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RESUMO

A doencga celiaca é uma desordem inflamatoria autoimune caracterizada por
uma intolerancia permanente ao gluten, que afeta individuos de qualquer faixa etaria
geneticamente suscetiveis, podendo causar sintomas intestinais e sistémicos. A
predisposi¢cdo genética esta fortemente relacionada aos alelos HLA-DQ2 e DQ8.
Familiares de primeiro grau de pacientes celiacos e portadores de outros distdrbios
autoimunes, tais como diabetes mellitus tipo I, tireoidite de Hashimoto, apresentam
uma prevaléncia de doenca celiaca superior a populacdo geral, a qual € de
aproximadamente 1%. Relatou-se também elevada prevaléncia entre pacientes com
a doenca de Kawasaki (5,5%), uma vasculite sistémica aguda autolimitada de etiologia
desconhecida que afeta predominantemente criangas menores de 5 anos, podendo
acometer adolescentes. Apesar de anormalidades imunolégicas serem descritas
durante a fase aguda da doenca de Kawasaki, a ocorréncia de um segundo transtorno
imunoldgico raramente é relatada. Objetivo: determinar a prevaléncia da doenca
celiaca em pacientes pediatricos com diagnéstico prévio de doenca de Kawasaki
atendidas em Servico de Reumatologia Pediatrica de Brasilia e identificar a
prevaléncia dos alelos de predisposicdo genética nesses pacientes. Metodologia:
estudo descritivo de prevaléncia que incluiu cento e dez criancas com doenca de
Kawasaki (66 do sexo masculino, idade mediana 4,8 anos) que realizaram a pesquisa
dos alelos HLA através do teste de reacdo em cadeia de polimerase e a pesquisa do
anticorpo antitransglutaminase IgA através do teste imunoenzimatico ELISA. Nos
pacientes com niveis anormais deste anticorpo se realizou ainda a pesquisa do
anticorpo antiendomisio IgA através do teste de imunofluorescéncia indireta, seguido
por bidpsia duodenal. Resultado: apenas um paciente, do sexo masculino, de 9 anos
de idade, diagnosticado com doenga de Kawasaki aos 5 anos apresentou anticorpos
positivos, HLA-DQ2 e DQ8 além de biopsia duodenal com atrofia vilositaria (Marsh
3A). No rastreio dos familiares de primeiro grau deste paciente se obteve o diagnostico
de doenca celiaca em sua irma. A prevaléncia de genotipos predisponentes para
doenca celiaca foi de 29,1%, semelhante a populacao geral. Concluséo: a prevaléncia
de doenca celiaca encontrada neste grupo de pacientes com Kawasaki nao foi

superior a da populacéo geral (0,9% versus 1%), assim como a prevaléncia dos seus



alelos predisponentes (29,1% versus 30-40%). Desta forma n&o se pode afirmar que

haja associagao entre ambas as condigdes.

Palavras Chave: Doenca Celiaca, Doenca de Kawasaki, gluten, anticorpos, HLA,
criangas.



ABSTRACT

Celiac disease is an autoimmune inflammatory disorder characterized by a
permanent intolerance to gluten, which affects genetically susceptible individuals, at
any age, causing intestinal and systemic symptoms. Genetic predisposition is strongly
related to HLA DQ2 and DQS8 alleles. First-degree relatives of celiac patients and
carriers of other autoimmune disorders, such as type 1 diabetes mellitus, Hashimoto's
thyroiditis, have a higher prevalence of celiac disease than the general population,
which is approximately 1%. There is also a report of higher prevalence among patients
with Kawasaki disease (5.5%), a self-limiting acute systemic vasculitis of unknown
etiology that predominantly affects children under 5 years of age, and may affect
adolescents. Although immunological abnormalities are described during the acute
phase of Kawasaki disease, the occurrence of a second immune disorder is rarely
reported. Objective: to determine the prevalence of celiac disease in pediatric patients
with Kawasaki disease attending at a reference service in Brasilia, and to identify the
prevalence of genetic predisposition alleles in those patients. Methods: a descriptive
prevalence study that included one hundred and ten children with Kawasaki disease
(66 male, median age 4.8 years) who performed the HLA allele research using the
polymerase chain reaction test and the IgA anti-transglutaminase antibody by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). The anti-endomysial IgA antibody was also
investigated through the indirect immunofluorescence test in patients with abnormal
levels of this antibody, followed by duodenal biopsy. Results: Only one 9-year-old male
patient, diagnosed with Kawasaki disease at age 5, presented positive antibodies, HLA
DQ2 and DQ8 in addition to duodenal biopsy with villous atrophy (Marsh 3A). This first-
degree relatives screening returned the diagnosis of celiac disease in his sister. The
prevalence of predisposing genotypes for celiac disease was 29.1%, similar to the
general population. Conclusion: The prevalence of celiac disease in this group of
Kawasaki patients was not greater than the general population (0.9% versus 1%), as
was the prevalence of predisposing alleles (29.1% vs. 30-40%). This way it can not be

stated that there is an association between both conditions.

Keywords: Celiac disease, Kawasaki disease, glutens, antibodies, HLA, Child.
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1 INTRODUCAO

A doenca celiaca (DC) é uma desordem sistémica mediada por fenébmenos
imunologicos e desencadeada por fragmentos proteicos do glaten presentes em graos
como trigo, centeio e cevada que afeta individuos geneticamente predispostos de
qualquer faixa etaria. O espectro clinico de apresentacdo é amplo, contemplando
manifestacfes gastrointestinais e extraintestinais, podendo ainda se apresentar de
forma assintomatica. Desta maneira é caracterizada por uma combinacao variavel de
sinais e sintomas clinicos “gluten dependentes”, anticorpos especificos, alteragdes
histoldgicas e predisposi¢éo genética (1).

O desenvolvimento da DC esta estreitamente associado com moléculas do
Complexo de Histocompatibilidade Principal (do inglés Major Histocompatibility
Complex - MHC) de classe Il. Mais de 95% dos pacientes celiacos expressam as
moléculas HLA-DQ2 e um grupo menor expressa o0 HLA-DQ8. Entretanto
aproximadamente 30 a 40% da populacéo caucasiana detém os alelos que codificam
o HLA-DQ2, mas apenas 1% desenvolve a DC, portanto o HLA é um fator necessario,
mas nao suficiente para desencadear a DC (1) (2).

Atualmente € uma doenca considerada frequente, porém, questiona-se sua real
prevaléncia. Apesar da melhor compreenséao sobre esta patologia um grande nimero
de pacientes permanece sem diagndstico devido sua expressao clinica, as vezes sutil
ou até mesmo ausente. A proporcao entre doenca celiaca ndo detectada e doenca
diagnosticada permanece alta, mesmo em paises desenvolvidos como a Inglaterra e
a Finlandia onde essas proporc¢des séo de 8:1 e 3:1, respectivamente (3).

Apesar da dificuldade na deteccdo precoce, da disponibilidade de testes
sorolégicos sensiveis e especificos e de tratamento disponivel, o rastreio da doenca
celiaca na populacao geral ainda estd em debate (4).

As diretrizes atuais sobre a DC dividem os pacientes pediatricos em dois grupos
para o rastreio diagnoéstico, o primeiro representado por criangcas com sintomas
sugestivos de DC e o segundo por criangas assintomaticas pertencentes a grupos de
risco. A confirmacao diagndstica € baseada na positividade sorologica dos anticorpos
antitransglutaminase (anti-tTG) e antiendomisio (EMA) e na histopatologia
caracteristica, contudo, as novas diretrizes trazem a possibilidade da n&o realizagédo
da biépsia intestinal em casos especificos de pacientes com sintomas caracteristicos,
HLA predisponente e elevados titulos da anti-tTG (1).
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A pesquisa do HLA-DQ2 e DQ8 vem ganhando destaque nos ultimos anos pelo
seu elevado valor preditivo negativo (VPN), isto €, trata-se de uma ferramenta
importante para excluir o diagnostico, podendo ser utilizada no rastreio dos pacientes
dos grupos de risco descartando a possibilidade de DC e tornando desnecessaria a
vigilancia sorolégica naqueles que ndo possuam o HLA predisponente. Ha& diversos
grupos de risco bem conhecidos para DC. Neles, a prevaléncia da DC supera a
prevaléncia encontrada na populacao geral que é de 1%. Um dos principais grupos
de risco é representado pelos familiares de primeiro grau de pacientes celiacos com
prevaléncia de até 20% (1).

Outros grupos de risco incluem individuos com anormalidades cromossémicas
como sindrome de Down, Turner e Willians. Entre as doencas associadas destacam-
se as doencas autoimunes como o diabetes mellitus tipo 1 (DM1) com prevaléncia
média de 8%, doencas autoimunes da tiredide 7% (1) (5). Uma alta prevaléncia de
5,5% também foi relatada entre pacientes com doenca de Kawasaki (DK) (6).

A DK é uma vasculite sistémica aguda autolimitada, de etiologia desconhecida,
gue afeta predominantemente lactentes e criancas jovens. Alguns trabalhos sugerem
que agentes infecciosos ou superantigenos desencadeiam a ativacao exacerbada do
sistema imunoldgico em individuos geneticamente susceptiveis (7).

A compreensao de uma possivel associacdo entre DC e a Doenca de Kawasaki
permitiria uma maior suspeicao clinica, visando um diagnostico mais precoce e a
instituicdo do tratamento adequado, baseado na dieta isenta de gluten (8) (9). O
retardo no diagndstico da DC pode trazer consequéncias importantes como anemia
ferropriva, atraso do crescimento, osteoporose, entre outras complicagdes (3) (10).

Nosso trabalho avaliou através dos testes soroldgicos (antitransglutaminase e
antiendomisio IgA) e dos alelos de predisposicdo genética (HLA-DQ2 e DQ8) a
prevaléncia da DC em pacientes com DK. Uma vez confirmada esta associagao,
novos estudos deveriam ser conduzidos para avaliar a relevancia do rastreio da

doenca celiaca nos pacientes com DK visto que configurariam um novo grupo de risco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS DA DOENCA CELIACA

A historia da doenca celiaca pode ser contada a partir de uma mudanca
fundamental da prépria histéria da humanidade que é a passagem de uma vida
ndémade para a fixacdo em determinadas areas geograficas.

Esta mudanca pode ser considerada um dos mais importantes marcos
histéricos na criacdo das sociedades modernas visto que o agrupamento de pessoas
com um objetivo comum criou novos desafios para a humanidade, notadamente na
producdo de alimentos para subsisténcia, pois 0 extrativismo simples esgotava 0s
recursos locais e tornava inevitavel a mudanca. Isto tornou necessario desenvolver
tecnologias de cultivo, principalmente de gréaos, particularmente o trigo.

Neste cenario se sobressai uma regido denominada como “Crescente Feértil do
Oriente”, proximo aos rios Tigre, Eufrates e Alto Nilo, desenvolvida no periodo
neolitico apos a era do gelo, onde o trigo era a principal fonte cultivavel de alimento
para suporte do vasto crescimento populacional que ocorreu no decorrer da histéria.

O agrupamento de sociedades organizadas com uma dieta largamente
baseada no trigo tornou possivel a identificacdo e o estudo de sintomas que
posteriormente seriam agrupados no que hoje conhecemos como doenca celiaca.

A primeira descri¢cdo destes sintomas € historicamente relacionada a textos de
“Aretaeus o Capaddcio " em 250 D.C., o qual descreve em uma area da Turquia que
originalmente pertencia ao “Crescente Fértil”, sintomas de pacientes que sofriam de
uma doenca caracterizada por diarreia, perda de peso e “decaimento geral’,
acometendo em particular criancas e adultos jovens. A primeira denominagao dada a
esta condicao foi de “Koiliakos” que significa “doen¢ca do abdome”, posteriormente
“Coeliac Disease” e por fim doenca celiaca (11).

Apods a fixagdo inicial no “Crescente Fértil” o Homo Sapiens expandiu seu
conhecimento de cultivo agricola e seus dominios por todo o mundo, ndo sé para a
Africa, mas também para a Europa, chegando a Australia e talvez até & América do
Sul.

Contudo, acredita-se que em muitas regides o cultivo principal de outros
cereais, que nao o trigo, ndo permitiu observacéo e relato de casos de doencga celiaca.

Na China, por exemplo houve cultivo principalmente de milho e arroz, nas Américas
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Central e do Sul cultivou-se milho, abdbora, batata, tomate, cacau, mandioca e feijao
(12).

Por muitos séculos, o consumo de gluten na Europa foi menor, jA que o
consumo de graos era baixo e a fabricacéo de paes derivados do glaten era artesanal.

Com a revolugao industrial e o desenvolvimento do primeiro engenho a vapor
no século XIX houve grande avango na panificagdo, permitindo que este alimento
fosse amplamente difundido na Europa e consequentemente aumentou sobremaneira
a populacdo exposta ao gluten.

Na América pré-Colombiana, cultivava-se principalmente batata, milho,
inUmeras ervas e frutas, portanto o consumo do gluten tem inicio apenas com a
chegada dos colonizadores europeus, quando estes se recusaram a confiar em
culturas nativas americanas e, por conseguinte, transportaram as sementes de trigo
da Europa para garantir o fornecimento dos alimentos comumente consumidos por
eles em seus paises de origem (13).

Séculos se passaram sem grandes avancos e a descricdo da forma classica da
doenca celiaca sé ocorre em 1887, sendo atribuida a Samuel Gee, médico inglés, em
um escrito inicial complementado por um artigo em 1888, onde definiu o que chamou
de “the coeliac affection”. O relato é notavelmente rico em detalhes, como a aparéncia
das fezes, fragueza muscular, distensdo abdominal, e o carater crénico da doenca,
sendo inclusive o primeiro relato que sugere que a mudanca na dieta pudesse ter
papel no tratamento (11).

Apbs a descricdo de 1888, outros autores como Herter em 1908, Howland em
1921 e Sidney Haas em 1924 tentaram fazer associacao entre componentes da dieta
e 0s sintomas descritos por Gee, contudo apenas em 1950 o pediatra holandés Willem
Karel Dicke identificou no trigo o fator desencadeante da doenca. Esta descoberta
veio quando Dicke observou que algumas criancas internadas no Hospital Infantil
Juliana, em Haia, estavam particularmente frageis por sintomas semelhantes aos
descritos por Gee, e que tiveram seu quadro significativamente agravado apds a
guerra.

