODZINSKY, FRANZEN, HED, ¢ cols., 1991; CATASS], RATSCH, FABIANI, e cols., 1994).

Segundo PAGE, LLOYD, HILL e cols. (1994), a prevaléncia de DC em adultos com DM-
1 foi de 1:50, semelhante ao relatado em criangas (BARERA, BIANCHI, CALISTI e cols., 1991),
quando um screening com anticorpos IgA-antigliadina (IgA-AGA) foi inicialmente empregado.
Conforme CRONIN, FEIGHERY, FERRISS e cols. (1997), a prevaléncia de DC de quase 1 em 20

pacientes com DM-1 de uma amostra randomizada, confirma uma relagdo significativa entre DC e DM-1.

Nos relatos inicias de DC associada 4 DM-1 (WALSH, COOPER, WHIGHT e cols,
1978), quase todos os pacientes tinham sintomas e sinais clinicos de DC, tais como: diarréia, perda de
peso, anemia e dificuldade no controle da glicemia, geralmente com hipoglicemia. Atualmente,
estudos que utilizam screening com anticorpos IgA-AGA e IgA anti-endomisio (IgA-EMA) tém
detectado pacientes com poucos ou sem sintomas aparentes ou consequéncias de ma absorgdo ou seja,
formas assintomaticas ou silenciosas tém sido descritas (SJOBERG, ERIKSSON, BREDBERG e
cols, 1998). Atualmente, as formas clinicamente silenciosas com atrofia total de vilosidades
s3o0 5 a 7 vezes mais comuns do que as formas reconhecidas na prética clinica (CATASSL, RATSCH,

FABIANI e cols, 1994),
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Os membros saudaveis da familia de pacientes com DC e doengas auto-imunes
tém maior risco de desenvolverem DC silenciosa. As formas assintomaticas de DC em

criangas com DM-1 sdo mais freqiientes (VISAKORPI, 1969).

A melhora da qualidade dos testes laboratoriais que detectam anticorpos
antigliadina e anti-endomisio e o reconhecimento de formas mais leves, menos sintomaticas
de DC, sem os sinais de ma absorgdo, podem ter contribuido para o aumento das taxas de

prevaléncia de DC.

Em pacientes com alteragdes metabolicas, tais como DM-1, nos quais a
neuropatia gastrointestinal e as alteragdes no peso podem ser caracteristicas clinicas, o
diagnéstico de DC pode ser dificil de se estabelecer (SJOBERG, ERIKSSON, BREDBERG

e cols., 1998)

A maioria dos pacientes com DC e DM-1 ndo apresenta sintomas ou a evidéncia
de ma absorgdo tem sido atribuida a diabetes (PAGE, LLOYD, HILL e cols., 1994). Os
sintomas gastrointestinais tipicos de DC em pacientes com DM-1 podem ser leves e, quando
presentes, devido a longa duragdo da diabetes, podem ser interpretados como neuropatia
autondmica. O reconhecimento de DC em pacientes assintomaticos € importante porque DC

esta associada com maior morbidade e mortalidade.

A DC, se ndo diagnosticada, esta associada com retardo no crescimento € no
inicio da puberdade (GROLL, CANDY, PREECE, 1980; CACCIARI, VOLTA, LAZZAR],

1985).
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Em pacientes com DC ha um aumento no risco de doengas malignas,
particularmente carcinomas e linfomas de célula T do trato gastrointestinal (FREEMAN,
WEINSTEIN, SHNITKA, 1977; FREEMAN & CHIU 1986). O diagnéstico precoce de DC
¢ importante para que se possa tdo precoce quanto possivel iniciar o tratamento adequado e
detectar as complica¢des. Uma dieta sem gliten tem um efeito protetor em pacientes com
DC e reduz o risco de doengas malignas intestinais (HOLMES, PRIOR, LANE e cols.,

1989). Portanto, um diagndstico precoce € a aderéncia a dieta sdo essenciais.

N3o ha divida de que uma alta suspeita de DC deve existir em pacientes com
DM-1 com qualquer sintoma gastrointestinal, mesmo se forem sintomas leves (CRONIN &
SHANAHAN, 1997). CALERO, RIBES-KONINCKX, ALBIACH, e cols. (1996)
aconselharam uma investigagdo precoce em pacientes com DM-1 assintomaticos e em
pacientes diabéticos com alteragdes metaboélicas e sintomas gastrointestinais. Sempre deve-
se considerar DC em pacientes com DM-1 e sintomas gastrointestinais inespecificos, retardo
de crescimento e puberdade tardia. Além disso, como as criangas diabéticas tém alto
consumo de carboidratos que contém gluten o diagnéstico precoce de DC em pacientes com

DM-1 assintomaticos pode trazer beneficios no controle da diabetes.

Atualmente, os marcadores séricos de DC, particularmente, anticorpos 1gG e
IgA antigliadina (AGA), e anti-endomisio (EMA) tém sido utilizados para identificar os
pacientes que necessitam de bidpsia intestinal (McMILLAN, HAUGHTON, BIGGART e
cols., 1991). Esses testes laboratoriais auxiliam no diagndstico da DC em pacientes com a
doenga em atividade, assim como naqueles assintomaticos (BODE, WIELLE,

KRASILNIKOFF e cols., 1993)
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A determinagio da concentraggo sérica de AGA tem sido utilizada por varios autores
em screening para DC (LERNER & LEBENTHAL, 1991, BARERA, BIANCHI, CALISTI e
cols., 1991; SIOBERG, ALM, IVARSSON e cols., 1994), no entanto com niveis de sénsibilidade
e especificidade ao redor de 80% (LERNER & LEBENTHAL, 1991). A sensibilidade e
especificidade variam entre diferentes institui¢des. Estudos em criangas indicam sensibilidade de
52% a 100%, e especificidade de 86% a 95% para IgA AGA em diferentes estudos (LERNER,
KUMAR, IANCU e cols., 1994; LINDQUIST, ROGOZINSKI, MOI e cols, 1994;
GRODZINSKY, JANSSON, SKOGH e cols., 1995). Segundo VALDIMARSSON, FRANZEN,
GRODZINSKI e cols., (1996), a sensibilidade de IgA AGA foi de 79% e a especificidade foi de

70%. Os valores preditivos positivo e negativo foram 28 e 96%, respectivamente.

Os testes que detectam AGA tém sido uteis na identificagdo de DC, mesmo em
formas pouco sintomaéticas ou latentes da doenga celiaca, tais como em criangas com baixa
estatura (CACCIARI, VOLTA, LAZZARI, 1985) e em parentes em primeiro grau de celiacos
(RIBES-KONINCKX, PEREDA, PENA,1991). Os autores sugerem que esses testes devem ser
usados como screening para DC na populagdo com ou sem sintomas porque € mais sensivel e
com menor custo. Titulos altos de AGA estiio presentes no soro da maioria dos pacientes com DC

e sem tratamento, um declinio gradual dos mesmos ocorre apos a institui¢do da dieta sem glaten.

A demonstragio de atrofia de vilosidades do intestino delgado ¢ essencial para o
diagnostico de DC, altos titulos de AGA em pacientes com DM-1 t€m sido tteis em identificar
aqueles que necessitam de biopsia (HILL, THOMSON, HOLMES e cols., 1991). A maioria dos
pacientes com DM-1 e DC tem beneficios clinicos apos o tratamento com a dieta isenta de gluten,

portanto, a determinag@o de IgA-AGA auxilia 0 manejo da DM-1.
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Um segundo passo na avaliagio de DC antes da bidpsia em pacientes com AGA
positivo, com testes soroldgicos mais especificos, por exemplo, anticorpos EMA da classe IgA,
tem aumentado a predic@io do screening e reduzido o nimero de bidpsias (CATASSI, RATSCH,
FABIANI e cols., 1994). A associagdo de IgA e IgG AGA ¢ EMA tem uma sensibilidade e
especificidade para DC de 100% (BURGIN-WOLFF, GAZE, HADZISELIMOVIC e cols.,

1991).

Anticorpos anti-endomisio sfio auto-anticorpos tissulares, testados no eséfago de
macaco (CHORZELSKI, SULEJ, TCHORZEWSKA e cols., 1983), ou em corddo umbilical
humano (SACCHETTIL, FERRAJOLO, SALERMO e cols, 1996). EMA da classe IgA t€m sido
altamente sensiveis e especificos para DC (MAKI, 1995) e séo bons indicadores de DC. O
antigeno para anticorpos anti-endomisio foi recentemente identificado como uma
transglutaminase tissular, uma enzima responsavel pela modificagdo do gluten (DIETRICH,

EHNIS, BAUER e cols., 1997).

O método para detectar EMA da classe IgA, utilizando es6fago de macaco, ¢
limitado pelo alto custo do substrato utilizado e por problemas relacionados & ética com
relagdo & preservagio das espécies (SULKANEN, COLLIN, LAURILA e cols.,, 1998).
Atualmente, a técnica utilizando o corddo umbilical como substrato é uma nova opgéo

(SACCHETTI, FERRAJOLO, SALERMO e cols, 1996)

EMA tem se tornado um teste mais confiavel para o diagnéstico de DC, se
comparado com sua confiabilidade quando primeiramente descrito em 1983 quando mostrou
sensibilidade de somente 60% (CHORZELSKI, SULEJ, TCHORZEWSKA ¢ cols., 1983).
Atualmente, EMA tem sensibilidade de 100% e especificidade de 99 a 100% em alguns

centros (KUMAR,1989; SATEGNA-GUIDETTI, GROSSO, BRUNO, ¢ cols., 1995).
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Os testes sorologicos utilizados para o diagnostico de DC s3io sensiveis e
especificos, especialmente quando baseados na detecgdo de anticorpos da classe IgA, ao invés
de IgG. No entanto, nos individuos com DIgA, quando se usam anticorpos da classe IgA, o
diagnostico se torna dificil. Portanto, os niveis de IgA sérica devem ser rotineiramente
mensurados. Antigamente, a DIgA ndo interferia no diagndstico de DC porque todos os
pacientes eram submetidos & biopsia. Recentemente, os marcadores sorologicos t€ém sido
empregados como primeira linha para investigagio de DC e sfio usados na monitorizagio da
resposta ao tratamento. Considerar somente os anticorpos da classe IgA sem checar os niveis

séricos de IgA pode levar a falhas no diagndstico de ambas as condigdes.

1.6 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Varios estudos descreveram alta prevaléncia de DC entre criangas e adolescentes
com DM-1. Acredita-se que um dos motivos de existirem grandes diferengas em parte dos
estudos sobre taxas de prevaléncia poderia ser decorrente da utilizag@o de diferentes métodos
de dosagem de anticorpos e da falta de um consenso na padronizag@io dos critérios de

diagndstico de DC (SIGURS, JOHANSSON, ELFSTRAND, ¢ cols., 1993).

Deve-se suspeitar de DC em pacientes com DM-1 que apresentem quaisquer
sintomas gastrointestinais, mesmo se houver apenas sintomas leves (CRONIN &
SHANAHAN, 1997). A DC esta associada com maior morbidade ¢ maior mortalidade, mas
que podem ser evitadas com a dieta sem gliten (LOGAN, RIFKIND, TURNER e cols,,
1989). Entretanto, geralmente € necessario realizar um screening inicial em pacientes com
DM-1, utilizando dois ou mais métodos de dosagem de anticorpos contra os antigenos mais
comuns, antigliadina e anti-endomisio, com ou sem sintomas de DC, lembrando que muitas
criangas podem apresentar apenas retardo de crescimento e puberdade tardia. Assim, o
diagnostico precoce de DC em pacientes com DM-1 tem beneficios potenciais, pois permite

prevenir suas complicagdes, excluindo-se o gluten da dieta.
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Este estudo foi motivado por trés observagdes: (1) a prevaléncia de DIgA é maior
em pacientes com DC, a qual freqiientemente se associa a DM-1 (CRABBE & HEREMANS,
1967, MAWHINNEY & TOMKIN, 1971; COLLIN, SALMI, HALLSTROM, 1989; MEINI,
PILLAN, VILLANACCI e cols.,1996); (2) os anticorpos antigliadina ¢ anti-endomisio,
observados em pacientes com DC sdo geralmente da classe de IgA (BURGIN-WOLFF,
GAZE, HADZISELIMOVIC e cols., 1991; SATEGNA-GUIDETTI, GROSSO, BRUNO e
cols., 1995) e (3) a DIgA, de acordo com o critério adotado pela Organizagdo Mundial de
Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION SCIENTIFIC GROUP, 1997), que refere-se a
concentragdo sérica de IgA <5mg/dL, pode levar a resultados falso negativos quando
utilizam-se anticorpos AGA ou EMA da classe IgA para o screening de DC. Assim, a
hip6tese é que poderia haver um nimero elevado de deficiéncia de IgA em 149 pacientes com
DM-1 submetidos ao screening para DC com diferentes métodos de determinagéio de

anticorpos, que devem ser sensiveis e especificos, € exame histoldgico da mucosa duodenal.
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2. OBJETIVOS

1. Verificar a prevaléncia de DIgA em pacientes com DM-1 com ou sem

anticorpos anti-endomisio positivos € em grupo controle;

2. Determinar a prevaléncia de DC em uma populagdo de criangas e adolescentes
com DM-1 a partir da pesquisa de anticorpos IgA anti-endomisio e IgA antigliadina, seguido

de bidpsia intestinal e exame histolégico;

3. Identificar as caracteristicas clinicas de DIgA e DC em criangas e adolescentes

diabéticos;
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3. CASUISTICA

Grupo I: Foram selecionados, de forma randomizada, 149 pacientes com
diagnéstico confirmado de DM-1, de um total aproximado de 300 pacientes em
acompanhamento no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR), no periodo de outubro a dezembro de 1997. Todos
os pacientes e/ou seus pais ou responsaveis responderam a um questiondrio que avaliou a
presenga de sinais e sintomas de DC e DIgA (ANEXO 1). Em seguida os pacientes foram
examinados e tiveram colhida a amostra de sangue para analise. Setenta € sete (51,7%)
pacientes eram do sexo masculino e 72 (48,3%), do sexo feminino. A idade variou de 1,7 a
22.5 anos, com média da idade de 12,6 + 4,0 e mediana de 12,9 anos (Tabéla 1). A média da
idade de inicio da DM-1 foi de 7,0 £+ 3,5 anos (mediana de 6,8 anos). Por conseguinte, a

duragdo da DM-1 foi em média 5,4 + 4,2 anos (mediana de 4,6 anos).

Grupo II (Grupo Controle): Foram avaliados 150 criangas e adolescentes que
compareceram ao Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana, para coletarem amostra de sangue para exames laboratoriais de rotina, ou
exames pré-operatorios para cirurgias eletivas. Todos os pais ou responsaveis responderam ao
questionario que avaliou sinais e sintomas de DIgA, DC e DM-1 (ANEXO 1). Foram
excluidos pacientes com diagndstico ou em investigagdo para DM-1 ou DC, histéria de
infecgdes de repetigdo nas vias aéreas superiores, pulmonares ou gastrointestinais, pacientes
em uso de drogas que levam & diminuig8o dos niveis séricos de IgA, tais como: fenitoina
(BARDANA, GARBOUREL, DAVIES e cols., 1983), sulfasalazina (LEICKLY &
BUCKLEY; 1986), pacientes com ataxia-telangiectasia (THIEFFRY, ARTHIUS, AIRCADI,

LYON, 1961), sindrome da rubéola congénita (SOOTHILL, HAYES, DUGEON, 1996),



21

infecgio por Epstein-Baar (SAULSBURY, 1989), esplenectomizados (SKREDE, WINTHER,
MUNTHE, NORDOY, 1977) ou submetidos ao transplante de medula 6ssea (ELFENBEIN,
ANDERSON, HUMPHREY,1976). Oitenta e cinco (56,6%) pacientes eram do sexo
masculino € 43,3%, do sexo feminino. A idade variou de 5,0 a 21,0 anos, a média da idade

foi 10,4 + 3,3 anos e mediana, de 10,0 anos (Tabela 1).

Os pais ou responsaveis de todos os pacientes (Grupos I e II) assinaram o termo

de consentimento informado que autorizou a participag@o de seus filhos no estudo (ANEXO 2).

Tabela 1 - Caracterizagdo dos grupos l e Il
Grupo n Idade (anos) °” Sexo M/F™
I 149 12,6 +4,0 (12,9) 85/65
I 150 10,4 + 3,3 (10,0) 77172

¢ Média + Desvio Padrio (mediana)
* Grupo I X Grupo II (t de Student p< 0,0001)
** Grupo I X Grupo II (Qui-quadrado p=0,4535)

A determinaglio de anticorpos IgA anti-endomisio (EMA) para detecgdo da
doenga celiaca por imunofluorescéncia indireta foi realizada em todos os 149 pacientes com
DM-1, na Universidade de Oxford, na Inglaterra, por intermédio do Professor Dr. David
Dunger e Professor Dr. Grahame Bird, em todos os pacientes do grupo I, pois atualmente esse
método é considerado o mais especifico € mais sensivel para o diagnéstico de DC
(VALDIMARSSON, FRANZEN, GRODZINSKY ¢ cols., 1996). Os pacientes com EMA
positivo foram submetidos a bidpsia intestinal com posterior analise histoldgica dos

fragmentos de duodeno.
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Devido a maior associagdo de DIgA em pacientes com DM-1 do que na populagio
geral (VAN THIEL e cols., 1977; SMITH e cols., 1978), € o teste utilizado para detecgdo de
EMA basear-se em anticorpos da classe IgA, foram medidas as concentragdes de IgA por 3
diferentes métodos, a fim de melhor diagnosticar os pacientes com deficiéncia de IgA, ou seja,
concentragio de IgA sérica < 5 mg/dL. Inicialmente foi utilizada a turbidimetria; se niveis de IgA
nio fossem detectdveis por esse método, a seguir era realizada a dosagem de IgA por
imunodifusdo em placa de baixa concentragio. Nos pacientes cuja dosagem de IgA nos dois

métodos anteriores ndo era detectavel, procedeu-se a determinagdo de IgA por ELISA.

Nos pacientes com DIgA, as medidas de IgG e IgM foram realizadas por
turbidimetria, para exclusio de outros tipos de imunodeficiéncias humorais que cursam com
diminui¢do dos niveis séricos de IgA, tais como: agamaglobulinemia e imunodeficiéncia

comum variavel.

Foi realizada a determinagdo de IgA pelo método de ELISA para estabelecer a
prevaléncia de deficiéncia de IgA em um grupo de criangas e adolescentes que foram ao
Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas para coleta de sangue para exames

de rotina, de acordo com os critérios de exclusdo descritos acima.
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4. METODOS

4.1 DETERMINAGAO DE IMUNOGLOBULINAS A, G E M SERICAS:

4.1.1 Método de Turbidimetria

Os reagentes utilizados foram anticorpos contra IgA, IgG ou IgM humana, pré-
diluidos em tamp&o de reagdo (solugdo de polimeros hidrofilicos em uma solugdo de cloreto
de sédio tamponada com tricina). Estes anticorpos foram obtidos mediante a imunizagéo de
coelhos com IgA, IgG ou IgM humana. Os anti-soros foram calibrados com o tampdo de
reacdo em turbidimetro (Behringwerke). A filtragio estéril e o agregado de agentes de

conservagéo evitaram a contaminagio bacteriana dos reativos utilizados.

A imunoglobulina do soro humano forma imunocomplexos com anticorpos
especificos. A turvagdo produzida na reagdo € medida por fotometria. As concentragdes
existentes foram determinadas quantitativamente pela medida da velocidade méxima da
reagdo. A medig@o simultinea da velocidade maxima da reagdo da formagédo de precipitado e
o tempo necessario para atingir a velocidade maxima, permitem que as medidas sejam feitas
em ambos os lados da curva de Heidelberg. Os resultados sdo avaliados por comparagdo de
ambos os pardmetros da reagio com valores obtidos por um padrdo de referéncia. Quando a
turvagfio produzida na reagdo € muito intensa, a absorbdncia ¢ maior que 1,5 A. Apés
determinar a causa (presenga de fibrina, lipemia extrema crioglobulina), deve-se realizar o

correspondente tratamento prévio das amostras.
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Foram utilizadas amostras de soro congeladas. As amostras de soro dos pacientes
foram descongeladas e misturadas com solug@o anti-soro, numa diluigéo 1:21 (Tabela 2). O

resultado da determinag@o da proteina foi calculado automaticamente em mg/dL.

Tabela 2 - Caracteristicas da Turbidimetria

Imunoglobulina  Diluigdo da Volume do  Limites de detecgdo aceitaveis Referéncia

amostra Soro para o método normal
IgA 1:21 50 uL 40-500 mg/dL 100-490 mg/dL
IgG 1:21 20 uL 100-1700 mg/dL 800-1700 mg/dL
IgM 1:21 200 puL 25-50 mg/dL 50-320 mg/dL

4.2 DETERMINAGAO DE IMUNOGLOBULINA A SERICA:

4.2.1 Método de Imunodifusdo Radial‘ Simples em Placa de Baixa

Concentragio

A placa de imunodifusdo (LC-Partigen IgA) contém, em uma placa de gel
agarose, um anti-soro monoespecifico contra cadeia a da imunoglobulina humana A. O anti-

soro é obtido pela imunizagdo de coelhos, ovelhas ou cabras com IgA humana altamente

purificada

A placa foi deixada aberta durante 5 minutos a temperatura ambiente, para que se

evaporesse a agua de condensag@o que pode se formar nos pogos.
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Foi pipetada uma quantidade de 20 pL (0,02mL) de cada uma das diluigdes
padrdes fornecidas pelo fabricante (BEHRING), em 3 diferentes concentragdes, nos pogos
numerados de 1 a 3. Os outros pogos restantes foram preenchidos com as a:nostfas a serem
analisadas. O volume necessario da amostra foi de 20 pL (Tabela 3). Ap6s preencher os
pogos, as placas foram deixadas abertas por 10 a 20 minutos e, a seguir, fechadas

adequadamente e deixadas em repouso em temperatura ambiente.

Os didmetros dos precipitados foram lidos com acuracia dentro de 0,1 a 0,2 mm
apds um tempo de difuséio de 2 a 3 dias usando o medidor apropriado. Foi transportado sobre
um papel milimetrado a concentragdo do antigeno em UI/mL na abscissa; e na ordenada, o

quadrado do didmetro do anel de precipitagdo em mm? .

Foi obtida uma reta cujo ponto de intersec¢do com a ordenada deveria estar em 21
+ 4,5 mm’ Dessa curva de referéncia, foram determinadas as concentragdes de IgA

correspondentes aos didmetros dos anéis de precipitagio dos soros dos pacientes.

A variagdo foi calculada em método padrio usando os valores minimos e
maximos de Smm ¢ 10 mm para os anéis de precipitagdo. Desvios dos valores padrdes até +

15% eram permitidos.

Tabela3 - Caracteristicas da Imunodifusido Radial em Placa de Baixa

Concentragao

fmunoglobulina  Volume de soro Limites de detecgdo aceitaveis para o Referéncia normal
método

IgA 20 uL 0,84-1,3 mg/dL 5-490 mg/dL
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422 Dosagem de IgA pelo método imuno-enzimatico ou enzima imuno-ensaio(ELISA)

O método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para detecgdo de
IgA utilizado foi preparado e padronizado no laboratério de Endocrinologia Pediatrica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana ¢ consistiu em: (1) fixagdo do
anticorpo anti-IgA "de captura" (monoclonal de camundongo adquirido da SIGMA) na placa
de ELISA; (2) adigdo de IgA humana (procedente da SIGMA para a curva padrdo ou o soro
do paciente) e (3) ligagdo do anticorpo "de marcagio” (conjugado com horseradish
peroxidase). A sensibilizagdo da placa de ELISA, fase (1) descrita acima, foi feita no dia
anterior ao procedimento, ou seja, foi colocado em cada pogo 1 pg do primeiro anticorpo em
100 pL de tampdo carbonato a 0,05 M em pH 9,6 (coating buffer). A placa foi incubada
durante a noite, a 4° C, até a manhi do dia seguinte. Em seguida, o conteido da placa foi
retirado por inversdo, a placa foi lavada no minimo 2 vezes com solugéo de lavagem de
ELISA (soro fisiolégico a 0,9% com Tween 20 a 0,5%), sendo o excesso retirado por inversdo

sobre um papel absorvente.

A cada pogo foi adicionado 100 pl de solugdo de bloqueio (caseina a 2% em PBS).
A placa foi incubada por 1 hora a 37° C. Em seguida, foi feita lavagem da placa com solugio de
lavagem por, no minimo, 2 vezes € o excesso retirado por inversdo em um papel absorvente.
Para obter a curva padrdo, foram usadas triplicatas de concentragdes varidveis de IgA em
tampéo de incubagdo (PBS a 0,05M, caseina a 2% e Tween a 0,4%). O volume de soro utilizado
dos pacientes (triplicatas) foi variavel devido a grande sensibilidade do método, ou seja, em 4
dos 8 pacientes com deficiéncia de IgA foi necessaria uma aliquota de 100 pl de soro, nos
outros pacientes foram utilizadas aliquotas de 8 ul (2 pacientes), 6 ul (1 paciente) e 7 ul (1

paciente) de soro dos pacientes, completando-se com tampdo de incubagdo até atingir 100 pl.
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Para os pacientes com IgA normal e todas as amostras do grupo controle, foi necessario diluir
10 ul de soro em 5.000 ul de tampdo de incubagdo, e desta retirou-se 10 ul que foi
completado para 1.000 pl com o mesmo tampéo, resultando numa diluigéio 1: 50.000. A placa
foi incubada por 1 hora a 37° C. Apos esta incubago, foi realizada nova lavagem com solugo

de lavagem (repetida 6 vezes).

Adicionou-se 100 pl do segundo anticorpo (cabra anti-IgA humana) em cada pogo
numa diluigio de 1:16.000 (1 ul do conjugado adquirido da SIGMA em 16 ml de tampéo de
incubagdo) e a placa foi incubada a 37° C por 1 hora. Em seguida, foram feitas 6 lavagens com

a solugéo de lavagem.

Na ultima incubag@o adicionou-se em cada pogo, 100 ul da solugdo de o-
fenilenodiamina (SIGMA) a 0,02% em tamp#o citrato (4cido citrico a 27mM, fosfato de sédio
dibasico anidro a 50 mM e fosfato de sédio dibasico hepta-hidratado a S0 mM em pH 5,0) € 2
ul de peréxido de hidrogénio a 30 volumes, mistura preparada no momento da utilizagdo. A

placa foi deixada em repouso em local escuro por 15 minutos.

Ap0s o repouso, pipetou-se 20 ul de uma solugdo de acido sulfirico concentrado

numa diluigdo final de 1:20.

A leitura da absorbéncia foi realizada numa leitora de ELISA (Microwell System -

Organon Tecknika) num comprimento de onda de 450 nm.

Para se encontrar as concentragdes ideais de anticorpos € do antigeno (IgA), a foto

de uma placa obtida no final de um ensaio de ELISA (Figura 1) ¢ mostrada abaixo.
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Figura 1 - PLACA DE ELISA PARA DETERMINACAO DE IgA.

Demonstra¢do da proporcionalidade entre quantidade do segundo anticorpo (conjugado com
horseradish peroxidase) que diminui, em duplicatas, da esquerda para direita (da coluna 1 para
12) e quantidade de antigeno (IgA) colocada em cada pogo do ensaio que diminui, em
duplicatas, de cima para baixo (da linha A para linha F). Nas linhas G ¢ H sdo mostrados os
resultados decrescentes (da esquerda para direita) da coloragdo obtida com amostras de 2
individuos normais, porém todos os pogos tinham o mesmo volume de soro (mesma
quantidade de IgA). Com base nestes dados, foi decidido selecionar para curva padrdo as
concentragdes de IgA entre B e F (excluindo apenas a quantidade usada em A) e a

concentragdo do segundo anticorpo apresentada nas colunas 7 e 8.
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4.3 DETERMINAGAO DE ANTICORPOS MARCADORES DE DOENGA CELIACA

4.3.1 DOSAGEM DE IGA ANTIGLIADINA PELO METODO IMUNO-

ENZIMATICO (ELISA)

O kit para dosagem de anticorpos humanos antigliadina da classe IgA (IgA AGA)
pelo método - de ELISA indireto (antigeno-anticorpo-anticorpo) foi totalmente padronizado
pelo fabricante (IMMCO Diagnostics, Buffalo, NY). A gliadina ja ¢ fornecida previamente
fixada ("primeira incubagdo") nos pogos da placa. O ensaio comega com a incubagio da
solugdo controle, calibradores € soro dos pacientes durante 30 minutos, em temperatura
ambiente. Em seguida, anticorpos ndo ligados e outras proteinas séricas s@o removidos
mediante 4 lavagens dos micropogos. Anticorpos do tipo IgA ligados aos sitios livres de
gliadina sdo detectados pela adigdo de um segundo anticorpo (anti-IgA humana) conjugado a
fosfatase alcalina. O substrato p-nitro-fenol fosfato (SIGMA) € entdo adicionado aos pogos, 0
qual muda de cor ao ser quimicamente modificado pela enzima fosfatase alcalina, presente no
segundo anticorpo. A reagfio ¢ interrompida pela solugdo stop € a intensidade da variagio da
cor, a qual é proporcional a concentragdo do anticorpo, ¢ lida por espectrofotomero a 405 nm.
Os resultados sd3o calculados e expressos em Unidades de ELISA/mL (absorbincia da
amostra/absorbancia do calibrador D x 28). Foram consideradas positivas as amostras com

valores acima de 23 EU/mL.
O procedimento seguiu as seguintes etapas:

1) as amostras de soro e reagentes do teste ficaram a temperatura ambiente por

pelo menos 30 minutos antes do inicio do teste;
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2) para a determinagdo semiquantitativa foram utilizados 4 calibradores
denominados A, B ,C e D, cujas concentragdes eram previamente conhecidas: 225 EU/mL,

113 EU/mL, 56 EU/mL e 28 EU/mL;

3) as amostras de soro dos pacientes foram diluidas (1:51) adicionando 10uL do

soro do paciente com 500 pL do diluente, e desta mistura foram utilizados 100 pL;

4) foram pipetados 100 pL dos calibradores, controles positivo € negativo nos

respectivos pogos;

5) um dos pogos continha apenas 100 pL do diluente e serviu como reagente

branco. A absorbéincia do reagente branco néo deveria ser maior do que 0,3;

6) em seguida a placa foi incubada durante 30 minutos (+5 minutos) a temperatura

ambiente;

7) apos a incubagio, foi lavada com liquido de lavagem (4 vezes);

8) em seguida, foi pipetado 100 pul. do conjugado nos micropogos;

9) a placa foi submetida a incubagéio por 30 minutos (+5 minutos) a temperatura

ambiente;

10) apds a incubago, a placa foi novamente lavada com solugédo de lavagem (4

vezes),

11) na seqiiéncia foi pipetado 100 pL de substrato de enzima em cada micropogo

da mesma maneira e tempo que o conjugado;
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12) em seguida, a placa foi incubada por 30 minutos (+5 minutos) a temperatura

ambiente;

13) apds a incubagdo, foi adicionado 100 uL da solugéo stop para interromper o processo
em cada micropogo. Foi realizada a leitura da absorbancia 1 hora apos a adigfio da substéncia que

interrompe 0 processo.