Sua perspicaz observacdo mostrou que houve relacdo desta piora com o
extenso uso de amido de trigo, fornecido pelas tropas da coalizdo para melhorar o
estado nutricional da populacdo apés o fim da guerra e, por fim, em seu estudo de
doutorado ele mostrou que essas criangas tinham seu quadro marcadamente

melhorado com a exclusao do trigo, centeio e aveia da dieta (11) (12).
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A confirmacgéo desta hipotese veio com os colegas de laboratério de Dicke,
Weijers e van de Kamer, que conseguiram pela primeira vez medir a gordura fecal.
Desta forma foi possivel diagnosticar casos menos graves e demonstrar que excluindo
o trigo da dieta havia reducéo do teor de gordura nas fezes, associado a melhora da
condicao clinica do paciente. Com isso foi definido que o trigo era a pedra fundamental
da etiologia da doenca celiaca e que a dieta livre deste alimento seria a base de seu
tratamento (11).

Alguns anos mais tarde, em 1954, Paulley relatou a primeira descricdo das
caracteristicas histolégicas das lesdes intestinais em pacientes com doenca celiaca,
em amostras tomadas em cirurgia. Isto levou a grande interesse na introdugcéo da
bidpsia intestinal para confirmacdo diagnéstica da DC o que foi conseguido
inicialmente na Argentina por Royer e na Inglaterra por Margot Shiner. A partir dai a
biopsia intestinal por capsulas, como a de Crosby-Kugler, foi difundida e bastante
utilizada, contudo, este procedimento apresentava desvantagens importantes como a
possibilidade de obtencdo de um Unico espécime de tecido e risco de complicacdes
como sangramento e perfuracao.

Com o objetivo de obter um maior numero de amostras foi desenvolvido um
tubo hidraulico de bidpsia que posteriormente foi substituido pela endoscopia que
além de permitir multiplos sitios de biopsia, possibilita a visualiza¢éo direta da mucosa,
ajudando a definir o melhor ponto para bidpsia e identificar precocemente
complicacBes como perfuracdo e sangramento, sendo até hoje de grande valia no
manejo destes pacientes (11) (12).

Em 1969 a Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia
e Nutrichio (ESPGHAN - European Society for Paediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition) estabeleceu os critérios diagnodsticos para DC, ressaltando
a importancia da realizacao de trés bidpsias. A primeira biopsia antes do inicio da dieta
sem glaten, a segunda durante a dieta sem gluten e a terceira apos reintroducao do
gluten na dieta (14)(15).

Em 1972 foi publicado o primeiro estudo associando alelos HLA com a DC,
especificamente o HLA-B8 e posteriormente o HLA-A8. Mais tarde os estudos de
clonagem do sistema MHC permitiram evidenciar os verdadeiros genes envolvidos na
DC descritos como aqueles que codificam os heterodimeros HLA-DQ2 e HLA-DQS8
(16). O préximo marco nos métodos diagnésticos ocorreu durante as décadas de 70

e 80 quando surgiram os testes sorologicos. Inicialmente foram descobertos os
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anticorpos antireticulina e antigliadina. O anticorpo antiendomisio (EMA) desenvolvido
por Chorzelski e colaboradores em 1983 foi o primeiro teste soroldgico confiavel,
devido a sua elevada especificidade, realizado através de imunofluorescéncia indireta
(17).

Walker-Smith em 1990 revisou os critérios diagnodsticos da ESPGHAN. Apesar
da incorporacdo dos testes soroldgicos, a biopsia duodenal ainda era padréo-ouro
(18). Em 1992, Marsh estabeleceu uma classificacdo histoldégica que descrevia 0s
diferentes graus de agressdo da mucosa intestinal, iniciando com aumento de
linfécitos intraepiteliais e culminando com atrofia total das vilosidades e hipoplasia das
criptas (19). Dieterich e colaboradores em 1997 identificaram a enzima
transglutaminase tecidual (tTG) como o auto antigeno capaz de induzir o aumento da
permeabilidade tecidual. Nesta época 0 método de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
para quantificacdo dos anticorpos antitransglutaminase IgA foi desenvolvido (20).

Em 2012 a ESPGHAN atualizou os critérios diagnésticos. Como as alteracdes
histol6gicas ndo sédo especificas para DC e podem ser encontradas em outras
enteropatias, isso enfraquece a significancia da bidpsia e, simultaneamente, coloca
muito mais valor nos marcadores sorologicos. Desta forma o diagndstico baseia-se
nas manifestacdes clinicas, testes sorologicos, testes genéticos e na bidépsia duodenal
que pode ser dispensada caso 0 paciente apresente todos 0s critérios anteriores e

uma antitransglutaminase IgA 10 vezes acima do limite superior da normalidade (1).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA CELIACA

A doenca celiaca foi considerada no passado uma condicdo rara limitada a
populacdo pediatrica europeia, com apresentacao clinica classica caracterizada por
diarreia cronica, distensdo abdominal, esteatorréia, desnutricdo e dificuldade de
crescimento. Contudo, gracas aos avancos das técnicas diagnosticas e a realizacéo
de pesquisas epidemioldogicas em diversos paises foi possivel reconhecer que a
doenca celiaca € uma desordem comum que afeta individuos de diferentes etnias,
podendo se apresentar de diferentes formas clinicas (1) (21). No que diz respeito ao
género, assim como na maioria das doencas autoimunes, exibe predominio do sexo
feminino com uma relagéo de 2,8:1 (22). Estudos tém demonstrado uma correlagéo
entre a prevaléncia da DC, o consumo de gluten e a frequéncia dos gendétipos
predisponentes HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em todo o mundo (23) (24). (Figura 1)
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Figura 1 - Prevaléncia de doencga celiaca, consumo de trigo e freqiéncia dos haplétipos DQ2 e DQ8
em todo o mundo. (a) Prevaléncia de DC. (b) Consumo de trigo. (c) Frequéncia do haplotipo DR3-DQ2.
(d) Frequéncia do haplotipo DR4-DQ8. Adaptado de Abadie et al., 2011(24).

Aproximadamente 30% a 40% da populacdo caucasiana detém o haplétipo
HLA-DQ2, contudo a prevaléncia da DC é cerca de 1%, sugerindo que a predisposi¢cao
genética seja importante, mas nao suficiente para o desenvolvimento da doenca. Essa
prevaléncia sofre importantes diferencas regionais, cujas razdes permanecem
desconhecidas (1) (25) (26) (27).

Segundo dados do Relatério Bianual sobre os mercados globais de alimentos
de outubro de 2015 da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (do inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO)
0 uso estimado do trigo por habitante para 2014 /2015 nos paises em desenvolvimento
foi de 60,1 kg/ano e nos paises desenvolvidos de 96,8 Kg / ano, sendo na Europa de
110,4 Kg/ano e nos Estados Unidos de 82,3 Kg/ano (28).

Embora paises como Suécia, Finlandia, Italia, Irlanda do Norte e Alemanha
compartiihem uma distribuicdo semelhante nos niveis de ingestdo de gluten e na
frequéncia dos alelos de susceptibilidade genética (HLA-DQ2 e DQ8), apresentam
uma prevaléncia diferente, 3%, 2%, 1,2%, 0,9% e 0,3% respectivamente, sugerindo
que outros fatores ambientais e ou genéticos podem afetar significativamente o
resultado da patologia (21)(25)(23). A prevaléncia da DC em paises povoados por
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individuos de origem europeia, como por exemplo, Australia (0,4%) e Nova Zelandia
(1,2%) em grande parte se sobrepde com dados europeus e americanos (29) (30).

A doenca celiaca é uma desordem comum em paises do Oriente Médio, india
e Norte da Africa, embora as taxas de diagndstico permanecam baixas (21) (29). No
Oriente Médio a prevaléncia varia entre 0,8% no Ird e 1% na Turquia e em Israel (31)
(32) (33). A utilizacao estimada de trigo por habitante entre 2014/2015 no Iré foi de
168,3 kg/ano e de 209,0 Kg/ano na Turquia (28).

O conhecimento epidemiolégico da DC no continente asiatico € bastante
limitado, sendo sua freqiiéncia maior no norte da india, no chamado cinturéo celiaco,
regido que consome maior quantidade de trigo e que apresenta elevada frequiéncia
do alelo HLA-DQ2 (30). Makharia e colaboradores encontraram uma prevaléncia de
1,04% em um estudo populacional no norte da india, semelhante a prevaléncia
europeia (34). Atualmente, o nUmero de casos de doenca celiaca relatados na China
€ extremamente baixo. No norte da China o gluten é bastante consumido e a
frequéncia dos alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 encontrado em um estudo recente foi de
18,4% e 8%, respectivamente (35). No entanto, estudos epidemiolégicos sao
necessarios para quantificar o impacto desta condicdo neste pais.

Devido a baixa frequéncia de HLA-DQ2 e o baixo consumo de trigo é provavel
que a DC seja rara no Japdao, na Indonésia, na Coréia, nas Filipinas e em muitas ilhas
menores do Pacifico (21). Dados da FAO estimam que entre 2014/2015 o uso do trigo
por habitante foi de 42,1 kg/ano, 21,4 kg/ano, 47,5 kg/ano e 23,3 kg/ano nestes 4
paises citados anteriormente (28).

Na Africa a frequéncia do HLA-DQ2 é mais elevada nas populacdes do Norte
como Saharawi (39%), Libia (34%), Argélia (28,3%), Marrocos (25%) e Tunisia
(23,4%) que consomem uma dieta rica em gluten (36) (37) (38); diferente das
populacdes subsaarianas cuja frequéncia do alelo HLA-DQ2 e o consumo de trigo sdo
baixos (23). Segundo a FAO o uso estimado de trigo por habitante foi de 211,1 kg/ano
na Tunisia, 208,0 Kg/ano na Argélia e 200,1 kg/ ano no Marrocos. Ja nos paises da
Africa subsaariana como Etiopia e Nigéria foi de 40 kg/ano e 20 kg/ano,
respectivamente (28).

A maior prevaléncia de DC no mundo foi descrita em uma populagéo africana
gue originalmente vivia no Saara Ocidental, o Saharawi, de origem arabe-berbere e
gue atualmente vive na Argélia. Em 1998 Catassi e colaboradores avaliaram 989

criancas saharawi através de testes sorologicos e bidpsia intestinal com capsula de
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Watson. Surpreendentemente encontraram uma prevaléncia de 5,6%, quase cinco
vezes maior do que na maioria dos paises europeus (39). Niveis altos de
consanguinidade, altas frequéncias de HLA-DQ2 associada a mudanca na dieta
tradicional saharawi através da introducéo precoce e em grande quantidade de trigo
podem explicar em parte esta prevaléncia (36). Contrariamente em Burkina Faso, o
consumo de trigo é quase desprezivel e a prevaléncia de DC é praticamente nula (40).

Alguns paises da América do Sul tém realizado estudos epidemiolégicos sobre
a doenca celiaca. No Brasil, a prevaléncia entre doadores de sangue variou de 1: 681
(0,15%) em Brasilia (41) a 1: 214 (0,47%) em S&o Paulo (42). Porém estes individuos
representam o segmento mais saudavel da populacdo e tendem a subestimar a
prevaléncia de DC. Estudos de rastreamento da populacdo geral brasileira
evidenciaram uma prevaléncia de 1:119 (0,84%) em adultos no Recife e de 1:275
(0,36%) em Brasilia, sendo que a prevaléncia entre os menores de 15 anos foi 2,6
vezes maior que nos adultos, compreendendo taxas de 1:184 (0,54%) e 1:474 (0,21%)
respectivamente, indicando que a doenca celiaca ndo € rara no Brasil (43) (44). A
regido Sul do pais apresenta muitos imigrantes caucasianos europeus enquanto as
regides norte e nordeste tém grandes influéncias amerindias e africanas (45). Almeida
RC e colaboradores ndo encontraram nenhum caso de DC em descendentes de
africanos subsaarianos, residentes em comunidades quilombolas no Brasil, sugerindo
uma baixa prevaléncia da DC nesta populacéo (46).

Estudos em pacientes celiacos realizados nas regides Nordeste, Centro Oeste
e Sul do pais revelaram uma frequéncia dos HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8 de 93,1%,
94,5% e 98,4% respectivamente (47) (48) (49). Houve predominio do HLA-DQ2 nos
trés estudos (75,6%, 75% e 79,7% respectivamente) em comparacdo com HLA-DQS8
(17,8%, 4.2% e 8,1% respectivamente). Entretanto a distribuicdo das frequéncias do
HLA-DQ?2 foi diferente da encontrada nas populacdes europeias, onde mais de 90%
dos celiacos transportam o heterodimero DQ2 (1). Segundo FAO o uso estimado de
trigo por habitante para 2014 /2015 no Brasil foi de 51,4 Kg/ano (28).

Na Argentina foi encontrada uma prevaléncia de 1:167 (0,6%) em uma amostra
de 2000 adultos (50) enquanto Mora e colaboradores evidenciaram uma prevaléncia
de 1:79 (1,2%) em uma populacéo pediatrica (51). Esta alta prevaléncia pode estar
correlacionada com a elevada frequéncia do HLA-DQ8 (> 20%) associado a um
consumo de trigo de 117,5 Kg/ano (52) (28).



24

Em paises como Chile, Uruguai, e Venezuela a prevaléncia é incerta e na
Colombia aparentemente a DC é pouco frequente (53).

Pesquisas baseadas em rastreios sorologicos da populacéo geral na Europa e
nos Estados Unidos, tém demonstrado aumento tanto da incidéncia como da
prevaléncia da DC nas ultimas décadas (54). Entre 1990 a 2009 a Escdcia registrou
um aumento na incidéncia da DC de 6,4 vezes (55). Catassi et al relataram um
aumento de cinco vezes na prevaléncia da DC entre 1974 a 1989 nos Estados Unidos
(56). Entre 2000 a 2010 Ludvigsson e colaboradores evidenciaram uma incidéncia
seis vezes maior da DC em uma populagéo norte-americana (57). Fatores ambientais
como por exemplo mudancgas na quantidade e qualidade do gluten ingerido, padrdes
de alimentacdo infantil, espectro de infeccfes intestinais, colonizacdo da microbiota
intestinal, entre outros, podem ser responsaveis por essas mudancas ao longo do
tempo (21) (58).

Entretanto a DC permanece altamente subdiagnosticada, mesmo em paises
onde ha tradicionalmente um grande conhecimento sobre esta patologia. Para cada
caso de DC clinicamente diagnosticado nos paises desenvolvidos, uma médiade 5 a
10 casos permanecem nao diagnosticados, representando a parte submersa do
“‘iceberg celiaco”, geralmente por causa de queixas atipicas ou mesmo ausentes.
Estes casos nao diagnosticados permanecem nédo tratados e, portanto, estédo

expostos ao risco de complicacfes a longo prazo (21) (59) (25).

2.3 ETIOPATOGENESE DA DOENCA CELIACA

A doenca celiaca é uma desordem complexa de etiologia multifatorial que
resulta da interacdo entre fatores ambientais, imunolégicos e genéticos. O gluten é o
unico fator ambiental conhecido como desencadeador de resposta imunolégica na
doenca celiaca. E um composto proteico presente principalmente no trigo, mas
também encontrado na cevada, centeio e aveia. Estes graos pertencem a mesma
familia (Poaceae), subfamilia (Pooideae) e compartilham a mesma origem ancestral.
No entanto, trigo, centeio e cevada fazem parte da tribo Triticeae e a aveia da tribo
Aveneae (60). (Figura 2)
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Figura 2 — Familia, subfamilia e a tribo dos gréos. O trigo, o centeio, a cevada e a aveia pertencem a

Prolaminas

\

mesma familia de gréos (Poaceae) e a subfamilia (Pooideae). No entanto, pertencem a tribos distintas:

trigo, centeio e cevada (Triticeae) e Aveia (Avenae). Adaptado de Kupfer et al., 2012 (60).

As fracOes proteicas do trigo sdo formadas pela prolamina gliadina, solivel em
alcool e pela glutenina insoluvel em alcool (61). Na cevada, centeio e aveia as
prolaminas sdo denominadas, secalina, hordeina e avenina, respectivamente. As
prolaminas da tribo triticeae contém altos teores de prolina e glutamina, o que as
tornam mais resistentes a degradacdo pelas enzimas gastrica, pancreética e
intestinal, resultando em uma grande variedade de peptideos, divididos em dois
grupos (60). Os peptideos toxicos capazes de induzir danos na mucosa intestinal e
0s peptideos imunogénicos que estimulam os linfécitos T CD4. A gliadina é uma
cadeia polipeptidica simples, dividida em quatro grupos principais a, 3, y € w gliadina,
de acordo com a sua mobilidade eletroforética (61).

Os peptideos de gliadina podem atravessar o epitélio intestinal via paracelular
através das juncgbes celulares (tight junctions — TJ), em consequéncia de uma
liberacdo acentuada de zonulina apoés a ligacdo de peptideos de gliadina ao receptor
3 de quimiocina (receptor CXCR3) aumentando a permeabilidade da mucosa
intestinal, via transcitose ou via retrotranscitose mediada por imunoglobulina A
através do receptor CD71 também chamado receptor de transferrina presente na
superficie luminal de células epiteliais intestinais (52). Os peptideos toxicos de
gliadina, desencadeiam uma resposta imune inata, caracterizada pela producéao de

interleucina 15 (IL-15) por células epiteliais e células dendriticas da lamina prépria
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(62). A expressao exacerbada de IL-15 induz um aumento no numero de linfécitos
intraepiteliais (LIE), que é caracteristico da doenca celiaca. Esta citocina regula a
expressdo de receptores como o0 NKG2D (C-type lectin-like activating
immunoreceptor) e de seus ligantes MICA (MHC class | chain-related gene A) nos
enterdcitos, resultando na apoptose destes enterocitos (63).

A alfa gliadina é o peptideo mais imunogénico presente no gliten e ao
atravessar o epitélio intestinal, liga-se a enzima transglutaminase tecidual (tTG) (52).
Nesta ligacdo ocorre o processo de desaminacao, onde radicais amina sao retirados
de moléculas de glutamina transformando-se em &cido glutdmico cuja carga negativa
confere grande afinidade de acoplamento com os epitopos dos alelos HLA-DQ2 e
HLA-DQ8 expressos ha membrana celular das células apresentadoras de antigenos
(Antigen Presenting Cells - APC) (24). (Figura 3)
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Figura 3 - Processo de desaminacdo. A enzima transglutaminase 2 ao retirar radicais amina da
glutamina a transforma em &cido glutamico cuja carga negativa confere maior afinidade as moléculas
HLA-DQ2 ou HLA-DQS8. Adaptado de Abadie et al., 2011 (24).
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Os peptideos do glaten, apds sofrerem desaminacao, sdo reconhecidos pelas
APCs e apresentados, através das moléculas HLA-DQ2 e ou DQ8 a células T CD4+,
promovendo sua ativacdo e desencadeando dois tipos de resposta. Uma resposta do
tipo T helper 1 (Th1l) com producgéo de citocinas inflamatdrias como interferon gama
(INFy) , e fator de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha - TNFa). As
citocinas Thl promovem a citotoxicidade aumentada de LIE ou das células T natural
killer (NK) induzindo a morte apoptotica dos enterdcitos pelo sistema ligando Fas / Fas
(FasL), via perforina-granzima induzida pela IL-15 ou através da via NKG2D-MICA.
Além disso, o TNFa induz a secre¢cdo de metaloproteinases de matriz pelos
fibroblastos intestinais, causando atrofia das vilosidades e hiperplasia de criptas,
caracteristicas da DC (52) (24).

Na resposta do tipo T helper 2 (Th2) temos a ativacdo e expanséao clonal dos
linfécitos B que se diferenciam em plasmécitos produtores de anticorpo
antitransglutaminase, antigliadina desaminada e antiendomisio. A interacdo entre a
molécula de transglutaminase tecidual ligada & membrana celular e o anticorpo anti-
tTG pode induzir mudancas no citoesqueleto do enterécito com consequente leséo no
epitélio intestinal (52) (24). (Figura 4)

Embora ndo se conhecga com exatiddo o papel de outros fatores ambientais na
patogénese da DC, reconhece-se que a microbiota pode afetar a homeostase imune
intestinal e a saude das células epiteliais. Ela compreende bactérias que promovem
respostas imunitarias reguladoras e bactérias que promovem respostas imunes
inflamatdrias (2). Alguns estudos demonstraram uma reducéo de bactérias produtoras
de butirato (Faecalibacterium prausnitzii) e representantes do género Bifidobacterium
em doentes com doenca celiaca, assim como aumento de bactérias potencialmente
patogénicas tais como Escherichia coli e Staphylococcus spp (64) (65). Estudos
adicionais sdo necessarios para avaliar se a disbiose pode constituir um gatilho para
a perda de tolerancia ao gluten ou se é consequéncia da presenca de um ambiente

inflamatorio (2).
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Figura 4 - Mecanismos da leséo mucosa na doencga celiaca. Os péptidos de gliadina atravessam o
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moléculas HLA-DQZ2 / DQ8 da célula apresentadora de antigénio (Antigen Presenting Cells = APC). A
APC apresenta o peptido as células T CD4+ desencadeando respostas T helper 1 (Th1) e T helper 2
(Th2). TCR: receptor de células T; anti-tTG: anticorpo antitransglutaminase; EMA: anticorpo
antiendomisio. Adaptado de Gujral et al.,2012 (52).

As infec¢Bes virais, em particular por enterovirus, tais como as infeccbes por
rotavirus, tém sido apontadas como responsaveis pelo aumento da incidéncia de
algumas doengas autoimunes, como doenga celiaca e diabetes tipo 1 (2) (66).
Estudos tém apontado um aumento da producdo de interferon tipo | apos infec¢des
virais e bacterianas. Como esta citocina tem propriedade imunoestimuladora poderia
estar envolvida no desencadeamento de disturbios autoimunes. Estudos futuros iréo
estabelecer o papel desempenhado por este e outros fatores na patogénese da
doenca celiaca (2)

Outro tema bastante discutido € o papel do aleitamento materno na doenca
celiaca. O leite materno pode prevenir de forma independente as infec¢des intestinais,
modular a microbiota intestinal, aumentar o numero de bifidobactérias e aumentar os

mecanismos de tolerancia oral através de varias moléculas imunomoduladoras,
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oferecendo uma elevada plausibilidade biolégica para a interpretacdo de um efeito
protetor sobre doengas imunomediadas tais como DC (67). Um estudo recente revelou
que o leite de maes com DC tém concentracbes reduzidas de compostos
imunoprotetores (fator de crescimento transformante (1 e imunoglobulina IgA
secretora) e bifidobactérias em comparacao ao leite de maes saudaveis, o que poderia
presumivelmente diminuir os efeitos protetores da amamentac&o sobre o risco futuro
da crianca de desenvolver DC (68).

Entretanto ha controvérsias sobre o efeito protetor do aleitamento materno e a
verdadeira influéncia da alimentac&o precoce no desenvolvimento da DC. Lionetti e
colaboradores concluiram que nem a introducéo tardia do gliten nem a amamentacao
modificaram a ocorréncia da doenca celiaca entre criancas de risco, embora a
introducédo tardia do gluten, a partir dos 12 meses, estivesse associada a um inicio
tardio da doenca o que poderia reduzir seu efeito negativo em 6rgaos vulneraveis,
como o cérebro (69).

As atuais recomendacoes da ESPGHAN afirmam que embora a amamentacao
tenha beneficios bem estabelecidos para a salude, nem a amamentacdo nem a
introducdo do gluten durante a amamentacdo demonstraram reduzir o risco de DC.
Sendo assim o gluten poderia ser introduzido na dieta da crianca entre 4 e 12 meses
completos de idade. Em criangas com alto risco de DC, a introducgé&o precoce de glaten
(4 versus 6 meses ou 6 versus 12 meses) esta associada ao desenvolvimento precoce
de autoimunidade da DC (definida como sorologia positiva) e DC. Com base em dados
observacionais, o consumo de grandes quantidades de gluten deve ser evitado
durante as primeiras semanas apos sua introducdo e durante a infancia. No entanto,
as quantidades adequadas de gluten a serem introduzidas no desmame nao foram
estabelecidas (70). A Sociedade Brasileira de Pediatria recomenda aleitamento
materno exclusivo até os 6 meses. A partir do sexto més de vida, deve-se introduzir a
alimentagcdo complementar, mantendo-se o aleitamento materno até os 2 anos de

idade ou mais (71).



30

2.3.1 Fatores Genéticos

A DC tem etiologia multifatorial com genética complexa. Estudos
epidemioldgicos demonstram prevaléncia de DC de até 20% nos familiares de
primeiro grau de pacientes celiacos e taxa de concordancia de 75% em gémeos
monozigoticos e 10% em gémeos dizigaticos, indicando um componente genético (60)
(72) (73).

Os genes do complexo HLA sdo responsaveis por 40% da herdabilidade
genética e estdo presentes em quase todos os individuos celiacos tornando o
diagnoéstico desta nosologia muito dificil na sua auséncia (24). O termo antigeno
leucocitario humano (do inglés Human Leukocyte Antigen - HLA) é o nome do
Complexo de Histocompatibilidade Principal (do inglés Major Histocompatibility
Complex - MHC) em humanos. A regido HLA esta localizada no braco curto do
cromossomo 6 (locus 6p21.3) e se divide em trés classes: I, Il e Ill (60). O HLA-DQ é
uma molécula de classe Il formada por duas cadeias diferentes (a e B), produzidas de
forma independente. Isto significa que, para poder formar cada heterodimero, sera
necessaria a presenca de dois genes (HLA DQA e HLA DQB) (60). (Figura 5)
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Figura 5 - Localizacdo do HLA no cromossomo 6. Cadeias alfa e beta do HLA-DQ. Adaptado de Kupfer
et al., 2012(60)
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A suscetibilidade genética para DC esta fortemente associada aos
heterodimeros HLA-DQ2 e HLA-DQ8. Mais de 95% dos celiacos codificam o
heterodimero DQ2 (DQA1*0501, DQB1*0201) tanto na sua conformacao cis quando
ambos genes estao localizados no mesmo cromossomo, representados pelo haplétipo
DR3-DQ2, quanto na conformacdo trans (genes presentes em Cromossomos
diferentes) representada pelos haplétipos DR5 DQ7 e DR7 DQ2 (1) (24). (Figura 6)

Aproximadamente metade dos casos restantes expressam o DQ8
(DQA1*0301, DQB1*0302) geralmente herdado em cis no haplétipo DR4 (1) (60). No
entanto, 30% a 40% da populacdo mundial detém o haplétipo DQ2, mas apenas 1%
desenvolvem a doenca, sugerindo que o HLA é importante, mas nao suficiente para o

desenvolvimento da doenca celiaca (1).

HLA-DQ2
Predisposi¢io para

Haplétipo Heterodimero doenca celiaca

DR3-DQ2 > Muito elevada
DQBT* DQAT* DRB1* cis
DR5-DQ7 > Muito elevada
| trans
DR7-DQ2 ;

DQB1* DQAT* DRBT1*

DQBT1* DQAT* DRBI1*

Baixa

HLA-DQS8

DQB1* DQAT* DRBT1*

Elevada

Figura 6 - Associacbes de antigenos leucocitarios humanos (HLA) na doenca celiaca (DC). O HLA-
DQ2 é o fator de risco genético mais forte associado com DC. O HLA-DQ2.2 é uma variante da molécula
HLA-DQ2 com risco muito baixo para DC isoladamente. Adaptado de Abadie et al., 2011(24).
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Cada alelo HLA predisponente para DC confere um risco diferente para seu
desenvolvimento dependendo da combinagdo destes alelos. Megiorni e
colaboradores apos analise de uma populacéo italiana constataram que a presenca
do HLA-DQ2 (DQA1*05 e DQB1*02) e HLA-DQ8 (DQA1*03 e DQB1*03:02) conferem
0 maior risco para desenvolvimento de DC (1:7), ao passo que individuos sem todos
os fatores predisponentes tém um menor risco (1:2518) (74).