O controle negativo foi sempre inferior a 20 EU/mL, como descnito pelo fabricante. O
coeficiente de variagdo, segundo o fabricante, é de 8,4% a 12% (interensaio) e 4,5% a 10,7% (intra-

ensaio).

4.3.2 DETERMINAGAO DE IGA ANTI-ENDOMISIO POR

IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Em 1983, CHORZELSKI, SULEJ, TCHORZEWSKA e cols., descreveram um
ensaio para determinagéo de anticorpos IgA anti-endomisio (EMA). EMA séo auto-anticorpos
da classe IgA anti-fibras de tecido conjuntivo que recobrem as fibras musculares lisas. As
amostras de 149 pacientes diabéticos foram enviadas para a Universidade de Oxford, na

Inglaterra, onde foram analisadas pelo Dr. Grahame Bird.

Cortes de congelagdio da porgdio distal do es6fago de macaco foram fixados em

laminas como substrato antigénico.

As amostras de soro dos pacientes a serem analisadas foram diluidas 1:5 em PBS
(phospate buffered saline) em pH 7,6. Cada ensaio incluiu um controle positivo. O soro diluido
foi aplicado sobre as laminas, e estas foram incubadas por 30 minutos. Apos a incubagéo, as

laminas foram lavadas com PBS.
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O segundo anticorpo, anti-IgA humana de cabra conjugado com isotiocianato de
fluoresceina na diluigéio 1:20, foi aplicado, € novamente as laminas foram incubadas por 30

minutos.

Apos a lavagem final, as ldminas foram colocadas em glicerol a 10% em PBS ¢

analisadas em microscopio de fluorescéncia.

4.4 ENDOSCOPIA DIGESTIVA ALTA E BIOPSIA INTESTINAL

Foi realizada endoscopia digestiva alta para obtengdo de 4 fragmentos da segunda
e terceira por¢do do duodeno para realizagdo da analise histologica, com consentimento

informado previamente assinado pelos pais ou responsaveis.

Para graduag@io de DC foi usada uma classificagdo baseada e modificada de

SHENK & KLIPSTEIN (1972). A graduagdo foi classificada em graus 0 a 4, descritos a

seguir:

Grau 0 ou Mucosa Normal: Arquitetura vilositaria preservada com relagéo entre
altura da vilosidade e a da cripta de 4 a 5 para 1. Vilosidades com o epitélio superficial do tipo
intestinal tipico: células cilindricas de nucleos basais, borda estriada nitida e células

caliciformes bem evidentes e raros linfocitos intra-epiteliais.

Grau I: As vilosidades s@o levemente encurtadas, com relagdo vilosidade / cripta
2 a 3 para 1, epitélio superficial preservado notando-se no coérion aumento do infiltrado

celular de linfécitos e plasmécitos.
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Grau II: Moderado grau de atrofia vilositaria no qual a relagéo vilosidade / cripta

¢ quase de 1 para 1, com aumento do infiltrado celular de linfocitos e plasmocitos.

Grau III: Intensa atrofia vilositaria com inversdo da relagéio vilosidade / cripta,
isto é, as criptas s3o mais longas do que as vilosidades. Além do alargamento € encurtamento
das vilosidades, ha também intenso aumento do infiltrado celular de linfocitos e plasmocitos

do cérion.

Grau IV: A superficie da mucosa € praticamente plana, com desaparecimento das
vilosidades por acentuado grau de atrofia e alargamento com hiperplasia compensatéria das
criptas que Se mostram muito alongadas. O epitélio superficial apresenta alteragdes
representadas por redugdo da altura das células, perda da borda estriada, da polaridade nuclear

e grande quantidade de linfocitos intra-epiteliais.

4.5 CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO CLINICO DE DOENGA CELIACA

O critério considerado para o diagndstico clinico de DC foi a presenga de dois ou
mais sintomas gastrointestinais: dor abdominal, diarréia cronica, distensdo abdominal e

flatuléncia na vigéncia da dieta com glaten (TRONCONE, GRECO, AURICCHIO, 1996).
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4.6 CALCULO DA ESTATURA ALVO

A estatura alvo foi calculada pelo método de TANNER e cols. (1970), de acordo

com as formulas abaixo:

a) Meninos: estatura do pai + (estatura da mée + 13) + 10 cm
2

b) Meninas: estatura da mée + (estatura do pai - 13) + 10 cm
2

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagéo dos dados, foram utilizados o teste paramétrico “t “ de Student
e os ndo paramétricos Mann-Whitney” (ambos pelo Software “Primer of Biostatistics™), “Qui-
quadrado com corregdo de Yates” e “Exato de Fisher” (por meio do software “ Epi-Info”),

para amostras independentes.

O nivel de significincia (ou probabilidade de significancia) minimo adotado foi de

5%.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES coMm DM-1 DE

ACORDO COM OS RESULTADOS DO EMA

Dos 149 pacientes com DM-1, 35 pacientes (23,5%) tiveram resultados positivos no teste

de EMA pelo método de imunofluorescéncia indireta, e 114 (76,5%) EMA negativo (Grafico 1).

GRAFICO 1 - RESULTADO DO EMA EM PACIENTES COM DM-1
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FONTE: Quadro 1 RESULTADO

Nao houve diferenga estatisticamente significativa com relagdo ao sexo, idade,
idade de inicio da DM-1 e o tempo de duragdo da DM-1 entre os grupos de pacientes com

EMA positivo (35/149) e EMA negativo (114/149) (Tabela 4).
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Tabela4 Caracterizagdo dos pacientes com EMA positivo e negativo

DM-1 e EMA + DM-1e¢ EMA - Estatistica
n=35 n=114
Sexo
Masculino 15 (43%) 62 (54%) ¥ p=0,3171
Feminino 20 (57%) 52 (46%)
Idade (anos)* 13,1+4,7 (13,7) 12,4 +3,8 (12,4) Mann-Whitney
p=0,091
Idade Inicio DM-1 (anos)* 7,1 +3,8(6,2) 7,0+£3,4(6,9) Mann-Whitney
p=0,828
Duragio DM-1 (anos)* 6,0 £5,3 (3,9) 5,3+3,8(4,6) Mann-Whitney
p=0,148
Idade de Introdugdo do 2,3+23(1,0) 3,04+22(3,0) Mann-Whitney
gliten na dieta (meses)* p=0,003
*Média £ DP (Mediana)

Houve diferenga significativa com relagdo a idade de introdug@io do gliten na

dieta nos pacientes com EMA positivo, ou seja, esse grupo de pacientes recebeu o gliten na

dieta mais precocemente em relagdo ao grupo EMA negativo (p=0,003).

5.2 ANALISE HISTOLOGICA DA MUCOSA DUODENAL DOS PACIENTES

com EMA PoOSITIVO

Trinta (85,7%) dos 35 pacientes com EMA positivo submeteram-se a bidpsia

intestinal, apds consentimento informado e assinado pelos pais ou responsiveis. Dezessete

(56,7%) pacientes tiveram, na analise da mucosa duodenal, grau histologico variando de 0 a I (6

com grau 0, 10 com grau I e apenas 1 com grau II), e treze (43,3%, 13/30) pacientes tiveram

mucosa duodenal classificada em grau histologico III ou IV, o que confirmou o diagndstico de

DC. (Tabela 5). Portanto, entre os 149 pacientes com DM-1, a prevaléncia de DC foi de 8,7%.
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Tabela § - Resultado da biopsia intestinal em pacientes com DM-1 e

EMA positivo
Bidpsia =35
Grau 0 6
Graul 10
Grau Il 1
Grau IIT
Grau IV 10
Nio Realizada 5

O padrdo histolégico tipico de cada grau de mucosa duodenal é apresentado
abaixo. As Figuras 2,4,5,6 e 7 ilustram as suas respectivas caracteristicas. Nas fotos com
maior ampliagio pode se notar também a auséncia de linfécitos intra-epiteliais no grau 0
(Figura 3), bem como a presenga de grande quantidade de linfécitos intra-epiteliais
caracteristica do grau I'V (Figura 8).
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FIGURA 2- ENTEROPATIA INFLAMATORIA GRAU 0 (NORMAL). Coloragio

hematoxilina-eosina. Objetiva 10 X. Arquitetura vilositaria preservada com relagdo

entre altura da vilosidade e a da cripta de 4 a 5 para 1.
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FIGURA 3 - ENTEROPATIA INFLAMATORIA GRAU O (20X).  Coloragdo
hematoxilina-eosina. Objetiva 20 X. Vilosidades com o epitélio superficial do tipo
intestinal tipico: células cilindricas de niicleos basais, borda estriada nitida e células

caliciformes bem evidentes. Raros linfécitos intra-epiteliais.
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FIGURA 4 - ENTEROPATIA INFLAMATORIA GRAU | Coloragdo hematoxilina-eosina.

Objetiva 10 X. As vilosidades sdo levemente encurtadas, com relagdo vilosidade/cripta
2 a 3 para 1, epitélio superficial preservado notando-se no corion discreto aumento do

infiltrado celular de linfécitos e plasmocitos.
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FIGURA 5 - ENTEROPATIA INFLAMATORIA GRAU II. Coloragio hematoxilina-

eosina. Objetiva 10 X. Moderado grau de atrofia vilositaria no qual a relagdo
vilosidade/cripta é quase de 1 para 1, com poucas alteragdes no epitélio superficial e

aumento do infiltrado celular de linfocitos e plasmocitos.



42

FIGURA 6 - ENTEROPATIA INFLAMATORIA GRAU Ill. Coloragio hematoxilina-

eosina. Objetiva 10 X. Intensa atrofia vilositiria com inversio da relagio
vilosidade/cripta, isto ¢, as criptas sdo mais longas do que as vilosidades. Além do
alargamento e encurtamento das vilosidades, ha também intenso aumento do infiltrado

celular de linfocitos e plasmocitos do corion.
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FIGURA 7 - ENTEROPATIA INFLAMATORIA GRAU IV. Coloragio hematoxilina-

eosina. Objetiva 10 X. A superficie da mucosa € praticamente plana, com
desaparecimento das vilosidades por acentuado grau de atrofia e alargamento com

hiperplasia compensatdria das criptas que se mostram muito alongadas.
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FIGURA 8 - ENTEROPATIA INFLAMATORIA GRAU IV (20X). Coloragéo

hematoxilina-eosina. Objetiva 20 X. O epitélio superficial apresenta alteragdes
representadas por redugdo da altura das células, perda da borda estriada e da
polaridade nuclear e grande quantidade de linfocitos intra-epiteliais. Nota-se
hipertrofia da cripta. Intenso aumento do infiltrado inflamatério do cérion
principalmente de plasmdcitos e linfécitos que se adensam na parte superior da

mucosa.
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5.3 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES comMm EMA
POSITIVO DE ACORDO COM OS RESULTADOS DA BIOPSIA
INTESTINAL

Ni#o houve diferenga estatisticamente significativa entre as caracteristicas (sexo,
idade, inicio e duragio de DM-1) dos pacientes com EMA positivo e bidpsia normal em

comparagio com pacientes com EMA positivo e bidpsia graus III e IV (celiacos). (Tabela 6)

Tabela 6 - Caracterizagdo dos pacientes com EMA positivo e bidpsia

Nio houve diferenga com relag3o a idade de introdug@o do glaten na dieta entre os

pacientes com EMA positivo com bidpsia normal e DC (p=0,849).

normal e DC
DM-1 e EMA + DM-1eDC Estatistica
n=17 n=13
Sexo
Masculino 7 (41%) 5 (38%) ¥* p=0,8215
Feminino 10 (59%) 8 (62%)
. Idade (anos)* 12,3 + 4,8 (13,5)  14,3+4,6 (14,4) Mann-Whitney
p=0,367
Idade Inicio DM-1 (anos)* 7,5 £ 3,7 (8,0) 6,5 3,9 (6,0) Mann-Whitney
p=0,571
Duragdo DM-1 (anos)* 4,7+4,5 (3,5 7,7 £6,1 (5,0) Mann-Whitney
p= 0,201
Idade de Introdugdo do 22+24 (1,0) 2,0 £2,3(1,0) Mann-Whitney
gliten na dieta (meses)* p=0,849
* Média + DP (Mediana)
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5.4 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES com DM-1 .E EMA
NEGATIVO E PACIENTES cOM DC CONFIRMADA

Na comparag@o entre os grupos de pacientes com DM-1 e EMA negativo e DM-1
e DC, os pacientes celiacos apresentaram maior idade (p<0,0001) e maior tempo de duragio

da DM-1 (p<0,0001). (Tabela 7).

Os pacientes com DC confirmada tiveram o glaten introduzido na dieta em uma

idade mais precoce do que pacientes diabéticos ndo celiacos (p<0,0001) (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracterizacdo dos pacientes com DM-1 e EMA negativo e

pacientes com DM-1 e DC

DM-1 e EMA - DM-1eDC Estatistica
n=114 n=13
Sexo
Masculino 62 (54%) 5 (38%) x* p=0,4258
Feminino 52 (46%) 8 (62%)
Idade (anos)* 12,4 + 3,8 (12,4) 14,3146 (14,4 Mann-Whitney
p<0,0001
Idade Inicio DM-1 (anos)* 7,0+ 34 (6,9) 6,5 +3,9 (6,0) Mann-Whitney
p=0,164
Duragdo DM-1 (anos)* 53+ 38 (4,6) 7,7+6,1(5,0) Mann-Whitney
p<0,0001
Idade de Introdugdo do 3,0+22 (3,0) 2,0 +£2,3 (1,0) Mann-Whitney
gliten na dieta (meses)* p<0,0001

*Média + DP (Mediana)
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5.5 ANALISE DA ESTATURA ALVO

Com relagdo a estatura alvo, houve maior proporgio de pacientes com estatura
abaixo da estatura alvo no grupo de pacientes com EMA positivo (n=35) em comparagio ao
grupo EMA negativo (n=114), baseado na analise de comparagdes entre duas proporgdes (p=
0,009). Ndo houve diferenga significativa com relagdo a estatura alvo entre os grupos de
pacientes com EMA positivo com bidpsia normal (n=17) e EMA positivo com DC (n=13),
nem entre os pacientes com DM-1 e EMA negativo (n=114) ¢ DM-1 e EMA positivo com
bidpsia normal (n=17). Todavia, houve maior proporgéo de pacientes com estatura abaixo da
estatura alvo no grupo de pacientes com DC (n=13) em comparagdo com o grupo de pacientes

diabéticos ndo celiacos (n=114). (Tabela 8 ).