Com o surgimento dos estudos de associagdo gendmica ampla (Genome-wide
Association Studies - GWAS), foi possivel a identificacdo de aproximadamente 64
genes de 40 regides gendmicas n&o HLA envolvidos na DC. Esse tipo de estudo utiliza
métodos de genotipagem por microarranjos para identificar diversos loci em doencas
complexas, como DC e outras doencgas autoimunes. Alguns loci de susceptibilidade
para DC sdo compartilhados com outras condicfes autoimunes tais como diabetes
mellitus tipo 1 e artrite reumatdide, sugerindo uma sobreposicdo do mecanismo
genético entre elas. O impacto individual de cada uma dessas regides genémicas nao
HLA sobre a susceptibilidade a doenca celiaca € pequeno, sendo que em conjunto
essas regides explicam apenas cerca de 5% da herdabilidade genética.
Aproximadamente 50% da herdabilidade ainda carece de melhor esclarecimento. Os
genes ndo HLA atuam em diversas areas da cascata imunolégica como por exemplo
codificando citocinas, quimiocinas e seus receptores, regulando a ativacao de células

T, entre outras (24).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA CELIACA

A doenca celiaca € uma desordem sistémica complexa que afeta individuos de
todas as faixas etarias. De acordo com as caracteristicas clinicas, histologicas e
sorologicas presentes no momento do diagnéstico, a DC tem sido classificada na
forma classica ou tipica, atipica, silenciosa ou assintomatica, latente e potencial,
representadas pelo “Iceberg celiaco” (75). (Figura 7)

A ponta do iceberg, acima da superficie representa 0s casos classicos e a maior
parte que se encontra submersa é constituida pelas formas clinicas com pouco ou
nenhum sinal e sintoma caracteristico da DC, com ou sem alterac&o histologica, mas

com predisposicdo genética através dos HLA-DQ2 ou HLA-DQ8.



33

[ Doenca
-g celiaca _
2 b =
% flc § Presenca de
o ; ‘> | lessdes na
s Doenc;t? c_:ehaca ‘s | mucosa
atipica 5
DR3-DQ2 g P g, duodenal
DR5/7-DQ2 E : . <
DR4-DQ8 = Oe_nca C_elaca E
- silenciosa S
] 15
g Doencga celiaca
9 latente Mucosa
duodenal
Doenca celiaca el
potencial

Figura 7 - O iceberg da doenca celiaca. Adaptado de M&ki,1997.

A forma classica ou tipica ocorre geralmente entre 6 e 18 meses de idade, apds
a introducdo do gluten na dieta. Os pacientes apresentam diarréia crénica,
esteatorréia, vomitos, anorexia, distensdo e dor abdominal, flatuléncia, irritabilidade,
perda pondero-estatural, edema por hipoproteinemia e desnutricdo. O paniculo
adiposo e a massa muscular também reduzem, os musculos ficam hipotdnicos, os
cabelos secos e quebradicos e a pele se torna xerética. O comprometimento do
intestino delgado proximal decorrente da inflamacdo da mucosa e posterior atrofia
vilositaria causando uma sindrome de ma absorcdo pode resultar na deplecédo de
ferro, calcio, vitaminas lipossoluveis e zinco (75) (76).

Além da presenca dos sintomas clinicos classicos, este grupo apresenta
anticorpos antitransglutaminase e antiendomisio positivos e alteracdes histologicas
caracteristicas, como hiperplasia de cripta e atrofia vilositaria e genétipo HLA
predisponente (77).

Na forma atipica o inicio dos sintomas tende a ser mais tardio, acometendo
criancas entre 5 e 7 anos de idade, adolescentes e adultos. Alguns pacientes podem
referir sintomas gastrointestinais discretos como distensdo abdominal, nauseas,
vOmitos e constipagdo. Entretanto os sintomas extraintestinais sdo os mais frequentes
destacando-se a anemia ferropriva, anemia por deficiéncia de vitamina B12 ou acido
folico, osteopenia, retardo no crescimento ou no desenvolvimento puberal, hipoplasia
do esmalte dentario, estomatite aftosa, dermatite herpetiforme, ataxia, epilepsia,

cefaléia, artralgia, artrite, miopatias, manifestacdes psiquiatricas, elevacdo das
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aminotransferases, infertilidade, aborto de repeticao (75) (76) (78). Os pacientes
apresentam marcadores sorologicos positivos, bidpsia com alteracdes de graus
variados, muitas vezes com atrofia vilositaria e genética compativel com DC (1).

No ultimo consenso da ESPGHAN foi acordado o uso da nomenclatura sinais
e sintomas gastrointestinais e extraintestinais no lugar de sintomas classicos e
atipicos, uma vez que as manifestacfes atipicas podem ser consideravelmente mais
comuns do que os sintomas classicos. Por outro lado, as definicbes de DC silenciosa,
latente e potencial ainda séo validas.

A DC silenciosa é definida pela presenca de alelos HLA predisponentes,
sorologias positivas e achados histoldgicos compativeis com DC, mas sem sinais e
sintomas que justifiguem uma suspeita clinica (1). A maioria dos casos s&o
identificados através de programas de rastreamento populacional envolvendo
individuos aparentemente saudaveis e rastreamento de grupos de risco. Entretanto
uma anamnese detalhada pode revelar sintomas sutis como irritabilidade, fadiga
relacionados com a DC que melhoram apds o inicio do tratamento (75) (76) (79).

A DC na sua forma latente se caracteriza pela presenca de alelos HLA
predisponentes e mucosa intestinal normal em paciente que ja apresentou uma
enteropatia dependente de glaten em algum momento da sua vida. O individuo pode
ou nao ter sintomas e sorologia positiva (1).

Finalmente a forma potencial é definida pela presenca de sorologia positiva e
predisposicao genética, mas sem anormalidades histolégicas em bidpsias duodenais.
O paciente poderd apresentar sinais e sintomas ou desenvolver uma enteropatia

dependente de gluten mais tarde (1).

2.5 DIAGNOSTICO DA DOENCA CELIACA

Segundo as novas diretrizes o diagnoéstico da DC depende das manifestacbes
clinicas glaten dependentes, quando presentes; da presenca de testes sorologicos
positivos; da presenca de genes HLA-DQ2 e ou HLA-DQS8 predisponentes; das
anormalidades histopatolégicas na bidpsia intestinal e da resposta clinica apés dieta
isenta de gluten (1). A DC deve ser investigada nas criancas e adolescentes com
sinais e sintomas gastrointestinais ou extraintestinais sugestivos e em individuos

assintomaticos pertencentes a grupos de risco como parentes de primeiro grau de
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celiacos, individuos com doencgas autoimunes associadas a DC como DM1, doenca

autoimune da tireoide, sindrome de Down, Turner ou Williams, entre outros (1).

2.5.1 Testes Sorolbégicos

Na década de 1980 foram identificados anticorpos especificos circulantes no
soro de pacientes celiacos nao tratados, permitindo o desenvolvimento dos testes
sorologicos (9). Inicialmente utilizou-se o anticorpo antigliadina que se tornou obsoleto
devido a sua baixa sensibilidade e especificidade, sendo posteriormente substituido
pelo anticorpo antigliadina deamidada (anti-DGP) que mostrou maior sensibilidade e
especificidade, 94% e 99% respectivamente, sendo utilizado em situacfes especiais
(80).

Atualmente os principais testes soroldgicos usados no rastreio da DC séo a
antitransglutaminase IgA (anti-tTG IgA) e o antiendomisio IgA (EMA IgA). O primeiro
€ um exame quantitativo de alta sensibilidade (98%) e especificidade (97%), de facil
manuseio e menor custo realizado através da técnica imunoenzimatica ELISA (80).
Este marcador sorolégico também ¢é Util durante o acompanhamento do paciente
celiaco, para detectar possiveis transgressfes a dieta.

O segundo é um teste manual, observador dependente realizado por
imunofluorescéncia indireta que detecta os anticorpos antiendomisio entre as
miofibrilas da camada muscular lisa em cortes de es6fago de macaco ou do cordao
umbilical humano, utilizados como substrato antigénico. Quando o EMA é positivo,
observa-se através do microscépio um rendilhado em favo de mel de coloracédo verde
brilhante (Figura 8). Por isso é mais caro do que os testes automatizados. Apesar
destas limitagbes quando bem interpretado por observador experiente apresenta
sensibilidade e especificidade proximas a 100%, sendo considerado um exame de
alto valor preditivo positivo (VPP) (1) (80) (81).
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Figura 8 — Teste antiendomisio IgA. Seccéo criostatica de 4 micrémetros de espessura do terco inferior
do esbdfago de primata (Macaco Rhesus) fixado em Ilamina para realizacdo de teste de
imunofluorescéncia indireta para detectar a presenca de anticorpos da classe IgA antiendomisio (EMA-
IgA). A) EMA-IgA Negativo: auséncia de fluorescéncia (seta). B) EMA-IgA positivo: fluorescéncia de cor
verde brilhante em forma de rendilhado ou favo de mel no tecido conjuntivo que envolve cada fibra do
feixe da musculatura lisa (seta). Imagem cedida pelo Laboratdrio de Pesquisa em Doenca Celiaca-FM-
UnB.

2.5.2 Anédlise Histoldgica de Bidpsias Duodenais

O papel principal da histologia no diagnostico da DC tem sido questionado por
varias razdes. A atrofia vilositaria ndo é um achado patognoménico da DC, podendo
estar presente em diversas patologias como infec¢des parasitarias, giardiase, entre
outras (82). As caracteristicas histologicas do intestino delgado na DC sao
extremamente variaveis quanto ao grau de gravidade e as lesBes podem estar
limitadas a pequenas areas ou até mesmo restritas ao bulbo duodenal. Além disso, a
interpretacédo deste exame depende da coleta e preparacdo adequada das amostras
e estd propensa a uma alta variabilidade interobservador (1) (83).

Durante a endoscopia digestiva alta (EDA) realiza-se a bidpsia do bulbo
duodenal e da segunda ou terceira por¢ao duodenal com retirada de 1 e 4 fragmentos
respectivamente. O relatério do patologista deve incluir uma descri¢cdo da orientagéo,
presenca ou ndo de vilosidades normais ou grau de atrofia e alongamento das criptas,
relacdo entre vilosidade-cripta, numero de linfocitos intraepiteliais (LIE) e a
classificagdo segundo Marsh-Oberhuber (1).
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2.5.3 Classificagdes Histologicas

Michael Marsh desenvolveu a primeira classificacdo histolégica sobre a
enteropatia da DC em 1992. As anormalidades vistas na mucosa intestinal foram
classificadas em Marsh 0 (padrdo pré-infiltrativo) fragmentos sem alteracdes
histoldgicas, considerado normal; Marsh 1 (padrao infiltrativo) aumento dos LIE acima
de 40 linfocitos por 100 enterdcitos; Marsh 2 (padrédo hiperplasico) aumento dos LIE
e hiperplasia de criptas; Marsh 3 (padrao destrutivo) aumento de LIE, hiperplasia de
criptas e graus variaveis de atrofia vilositaria e Marsh 4 (padrdo hipoplasico)
caracterizado por atrofia vilositaria total com hipoplasia de cripta (19) (84).

A classificacdo de Marsh foi modificada por Oberhuber, subdividindo o Marsh 3
de acordo com a altura das vilosidades em Marsh 3A, atrofia parcial; Marsh 3B atrofia
subtotal e Marsh 3C atrofia total. Na classificacdo de Marsh-Oberhuber o padréo
hipoplasico (Marsh 4) foi retirado e considera-se aumento de LIE acima de 30 linfocitos
por 100 enterdcitos (85). (Tabela 1 e Figura 9)

Tabela 1 - Classifiacdo de Marsh-Oberhuber

CLASSE DENOMINACAO DESCRICAO

Marsh 0 Pré-Infiltrativa Vilosidade e cripta sem alteracdo. LIE

em quantidade normal

Marsh 1 Lesdo Infiltrativa Aumento de LIE = 30 por 100
enterocitos

Marsh 2 Lesdao hiperplasica Aumento de LIE e hiperplasia de cripta

Marsh 3 A Leséo Destrutiva Aumento de LIE, hiperplasia de cripta e

atrofia vilositaria discreta

Marsh 3 B Aumento de LIE, hiperplasia de cripta e
atrofia vilositaria parcial

Marsh 3 C Aumento de LIE, hiperplasia de cripta e

atrofia vilositaria total

Adaptado de Bao et al; 2012 (82).
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Figura 9 - Caracteristicas histolégicas da doenca celiaca. A e B vilosidade normal e aumento de
linfocitos intra-epiteliais (LIE); C Hiperplasia de cripta; D atrofia vilositaria discreta, E atrofia vilositaria

parcial e F atrofia vilositaria total (86).

2.5.4 Testes Genéticos

A doenca celiaca apresenta uma forte predisposicdo genética associada
principalmente ao HLA-DQ2 e HLA-DQ8 (1). Os genes que codificam o heterodimero
DQ2 séo expressos por mais de 95% dos pacientes com diagndstico de DC, enquanto
aproximadamente metade dos casos restantes expressam o DQ8 (1) (87).

A auséncia do HLA-DQ2 e HLA-DQ8 tem um alto valor preditivo negativo para
o diagnostico de DC, isto €, a chance de um individuo que ndo apresenta esses genes
desenvolver DC é extremamente baixa, enquanto que a presenca desses marcadores
tem um valor preditivo positivo baixo, tendo em vista que 30% a 40% da populagéo
caucasiana detém o haplétipo HLA-DQ2, mas apenas 1% desenvolve a doenca (88).
A tipagem do HLA deve ser realizada em pacientes com diagnéstico incerto de DC,
como por exemplo, em pacientes com anticorpos especificos negativos e discretas
alteracdes histolégicas do intestino delgado (1).
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2.5.5 Etapas do Diagnéstico

Na abordagem diagnostica inicial dos pacientes pediatricos sintomaticos,
recomenda-se a pesquisa da anti-tTG IgA e dosagem da IgA sérica. Individuos que
apresentem niveis baixos de IgA no soro (IgA sérico total < 0,2 g / L), deverdo ser
submetidos a um teste de anticorpos especificos para DC da classe IgG como por
exemplo anti-tTG IgG, antigliadina deaminada IgG (anti-DGP IgG) (1). Entretanto,
Pallav e colaboradores relataram que a deficiéncia parcial de IgA ndo afeta o
desempenho diagndstico do teste soroldgico anti-tTG IgA na triagem para DC (89).

Para a correta interpretacéo da sorologia deve-se levar em conta o padréo de
consumo de gluten. Se a exposicao ao gluten for baixa ou inexistente por um longo
periodo (meses a anos), o resultado negativo ndo € confiavel. Os anticorpos anti-DGP
podem ser utilizados em pacientes com sorologia convencional negativa (anti-tTG e
EMA), mas que apresentam sintomas clinicos altamente sugestivos de DC,
especialmente criancas abaixo de 2 anos de idade (9) (1). Um diagndstico diferencial
gue deve ser descartado em menores de 2 anos com sindrome disabsortiva é a alergia
a proteina do leite de vaca. Portanto, individuos que apresentem anti-tTG IgA negativa
com IgA sérica normal ou nos casos de deficiéncia de IgA, anti-DGP IgG negativo,
dificilmente terdo DC.

Se o resultado da anti-tTG IgA for positiva, estes pacientes devem ser
encaminhados ao especialista. Segundo as novas diretrizes, quando a anti-tTG IgA é
maior que 10 vezes o limite superior da normalidade (>10 x LSN), devemos solicitar o
EMA IgA em uma nova amostra de sangue, evitando um possivel falso positivo da
amostra anterior e o teste genético (HLA). Estando ambos positivos o diagndstico de
DC poderé ser confirmado sem a necessidade de biopsia duodenal e a dieta livre de
gluten instituida.

Caso 0 EMA IgA seja negativo e o HLA-DQ2 ou DQ8 esteja presente, a biopsia
duodenal devera ser realizada. Pacientes com padréao histolégico normal (Marsh 0) ou
com aumento dos LIE (Marsh 1), sdo definidos como casos inconclusivos e devem
permanecer sob investigacdo. Padrdo histologico revelando aumento de LIE e
hiperplasia de criptas (Marsh 2) ou atrofia vilositaria (Marsh 3) recebem o diagnostico
de DC. Se o EMA for positivo e o HLA negativo, considerar biépsia duodenal. No caso
de ambos negativos (EMA e HLA), considerar um falso positivo da anti-tTG IgA.
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No entanto, quando a anti-tTG IgA for positiva, porém menor que 10 x LSN
devemos realizar a endoscopia com biépsias duodenais (1). (Figura 10)
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Figura 10 - Fluxograma para o diagndstico de doenca celiaca em paciente que apresentam sintomas

sugestivos. Doenga celiaca (DC), imunoglobulina A (IgA), antitransglutaminase (anti-tTG),
antiendomisio (EMA), antigeno leucocitario humano (HLA), EDA (endoscopia digestiva alta), limite
superior da normalidade (LSN). Adaptado de Husby et al., 2012 (1).

Pacientes assintomaticos pertencentes a grupos de risco devem ser sempre
diagnosticados com biépsia duodenal. Neste grupo, a pesquisa inicial dos alelos
predisponentes pode excluir de rastreios posteriores aqueles que nao abrigam os
HLA-DQ2 ou DQ8 (90). Individuos com positividade DQ2 ou DQ8 ou sem teste
genético, devem dosar a anti-tTG IgA. Os pacientes portadores dos alelos
predisponentes que apresentam anti-tTG IgA negativa na auséncia da deficiéncia de
IgA ndo tem DC, porém, poderdo desenvolvé-la em outro momento da vida, sendo
necessario a realizacao de testes sorologicos periodicos. O intervalo para as coletas
nao esta bem definido, sendo recomendado um rastreio a cada 2 - 3 anos para evitar

os efeitos prejudiciais da DC sobre o crescimento e a saude 0ssea (1).
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Se a anti-tTG IgA for positiva e maior que 3 vezes LSN, o paciente deve ser
encaminhado para realizagcdo de endoscopia com bidpsia duodenal. Porém quando a
anti-tTG IgA for positiva e menor que 3 vezes LSN podemos estar diante de um
resultado falso-positivo. Nestes doentes, 0 EMA pode ajudar a distinguir entre titulos
falsos e verdadeiros positivos do anti-tTG. Caso o EMA seja positivo, a probabilidade
de DC aumenta devido a alta especificidade deste exame. Nesta situagdo, o paciente
deve ser encaminhado para endoscopia. Pacientes com padréo histolégico Marsh 0
ou Marsh 1, sdo definidos como casos inconclusivos. Devem manter uma dieta normal
e seguir em acompanhamento, realizando exames regulares. Aqueles com padréo
histol6gico Marsh 2 ou Marsh 3 recebem o diagnostico de DC e devem instituir a dieta
livre de gluten. Se o EMA for negativo o paciente deve ser acompanhado, mantendo
uma dieta normal contendo gluten e o anti-tTG repetido a cada 3 - 6 meses até que
0s niveis de anticorpos se tornem negativos ou se elevem e seja indicado a realizagédo

de uma endoscopia. (Figura 11)

‘ INDIVIDUO ASSINTOMATICO PERTENCENTE A GRUPOS DE RISCO

| HLA DQ2 / DQ8 (tTG + / - )
HLA positivo HLA negativo - SZ:nmriI:t(::n
DQ2 e ou DQS8 DQ2 e ou DQ8
1 Considerar realizaggo de
| ANti-TG + IgA sérico total | ovos et com nteralos
l 1 1 presenga de sintomas
Anti-tTG positivo > Anti-tTG positivo Anti-tTG
3x LSN < 3x LSN negativo —
. Considerar:
ENDOSCOPIA COM BIOPSIA EMA Falso (-)
Excluir Deficiéncia de IgA
1 l 1 1 Baixa ingestdo gluten
Historia de drogas
/ Marsh // Marsh EMA /
2-3 0-1 (+)

Caso inconclusivo Considerar:
Manter dieta com gluten e considerar: Anti-tTG indeterminada ou falso (+)
- Sorologia falso (+) Continuar em dieta com gluten e
- Bidpsia falso (-) realizar novos testes soroldgicos

Dc potencial

L | Dieta livre de gluten + acompanhamento ambulatorial

Figura 11 - Fluxograma para o diagnoéstico da doenga celiaca em pacientes que pertencem a grupos
de risco. Adaptado de Husby et al., 2012 (1).
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2.6 GRUPOS DE RISCO E DOENCAS ASSOCIADAS A DOENCA CELIACA

Uma elevada prevaléncia de DC tem sido encontrada em associagcdo com
varias condicdes, tanto em criancas como em adultos, comparada a prevaléncia que
ocorre na populacdo geral. Os parentes de primeiro grau representam pacientes de
elevado risco, apresentando uma prevaléncia de até 20% (91) (92). A DC também
esta associado a transtornos cromossdémicos, como Sindrome de Down (5 - 12%) (1)
(93); Sindrome de Turner (2 - 5%) (94) (95) e Sindrome de Williams (9,5%) (96).

As doencas autoimunes séo trés a dez vezes mais prevalentes na DC do que
na populacdo em geral, ocorrendo em 12 a 30% dos pacientes celiacos (97). Uma
base patogénica comum envolvendo susceptibilidade genética, gatilhos ambientais
semelhantes e perda da barreira intestinal com aumento da permeabilidade poderiam
explicar esta associacdo. Mais de 60% dos loci de susceptibilidade associados a DC
sdo compartiihados com pelo menos outra condicdo autoimune, sugerindo
mecanismos patogénicos comuns (98).

A relacdo entre DC e o diabetes mellitus tipo 1 tem sido extensivamente
investigada e sua prevaléncia varia entre 3% a 16% (5) (1) (99) (100).
Aproximadamente 90% dos individuos com DM1 tém HLA-DQ2 ou HLA-DQ8, em
comparacao com 40% da populagéo geral. Portanto a DC e 0 DM1 compartilham uma
base genética (101). O DM1 é provavelmente a forma mais grave de autoimunidade
associada a doenca celiaca, ja que 5% dos celiacos tém DML1 e vice-versa (102) (103).
A triagem para DC em criangas e adolescentes com diabetes mellitus tipo 1 esta sendo
cada vez mais realizada. Naqueles com DM1 e DC confirmados, a adesao a dieta sem
gluten permite a recuperagdo pbndero-estatural, reversdo da anemia, melhora da
densidade dssea, entre outros beneficios (104). Uma vez que a soroconversao
negativo para positivo dos autoanticorpos para DC pode ocorrer apos 10 anos do
diagnoéstico do diabetes, é necessario a realizacdo de varios testes sorologicos ao
longo dos anos (105).

As doencas autoimunes da tireéide, como a tireoidite de Hashimoto e a doenca
de Graves, estdo associadas a doenca celiaca, com uma prevaléncia até 10 vezes
superior a da populacao geral (106) (107) (108).

Outras condicdes que apresentam elevada prevaléncia de DC sdo a doencga de
Adisson 5-12% (109), desordens dermatologicas como dermatite herpetiforme 11,5%

(110), alopecia areata 41,5% (111), desordens gastrointestinais como hepatite
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autoimune 4 a 21,5% (112), cirrose biliar priméaria (3-7%) (113), desordens
reumatoldgicas como sindrome de Sjogren 15% (114), sindrome antifosfolipidica 14%
(115), artrite reumatoide juvenil 2,5 - 7% (113).

Além destas associacdes, um estudo italiano evidenciou uma elevada
prevaléncia de doenca celiaca em criancas com doenca de Kawasaki (6). Neste
estudo, 90 criangcas com DK foram investigadas quanto a ocorréncia de um segundo
transtorno autoimune. Todos 0s pacientes realizaram rastreamento para doenca
celiaca através dos testes sorolégicos antigliadina, antitransglutaminase e
antiendomisio. A prevaléncia da DC nos pacientes com DK foi de 5,5%, muito superior
a prevaléncia da populacao geral que € de 1 %. Os cinco pacientes que apresentaram
sorologias positivas, confirmaram o diagnostico histologicamente. Os pacientes
também foram avaliados quanto a funcéo tireoidiana através da dosagem do hormdénio
estimulante da tiredide, da tiroxina e da triiodotironina e dos anticorpos anti-
tireoglobulina e anti-peroxidase. Entretanto nenhum paciente apresentou
hipotireoidismo subclinico ou tireoidite autoimune (6). A coexisténcia das duas
afeccdes, DK e DC, nunca havia sido relatada. Portanto mais estudos precisam ser

realizados em busca da elucidacdo desta possivel associacao.

2.7 CONSIDERACOES GERAIS E HISTORIA DA DOENCA DE KAWASAKI

A DK também conhecida como sindrome do linfonodo mucocutdneo € uma
vasculite febril aguda, autolimitada frequente na infancia que afeta vasos de médio
calibre com predilecéo pelas artérias coronérias (116). Mais de 50 anos se passaram
desde os primeiros relatos de caso no Japao, contudo a etiologia e a patogénese
permanecem desconhecidas (117).

Em janeiro de 1961 o doutor Tomisaku Kawasaki observou pela primeira vez
no Japao um menino de 4 anos e 3 meses que apresentava um complexo de sintomas
clinicos caracterizado por febre alta persistente, hiperemia conjuntival bilateral,
alteracdes da mucosa da orofaringe, eritema polimorfo em todo o corpo, eritema e
edema das maos e pés e linfadenopatia cervical que ndo havia sido descrito pela
literatura médica até aquele periodo. Entre 1961 a 1966 Kawasaki identificou 50 casos
semelhantes e publicou o primeiro trabalho sobre essa nova doenca, chamada de
sindrome do linfonodo mucocutaneo (SLMC) em 1967 (118). O artigo original

publicado em japonés por Kawasaki foi traduzido para o inglés e publicado em 2002
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(119). A SLMC posteriormente chamada de doenca de Kawasaki foi descrita como
uma doenca aparentemente autolimitada benigna que afetava lactentes e criancas
menores de 5 anos. Entretanto, em 1970 o Comité de Pesquisa de DK patrocinado
pelo governo japonés ao realizar a primeira avaliagcdo epidemiolégica nacional foi
surpreendido com alguns relatos de morte subita revelando uma face mais agressiva
da doenca. Quatro casos de morte subita foram autopsiados, sendo evidenciado
aneurismas com trombose nas artérias coronarias e o diagnostico histopatolégico foi
de periarterite nodosa infantil. Nessa época, o comité tomou consciéncia de que a
doenca de Kawasaki era uma espécie de sindrome vasculitica (120). O doutor Kato,
cardiologista pediatrico japonés identificou através da angiografia coronaria,
aneurismas coronarios em alguns pacientes que nao apresentavam sinais clinicos de
doenca cardiaca (121)

Em 1974, Kawasaki e colaboradores lancaram a primeira publicacdo sobre a
DK na lingua inglesa (122). Nesta mesma época, Melish et al relataram os primeiros
caso da DK nos Estados Unidos (EUA) (123). Em 1976, a ecocardiografia
bidimensional tornou-se disponivel e foi introduzida para o manejo da doenca de
Kawasaki.

No ano de 1994 houve uma reunido sobre sindromes vasculiticas sistémicas
em Chapel Hill, Carolina do Norte. Nesta ocasido as vasculites foram divididas em trés
grupos de acordo com o didametro do vaso acometido, sendo reconhecido o
envolvimento de artérias de médio calibre na doenca de Kawasaki.

Mais de meio século se passaram e a etiologia e a patogénese da DK
permanecem desconhecidas. Quanto ao diagndstico ndo existe nenhum exame
laboratorial especifico, sendo feito com base nos mesmos critérios clinicos descritos
por Kawasaki em 1961.

Quanto ao tratamento, em 1984 o doutor Furusho introduziu o uso da
imunoglobulina intravenosa, utilizado até os dias de hoje (124).

2.8 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE KAWASAKI

Atualmente a DK ja foi descrita em mais de 60 paises, incluindo Asia, Oriente
Médio, América Latina e Africa, bem como na América do Norte e Europa (125).
Aproximadamente 80% das criangas com DK sdo menores de 5 anos de idade, porém

outras faixas etarias como os adolescentes podem ser afetadas (126). A idade de
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inicio precoce da doenca sugere que a susceptibilidade pode estar ligada a maturagéo
do sistema imunoldgico. Quanto ao género € mais prevalente no sexo masculino com
relacdo de 1,5:1,0 (127). A sua incidéncia difere amplamente entre 0s grupos étnicos
sendo maior nas populacdes asiaticas. E marcadamente mais prevalente no Japéo e
em criangas descendentes de japoneses, com incidéncia anual de aproximadamente
265 casos por 100.000 criangas com menos de cinco anos de idade. Em segundo
lugar esta a Coreia do Sul com 134 casos por 100.000 criancas menores de 5 anos.
Estima-se que 1% das criancas nascidas no Japdao terdo DK até os 10 anos de idade.
Trés grandes epidemias foram registradas no Japao em 1979, 1982 e 1986. (128)
(129).