Tabela 8 - Estatura alvo de acordo com o resuitado de EMA

DM-1eEMA- DM-1¢eEMA+ DM-1 e DC

Estatura
n=114 * =17 n=13
Abaixo da estatura alvo 27 (23.,7%) 6 (35,3%) 9 (69,2%)
Acima da estatura alvo 84 (73,7%) 11 (64,7%) 4 (30,8%)

*Trés pacientes ndo relataram a altura do pai

DM-1eEMA+ X DC Comparagdo entre duas proporgdes p= 0,217
DM-1eEMA -~ X DM-1eEMA + Comparagéo entre duas proporgoes p=0,468
DM-1e EMA- X DC Comparagido entre duas proporgdes p= 0,002

5.6 ANALISE DA FREQUENCIA DE HIPOGLICEMIA

Nio houve diferenga significativa com relagdo a frequéncia de hipoglicemias
entre os pacientes diabéticos com EMA negativo € EMA positivo, com biopsia normal ou
alterada. Ndo houve maior frequéncia de hipoglicemia nos pacientes com DM-1 ¢ DC

confirmada (Tabela 9).
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Tabela 9 Frequéncia de Hipoglicemia nos pacientes com DM-1

Hipoglicemia EMA negativo EMA positivo e DC
n=114 biopsia normal n=13
=17

Nio 27 (23,7%) 3(17,6%) 4 (30,8%)

Sim
Semanal 19 (16,7%) 6 (35,3%) 2 (15,4%)
Mensal 38 (33,3%) 3 (17,7%) 3 (23,0%)
Esporadica 30 (26,3%) 5(29,4%) 4 (30,8%)

EMA positivo e bidpsia normal X DC  p=0,3400 (Teste Exato de Fisher)
EMA negativo X DC p=0,3948 (Teste Exato de Fisher)
EMA negativo X EMA positivo e bidpsia normal p=0,4204 (Teste Exato de Fisher)

5.7 DOENGAS AUTO-IMUNES ASSOCIADAS

Quatro dos pacientes com DM-1 (4/149) tinham tireoidite de Hashimoto, dos
quais 2 eram EMA negativo ¢ 2 EMA positivo (1 com biépsia normal ¢ 1 com doenga
celiaca). Portanto, apenas 1 paciente tinha associagéo entre DM-1, DC e outra doenga auto-

imune, a tireoidite de Hashimoto.
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5.8 RESULTADOS DAS DOSAGENS DE IGA

Cento e cingiienta criangas e adolescentes que compareceram ao Laboratdrio de Analises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, para coletarem amostra de
sangue para exames laboratoriais de rotina, ou exames pré-operatorios para cirurgias eletivas
formaram o grupo controle. Todos os pais ou responsaveis responderam ao questionario que avaliou
sinais ¢ sintomas de DM-1, DIgA e DC. Foram excluidas criangas com diagnostico ou em
investigagdo para DM-1 ou DC, infecgdes de repetigio nas vias aéreas, pulmonares € gastrointestinais
ou em uso de drogas que levam a diminui¢io dos niveis séricos de IgA, tais como: fenitoina,
sulfasalazina, pacientes ataxia-telangiectasia, com a sindrome da rubéola congénita, infecgio por
Epstein-Baar, esplenectomizados ou submetidos ao transplante de medula 6ssea. Oitenta e cinco
(56,6%) criangas eram do sexo masculino e 43,3% do sexo feminino. A idade variou de 5,0 a 21,0
anos, a média da idade foi 10,4 + 3,38 anos e mediana de 10,0 anos (Tabela 1).

Nas amostras de soro das 150 criangas, a IgA sérica foi determinada pelo método
de ELISA, todas apresentaram resultados normais, com concentragdes de IgA variando entre

44 e 509 mg/dL (ANEXO 3 ).

Com relagdo a determinagfo de IgA sérica no grupo de 149 pacientes com DM-1, em 141
(94,6%), o0s niveis séricos de IgA foram normais para a idade pela turbidimetria. Otto pacientes (5,3%,
8/149) tiveram niveis de IgA sérica indetectiveis pelo ensaio de turbidimetria € pelo ensaio de
imunodifusio radial em placa de baixa concentragio realizada em duplicata e em diferentes placas.
Nesses 8 pacientes, a determinagdo de IgA sérica foi novamente realizada utilizando um método mais
sensivel, o ELISA, em duplicata, com curva padrio de leitura de quase todas as amostras entre 0,39 ng e
25 ng/100uL/pogo, sendo ainda detectadas concentragdes mais baixas e proporcionais em pacientes com
DIgA (Quadro 1). Todos os 8 pacientes apresentaram niveis de IgA inferior a 5 mg/dL, e presenga de
IgG e IgM pela turbidimetria o que confirma o diagnéstico de DIgA. Os niveis séricos de IgG e IgM nos
pacientes com DIgA estavam aumentados para a idade , segundo STIEHM & FUDENBERG, 1966.
(Quadro 2).



Quadro 1 - Niveis séricos de IgA em pacientes com DIgA

IgA
Paciente Turbidimetrig | [nodisioradialem ELISA *
(mg/dL) | Plcadebaixaconcentragio | gy,
(mg/dL)

10 <40 <084 0,000078
21 <40 20,84 0,000096
54 <40 <0,84 0,000027
68 <%0 <084 0,013427
69 <40 20,84 0,000079
89 <40 0,84 0,000058
124 <40 <0,84 0,000358
143 <40 <084 0,014647

* As concentragdes de IgA no grupo controle (normal) variaram de 40 a 470 mg/dL

Quadro 2 - Niveis séricos de IgG e IgM nos pacientes com DIgA

) Idade Concentracdes de IgG | Concentragdes de IgM por
Paciente (anos) por turbidimetria turbidimetria
mg/dL mg/dL
10 12,4 2.260 192
21 11,8 3.060 192
54 19,2 2.060 329
68 17,6 2.890 217
69 11,9 3.770 319
89 17,7 1.900 109
124 14,6 2.650 271
143 11,8 2.490 261
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5.9 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM DIGA

Dos 8 pacientes com DM-1 e DIgA, cinco eram do sexo masculino e trés, do sexo
feminino. A média da idade foi de 14,6 * 3,1 anos, a média da idade de inicio da DM-1 foi de
8.9 + 3.4 anos (mediana de 9,3 anos), com duragio da DM-1 de 5,7 + 4,9 anos (mediana 5,1
anos). Os pacientes com DIgA tinham maior idade (p< 0,0001), idade de inicio da DM-1 mais
tardia (p< 0,0001) e menor tempo de aleitamento materno (p=0,005) do que os pacientes com
concentragbes normais de IgA sérica. Nenhum paciente apresentava sintomas ou sinais
clinicos de DIgA, tais como infecgbdes recorrentes de vias aéreas superiores, vias aéreas

inferiores e gastrointestinais (Tabela 10).

Tabela 10 - Caracteristicas dos pacientes com DM-1 e DigA

Dados n=8§

Sexo

Masculino 05 (62,5%)

Feminino 03 (37,5%)
Idade (anos)* 14,6 £3,1
Duragdo do aleitamento materno 2,7+2,1 (2,0)
(meses)*
Idade de Inicio da DM-1 (anos)* 89+3,4 (9,3)
Duragdo DM-1 (anos)* 57+4,9 (5,1)
Clinica de DIgA 0
EMA + 8
AGA + 0
Clinica DC 0
Bidpsia intestinal

Grau 0 2

Grau I 2

Graull 0

Grau I 0

Gran IV 1

Nio realizada 3

* Média + DP (Mediana)
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Os 8 pacientes com DIgA tinham EMA positivo, entretanto, apenas 1 com DC
confirmada com bidpsia (Grau IV). Nenhum dos pacientes com DIgA teve concentra¢des de
AGA detectaveis para o método utilizado. A prevaléncia de DIgA entre pacientes diabéticos
foi de 5,3% (8/149). A prevaléncia de DIgA entre pacientes com DC foi de 7,7% (1/13). No
mesmo grupo de pacientes diabéticos, verificou-se que a prevaléncia de DC no subgrupo de

pacientes com DIgA foi de 12,5% (1/8).

5.10 RESULTADOS DA DETERMINAGAO DE IGA ANTIGLIADINA POR ELISA

A determinagdo de IgA AGA foi realizada pelo ELISA em todos os pacientes com
DM-1. De 149 pacientes, 26 tiveram IgA AGA positivo, destes, 12 com EMA positivo (9 com
DC confirmada pela bidpsia intestinal, 1 com bidpsia grau I € 2 nio foram submetidos a
biopsia intestinal). Os 14 pacientes restantes tinham EMA negativo, portanto ndo foram
biopsiados (o critério inicial para realizagdo da biopsia intestinal foi a presenca de EMA

positivo), nenhum tinha sintomas gastrointestinais.

Todos os 26 pacientes com AGA positivo tinham niveis normais de IgA sérica.

5.11 RELAGAO ENTRE BIOPSIA INTESTINAL, EMA, AGA E IGA

Apenas um paciente diabético apresentou DC e DIgA associadas (0,6%). Apenas 2
pacientes com EMA negativo tinham clinica de DC, entretanto, apesar de preencherem o critério
minimo para serem considerados sintomaticos (2 sintomas gastrointestinais), ambos os testes
sorologicos para DC foram negativos € a concentragdo de IgA sérica foi normal. No grupo de
pacientes com EMA positivo, apenas 4 tinham clinica de DC, caracterizada por pelo menos dois
sintomas gastrointestinais. Destes, 3 tiveram DC confirmada pela analise histologica da mucosa
duodenal, no outro paciente a biopsia intestinal ndo foi realizada.
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A prevaléncia de DIgA entre pacientes diabéticos foi de 5,3% (8/149). A prevaléncia de
DIgA entre pacientes DC foi de 7,7% (1/13). No mesmo grupo de pacientes diabéticos, verificou-se

que a prevaléncia de DC no subgrupo de pacientes com DIgA foi de 12,5% (1/8).

Para efeito de comparagéio entre os resultados positivos de EMA (anticorpos da
classe IgA) com as concentragdes encontradas para IgA, o quadro 4 a seguir mostra o0 que
pode ser inferido a respeito da possibilidade de EMA falso positivo nos quatro pacientes com
EMA detectado pela imunofluorescéncia indireta, porém AGA negativo, baixos niveis de IgA

sérica e bidpsia duodenal normal.

O indice de concordancia entre as trés técnicas (bidpsia intestinal, EMA e AGA)

nos pacientes com DC foi de 69,2% (z=1,566; p=0,117).

A sensibilidade do EMA foi de 100%, a especificidade ndo pdde ser calculada

porque os pacientes com EMA negativo ndo foram submetidos a biopsia intestinal.

A sensibilidade do AGA foi de 69,2% e a especificidade foi de 94,1%.
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Quadro 4 - Avaliagdo dos Pacientes com DM-1 em Relagdo aos
Resultados do EMA, AGA, IgA e bidpsia
PACIENTES | BIOPSIA [ o0\ AGA IgA
(Grau) ] mg/dL
10 0 Positivo Negativo 0,000078
14 0 Positivo Negativo 125,0
66 0 Positivo Negativo 151,5
69 0 Positivo Negativo 0,000079
78 0 Positivo Negativo 160,9
149 0 Positivo Negativo 147,9
53 1 Positivo Positivo 101,0
65 1 Positivo Negativo 76,9
68 1 Positivo Negativo 0,013427
105 1 Positivo Negativo 98,0
106 1 Positivo Negativo 152,3
121 1 Positivo Negativo 88,2
124 1 Positivo Negativo 0,000358
129 1 Positivo Negativo 68,8
130 1 Positivo Negativo 342,7
146 1 Positivo Negativo 147,9
132 2 Positivo Negativo 262,9
87 3 Positivo Negativo 259,9
112 3 Positivo Positivo 112,1
148 3 Positivo Positivo 4123
52 4 Positivo Positivo 189,5
54 4 Positivo Negativo 0,000027
71 4 Positivo Positivo 141,0
94 4 Positivo Positivo 376,1
99 4 Positivo Positivo 276,3
101 4 Positivo Positivo 323,8
102 4 Positivo Positivo 2393
118 4 Positivo Negativo 155,6
119 4 Positivo Negativo 158,6
125 4 Positivo Positivo 176,4
21 NR Positivo Negativo 0,000096
89 NR Positivo Negativo 0,000058
141 NR Positivo Positivo 159,0
143 NR Positivo Negativo 0,014647
144 NR Positivo Positivo 2774

NR: Ni#o realizada
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6. DISCUSSAO

Os pacientes com doengas auto-imunes, sobretudo os diabéticos do tipo 1 € os
pacientes com DIgA, tém maior risco de desenvolver a DC (SJOBERG, ERIKSSON,
BREDBERG e cols., 1998; CATALDO, MARINO, BOTTARO, e cols., 1997). Nos pacientes
com DM-1, os sintomas classicos de DC séo menos comuns, freqiientemente o quadro clinico é
pouco sintomatico ou totalmente assintomatico (COLLIN, HALLSTROM, MAKI, e cols., 1990).
Essa populagio, juntamente com aqueles com clinica menos evidente de DC e sem outras doengas
associadas, constitui o grupo que precisa de providéncias mais urgentes para o diagndstico.
Assim, ha necessidade de uma série de testes que realmente indique, com menor risco de erro,

quem deve recorrer a bidpsia intestinal.

A bidpsia de intestino delgado com alteragdes caracteristicas ¢ considerada o
padrdo ouro para o diagnostico de DC. A Sociedade Européia de Gastroenterologia Pedidtrica €
Nutrigdo (ESPGAN), na revisdo de 1990, manteve como critério diagndstico, a analise histologica
da mucosa de intestino delgado, na auséncia de dieta sem gliten, eliminando o teste de
provocagdo com a reintrodu¢do do gliten (WALKER-SMITH, GUANDALINI, SCHMITZ e
cols., 1990). No entanto, a realizagdo de biopsia de intestino delgado é um procedimento invasivo,

mais oneroso e requer cuidados médicos especializados.