Embora uma epidemia nacional similar ndo tenha sido observada desde 1990,
a incidéncia da DK nos paises da Asia Oriental (Jap&o, Coréia do Sul e Taiwan) tém
aumentado progressivamente, sendo 10 a 20 vezes maior do que nos EUA e na
Europa (125).

Na Europa, a incidéncia anual varia entre 4,9 a 15,2 e nos Estados Unidos entre
19 a 24,7 / 100.000 criancas < 5 anos, sendo mais comum nosS americanos
descendentes dos asiaticos e das ilhas do pacifico (50,4 / 100.000), sugerindo uma
importante contribuicdo genética para a susceptibilidade da enfermidade (125) (130)
(131) .

Rodo et al 2011 verificaram que os casos de DK diagnosticados no Japao, no
Havai e em San Diego, EUA, aumentam quando os padrdes de vento troposférico
chegam da Asia Central, sugerindo um agente causal comum transportado pelo vento.
Esses autores postularam a hipotese de um agente infeccioso aerossolizado,
possivelmente um fungo da espécie Candida, como potencial etiologia da DK (132)
(133). Uma associacédo estatistica da DK em Santiago, Chile com padrdes de vento
troposférico do Norte, sugere que a poeira transportada do deserto do Atacama
poderia transportar um agente causal. Um novo resultado é que a dinamica de indices
El Nifio de Oscilacdo do Sul (ENSO) também explica parte da variabilidade da
patologia com uma diminui¢cdo quando a La Nifia esta se dissipando ou El Nifio esta
em ascensdao. Portanto, a dindmica da escala climéatica pode ser levada em conta em
estudos futuros em todo o mundo (134).

N&o h& evidéncias para apoiar a disseminacao de pessoa para pessoa, embora
0 agrupamento temporal e espacial dos casos esteja bem documentado (135).
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O primeiro estudo italiano realizado através da utilizacdo de dados
administrativos nas regifes da Toscana e Emilia Romagna no periodo de 2008 a 2013
encontrou uma taxa de incidéncia de DK de 17,6 para 100.000 crian¢cas menores de
5 anos (136). A atual prevaléncia nos paises em desenvolvimento ainda é
desconhecida. Como ndo ha marcadores laboratoriais especificos ou achado clinico
patognomonico, muitos casos sdo diagnosticados tardiamente ou deixam de ser
diagnosticados. No Brasil, um dos estudos revelou que apenas 46% dos pacientes
receberam imunoglobulina intravenosa no prazo de 10 dias apds o inicio dos
sintomas, indicando um atraso no diagnostico destas criangas (137). Um fator que
poderia contribuir para futuros estudos epidemiologicos desta patologia seria a
obrigatoriedade da notificacéo de todos 0s casos suspeitos e ou diagnosticados, como
sugerido por Borzutzky et al, 2012. Estes mesmos autores relataram o primeiro estudo
epidemiologico de base populacional que avaliou as taxas de hospitalizacdo e a
incidéncia estimada da DK na América Latina. A incidéncia encontrada foi de 6,8 por
100.000 criancas menores de 5 anos no periodo 2001 a 2007 no Chile. (138).

Em relac&o aos picos sazonais, no Japao, Coréia e Taiwan a doenca parece
ser mais prevalente no verao e no inverno, enquanto na Europa e nos EUA 0s picos

sazonais sao observados no inverno e na primavera (130).

2.9 ETIOPATOGENIA DA DOENCA DE KAWASAKI

Apesar da etiopatogenia permanecer desconhecida, muitos trabalhos sugerem
uma provavel interagcdo de um gatilho infeccioso desencadeando uma resposta

imunoldgica anormal em individuos geneticamente predispostos (7) (139) (140).

2.9.1 Teoria Infecciosa

Algumas caracteristicas clinicas da DK como por exemplo a maior ocorréncia
dos 6 meses aos 4 anos de idade (141); a apresentacdo clinica autolimitada,
geralmente nao recorrente, manifestada por febre elevada, erupcdo cutanea,
enantema, hiperemia conjuntival, adenomegalia (142), os padrdes epidemiologicos
como 0s picos sazonais (143) e a ocorréncia de epidemias sugerem fortemente uma

causa infecciosa (128).
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Varios patdgenos como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
adenovirus, Parvovirus B19, virus do herpes humano 6, rotavirus, coronavirus
humano, bocavirus, parainfluenza, Epstein-Barr, dengue, varicela-zoster, sarampo e
virus da gripe foram associados a DK (144) (145).

Além disso, estudos de microscopia eletrénica realizados ap6s autopsia de
pacientes com DK detectaram a presenca de corpos de incluséo intracitoplasméaticos
no epitélio bréonquico ciliado contendo agregado de proteina viral e RNA apoiando uma
etiologia viral e sugerindo que a porta de entrada do agente seja o trato respiratério
(146). O epitélio brébnquico proximal apresenta a maior infiltragdo de células
plasmaticas produtoras de IgA e a IgA produzida age contra o antigeno especifico que
provavelmente esta no epitélio brébnquico, indicando uma resposta imune antigeno
dirigida (147) (148).

Outro dado que sugere esta teoria infecciosa seria a correlacdo da
sazonalidade da DK com ventos troposféricos da regido do nordeste da China ao
Japao sugerindo um possivel patégeno transmitido pelo vento (133).

No entanto, apOs cinco décadas de pesquisa nenhum agente causal foi
efetivamente reconhecido como o responsavel pela DK (139).

Uma outra teoria aventada € da estimulagédo imunolégica por superantigenos
bacterianos tais como as toxinas estafilococicas e estreptococicas. Os superantigenos
atuariam através da sua ligacdo na regido VI3 do receptor das células T promovendo
uma resposta imunoldgica exacerbada que resultaria na liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 6 e interferom
gama (IFN-y) (149). Entretanto até este momento nenhuma toxina bacteriana foi
detectada no sangue periférico de pacientes com DK, tornando improvavel que tal

toxina seja responséavel pela inflamacgéao difusa (146).

2.9.2 Suscetibilidade Genética

De acordo com dados epidemiolégicos, a DK apresenta uma maior incidéncia
no Japao, Coréia e Taiwan e nos descendentes asiaticos (125) (130). Alguns estudos
tém relatado que irméos de pacientes com DK tém um risco dez vezes maior de
desenvolver a doenca do que a populagédo geral, enquanto as criangcas com historia
paterna de DK apresentam uma incidéncia duas vezes maior (150) (151) (152). Esses
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dados sugerem que fatores genéticos possam desempenhar um papel importante na
patogénese da DK.

Inicialmente, os pesquisadores tentaram identificar a relacdo da doenca de
Kawasaki com os antigenos leucocitarios humanos e encontraram uma provavel
associacdo com os HLA-DRB1, HLA B5, Bw51 e Bw44 (153) (154). Atualmente
existem muitas pesquisas em andamento visando detectar possiveis genes
responsaveis pela suscetibilidade genética da DK. Com a conclusdo do projeto
genoma humano e com o progresso da genética molecular e dos estudos da
associacdo genoma larga, avancos consideraveis foram alcancados. Alguns dos
genes mais amplamente estudados que se encontram consistentemente associados
com DK na populacéo asiética incluem inositol 1,4,5-trifosfato 3-quinase C (ITPKC),
caspase-3 (CASP3), linfocito quinase B (BLK), CD40 e HLA. Na populacao europeia
destacam-se os genes FCGR2A e ABCC4 (139) (155).

A identificacdo do agente etioldgico e dos genes que conferem susceptibilidade
a DK sdo os melhores meios para ajudar o diagndstico e o tratamento, prevenindo o

desenvolvimento das lesGes coronarianas (156).

2.9.3 Desregulagéo Imune

A ativacdo do sistema imunoldgico e a cascata de fatores inflamatérios séo
consideradas como caracteristicas importantes da DK. Um grande namero de células
T, células mononucleares, macréfagos, neutréfilos, sédo observados em varios tecidos
de 6rgédos de casos fatais de DK aguda (140).

Na DK destaca-se o eixo interleucina 6 (IL-6) / linfécitos T auxiliar 17 (Th17). A
IL-6, em combinacdo com o fator de crescimento transformador beta (Transforming
growth factor beta - TGFR), polariza as células T indiferenciadas em diregdo a um
fendtipo Th17, com posterior invasdo da parede do vaso e producéo de citocinas pro-
inflamatodrias (126) (157). Jia et al demonstraram que criancas com DK aguda
apresentam um desequilibrio entre as células Th17 / T reguladoras (Treg) que poderia
estar envolvido na perturbacédo da homeostase imune (158). As células Th17 induzem
a producdo de citocinas com propriedades pro-inflamatérias como a IL-17.
Diferentemente, as células T reguladoras que expressam a FOXP3 tem uma acéo
anti-inflamatoria através da liberagdo de citocinas como IL-10 e TGFR1 (159).
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Portanto, a expansao de Th17 e a deplec¢éo de linfécitos Treg podem ser consideradas
caracteristicas da doenca de Kawasaki aguda (139) (140).

2.10 MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA DE KAWASAKI

De acordo com Gupta et. al. 2016, o curso da DK pode ser dividido clinicamente
em trés fases:

Fase febril aguda: este periodo tem duracdo de 10 a 14 dias, sendo
caracterizado por febre, exantema polimaérfico, vermelhidao dos olhos, inflamacéo da
lingua e mucosa faringea, labios secos rachados, presenca de linfadenopatia cervical
unilateral, irritabilidade extrema, edema nas extremidades e descamacao perineal. A
miocardite pode estar presente e manifestar-se como taquicardia e insuficiéncia
cardiaca congestiva. Outras manifestagfes clinicas como por exemplo pirdria estéril
e reativacdo do local de inoculagéo da vacina contra tuberculose (Bacilo de Calmette
e Guerin = BCG) podem ser vistas durante esta fase. No entanto, elas ndo fazem parte
dos critérios diagndstico da DK.

Fase subaguda: Inicia-se da segunda a quarta semana apds o inicio dos
sintomas. Nesta fase ocorre a descamacgao periunguial e resolucdo dos achados
clinicos observados na fase aguda. As alteracées da artéria coronaria (aneurismas
coronarianos) sao principalmente detectadas através do ecocardiograma durante este
periodo. Uma pequena proporcdo de criancas também pode desenvolver artrite
envolvendo uma ou mais articulacoes.

Fase convalescente: Apds a quarta semana ocorre o desaparecimento de todos
0s sinais clinicos e a maioria das criangas tornam-se assintomaticas. Os exames que
avaliam atividade inflamatéria como por exemplo a proteina C reativa (PCR),
velocidade de hemossedimentacédo (VHS) e a contagem das plaguetas geralmente
retornam ao normal. O relevo horizontal das unhas conhecidas como linhas de Beau

podem aparecer durante esta fase (160).
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Figura 12 - (A) Hiperemia conjuntival, Idbios secos e rachados. Cortesia Dra. Cristina Medeiros Ribeiro
de Magalhaes, Servico de Reumatologia do HCB. (B) Lingua de morango. Fonte: Kole et al., 2015
(161).

Figura 13 — (A) e (B) Exantema maculopapular em pé e perineo. Cortesia Dra. Cristina Medeiros Ribeiro
de Magalhées, Servigco de Reumatologia do HCB. (C) Exantema maculopapular difuso. Fonte: Gupta
et al., 2015 (160).

Figura 14 — (A) Eritema de mé&o. Cortesia Dra. Cristina Medeiros Ribeiro de Magalhaes, Servico de

Reumatologia do HCB. (B) Eritema e edema em pé. Fonte:Gupta et al., 2015 (160).
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Figura 15 - Descamag&o periungual. Cortesia Dra. Cristina Medeiros Ribeiro de Magalhaes, Servico de

Reumatologia do HCB.

2.10.1 Manifestacdes Cardiovasculares

A DK é a principal causa de doencas cardiacas pediatricas adquiridas em
paises desenvolvidos, incluindo a América do Norte, Europa e Japdo (130). O
pericardio, o miocardio, o endocardio, as valvulas e as artérias coronarias podem ser
afetados pelo processo inflamatorio difuso de DK (162). A complicacdo mais
caracteristica e temida € a ocorréncia de aneurisma da artéria coronaria (AAC) que
pode ser observada em 15-25% dos pacientes ndo tratados. As lesbes podem ter
diferentes graus de gravidade como por exemplo uma dilatacdo da artéria coronaria
assintomatica até aneurismas gigantes (> 8 mm de diametro interno) com risco

significativo de trombose e ruptura (142).

2.10.2 Outras Manifestacdes Clinicas

O envolvimento do trato gastrointestinal na DK ocorre em 2,3% dos casos. As
manifestagdes clinicas incluem distensédo e dor abdominal, vémitos e diarreia (163).
Alves e colaboradores relataram diarreia associada a vomitos e dor abdominal em
61% dos casos de Kawasaki e vomito isolado em 44% (164). Os achados patologicos
do intestino delgado relacionados a DK sao degeneracéo, necrose e descamacao das
células epiteliais, bem como exsudatos inflamatérios na lamina prépria e na camada
muscular. Vasculite e trombose das pequenas artérias submucosas ou hemorragia
submucosa séo frequentemente observadas (163) (165).

Raramente, a doenca de Kawasaki se apresenta como um abdome cirurgico

agudo (166). Alguns pacientes podem desenvolver hepatomegalia e ictericia. A
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distensdo acalculosa aguda da vesicula biliar (hidropsia), pode aparecer durante as
primeiras 2 semanas da doenca em 15% dos pacientes, identificada através de uma
ultrassonografia abdominal (167) (168). AlteracGes do sistema nervoso central podem
ser representadas através da paralisia transitoria do nervo facial periférico unilateral
que ocorre raramente. A perda auditiva neurossensorial de alta frequéncia transitoria
(20 a 35 dB) pode ocorrer durante a fase aguda, mas a perda auditiva neurossensorial
persistente € rara (169) (170).

2.11 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA DOENCA DE KAWASAKI

Os critérios clinicos descritos pelo doutor Tomisaku Kawasaki no inicio dos
anos 60 continuam sendo a base do diagndstico da doenca de Kawasaki atualmente
(123). N&o existe nenhum teste diagnostico especifico ou caracteristica clinica
patognomoénica da DK. Portanto, uma histéria completa e um exame fisico detalhado
sdo essencias para identificar os critérios clinicos estabelecidos. Em 2004 a
Associacdo Americana do Coragcao (American Heart Association - AHA) publicou os
critérios diagnésticos para a doenca de Kawasaki (142). Estes critérios sao
semelhantes aos da Sociedade Japonesa de Circulagéo (171). O que difere as duas
€ que na Sociedade Japonesa cinco dos seis critérios devem estar presentes para
confirmar o diagnéstico, enquanto na norte americana a febre € um critério obrigatério
e quatro dos cinco critérios restantes sdo necessarios para estabelecer o diagndstico.
Portanto o diagnéstico da DK depende da presenca de febre por 5 dias ou mais,
associada a quatro dos cinco critérios clinicos relacionados a seguir (Tabelas 2 e 3):



Tabela 2 - Critérios diagnosticos para doenca de Kawasaki

Febre por 5 dias ou mais, associada a 4 dos 5 critérios:

Frequéncia %

1- Alteracdes da cavidade oral e dos labios: labios rachados e

eritematosos, lingua vermelha (aspecto de morango)

2- Exantema polimorfo: eritema maculopapular, multiforme ou

escarlatiniforme, envolvendo extremidades, tronco e perineo
3- Conjuntivite bilateral ndo purulenta

4- Alteracfes nas extremidades: eritema e edema de maos e pés na fase

aguda e descamacao periunguial das méos e dos pés nas semanas 2 e 3

5- Linfonodo cervical aumentado: geralmente unilateral (> 1,5 cm de

didmetro)

Exclusado de outras doencas com achados semelhantes

96,5

96

89

75,6

62,7

Adaptado de Newburger et al., 2004 (142), e Saguil et al., 2015 (172).

Tabela 3 - Diagnoéstico diferencial da doenca de Kawasaki
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Infecgdes virais (sarampo, adenovirus, enterovirus, virus de Epstein-Barr)
Escarlatina

Sindrome da pele escaldada estafilocécicas

Sindrome do choque téxico

Linfadenite cervical bacteriana

Reacdes de hipersensibilidade aos medicamentos

Sindrome de Stevens-Johnson

Artrite reumatéide juvenil

Febre maculosa

Leptospirose

Reacao de hipersensibilidade ao mercurio (acrodinia)

Adaptado de: Newburger et al. 2004 (142)

O tratamento padrdo com imunoglobulina intravenosa (IGIV) e aspirina

permanece inalterado desde a diretriz de tratamento da American Heart Association
(AHA) de 2004 (142). A instituicdo da IGIV nos primeiros 10 dias de doenca reduz o

risco de desenvolvimento de anomalias da artéria coronaria de 25%

para
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aproximadamente 5% (117). O mecanismo de acdo da IGIV permanece
desconhecido, mas o efeito anti-inflamatério generalizado provavelmente inibe a
progressdo da DK, impedindo o desenvolvimento das anormalidades das artérias
coronarias. A dose utilizada € de 2 g / kg, dose unica infundida durante 12 horas. O
tratamento ainda deve ser administrado as criangas apos o décimo dia de doenga em
casos de persisténcia da febre, ou se houver elevacdo das provas de atividade

inflamatoria, como PCR e VHS ou se houver anormalidades da artéria coronaria (142).

A Aspirina € administrada na fase aguda da DK, concomitantemente com a IGIV
na dose de 80-100 mg/ kg / dia a cada 6 horas. As altas doses da aspirina apresentam
um efeito antiinflamatoério, porém isoladamente ela ndo reduz a frequéncia de
desenvolvimento de anormalidades coronarianas. Portanto sua associacdo com a
IGIV parece proporcionar um efeito anti-inflamatorio aditivo. A duragéo do tratamento
com aspirina em altas doses varia de acordo com cada instituicdo. Algumas
instituicdes reduzem a dose da aspirina para 3-5 mg / kg /dia apds um periodo de 48-
72h sem febre. No entanto ha servicos que mantém altas doses até o décimo quarto
dia da doenca, independentemente da resolucéo da febre. Em baixas doses ela tem
um efeito anti-plaquetério. A suspensédo da aspirina pode ser realizada quando nao
houver evidéncia de anormalidades coronéarias e a contagem de plaquetas estiver
normalizada. Entretanto, se houver anormalidades coronarianas a Aspirina € mantida

em baixas doses indefinidamente (142).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da doenca celiaca (DC) em pacientes pediatricos com
diagnostico prévio de doenca de Kawasaki (DK) atendidas em Servico de

Reumatologia Pediatrica de Brasilia, Brasil.

3.2 OBJETIVO SECUNDARIO

Determinar a prevaléncia de genoétipos HLA-DQ predisponentes para DC em
criancas com DK de Brasilia.

Comparar a prevaléncia de DC encontrada no grupo estudado com estudos de
prevaléncia na populacao geral do Brasil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Trata-se de um estudo observacional de prevaléncia de doenga celiaca em
pacientes pediatricos com diagndstico prévio de doenca de Kawasaki. Devido a baixa
prevalécia da doenca de Kawasaki a amostra foi obtida por conveniéncia, sendo
captados para esta pesquisa pacientes com diagndstico de DK acompanhados no
Servico de Reumatologia Pediatrica de Referéncia em doenca de Kawasaki do Distrito
Federal, localizado no Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar (HCB),
Brasilia/DF, Brasil, de acordo com sua demanda ambulatorial de rotina. O periodo de
estudo foi de junho de 2014 a junho de 2016.

4.2 POPULACAO

O estudo incluiu 110 pacientes pediatricos, 44 do sexo feminino com
diagnéstico prévio de DK acompanhados no HCB. A idade no momento do diagndstico
da doenca de Kawasaki variou de 0,3 a 9 anos (média: 3,4 anos, desvio padrao: 2,1;
mediana 3,0). O diagnéstico de DC foi realizado de acordo com a ultima diretriz da
Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo
(ESPGHAN) (1). A faixa etaria dos participantes variou de 1 a 15,5 anos (média 5,3;
desvio padréo:3,3; mediana 4,6).

4.2.1 Critérios de Incluséo

Possuir diagnéstico prévio de Doenca de Kawasaki em acordo com 0s critérios
da Academia Americana de Pediatria e da Associacdo Americana do Coragéo (142),
e estar em acompanhamento ambulatorial regular.

Estar consumindo gluten regularmente no periodo da coleta dos exames.

4.2.2 Critérios de Exclusao

Recusa dos pais ou responsaveis na participacdo da pesquisa.
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4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Os responsaveis pelos pacientes foram inicialmente informados e concordaram com
a utilizacdo, para fins de pesquisa, de excedentes de amostras de sangue colhidas
durante o acompanhamento clinico regular e assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (Apéndice B). Para este trabalho, foram utilizados 5 mililitros (mL)
de sangue total colhido por punc¢éo venosa no laboratério do HCB e encaminhados ao
Laboratério de Pesquisa em Doenca Celiaca da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (LabDC/FMUnB), seguindo as normas H3-A6 e H21-A5 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) que estabelecem os critérios
adequados para a coleta, transporte e processamento das amostras de sangue. O
material foi distribuido em dois tubos, um contendo o anticoagulante acido
Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) para posterior extracdo do &cido
desoxirribonucleico (DNA) e o outro contendo gel separador para isolamento do soro
sanguineo. O soro centrifugado a 4.500 rotac6es por minuto (rpm) durante cinco
minutos foi catalogado e estocado a -20°C no LabDC para posterior realizacdo dos
exames sorologicos antitransglutaminase IgA (anti-tTG IgA) e antiendomisio IgA (EMA
IgA). Os soros remanescentes foram descartados em lixo biolégico conforme o
Programa de Gerenciamento de Residuos Sélidos em Servigcos de Saude (PGRSS),

adotado pela UnB.

4.4 EXAMES SOROLOGICOS

4.4.1 Pesquisa de Anticorpos Antitransglutaminase IgA (tTG-IgA)

Este exame sorologico, de elevada sensibilidade é a primeira ferramenta
utilizada no rastreio da doenca celiaca. Trata-se de um teste imunoenzimatico
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) designado para mensuracao
guantitativa dos anticorpos tTG-IgA nas amostras de soro. O Kit comercial utilizado é
0 QUANTA Lite® h-tTG IgA ELISA, INOVA Diagnostics Inc., San Diego, CA, USA. De
acordo com as recomendacdes do fabricante, o material foi analisado a temperatura
ambiente (20 a 26°C). As amostras de soro de cada paciente foram diluidas 1:100
em Tampéao fosfato-salino ou Phosphate Buffered Saline (PBS) com pH 7,2 e

homogeneizadas em agitador mecanico. Em seguida, 100 microlitros (uL) de cada
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soro diluido foram colocados nos pogos da placa de poliestireno (96 pocos)
sensibilizados com transglutaminase tecidual humana (h-tTG) e incubados por trinta
minutos.

Apébs este procedimento, a placa de poliestireno foi para a maquina Thermo
Plate-Washer realizar um ciclo de trés lavagens automatizadas com 300 uL de tampéo
de lavagem (tampao fosfato com 0,05% de Tween 20). Na préxima etapa foram
adicionados 100 pL de anticorpo de deteccdo de anti-lgA humana, seguidos de 100
ML de anti-anticorpo IgA de cabra conjugado com uma peroxidase de rabano ou
Horseradish Peroxidase-Conjugated (HRP). A placa foi incubada durante 30 minutos,
seguida de lavagens como descrito anteriormente. Para a revelacdo da reagéo, foram
adicionados 100 uL da solucdo de substrato cromogeno tetrametilbenzidina (TMB
3,3,5,5") com peréxido de hidrogénio a cada pocgo, incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. A reac¢ao foi interrompida com acido sulfurico 0,334
molar (H2S04) e a leitura realizada no espectrofotdbmetro Thermo Plate Reader (TP-
Reader™) usando filtro de 450 nm.

Por meio da comparacéo entre a densidade éptica (D.O.) de um padrao pré-
estabelecido e seu respectivo valor numérico em Unidades arbitrarias (U) com a D.O.
das amostras, os resultados foram obtidos. Valores menores que 20 U foram
considerados negativos, entre 21 e 30 U indeterminados ou limitrofes, e maiores que

30 U positivos, conforme sugere o fabricante.

4.4.2 Pesquisa de Anticorpos Antiendomisio IgA (EMA-IgA)

Amostras de soro dos pacientes foram submetidas ao teste de
imunofluorescéncia indireta para detectar a presenca de anticorpos antiendomisio IgA
(EMA 1gA). O Kit comercial empregado foi 0 QUANTA Lite® Endomysial Primate Distal
Esophageous (INOVA Diagnostics, Inc. San Diego, CA, USA), cujas laminas utilizam
substratos com secgdes criostaticas de 4 micrometros (um) de espessura da porgao
distal do terco inferior do esdfago de primata (Macaco Rhesus). Os anticorpos
especificos presentes no soro do paciente celiaco irdo reagir contra o endomisio que
recobre as fibras lisas da camada muscular do eséfago. O teste foi realizado seguindo
as recomendacg0des do fabricante.

Amostras de soro diluidas 1:5 em solucdo PBS (pH 7,2) foram incubadas em

lamina por 30 minutos em camara umida a temperatura ambiente (15 a 30°C). Em
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seguida, cada lamina foi lavada trés vezes com tampéao PBS por meio de esguichos
utilizando pipeta Pasteur. Apos a lavagem as laminas foram incubadas no mesmo
tampdo por 5 minutos e este procedimento foi repetido mais uma vez. Na etapa
seguinte, 30 uL do anticorpo de detecgao, anticorpo anti-lgA humano marcado com
fluorocromo Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) procedente do kit comercial (INOVA
Diagnostics, Inc. San Diego, CA, USA), foi adicionado a cada seccéo criostatica da
lamina contendo corte de esdfago de macaco e realizado uma nova incubacdo em
camara umida por 30 minutos, seguida por lavagem com tampé&o PBS, como descrito
anteriormente.

As laminas foram secas, montadas e analisadas por microscopia de
fluorescéncia no microscoépio Zeiss Axiophot 2 com filtro de excitacdo 450nm a 490nm
e emissdo de 520nm, e observadas em um aumento de 400x. As laminas foram
avaliadas por dois observadores experientes, de forma independente. Os resultados
foram considerados positivos quando a fluorescéncia de coloracéo verde brilhante em
forma de rendilhado ou favo de mel fosse observada no tecido conjuntivo que envolve
cada fibra do feixe da musculatura lisa. Na auséncia da fluorescéncia os resultados

foram considerados negativos.

4.5 TESTE GENETICO

4.5.1 Extracdo de DNA

As amostras de sangue coletadas no tubo contendo EDTA foram submetidas
a extracdo do DNA pelo método de Salting out (110) por meio de coluna de silica,
usando kit comercial lllustra TM Blood genomicPrep Mini Spin (GE Helathcare,
Buckinghamshire, UK) seguindo as recomendacdes do fabricante. Cada amostra de
DNA obteve uma concentracéo final entre 10ng/pL a 100ng/pL, sendo armazenada a
uma temperatura de -20° C. Apés a extragdo do DNA, as amostras de sangue foram

devidamente tratadas e descartadas como residuos biologicos.

4 5.2 Analise do DNA Extraido

Através do equipamento Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop

Technologies, Wilmington, DE, USA), que utiliza a leitura espectrofotométrica nas
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densidades oticas (DO) 260 nm e 280 nm, determinamos a quantidade do DNA
extraido. Quando a razdo dessas densidades 6ticas (A260/A280) foi entre 1.8 e 2.0,
o grau de pureza do DNA foi considerado adequado para a realizacdo das analises.

Apos avaliacdo, a concentragao das amostras foi ajustada para 15 ng/uL.

4.5.3 Genotipagem dos Genes HLA-DQ Predisponentes para DC através da

Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR).