O presente estudo, antes de detalhar o aspecto ligado apenas a prevaléncia de
DIgA em criangas com DM-1 submetidas ao screening para DC, teve obrigatonamente de

analisar essa associagdo de doengas, sobretudo do ponto de vista laboratorial.
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Procurou-se seguir uma seqiiéncia de analises baseada na projegdo a partir
dos resultados de EMA. EMA sdo auto-anticorpos contra o tecido conjuntivo (substincia
intermiofibrilar), detectados por imunofluorescéncia indireta em es6fago de macaco
(CHORZELSKI, SULEJ, TCHORZEWSKA e cols., 1983) e mais recentemente em cordéo
umbilical humano (VOLTA, MOLINARO, FRANCESCHI e cols. 1995). O EMA da classe
IgA tem sido altamente sensivel e especifico para o diagnoéstico de DC (LINDQUIST,
ROGOZINSKI, MO, e cols., 1994; GRODZINSKY, HED, SKOGH, 1994), a tal ponto de
ter sido sugerido que este deveria substituir a bidpsia de intestino delgado devido a sua alta
especificidade (VALDIMARSSON, FRANZEN, GRODZINSKY e cols., 1996). O método
para detectar EMA da classe IgA ¢ limitado pelo alto custo do substrato utilizado (esdfago
de macaco) e por problemas relacionados as implicagdes legais com relagéio ao abate desses
primatas. Com uma inovag3o, a substitui¢do do es6fago pelo corddo umbilical humano
(VOLTA, MOLINARO, FRANCESCHI, e cols., 1995), pode-se finalmente substituir o

tecido de primatas.

Ao utilizar-se um screening baseado na determinagéo de anticorpos EMA e AGA,
a determinagdo de IgA sérica ¢ indispensavel (CATASSI, RATSCH, FABIANI, e cols., 1994).
Assim, no presente estudo, apesar de a biépsia duodenal ter sido realizada em fungéo unicamente
da positividade de IgA EMA, subseqiientemente foi incluida a andlise de IgA AGA e
acrescentado um método mais sensivel de dosagem de IgA (ELISA) nas mesmas amostras, com 0

proposito de reavaliar resultados de EMA.
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O grande nimero de diabéticos com teste positivo para EMA da classe IgA
(35/149, 23,4 %) encontrado neste estudo sugeria, a principio, uma elevada prevaléncia de
DC, na forma assintomatica ("silenciosa” ou latente) e/ou francamente sintomatica.
Evidentemente, era previsto também incluir uma proje¢io para um pequeno numero de
falsos positivos, haja vista a elevada especificidade descrita para este método quando
realizado em centros especializados. O que nos surpreendeu foi o elevado nimero de casos
EMA positivo sem anormalidade de mucosa duodenal (17/35). Uma menor proporgdo de
EMA positivo com mucosa anormal para EMA positivo com mucosa normal (5 para 1) foi
encontrada na Hungria, em estudo que analisou 427 criangas numa faixa etaria entre 3 a 6

anos (KORPONAY-SZABO, KOVACS, CZINNER, e cols., 1999).

Um teste ndo invasivo, com sensibilidade de 100% e especificidade de 100%,
deve ser o ideal, nfio somente para conveniéncia do paciente, mas também para otimizar o
uso e diminuir os custos. Segundo alguns.autores, atualmente 0 EMA tem se tornado um
teste mais confiavel para o diagndstico de DC, se comparado com sua menor confiabilidade,
quando primeiramente descrito em 1983, mostrando sensibilidade de apenas 60%
(CHORZELSKI, SULEJ, TCHORZEWSKA e cols., 1983). Mais recentemente, a
sensibilidade dé EMA descrita foi de 100% e a especificidade, de 100% (SATEGNA-

GUIDETTI, GROSSO, BRUNO, e cols., 1995).

No presente estudo, EMA teve sensibilidade de 100% porque todos os pacientes
com EMA positivo tinham DC confirmada; no entanto, a especificidade néo pdde ser calculada,

porque os pacientes com EMA negativo nfo foram submetidos a bi6psia.
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Os pacientes com DC confirmada (bidpsia grau II ou IV) tiveram maior idade e
maior tempo de duragfio da DM-1, ou seja, a DM-1 tendeu a se desenvolver em uma idade mais
precoce em criangas com DC em comparagdo com criangas diabéticas niio celiacas. BARERA,
BIANCHI, CALISTI e cols., em 1991, descreveram que a média da idade de incio da DM-1 foi

menor no grupo de criangas com DM-1 e DC associada.

Apenas 4 dos 35 pacientes_diabéticos__com EMA positivo apresentavam
sintomatologia de DC, 3 pacientes com DC confirmada € em 1 paciente a biopsia ndo foi
realizada o que dificultou qualquer correlagdo com DC. No estudo realizado por SJOBERG,
ERIKSSON, BREDBERG ¢ cols., 1998, a maioria dos pacientes com DM-1 e DC detectada por

um screening com anticorpos, era assintomatica.

Analisando os pardmetros mais tardios em decorréncia de uma ma nutrigéo, que se
somariam aos problemas causados pela propria diabetes, pensou-se que era possivel detectar
indicios de DC nos 35 pacientes com EMA positivo. De fato, a estatura observada, em relagio a
estatura alvo dos respectivos pacientes EMA positivos, era mais baixa do que para os demais |
diabéticos EMA negativos; essa diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,009). Entretanto,
excluindo aqueles com DC comprovada pela bidpsia (n=13), constatou-se que a estatura alvo do
restante com bidpsia normal (17 dos 30 biopsiados) em relagio aos EMA negativos ndo
apresentava um déficit estatisticamente significativo. Vale salientar que varios pacientes, de todos
os subgrupos (EMA negativo e positivo), apresentaram escore Z de estatura abaixo do esperado
para sexo e idade encontrado pelos dados do NCHS para criangas normais, sem diferenciar os
grupos de interesse, €, por esse motivo, tal forma de comparagfio foi excluida. Na auséncia de
outras evidéncias em favor dos 17 casos EMA positivos (com biopsia 0, I ou II), procurou-se

analisar outros pardmetros que pudessem sugerir ou afastar o diagndstico de DC em potencial.



59

Apesar de o screening baseado no EMA ter maior sensibilidade e
especificidade do que outros protocolos (CATASSI, RATSCH, FABIANI, e cols., 1994),
alguns aspectos precisam ser avaliados. AGA, mesmo sendo considerado inferior em relagéo
ao EMA, é mais simples de ser analisado e contava com a possibilidade de ser mais sensivel
em criangas do que em adultos (RAUTONEN, RAUTONEN, SAVILAHTI, 1991). Levando
em consideragdo que o screening poderia ser mais rigido, para sugerir a posssibilidade de DC,
era preciso adotar valores de corte de AGA mais elevado para reduzir a possibilidade de falso

positivo (PITTSCHIELER & LADINSER , 1996).

O AGA ¢é um teste de screening simples que mede imunoglobulinas das classes
IgA e IgG . A sensibilidade e especificidade variam entre diferentes instituigdes. Estudos em
criangas indicam sensibilidade de 52% a 100%, e especificidade de 86% a 95% para AGA IgA
(LERNER, KUMAR, IANCU e cols., 1994; LINDQUIST, ROGOZINSKI, MOI ¢ cols., 1994;
GRODZINSKY, JANSSON, SKOGH e cols., 1995).

Segundo CALERO, RIBES-KONINCKX, ALBIACH e cols. (1996), em um
estudo realizado em 141 criangas com DM-1, o AGA mostrou-se sensivel para detectar a DC,
sendo recomendado de rotina para os pacientes diabéticos mesmo se surgirem sintomas

gastrointestinais leves e inespecificos.

A presenga de niveis detectdveis de AGA no inicio da DM-1, reflete um aumento
transitorio na permeabilidade intestinal ou uma alteragfio da resposta imunolégica (VOLTA,
BONAZZI, PISI, 1987). Na maioria dos estudos, esses niveis elevados de AGA em pacientes
com DM-1 tém sido observados somente no primeiro ano apds o diagndstico de diabetes
(KOLETZKO, BURGIN-WOLF, KOLETZKO, e cols., 1988). No entanto, no presente estudo,
no momento da primeira determinagfio de AGA, a duragdo de DM-1 era em média de 5,4 anos,

portanto, essa alteragio imunoldgica ndo foi restrita ao periodo imediato apds inicio de DM-1.
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Os resultados obtidos para IgA-AGA (26/149, 17,4%), entretanto, como era
esperado, pela sensibilidade mais baixa, confirmaram 9 dos 13 celiacos identificados pela bidpsia
intestinal, indicando uma sensibilidade de 69,2%. Por outro lado, nenhurri paciente com bidpsia
grau 0 (n=6) foi AGA positivo, € apenas 1 dos 10 pacientes com grau I foi positivo para AGA,
resultando numa especificidade de 94,1%. Os resultados mostram que a sensibilidade nio mudou
em relagdo ao esperado e a especificidade foi maior do que a citada pela maioria de outros

estudos.

EMA alto e AGA baixo foram relatados na populagio finlandesa (KOLHO,
FARKKILLA, SAVILAHTI, 1996), porém os valores encontrados para EMA concordaram com
o resultado da bidpsia para DC em 8/11 pacientes, numa proporgdo muito maior do que a
encontrada no nosso estudo (apenas 13/35). Estudos populacionais de screening, usando
determinagdes de anticorpos IgA/IgG antigliadina (como primeiro passo na investigagdo) €
suspeita clinica de DC silenciosa, encontraram uma prevaléncia na populagéo normal entre 3,3 a
4 8/1000, em criangas de 6 a 15 anos e doadores de sangue (CATASSI, RATSCH, FABIANI, e
cols. 1994; CATASSI, FABIANI, RATSCH e cols., 1996). Porém, nfio ficou claro a partir desses

estudos como € definida a clinica silenciosa, que para muitos significa assintomatica.

No presente estudo, os 17 casos de EMA positivo (dos quais, apenas 1 com AGA
positivo) com mucosa normal sem restrigo de gliten, eram todos assintomaticos, € apenas 3 dos
13 pacientes com DC confirmada com bidpsia tinham sintomas gastrointestinais. E conveniente
considerar como DC silenciosa (assintomatica) a maioria dos casos com bidpsia anormal (10/13,
76,9%). Assim, foi constatado que a clinica realmente ndo ajudou no diagnéstico de DC na grande

maioria das criangas diabéticas do presente estudo.
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A expectativa em torno do questionamento principal, ou seja, a menor
especificidade de EMA do que a habitualmente encontrada, com o elevado numero de amostras
EMA positivas, levantando a suspeita de haver uma prevaléncia de DC até 6 vezes mais elevada
entre os diabéticos do Estado do Parana ou de um maior nimero de falsos positivos (de acordo
com o resultado da bidpsia e do AGA, que foi muito mais especifico do que o do EMA), exige
ainda uma reflexdo sobre o que realmente existe, em termos de IgA circulante, em alguns
pacientes com EMA positivo, uma vez que todos os pacientes com DIgA tinham niveis

detectaveis de EMA por imunofluorescéncia indireta.

Por isso, nos pacientes com DIgA, a IgA sérica foi determinada por ELISA, um
teste mais preciso € mais sensivel do que a turbidimetria e a imunodifusdo radial em placa de
baixa concentragdo, também utilizadas neste estudo, para esclarecer se realmente haveria
anticorpos anti-endomisio da classe IgA nos pacientes com DIgA. As baixissimas concentragdes
de IgA encontradas em 4 dos pacientes com DIgA e bidpsia normal (grau 0 ou I, todos com AGA
negativos), na ordem de até 200.000 vezes mais baixa do que o valor normal minimo estabelecido
pela OMS (5mg/100 mL), sugere que o resultado positivo para EMA nestes 4 pacientes, seja falso
positivo. Além disso, o soro foi utilizado no ensaio de imunofluorescéncia numa concentragdo 5
vezes mais diluida e existem subclasses de IgA (1 e 2) e subtipos especificos para cada antigeno
que sensibilizou o paciente e para inimeros outros antigenos, o que reduziria os anticorpos anti-
endomisio para niveis muito mais baixos. Mesmo na falta de dados sobre a quantidade minima de
IgA EMA para ter um teste positivo, a tendéncia ¢ considerar estes resultados (pelo menos em 4
dos 8 pacientes com DIgA) como falsos positivos. Por outro lado, tem sido reportado resultado

falso negativo de IgA EMA em pacientes com DIgA (CATASSI, RATSCH, FABIANI, 1994).
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Em um estudo publicado pelo grupo de WALKER-SMITH, foi referido que existe
uma grande possibilidade de haver reagbes antigeno-anticorpo (EMA) decorrentes de infecgdes
intestinais, sem qualquer relagdo com DC (CHAN, PHILLIPS, MIRAKIAN, WALKER-SMITH,
1994). Tal observagdo deve ser mais enfatizada, principalmente na nossa instiuigdo, onde a
maioria dos pacientes € de baixo nivel socioecondmico € sujeito as infecgOes gastrointestinais
mais freqiientes do que em paises desenvolvidos. Da mesma maneira, a mucosa com grau 1
(n=10) ou grau 2 (n=1) poderia ser lesada ndo apenas como conseqiiéncia de uma reago entre
gliten e IgA (ou outra imunoglobulina), mas sim de outras causas de enteropatias que causam ma
absorg3o, tal como, enteropatia por hipersensibilidade ao leite de vaca (DC (CHAN, PHILLIPS,

MIRAKIAN, WALKER-SMITH, 1994).

Os pacientes com DIgA tém risco aumentado de desenvolver DC (COLLIN,
MAKI, KEYRILAINEN, e cols., 1992), e geralmente tém testes baseados em anticorpos da
classe IgA negativos e devem ser avaliados com testes para detecgdo de anticorpos da classe IgG.
A prevaléncia de DIgA na populagéo finlandesa ¢ 1:400 (KOISTINEN, 1975), pais com elevada
incidéncia de DM-1, e aproximadamente 15% dos pacientes com DIgA t€m DC (KLEMOLA,

1987)

Ha associagdo de DC com outras doengas auto-imunes, especialmente doengas da
tiredide (MULDER, TYTGAT, GROENLAND, 1988). Na casuistica do presente estudo, foram
observados apenas 4 casos de tireoidite de Hashimoto, 1 caso entre os 13 pacientes com DC e
mais 3 casos entre os demais diabéticos, 2 com EMA negativo € 1 com EMA positivo € com
bidpsia normal. Portanto, nfio houve maior associagdo de tireoidite de Hashimoto no grupo de

pacientes diabéticos com DC .
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Conforme DEL ROSARIO, FITZGERALD, CHONG e cols. (1998), os pacientes
com IgA EMA positivo devem ser submetidos a dieta sem gliten e a resposta clinica
monitorizada. A resposta clinica a dieta sem gluten tem sido um critério importante para o

diagndstico de DC.

Considerando que DC pode se desenvolver ap6s varios anos em individuos
predispostos, o teste EMA deve ser mensurado anualmente nesses pacientes € devem ser
rebiopsiados, se os titulos de anticorpos aumentarem ou se a condi¢fio clinica deteriorar, ou

passarem a ser sintomaticos (MAKI & COLLIN , 1997).

Houve grande nimero de pacientes com AGA positivo (14) e EMA negativo, sem
sintomas gastrointestinais, sendo impossivel avaliar com mais detalhes porque estes pacientes nio
foram biopsiados, pois o critério inicial para realizagfio da bidpsia intestinal foi a presenga de
EMA positivo e nenhum desses pacientes tinha sintomas de DC. Com base nos dados de AGA,
sugere-se que a maioria dos 17 pacientes com EMA positivo € bidpsia ndo compativel com DC
seja de fato ndo “celiacos em potencial”, como suspeitado inicialmente. Evidentemente, seria
melhor realizar uma nova analise das mesmas amostras com outro ensaio para EMA, utilizando

corddo umbilical humano, por exemplo, realizado por pessoas com experiéncia neste ensaio.

Portanto, a bidpsia da mucosa do intestino delgado continua como "padrdo ouro"
para o diagnostico. O diagndstico de DC somente em individuos com sintomas gastrointestinais
classicos pode diminuir a prevaléncia da doenga. E importante considerar um screening,
sobretudo para individuos com maior risco para a doenga, por exemplo, com suscetibilidade

genética e/ou doengas associadas, tais como a DM-1 (MAKI & COLLIN , 1997).
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Com base nos resultados, a prevaléncia de DC em criangas e adolescentes com
DM-1 no presente estudo, segundo os critérios adotados pela ESPGAN, foi de 8,7%, maior do
que em outros estudos que relatam uma prevaléncia variavel de 1 a 4% entre criangas
(KOLETZKO, BURGIN-WOLFF, KOLETZKO e cols., 1988; BARERA, BIANCHI, CALISTI
e cols., 1991; CALERO, RIBES-KONINCKX, ALBIACH e cols.,1996) e de 2 a 46 %
(COLLIN, SALMI, HALLSTROM e cols., 1989; SATEGNA-GUIDETTI, GROSSO,
PULITANO e cols.,, 1994; PAGE, LLOYD, HILL e cols., 1994; SJOBERG, ERIKSSON,

BREDBERG e cols., 1998) entre adultos.

SIGURS, JOHANSSON, ELFSTRAND e cols. (1993) estimaram a
prevaléncia de DC em uma populagdo de 459 criangas € adolescentes com DM-1, na Suécia,
com a dosagem de IgA AGA (ELISA). Foram detectados 15 pacientes com atrofia total de
mucosa jejunal, quando a anélise foi realizada junto com 6 pacientes com DM-1 € com

diagnéstico prévio de DC, a prevaléncia de DC foi de 4,6%.

Nos relatos iniciais de DC clinicamente suspeita entre pacientes com DM-1
(WALSH, COOPER, WRIGHT, e cols.,1978), quase todos os pacientes tinham diarréia, perda de
peso, anemia ¢ dificuldade no controle da glicemia, geralmente com hipoglicemia. No presente

estudo a frequéncia de hipoglicemia ndo foi maior no grupo de paciente com DC confirmada em

comparagio aos outros grupos.

Estudos de screening tém detectado pacientes com poucos, € n#o
infreqiientemente, sem sintomas aparentes ou conseqiéncias de ma absorgdo (COLLIN,
HALLSTROM, MAKI, 1990). No presente estudo a maioria dos pacientes com DC (10/13,

76,9%) realmente ndo tinha os sintomas classicos.
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Para CALERO, RIBES-KONINCKX, ALBIACH e cols, (1996), o screening
precoce nas criangas com DM-1 com uma combinagiio de AGA mais EMA e anticorpo anti-
reticulina (ARA) como recomendagdo € inaceitavel na pratica. Uma avaliagdo em duas etapas:
com IgA AGA como primeiro screening, seguido por EMA ou ARA como teste confirmatorio,
deve ser o screening mais adequado. LORINI, SCOTTA, CORTONA e cols. (1996)
determinaram a presenga de IgA AGA (ELISA), ARA e EMA (imunofluorescéncia indireta) em
133 pacientes com DM-1 e sugeriram que todas as criangas diabéticas devam ser avaliadas para
DC com uma combinagio de AGA e EMA. Se somente um teste for escolhido, EMA é o melhor,

porém havera sempre a possibilidade de falso positivo e/ou falso negativo.

Em estudos de screening para DC, o ideal ¢ otimizar a sensibilidade no primeiro
passo e especificidade no segundo passo, permitindo a identificag@o da maioria dos pacientes com
DC com um minimo de resultados falso negativos e falso positivos (CORRAO,CORAZZA,

ANDREAN], ¢ cols., 1994).

A DC ndo diagnosticada estd associada com retardo no crescimento
(CACCIARI, SALARDI, BIASCO, 1985) e com carcinomas ¢ linfomas de célula T do trato
gastrointestinal (HOLMES, PRIOR, LANE e cols.,, 1989). Tem sido recentemente
demonstrado que DC aumenta o risco de doengas malignas ndo relacionadas ao sistema
digestivo (STAHLBERG, SAVILAHTI, TEPPO, 1989). Entretanto, uma dieta restrita sem
gluten tem tido um efeito protetor em pacientes com DC, reduzindo o risco de doengas malignas

intestinais (HOLMES, PRIOR, LANE e cols., 1989).
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Portanto, um diagnodstico precoce e aderéncia a dieta sdo essenciais. Dos 35
pacientes EMA positivos neste estudo, a dieta sem glaten foi recomendada para os 13 com
biopsia grau IIl ou IV, porém a aderéncia a esta dieta foi muito abaixo do esperado. Os
demais 22 pacientes ficaram sem dieta para serem reavaliados com outros métodos

sorologicos.

Além disso, como as criangas diabéticas tém alto consumo de carboidratos que
contém gliten, o diagndstico precoce de DC em pacientes com DM—i assintomaticos pode
também ter beneficios no controle da diabetes. Todas as criangas com DM-1 devem ser
rotineiramente avaliadas para DC, e IgA-AGA mostrou-se um teste especifico no presente

estudo.

No passado, a DIgA néo interferia no diagndstico de DC porque todos os pacientes
eram submetidos a bidpsia. Recentemente, os marcadores sorologicos t€m sido empregados
como primeira linha para investigagdo de DC e sfio usados na monitorizagdo da resposta ao
tratamento. Avaliar os anticorpos classe IgA sem considerar os niveis séricos de IgA total pode

levar a um resultado falso negativo.

A DIgA ¢ a imunodefici€éncia primaria mais comum, em um estudo realizado no
Brasil, comespondeu a 28% das imunodeficiéncias primarias (GRUMACH, JACOB,
PASTORINO, 1998). Em outros estudos que avaliaram a freqii€ncia de imunodeficiéncias
primarias, a DIgA ocorreu em 18,6 a 48% dos pacientes (FASTH, 1982; LUZY, PESCE,

RINALDI, 1989).
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Segundo o Registro Latino-americano de Imunodeficiéncias Primarias (LAGID),
as imunodefici€ncias humorais correspondem a 58% dos casos de imunodeficiéncias primarias
em 1.428 pacientes, entre essas, a DIgA foi a mais comum, em 413 pacientes (CARNEIRO-

SAMPAIO, 1999).

A prevaléncia de DIgA varia de 1:223 a 1:1000 em populagdes de diferentes
paises (BACHMANN, 1965, GRUNDBACHER, 1972, CASSIDY E NORDBY, 1975) e de
1:400 a 1:3000 entre doadores de sangue saudaveis (INATVIG, HARBOE, FAUSA e cols., 1971;
FROMMEL, MOULLEC, LAMBIN e cols., 1973, KOISTINEN, 1975). Os resultados sdo
variaveis devido provavelmente as diferentes populagdes estudadas, por exemplo, entre doadores
de sangue finlandeses foi de 1:396 (KOISTINEN, 1975) e entre doadores de sangue franceses foi
1:3.040 (FROMMEL, MOULLEC, LAMBIN ¢ cols., 1973), portanto mais freqgiiente entre
finlandeses. A prevaléncia em doadores de sangue da raga caucasiana varia de 1:300 a 1: 2.000
(média 1:660); ¢ menos freqiiente em negros (BUCKLEY, 1975). No Japdo, € considerada mais

baixa (1:18.500) (KANOH, MIZUMOTO, YASUDA e cols., 1986).

Um estudo clinico realizado no Brasil que envolveu 11.576 adultos saudaveis
doadores de sangue € mulheres graviadas, revelou 12 individuos com DIgA, ou seja, uma

prevaléncia de 1:965 (CARNEIRO-SAMPAIO, CARBONARE, ROZENTRAUB e cols.,1989).

Outro fator importante a ser considerado nos estudos de prevaléncia € o nivel
sérico de IgA utilizado para estabelecer o diagnostico de DIgA. Alguns autores consideram o
nivel sérico menor que 10 mg/dL para estabelecer o diagndstico (BUCKLEY E DEES, 1969),

outros consideram um nivel de 5 mg/dL ou menos (HONG & AMMANN, 1989).
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No presente estudo, a DIgA foi definida de acordo com HONG & AMMANN
(1989), com niveis de IgA sérica diminuidos (< 5 mg/dL ou 0,05g/L), IgG e IgM séricas normais.
Os individuos com DIgA tém tanto IgA sérica quanto IgA secretdria baixas, apenas 'em 3% dos
casos pode ocorrer dissociagdo entre essas dosagens (WALDMANN, BRODER, KRAKAUER, e

cols., 1976). Por isso, no presente estudo foi avaliada somente a presenga de IgA sérica.

Em nenhuma das amostras do grupo controle (n=150), a dosagem de IgA sérica
foi inferior a 5 mg/dL, entretanto, verificou-se uma elevada prevaléncia de DIgA em diabéticos do
tipo 1, aproximadamente 53:1.000 diabéticos (calculo extrapolado a partir do resultado obtido em
149 pacientes), ou seja, quase 50 vezes maior do que na populagio brasileira em geral, estimada

em 1:1.000 (CARNEIRO-SAMPAIO, CARBONARE, ROZENTRAUB e cols.,1989).

CATALDO, MARINO, BOTTARO, ¢ cols. (1997), em um estudo multicéntrico,
relataram a prevaléncia e as caracteristicas clinicas de pacientes com DIgA em um grupo de 688
criangas com DC detectada por analises de anticorpos IgA e IgG antigliadina, IgA EMA. Doze
entre 688 (1,7%) pacientes com DC tinham DIgA, ou seja, 10 vezes mais comum na populagio de

celiacos do que na populagfo geral.

Em pacientes com suspeita de DC, ¢ aconselhdvel medir a concentragdo de IgA
sérica e considerar a bidpsia jejunal em pacientes com DIgA e com sintomas de DC, independente
da dosagem de anticorpos IgA AGA e EMA. Segundo HENEGHAN, STEVENS, CRYAN, e
cols. (1997), a DIgA foi encontrada em 14 de 604 pacientes com DC avaliados, uma prevaléncia
de 2,31 em 100 para DIgA, semelhante a outros estudos (MAWHINNEY & TOMKIN, 1971),

portanto, os individuos com DIgA tém 13 a 18 vezes maior risco de desenvolverem DC do que a

populaggo geral.
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Surpreendemente, no presente estudo foi identificado apenas 1 caso de DIgA entre
13 celiacos, 0 que resulta numa prevaléncia de 7,7 em 100. Evidentemente, com este pequeno

nimero de DC analisado fica dificil extrapolar este resultado para toda a populago.

A prevaléncia de DIgA no sexo masculino é maior do que no sexo feminino,
especialmente em pacientes sintomaticos (BUCKLEY, 1975). FASTH, em 1982, relatou uma
freqiiéncia de DIgA igual em ambos os sexos. No presente estudo, com um pequeno numero de
criangas detectadas com DIgA, houve predominio de pacientes do masculino (5 meninos para 3

meninas).

A maioria dos pacientes com DIgA ¢é assintomatica, considerando a maior
susceptibilidade para infecgdes. Este fato pode ser explicado pela capacidade de transporte de
IgM para as mucosas, como mecanismo compensatdorio (BRANDTZAEG, KARLSSON,
HANSON e cols., 1986). Virios estudos relatam aumento de IgM nas secregdes € no soro
(KWITKO, ROBERTS-THOMAS, SHEARMAN, 1982). A presenga de células B com
expressdo de IgM de superficie na mucosa do trato gastrointestinal e a observagdo de que a
IgM € capaz de transportar 0 componente secretor através do epitélio, adquirindo um papel
compensatdrio, poderiam explicar a auséncia de sintomatologia em alguns casos. Este aspecto
foi observado por alguns autores quando constataram niveis elevados de IgM no colostro de
uma nutriz portadora de DIgA (BARROS, PORTO, LESER e cols., 1985). Outra explicagéo
pode ser a capacidade de produgdo de anticorpos de outros isotipos. Nenhum dos 8 pacientes
com DIgA tinha infecgdes recorrentes de vias aéreas superiores, vias aéreas inferiores e

gastrointestinais.
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As dosagens de IgM e IgG elevam-se em pacientes com DIgA, provavelmente
devido a um mecanismo compensatorio. As dosagens de 1gG e IgM séricas realizadas por
turbidimetria dos pacientes com DIgA do presente estudo estavam acima dos valores normais
para a idade. Segundo MELLANDER, BJORKANDER, CARLSON, e cols. (1986), as
infec¢des sdo mais comuns em pacientes com DIgA com niveis de IgM diminuidos ou
ausentes, o que pode aumentar ainda mais a chance de uma lesdo de mucosa intestinal sem

qualquer relagdo com DC.

Portanto, a DIgA € marcada por um defeito na habilidade de produgéo de IgA
(geralmente de ambas as subclasses de IgA) associada com uma capacidade normal de
broduzir imunoglobulinas de outros isotipos. Este defeito ndo ¢ absoluto, e alguns individuos
tém a capacidade de produzir baixos niveis de IgA. Os pacientes com DIgA possuem células
B circulantes com presenga de IgA na superficie (CONLEY & COOPER, 1981) e, por isso,
podem ter IgA detectadvel no soro. No presente estudo, em pacientes com DIgA, foram

detectadas pequenas quantidades de IgA pelo método ELISA.

Diante do exposto acima, verifica-se que o screening para diagndstico de DC deve
levar em consideragdo o que foi sugerido por CORRAO, CORAZZA, ANDREANI, ¢ cols.
(1994), ou seja, que o screening deve ser iniciado com um teste soroldgico com maior
sensibilidade, que seria 0 EMA, e depois passaria por uma segunda selegdio, analisando as
amostras de soro com um ensaio com maior especificidade. No presente estudo, o ensaio com
maior especificidade foi 0 AGA (néo foi possivel calcular especificidade para EMA), entretanto,

permanece a duvida com relagfio a tecnica empregada na realizagdo do ensaio de EMA.
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Um fluxograma foi realizado para auxiliar no screening para DC em pacientes
com DM-1, com a finalidade de reduzir o numero de bidpsias intestinais em pacientes

normais (ANEXO 7).

Devido a alta prevaléncia de DIgA entre pacientes com DM-1 (5,3%) detectada no
presente estudo, deve-se medir a concentragio de IgA sérica antes de iniciar a avaliagio com os

testes sorologicos para DC nos pacientes diabéticos.

No presente estudo a prevaléncia de DC entre pacientes com DM-1 foi de 8,7%. A
maioria dos pacientes ndo apresentava sintomas gastrointestinais, portanto, independente da
presenga de sinais e sintomas de DC, todos os pacientes com DM-1 devem ser rotineiramente
avaliados, principalmente se apresentarem estatura abaixo da estatura alvo, com pelo menos 2

testes soroldgicos para DC (IgA AGA e IgA EMA).

Se IgA EMA e IgA AGA forem positivos, indica-se a bi6psia intestinal. Se apenas
IgA EMA ou IgA AGA positivo, sem DIgA, repetir ambos os testes por outro ensaio.

No presente estudo, os pacientes com DIgA nfio tinham niveis detectaveis de IgA
AGA, portanto, nesses pacientes deve-se dosar IgG AGA. Se positivo, indica-se a biopsia
intestinal.

Em todos os casos, se a bidpsia intestinal for normal (graus 0 e 1), repetir EMA e
AGA anualmente. Se a bidpsia intestinal for grau II, manter o acompanhamento do paciente e
repetir a biopisa anualmente, ou antes se o quadro clinico deteriorar. Em pacientes com bidpsia

graus Il e IV, a DC ¢ confirmada e recomenda-se a dieta sem glaten.

Nos pacientes com DIgA detectados durante o screening, realizar a dosagem de
IgG e IgM para afastar outras imunodeficiéncias humorais, tais como, imunodeficiéncia comum

variavel e agamaglobulinemia.
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7. CONCLUSOES

p—

A prevaléncia de DIgA entre criangas e adolescentes com DM-1 no Estado do Parana foi

de 5,3%, 50 vezes maior do que na populagio brasileira em geral.

Em pacientes cujos niveis séricos de IgA foram indetectaveis por turbidimetria e
imunodifusdo radial em placa de baixa concentragio, a dosagem sérica de IgA por ELISA,

mostrou-se altamente sensivel para detectar baixos niveis de IgA nos pacientes com

DIgA;

. A prevaléncia de DC confirmada com bidpsia intestinal, entre criangas e adolescentes com

DM-1, foi de 8,7% no Parana.

No presente estudo, IgA EMA teve alta sensibilidade (100%), mas apresentou alguns
resultados considerados falso-positivos; IgA AGA teve menor sensibilidade do que EMA

(69,2%), no entanto, teve alta especificidade, 94,1%;

A maioria dos pacientes com DC era assintomatica, apenas 3 entre 13 (23%) pacientes

apresentaram sintomas de DC.

Nenhum paciente com DIgA tinha infecgbes recorrentes das vias aéreas superiores,

inferiores ou gastrointestinais.
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8. ANEXOS
ANEXO 1: FICHA DE AVALIAGAO INICIAL

1. DADOS PESSOAIS

Idade: ..., Data de Nascimento: ........ A Lo

Sexo: masculino 0 feminino O
Idade de Inicio DMID:

Histéria de Doenca Celiaca na familia

0. Ninguém

1. Pai

2. Mie

3. Irmdo

4. Avl materna

5. Avd materno

6. Avo paterna

7. AvO0 paterno

8. Mais de 1 irméo

9. Primo de 1° grau (materno)
10. Primo de 1° grau (paterno)
11. Irméo (d) mée

12. Irmdo (&) pai

13. Desconhece (adotivo)

2. MANIFESTAGOES CLINICAS: SINAIS E SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

2.1. Distensdo Abdominal Sim O Nio O
2.2 Flatuléncia Sim O Nio O
2.3. Diarréia cronica Sim O Nao 0O

2.4. Dor Abdominal Recorrente Sim [0 Ndo O

2.5. Habito Intestinal

Mais de 3 vezes ao dia

2 a 3 vezes ao dia

1 vez ao dia

1 vez a cada 2 dias

1 vez a cada 3 dias ou mais

b= o
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2.6. Doencas associadas

Sem outras doengas associadas
Tireoidite de Hashimoto

Doenga de Addison

Anemia Hemolitica auto-imune
Dermatite Herpetiforme

Outra

Mais de uma (Tireoidite + outra)

SNk ~O

2.7. Historia de infecgdes de repeticio:

Vias aéreas superiores (Otite, sinusite) [ Sim [ Nio
Vias aéreas inferiores (Traqueobronquite, pneumonia) O Sim 0 Ndo
Gastrointestinais [ Sim [J N&o

3. EXAMES COMPLEMENTARES

3.1. IgA sérica

Meétodo:

Turbidimetria

Imunodifusdo Radial em placa de Baixa Concentragio
ELISA

3.2. Anticorpo IgA anti-endomisio
1. Positivo
2. Negativo

3.3. Anticorpo IgA anti-gliadina
1. Positivo
2. Negativo

3.4. Biopsia Intestinal

0. Grau 0

1. Graul

2. Grau 11

3. Graulll

4. GraulV

5. Grau III com areas grau IV
5. Nio realizada



75

ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaragdo de Termo de Consentimento

Declaro que fui suficientemente informado (a) a respeito dos objetivos da

pesquisa e da natureza dos procedimentos a serem realizados.

Declaro que concordo qUE 0 MENOT............cco.cueuieveeierceieereceece et
faca parte da Tese de Mestrado intitulada “Deficiéncia de IgA em pacientes com Diabetes

Mellitus Insulino-dependente submetidos ao Screening para Doenca Celiaca”.

Curitiba, ........ [ Lo

..............................................................................................

Assinatura do(a) Responsavel
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ANEXO 3: PLANILHA COM OS DADOS DOS PACIENTES DO GRUPO

CONTROLE (NORMAIS)
o IgA Clinica Clinica Clinica

N®  Sexo Idade . |\qp DC DigA DM-1
T 2 12 104 ] 1 1
2 1 7 222 1 1 1
3 1 9 106 1 1 1
4 2 7 138 1 1 1
5 1 5 146 1 1 1
6 2 12 291 ] 1 1
7 2 7 156 1 1 1
8 1 5 362 1 1 1
9 2 17 381 1 1 1
10 1 7 100 1 1 1
11 1 10 106 1 1 1
12 1 7 121 1 1 1
13 2 6 255 1 1 1
14 1 10 128 1 1 1
15 ] 20 246 1 1 1
16 1 16 79 1 1 1
17 2 g 120 1 1 1
18 2 7 191 1 1 1
19 2 7 105 1 1 1
20 1 6 62 1 1 1
21 2 10 180 1 1 1
2 1 6 152 1 1 ]
23 1 9 243 1 1 1
24 1 10 85 1 1 1
25 1 8 155 1 1 1
26 1 13 243 1 1 1
27 2 10 409 1 1 1
28 1 10 114 1 1 1
29 2 8 254 1 1 1
30 2 12 282 1 1 1
31 1 14 80 1 1 1
32 1 8 317 1 1 1
33 2 16 163 1 1 1
34 2 9 128 1 1 1
35 1 13 281 1 1 1
36 1 12 82 1 1 1
37 1 15 338 1 1 1
38 2 12 326 1 1 1
39 2 9 166 ] ] 1
40 2 14 274 1 1 1
41 1 6 131 1 1 1
42 2 11 248 1 1 1
43 2 9 109 1 1 1
44 1 10 171 1 1 1
45 2 9 227 1 1 1
46 : 6 270 1 ] 1
47 2 7 172 1 1 1
48 2 11 251 1 1 1
49 1 10 180 1 1 1
50 2 10 190 1 1 1

continua
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PLANILHA COM OS DADOS DOS PACIENTES DO GRUPO CONTROLE

(NORMAIS)
continuagdo
° IgA Clinica Clinica Clinica
N®  Sexo ldade  ./\qp) DC DigA DM-1
51 1 11 97 1 1 1
52 1 8 215 1 1 1
53 2 14 372 1 1 1
54 1 8 104 1 1 1
55 2 8 139 1 1 1
56 1 15 204 1 1 1
57 1 6 142 1 1 1
58 2 8 225 1 1 1
59 1 9 80 1 1 1
60 1 5 116 1 1 1
61 1 7 198 1 1 1
62 2 12 132 1 1 1
63 2 8 111 1 1 1
64 1 14 89 1 1 1
65 2 10 123 1 1 1
66 1 9 104 1 1 i
67 2 6 125 1 1 1
68 2 12 187 1 1 1
69 1 7 196 1 1 1
70 1 12 253 1 1 1
71 1 11 108 1 1 1
72 2 10 84 1 1 1
73 1 12 118 1 1 1
74 2 7 215 1 1 1
75 1 6 395 1 1 1
76 1 16 172 1 1 1
77 1 13 173 1 1 1
78 2 13 302 1 1 1
79 2 6 157 1 1 1
80 2 9 132 1 1 1
81 1 9 138 1 1 1
82 2 10 379 1 1 1
83 2 11 109 1 1 1
84 1 "6 120 1 1 1
85 2 8 205 1 1 1
86 1 8 226 1 1 1
87 1 7 239 1 1 1
88 1 14 160 1 1 1
89 1 18 221 1 1 1
90 1 11 230 1 1 1
91 2 8 119 1 1 1
92 1 6 216 1 1 1
93 1 11 509 1 1 1
94 1 8 350 1 1 1
95 2 10 163 1 1 1
96 2 8 297 1 1 1
97 1 9 212 1 1 1
98 2 11 227 1 1 1
99 2 10 90 1 1 I
100 1 11 498 1 1 1

Continua



PLANILHA COM OS DADOS DOS PACIENTES DO GRUPO CONTROLE

(NORMALIS)
continuacio
° IgA Clinica Clinica Clinica
N®  Sexo Idade  p\qp) DC DigA DM-1
101 2 6 156 1 1 1
102 1 14 161 1 1 1
103 2 8 214 1 1 1
104 1 13 476 1 1 1
105 2 11 353 1 1 1
106 1 6 195 1 1 1
107 1 9 91 1 1 1
108 2 7 109 1 1 1
109 2 11 286 1 1 1
110 1 8 160 1 1 1
111 2 10 215 1 1 1
112 1 10 432 1 1 1
113 2 8 200 1 1 1
114 1 8 335 1 1 1
115 2 13 433 1 1 1
116 1 7 395 1 1 1
117 1 10 157 1 1 1
118 1 10 245 1 1 1
119 1 14 395 1 1 1
120 1 10 295 1 1 1
121 1 9 174 1 1 1
122 1 10 381 1 1 1
123 2 8 129 1 1 1
124 2 14 142 1 1 1
125 1 9 53 1 1 1
126 1 13 129 1 1 1
127 1 21 341 1 1 1
128 1 14 187 1 1 1
129 1 21 456 1 1 1
130 2 17 107 1 1 1
131 1 12 404 1 1 1
132 2 15 429 1 1 1
133 1 14 212 1 1 1
134 2 19 211 1 1 1
135 2 14 44 1 1 1
136 1 10 446 1 1 1
137 1 10 205 1 1 1
138 1 13 134 1 1 1
139 1 14 212 1 1 1
140 1 8 365 1 i 1
141 2 6 74 1 1 1
142 2 11 171 1 1 1
143 2 12 388 1 1 1
144 1 12 132 1 1 1
145 1 10 385 1 1 1
146 1 19 125 1 1 1
147 2 13 201 1 1 1
148 1 17 238 1 1 1
149 1 14 310 1 1 1
150 1 13 241 1 1 1



ANEXO 4: PLANILHA DE DADOS DOS PACIENTES COM DM-1

Continua

: INIC | LEIT | INIC | DURA BIO
N° | IDADE | SEXO | hyy' | yat | Gut | om | '9A | EMA | ogia
T 121 1 2,00 60 60 10,10 1 0 3
2 86 2 3.75 1.0 10 4,85 1 0 ]
3 121 1 8,50 60 60 3.60 1 0 ;
4 9,3 2 9,25 2,0 2,0 0,05 1 0 -
5 156 2 6.41 60 60 9.19 1 0 ;
6 101 2 2.33 40 40 7.77 1 0 ]
7 162 2 2,91 30 30 1329 1 0 ;
8 161 1 5,50 20 20 10,60 1 0 ;
9 129 2 9.83 1.0 10 3,07 1 0 ]

10 124 1 10,66 3,0 3,0 1,74 2 1

1 167 1 6.83 60 60 9.87 1 0 -
12 11,2 2 11,08 3,0 3,0 0,12 1 0 -
13 129 2 12,58 05 05 0.32 1 0 .
14 17 2 1.50 60 60 0.20 1 1 0
15 47 1 441 4,0 40 0,29 1 0 -
16 12,7 2 11,83 6,0 6,0 0,87 1 0 -
17 48 2 4,00 50 50 0.80 1 0 -
18 8,5 1 7,50 3,0 3,0 1,00 1 0 -
19 11,7 1 10,33 0,5 0,5 1,37 1 0 -
20 6,3 2 4,66 5,0 5,0 1,64 1 0 -
21 11,8 1 11,08 5,0 5,0 0,72 2 1

22 7.4 1 6,08 0,5 0,5 1,32 1 0 -
23 131 1 7.50 20 20 5.60 1 0 ]
24 171 2 12,00 30 30 510 1 0 ]
25 12,2 1 8,00 1,0 1,0 420 1 0 -
26 9,9 1 475 1,0 1,0 5,15 1 0 -
27 15,3 2 8,00 0,5 0,5 7,30 1 0 -
28 13,6 1 9,00 5,0 5,0 4,60 1 0 -
29 4.4 1 4,25 0,5 0,5 0,15 1 0 -
30 12,0 1 6,41 40 40 5,59 1 0 -
31 8,5 2 5,00 4,0 4,0 3,50 1 0 -
32 156 1 9,50 60 60 610 1 0 -
33 95 1 7.66 30 30 1.84 1 0 .
34 112 1 9,33 05 05 1.87 i 0 -
35 14,7 2 9,83 7,0 7,0 487 1 0 -
36 16,3 2 9,91 12,0 12,0 6,39 1 0 -
37 134 1 11,33 05 05 2.07 1 0 ]
38 14,3 2 13,00 4,0 4.0 1,30 1 0 -
39 12,4 1 10,91 4,0 40 1,49 1 0 -
40 15,3 2 11,25 40 40 4,05 1 0 -
41 17,2 2 6,50 1,0 1,0 10,70 1 0 -
42 14,0 2 5,08 5,0 5,0 8,92 1 0 -
43 204 2 11,91 10 10 849 1 0 ;
44 15,1 1 5,25 0,5 0,5 9,85 1 0 -
45 68 1 3.83 40 40 2.97 1 0 ]
46 6,6 2 3,75 1,0 1,0 2,85 1 0 -
47 131 1 2,50 30 30 10,60 1 0 ;
48 19,6 1 6,41 - 0,0 13,19 1 0 -
49 45 1 3.16 60 60 134 1 0 ]
50 107 2 4,00 40 40 6.70 1 0 .
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PLANILHA DE DADOS DOS PACIENTES COM DM-1

continuaogio

° INIC LEIT INIC | DURA ‘Bl

N° | IDADE | SEXO DM MAT | GLUT DM IgA EMA PSIA
51 10,2 1 7,25 1,0 1,0 2,95 1 0 -
52 14,4 1 12,91 6,0 6,0 1,49 1 1 4
53 13,5 2 8,00 - 00 5,50 1 1 1
54 19,2 2 8,00 40 40 11,20 2 1 4
55 15,0 1 4,75 3,0 3,0 10,25 1 0 -
56 13,0 2 7,25 - 0,0 5,75 1 0 -
57 16,3 2 9,25 40 40 7,05 1 0 -
58 13,4 2 7,16 0,5 0,5 6,24 1 0 -
59 10,5 1 5,50 40 40 5,00 1 0 -
60 12,9 1 11,40 - 00 1,50 1 0 -
61 7,7 2 6,66 3,0 3,0 1,04 1 0 -
62 10,6 1 1,83 0,5 0,5 8,77 1 0 -
63 17,4 2 12,00 3,0 3,0 5,40 1 0 -
64 15,1 1 13,66 3,0 3,0 1,44 1 0 -
65 15,5 2 11,91 20 20 3,59 1 1 1
66 14,4 2 11,66 6,0 6,0 2,80 1 1 0
67 15,8 1 13,91 5,0 5,0 1,89 1 0 -
68 17,6 1 14,00 1,0 1,0 3,60 2 i 1
69 11,9 2 11,16 0,5 0,5 0,74 2 1 0
70 15,8 2 12,91 5,0 5,0 2,89 1 0 -
71 11,0 2 6,00 1,0 1,0 5,00 1 1 4
72 123 2 11,00 6,0 6,0 1,30 1 0 -
73 11,1 2 10,00 - 0,0 1,10 1 0 -
74 5,2 1 3,75 20 20 1,45 1 0 -
75 10,5 2 7,50 2,0 2,0 3,00 1 0 -
76 10,2 2 4,83 0,5 0,5 5,37 1 0 -
77 13,8 2 6,08 5,0 5,0 7,72 1 0 -
78 6,2 1 6,00 6,0 6,0 0,20 1 1

79 16,3 1 6,00 3,0 3,0 10,30 1 0o -
80 14,5 2 2,75 1,0 1,0 11,75 1 0 -
81 143 1 3,66 2,0 2,0 10,64 1 0 -
82 11,2 2 1,50 20 20 9,70 1 0 -
83 15,9 2 2,33 0,5 0,5 13,57 1 0 -
84 14,2 1 0,66 1,0 1,0 13,54 1 0 -
85 17,4 2 6,00 3,0 3,0 11,40 1 0 -
86 15,3 2 3,00 0,5 0,5 12,30 1 0 -
87 16,5 1 4,66 3,0 3,0 11,84 1 1 5
88 15,7 2 8,66 6,0 6,0 7,04 1 0 -
89 17,7 1 3,50 1,0 1,0 14,20 2 1 6
90 10,5 1 8,50 - 0,0 2,00 1 0 -
91 17,0 1 6,58 40 40 10,42 1 0 -
92 17,4 2 7,00 3,0 3,0 10,40 1 0 -
93 21,1 1 7,25 7,0 7,0 13,85 1 0 -
%4 225 1 0,75 - 0,0 21,75 1 1

95 9,9 2 8,00 6,0 6,0 1,90 1 0 -
96 12,2 2 6,08 3,0 3,0 6,12 1 0 -
97 15,8 1 8,58 6,0 6,0 7,22 1 0 -
98 10,9 1 3,33 4.0 4,0 7,57 1 0 -
99 14,6 2 7,00 7,0 7,0 7,60 1 1

100 12,5 1 2,00 3,5 3,5 10,50 1 0 -

Continua
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PLANILHA DE DADOS DOS PACIENTES COM DM-1

continug;ﬁo
o INIC LEIT INIC DURA Bl
N IDADE | SEXO DM MAT | GLUT DM IgA EMA PSIA
101 13,7 2 4,00 0,5 0,5 9,70 1 1 4
102 16,2 1 12,83 0,5 0,5 3,37 1 1 4
103 16,0 1 12,00 - 0,0 4,00 1 0 -
104 18,0 2 14,00 4,0 4,0 4,00 1 0 -
105 17,3 1 2,25 0,5 0,5 15,05 1 1 1
106 12,0 1 6,25 0,5 0,5 5,75 1 1 1
107 10,0 2 7,83 4,0 4.0 2,17 1 0 -
108 7,0 1 3,91 - 0,0 3,09 1 0 -
109 12,3 1 9,75 5,0 5,0 2,55 1 0 -
110 11,3 2 8,00 2,0 2,0 3,30 1 0 -
111 16,8 1 13,00 5,0 5,0 3,80 1 0 -
112 5,8 2 3,00 - 0,0 2,80 1 1 5
113 4,7 1 1,75 - 0,0 2,95 1 0 -
114 7,6 1 5,50 40 4,0 2,10 1 0 -
115 10,7 1 8,75 6,0 6,0 1,95 1 0 -
116 89 2 6,75 3,0 3,0 2,15 1 0 -
117 5,5 2 0,25 5,0 5,0 5,25 1 0 -
118 10,5 2 8,33 3,0 3,0 2,17 1 1 4
119 8,7 1 3,66 1,0 1,0 5,04 1 1 4
120 13,5 1 11,83 1,0 1,0 1,67 1 0 -
121 15,3 2 10,16 7,0 7,0 5,14 1 1 1
122 13,2 1 8,00 - 0,0 5,20 1 0 -
123 9,5 1 0,91 5,0 5,0 8,59 1 0 -
124 14,6 1 8,00 1,0 1,0 6,60 2 1 1
125 19,2 2 3,00 - 0,0 16,20 1 1 4
126 12,2 1 10,91 6,0 6,0 1,29 1 0 -
127 18,1 1 6,00 3,0 3,0 12,10 1 0 -
128 11,8 1 3,33 5,0 5,0 8,47 1 0 -
129 438 2 2,66 2,0 2,0 2,14 1 1 1
130 9,3 2 9,00 2,0 2,0 0,30 1 1 1
131 15,9 1 5,00 2,0 2,0 10,90 1 0 -
132 15,6 2 3,60 0,5 0,5 12,00 1 1 2
133 8,9 2 5,70 0,5 0,5 3,20 1 0 -
134 9,6 1 7,50 3,0 3,0 2,10 1 0 -
135 7,7 1 5,00 8,0 8,0 2,70 1 0 -
136 16,0 1 11,33 3,0 3,0 4,67 1 0 -
137 3,6 1 3,41 - 0,0 0,19 1 0 -
138 7,9 1 3,75 1,0 1,0 4,15 1 0 -
139 18,6 2 7,58 3,0 3,0 11,02 1 0 -
140 8,5 1 2,33 4,0 4,0 6,17 1 0 -
141 6,5 1 3,50 - 0,0 3,00 1 1 6
142 13,7 1 7,41 - 0,0 6,29 1 0 -
143 11,8 2 5,00 6,0 6,0 6,80 2 1 6
144 17,1 2 13,16 3,0 3,0 3,94 1 1 6
145 17,1 2 13,91 3,0 3,0 3,19 1 0 -
146 18,7 1 6,00 0,5 0,5 12,70 1 1 1
147 11,1 2 8,91 5,0 5,0 2,19 1 0 -
148 13,3 2 11,10 1,0 1,0 2,20 1 1 5
149 7,8 2 5,00 - 0,0 2,80 1 1 0
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ANEXO 5 : PLANILHA COM OS DADOS DOS PACIENTES DE ACORDO COM O
RESULTADO DO EMA (NEGATIVO OU POSITIVO) E DE ACORDO COM A

BIOPSIA (DC OU NORMAL)
— SITUAGAOQ
SITUACAO  IDADE SITUAGAO  IDADE SE-
¥ Tema  avos XM Tewa anos X N EMABGRTNO IDADE
1  Negativo 12,1 1 136  Negativo 160 1 52 B - Doenga 144 1
3 Negativo 12,1 1 137  Negativo 36 1 87 B - Doenga 165 1
8  Negativo 16,1 1 138  Negativo 79 1 94 B - Doenga 225 1
11  Negativo 16,7 1 140  Negativo 85 1 102 B - Doenga 162 1
15  Negativo 47 1 142 Negativo 13,7 1 119 B - Doenga 87 1
18  Negativo 85 1 2 Negativo 86 2 54 B - Doenga 192 2
19  Negativo 1,7 1 4  Negativo 93 2 71 B - Doenga 110 2
22 Negativo 74 1 5  Negativo 156 2 99 B - Doenga 146 2
23 Negativo 131 1 6  Negativo 16,1 2 101 B - Doenga 13,7 2
25  Negativo 122 1 7  Negativo 162 2 112 B - Doenga 58 2
26  Negativo 99 1 9  Negativo 129 2 118 B - Doenga 105 2
28  Negativo 136 1 12 Negativo 11,2 2 125 B - Doenga 192 2
29  Negativo 44 1 13 Negativo 129 2 148 B - Doenga 133 2
30  Negativo 120 1 16  Negativo 12,7 2 10 B - Normal 124 1
32 Negativo 156 1 17  Negativo 48 2 68 B - Normal 176 1
33 Negativo 95 1 20  Negativo 63 2 78 B - Normal 62 1
34  Negativo 11,2 1 24  Negativo 17,1 2 105 B - Normal 173 1
37  Negativo 134 1 27  Negativo 153 2 106 B - Normal 120 1
39 Negativo 124 1 31 Negativo 85 2 124 B - Normal 146 1
44  Negativo 151 1 35  Negativo 147 2 146 B - Normal 18,7 1
45  Negativo 68 1 36  Negativo 163 2 14 B - Normal 1,7 2
47  Negativo 13,1 1 38  Negativo 143 2 53 B - Normal 135 2
48  Negativo 196 1 40  Negativo 153 2 65 B - Normal 155 2
49  Negativo 45 1 41  Negativo 172 2 66 B - Normal 144 2
51  Negativo 102 1 42  Negativo 140 2 69 B - Normal 119 2
55 Negativo 150 1 43 Negativo 204 2 121 B - Normal 153 2
59  Negativo 10,5 1 46  Negativo 66 2 129 B - Normal 48 2
60 Negativo 129 1 50  Negativo 10,7 2 130 B - Normal 93 2
62 Negativo 106 1 56  Negativo 13,0 2 132 B - Normal 156 2
64 Negativo 15,1 1 57  Negativo 16,3 2 149 B - Normal 78 2
67  Negativo 158 1 58  Negativo 134 2 21 Sem Biopsia 11,8 1
74  Negativo 52 1 61  Negativo 77 2 89  Sem Bidpsia 177 1
79  Negativo 163 1 63  Negativo 174 2 141 Sem Bi6psia 65 1
81  Negativo 143 1 70  Negativo 158 2 143 Sem Biépsia 11,8 2
84  Negativo 142 1 72 Negativo 123 2 144  Sem Bi6psia 17,1 2
90  Negativo 105 1 73  Negativo 11,1 2
91  Negativo 170 1 75  Negativo 10,5 2
93  Negativo 21,1 1 76  Negativo 10,2 2
97  Negativo 158 1 77  Negativo 13,8 2
98  Negativo 109 1 80  Negativo 145 2
100  Negativo 125 1 82  Negativo 11,2 2
103  Negativo 160 1 83  Negativo 159 2
108  Negativo 70 1 85  Negativo 174 2
109  Negativo 123 1 86  Negativo 153 2
111  Negativo 168 1 88  Negativo 157 2
113 Negativo 47 1 92 Negativo 174 2
114  Negativo 76 1 95  Negativo 99 2
115  Negativo 10,7 1 96  Negativo 122 2
120  Negativo 135 1 104  Negativo 180 2
122 Negativo 132 1 107  Negativo 10,0 2
123 Negativo 95 1 110 Negativo 113 2
126  Negativo 122 1 116  Negativo 89 2
127  Negativo 18,1 1 117 Negativo 55 2
128  Negativo 118 1 133 Negativo 89 2
131  Negativo 159 1 139 Negativo 186 2
134 Negativo 96 1 145 Negativo 17,1 2
135  Negativo 77 1 147 Negativo 11,1 2
1 Masculino 2 Feminino



ANEXO 6: PLANILHA DOS DADOS DOS PACIENTES COM DigA

83

CUNICA™ CLIN BIO INIC LEIT INIC DURA

N EMA AGA T - [ oA IgA oga IDADE SEXO ¢ o SUT DM
0 2 1 1 1 2 0 124 11066 30 30 1,74
21 2 1 1 1 2 6 11,8 1 11,08 50 50 072
54 2 1 1 1 2 4 192 2 800 40 40 11,20
68 2 1 1 1 2 1 176 1 1400 10 10 3,60
69 2 1 1 1 2 0 119 2 1L16 05 05 074
89 2 1 1 1 2 6 177 1 350 10 1,0 14,20
124 2 1 1 1 2 1 146 1 800 10 10 6,60
143 2 1 1 1 2 6 118 2 500 60 60 680
8 8 8 8 0 2 8 5 8 8 80 8

0 0 0 0 8 2 14625 3 8925 2688 27 5,700

0 0 0 0 0 0 3107 0 3484 2120 21 4986

0 118 35 0,5 05 07

1192 14,0 6,0 60 142

0 135 933 20 20 510

3 212 390 789 789 875




84



ANEXO 8: ESTATURA ALVO DOS PACIENTES COM DM-1

TABELA 3 -VARIAGAO ENTRE O PERCENTIL SDS ALVO E HSDS
ATUAL EM RELAGAO AO RESULTADO DO ANTICORPO

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
VARIAGAO DO PERCENTIL |—pc T % N ] % N[ %
Abaixo da Estatura Alvo 27 237 17 486 4 295
Acima da Estatura Alvo 44 38,6 06 17,1 50 33,6
Dentro da Estatura Alvo 40 35,1 12 343 52 349
TOTAL ®M111 974 35 1000 146 98,0

NOTA: (1) Nao foram relatados a altura do pai em trés casos do grupo com anficorpo
negativo. O percentual foi calculado em razdo do nimero total de casos (114 e 149,
respectivamente).

TABELA 6 -VARIAGAO ENTRE O PERCENTIL SDS ALVO E
HSDS ATUAL NO GRUPO COM BIOPSIA

NORMAL DOENCA TOTAL
VARIAGAO DO PERCENTIL e | % N | % W | %
Abaixo da Estatura Alvo 06 35,3 09 69,2 15 50,0
Acima da Estatura Alvo 04 235 01 7.7 05 16,7
Dentro da Estatura Alvo 07 412 03 23,1 10 333
TOTAL 17 1000 13 100,0 30 1000

TABELA 9 - VARIACAO ENTRE O PERCENTIL SDS ALVO E HSDS
ATUAL NO GRUPO COM ANTICORPQO NEGATIVO E

DOENGCA CONFIRMADA
NEGATIVO DOENGA TOTAL
VARIAGAO DO PERCENTIL N ] % e % "] %
Abaixo da Estatura Alvo 27 237 09 69,2 36 283
Acima da Estatura Alvo 44 38,6 01 7,7 45 35,4
Dentro da Estatura Alvo 40 35,1 03 23,1 43 33,9
TOTAL Mi111 974 13 1000 124 976

NOTA: (1) N#o foram relatados a altura do pai em frés casos do grupo com anticorpo
negativo. O percentual foi calculado em razdo do numero total de casos (114 e 127,

respectivamente).
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