4.5.3.1 Realizacdo da PCR em Tempo Real (QPCR)

As amostras de DNA foram utilizadas para amplificagéo dos alelos DQA1*05 -
DQB1*02 (DQ2) e DQA1*03 - DQB1*03:02 (DQ8). A amplificacdo desses alelos foi
realizada pelo método de PCR em tempo real (g-PCR ou real time PCR), utilizando o
aparelho Step-One Instrument (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad,
USA). Sequéncias especificas de primers para os alelos DQA1*05, DQB1*02 e
DQA1*03, previamente descritas por Olerup e colaboradores foram usadas (173).
Para o alelo DQB1*03:02 usamos as sequéncias dos primers previamente descrito

por Profaizer e colaboradores (174) (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracteristicas de primers utilizados para gPCR

Sequéncia

Alelo Forward Reverse Produto de PCR

DQA1*05 5-ACG GTC CCT CTG GCC 5-AGT TGG AGC GTT 186pb
AGT A-3’ TAA TCA GAC-3’

DQB1*02 5-GTG CGT CTT GTG AGC 5-GCA AGG TCG TGC 205pb
AGA AG -3’ CGA GCT-3

DQA1*03 5-TTC ACT CGT CAG CTG 5-CAA ATT GCG GGT 183pb
ACC AT-3 CAAATC TTC T-3’

DQOB1*03:02 5-GCG CGT GCG TCT TGT 5-CTG TTC CAG TAC 127pb
GAC C-3’ TCG GCG GCA-3

HGH 5-GCC TTC CCAACC ATT 5-TCA CGG ATT TCT GTT 439pb

CCC TTA-3 GTGTTT-3
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Como controle enddgeno da reacdo de PCR, foi usado um par de primers de
uma regido conservada do gene HGH, o Horménio do Crescimento Humano (human
growth hormone) de acordo com Profaizer e colaboradores (174). Todos 0s primers
foram usados em uma concentracéo de 0,5uM.

Quatro reagbes por amostra foram realizadas para amplificar individualmente
cada alelo. As reacdes foram feitas em triplicata, conforme protocolo desenvolvido no
nosso laboratério e detalhado a seguir (175). Componentes por reagéo: 1uL de primer
foward, 1uL de primer reverse, 10uL de SYBR Green (Absolute gPCR SYBR Green
Rox Mix - Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania), 2uL de DNA genémico e
6uL de agua ultra pura (Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania) para um
volume final de 20uL por reacdo (Tabela 5). Utilizamos como controle positivo,
amostras previamente genotipadas para cada um dos alelos estudados. Como
controle negativo e de contaminagdo foi usada uma amostra contendo todos os
componentes da reagéo exceto DNA. As reagbes de PCR foram adicionadas a placas
de 48 pocos (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA),
centrifugadas durante um minuto a 1300 rpm em centrifuga refrigerada MPW 351R

(Med. Instruments) e, em seguida, colocadas no aparelho Step-One Instrument.

Tabela 5 - Componentes utilizados por reacao de qPCR

Componente Volume Concentragéo
Primer Forward 1 UL 10 uM
Primer Reverse 1uL 10 uM
Syber Green Rox Mix 10 pL 2X

DNA 2 uL 15 ng/uL
Agua ultra pura 6 uL -

Total 20 yL -

A amplificacdo dos alelos DQA1*05, DQB1*02 e DQA1*03 ocorreu sob as
seguintes condi¢cbes: uma etapa inicial de desnaturacdo de 10 minutos a 95°C,
seguida de uma sequéncia de 32 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturacéo) e 60

segundos a 60°C (anelamento e extensao); apos a amplificacdo dos alelos segue-se
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a etapa da curva de melting (essa etapa é realizada em 3 passos: 95°C por 15
segundos, 60°C por 60 segundos e uma etapa final de aumento da temperatura de
60-95°C por meio de incrementos de 0,3°C com simultaneas medi¢cdes do sinal de
SYBR Green (Tabela 6).

Tabela 6 - Condicfes de gPCR para os genes DQA1*05, DQB1*02, DQA1*03 e
HGH

Etapas Temperatura (° C) Tempo Ciclos
Desnaturagéo inicial 95 10 minutos 1
Desnaturacéo 95 15 segundos 32
Anelamento e extensdo 60 60 segundos 32
Curva de melting - Passo 1 95 15 segundos
Curva de melting - Passo 2 60 60 segundos 1
Curva de melting - Passo 3 60-95* -

*A temperatura aumenta de 60 a 95° C em intervalos de 0,3° C com monitoramentos simultaneos do

sinal do SYBR Green.

O alelo DQB1*03:02 foi amplificado de acordo com as condi¢des descritas por
Profaizer et al, 2011 (174). Uma etapa inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 95°C,
seguida de 6 etapas de amplificacéo e por fim segue-se a etapa da curva de melting;

essas condicdes estdo descritas em detalhes na tabela 7.



Tabela 7 - Condicbes da gPCR para o alelo DQB1*03:02, Profaizer et al, 2011

Etapas Temperatura Tempo Ciclos

Desnaturacéo inicial 95°C 5 minutos 1
95°C 20 segundos

Amplificacdo 1 71°C 45 segundos 2
72°C 10 segundos
95°C 20 segundos

Amplificacdo 2 70°C 45 segundos 10
72°C 10 segundos
95°C 20 segundos

Amplificacéo 3 69°C 45 segundos 10
72°C 10 segundos
95°C 20 segundos

Amplificacdo 4 67°C 45 segundos 5
72°C 10 segundos
95°C 20 segundos

Amplificacdo 5 66°C 45 segundos 5
72°C 10 segundos
95°C 20 segundos

Amplificacdo 6 65°C 45 segundos 2
72°C 10 segundos
95°C 5 segundos

Curva de melting 50°C 1 minuto 1

97°C Continuo
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4.5.3.2 Analise dos Dados Processados Pela Técnica de PCR em Tempo Real

Para garantir a qualidade do produto amplificado foi realizada a analise das
curvas de desnaturagao (curva de melting) obtidas no final de cada reacédo de PCR
em tempo real. A Temperature melting (Tm) média correspondente a cada alelo alvo
foi de 80,12 £ 0,1°C para o alelo DQA1*05; 86,49 + 0,13°C para DQB1*02; 80,69 +
0,11°C para DQA1*03; 86,15 + 0,23 °C para DQB1*03:02 e 83,53 + 0,07 °C para o
gene HGH.

4.6 BIOPSIA ENDOSCOPICA DUODENAL

A EDA com biépsia duodenal € um exame extremamente invasivo e os achados
histologicos ndo sao especificos da doenca celiaca, podendo ser encontrados em
outras enteropatias (82). De acordo com a nova diretriz pode ser dispensada caso 0
paciente apresente sintomatologia sugestiva de DC, anti-tTG IgA maior que 10 vezes
o LSN, EMA positivo e presenca do HLA-DQZ2 e ou DQ8, caso contrario a avaliacao
histoldgica deveré ser realizada (1). Portanto, a bidpsia duodenal foi indicada para o
paciente que apresentasse testes soroldgicos positivos, porém tTG IgA menor que 10
x LSN. A EDA foi realizada pela equipe médica do Servigco de Endoscopia Pediatrica
do HCB através do aparelho FUJINON EPX 4400, de fabricacdo japonesa. Os
fragmentos obtidos (quatro) foram cuidadosamente abertos, orientados e fixados em
formol a 10% e encaminhados para o Laboratério de Anatomia Patolégica e
Citopatoldgica conveniado ao HCB para preparo das laminas e andlise
histopatolégica. As amostras foram processadas de forma padrao, fixadas e coradas
com hematoxilina-eosina e posteriormente analisadas seguindo a classificagao de
Marsh-Oberhuber (85). O material foi examinado por um patologista experiente com
auxilio do microscopio trinocular Oxion modelo OX.3035 acoplado para documentacao

fotografica.
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Figura 16 - Fluxograma para avaliacéo laboratorial e acompanhamento clinico dos pacientes envolvidos

na pesquisa.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A prevaléncia foi calculada considerando-se o total de pacientes com testes
sorologicos positivos (anti-tTG IgA e EMA 1gA), biépsia com achados sugestivos de
DC de acordo com a classificacdo de Marsh-Oberhuber e presenca do HLA
predisponente.

Outros parametros estatisticos (média, mediana, desvio padrdo) foram
calculados por forma convencionais, utilizando a planilha eletrénica Microsoft
Windows Excell 2007.

A comparacao com dados da literatura foi feita através do Teste Exato de Fisher
para analises de contingéncia com grupos menores que 1.000 individuos e do teste e
qui-quadrado para grupos maiores. O software estatistico utilizado para estes célculos
foi o GraphPad Prism 7 for Windows. O poder estatistico do teste relativo a amostra
foi calculado utilizando o software G*Power 3.0.10.

Para avaliacdo dos resultados utilizou-se a convencao habitual de considerar

adequados um erro “tipo 1” menor que 5% (valor de “p” menor que 0,05) e um “erro

tipo 2” menor que 20%.
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4.8 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo segue o0s principios da ultima Declaracdo de Helsinki
instituido em 2013. A pesquisa possui aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude (FEPECS), que integra a
Secretaria do Estado de Saude do Distrito Federal (SES-DF), registrado sob o numero
do parecer 1.037.234.
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5 RESULTADOS

No presente estudo foram avaliados 110 pacientes com diagndstico prévio de
DK, dos quais 66 (60%) eram do sexo masculino, relacdo de 1,5:1. A idade no
momento do diagnoéstico da doenca de Kawasaki variou de 0,3 a 9 anos (média: 3,4
anos, desvio padrdo: 2,1; mediana 3,0 anos). A faixa etaria dos participantes no
momento do rastreamento da doenca celiaca variou de 1 a 15,5 anos (média 5,3; DP
3,3; mediana 4,8).

Apenas 1 (0,9%) paciente do sexo masculino com DK diagnosticada aos 5 anos
de idade apresentou marcadores sorolégicos positivos (anti-tTG IgA 114,1 U/ml e
EMA positivo) aos 9 anos de idade. A determinacdo dos alelos HLA predisponentes
revelou a presenca dos HLA-DQ2 e DQ8 neste caso. Como parte do rastreio
recomendado pela literatura, apds assinatura de novo termo de consentimento livre e
esclarecido, este participante foi submetido a EDA com bidpsia duodenal. A andlise
histopatoldégica dos fragmentos revelou atrofia vilositaria parcial associada a
hiperplasia de criptas e aumento de LIE (Marsh 3A), demonstrando total concordancia
com as sorologias, confirmando o diagndstico de doenca celiaca. Durante a analise
clinica ndo foram evidenciados sinais e ou sintomas sugestivos de doenca celiaca.
(Figura 17)
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Figura 17 - Biépsia intestinal do paciente LGAS com doenga celiaca compativel com a classificacdo de
Marsh 3A. A) detalhe do linfécito intraepitelial (400 x) - seta; B) observa-se atrofia parcial das vilosidades
associada a hiperplasia de criptas e aumento de LIE (400 X) (coloracdo: hematoxilina-eosina). Fonte:

Laboratério de Anatomia Patoldgica e Citopatolégica conveniado ao HCB.

Tendo em vista que familiares de primeiro grau de pacientes celiacos fazem
parte do grupo de risco para o desenvolvimento da doencga celiaca realizou-se o
rastreamento sorolégico e pesquisa dos HLA predisponentes nestes familiares (pai,

mae, uma irma e um irmao). Sua irma apresentou sorologias positivas (anti-tTG IgA
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93 U/ml e EMA IgA), além de também possuir o HLA-DQ2 e DQ8. Foi submetida a
endoscopia com bidpsia e em sua analise histopatoldégica foram evidenciadas
alteracbes compativeis com a classificacdo de Marsh 1 (aumento de linfocitos
intraepiteliais = 30 por 100 enterdcitos). Na avaliagcdo dos HLA predisponentes para
DC identificou-se o0 HLA-DQ8 em sua mée, o HLA-DQ2 em seu pai e a associagao
HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em seu outro irmdo. Atualmente o paciente celiaco encontra-
se em dieta isenta de gluten, com normalizacdo dos testes sorolégicos e segue em
acompanhamento no Ambulatério de Doenca Celiaca do HUB onde recebe avaliacao
multidisciplinar de gastroenterologistas pediatricos, nutricionistas, dentista, psicélogos
e terapeuta ocupacional. Sua familia também esta sendo acompanhada no mesmo

servico.

5.1 RESULTADO DO TESTE GENETICO

5.1.1 PCR em Tempo Real (QPCR)

Dos 110 pacientes com diagnéstico prévio de doenca de Kawasaki foram
identificados alelos de alto risco para DC em 32 (29,1%), com a seguinte distribuicao:
15 (13,6%) apresentaram apenas o DQ2, 14 (12,7 %) apenas o DQ8 e 3 (2,7%) os
alelos que codificam para DQ2 e DQ8. (Tabela 8)

Dos 78 (70,9%) participantes restantes, 43 apresentaram variantes de menor
risco que o DQ2 e DQ8, sendo que 19 (17,3%) apresentaram apenas o alelo DQB1*02
(cadeia B do DQ2) e 24 (21,8%) apresentaram outras variantes de baixo risco. Os 35

pacientes restantes (31,8%) foram negativos para todos os alelos de risco para DC.

Tabela 8 — Distribuicdo dos alelos de HLA predisponentes para doenca celiaca em

criangas com diagnostico de Kawasaki.

Genétipo N %

DQ2 15 13,6
DQ8 14 12,7
DQ2 e DQ8 3 2,7
Total 32 29,1

Resultados obtidos por qPCR



69

6 DISCUSSAO

A prevaléncia da DC vem aumentando nos ultimos anos, o que pode ser
explicado pela maior acuracia dos testes sorologicos atuais, associada a maior
compreensao do espectro e manifestacoes extraintestinais da doenca (1) (30).
Entretanto, mesmo nos paises desenvolvidos para cada caso diagnosticado de DC,
uma média de cinco casos permanece ndo diagnosticado, geralmente por causa de
gueixas sutis ou mesmo ausentes (176).

A DC tem sido associada a desordens cromossOmicas e a diversas doencas
autoimunes. Sabe-se que cerca de 30% de todos os pacientes celiacos tém uma ou
mais doencas autoimunes (177) (113). Dentre as diversas desordens relacionadas a
DC uma surpreendente associacdo com DK foi observada em um estudo italiano que
evidenciou uma prevaléncia de DC de 5,5% (6).

Os participantes deste estudo caso-controle foram admitidos no Hospital Infantil
de Florenca, Italia, entre janeiro de 2000 e dezembro de 2004. O grupo foi composto
por 90 criancas (57 do sexo masculino e 33 do sexo feminino, com idade média de
5,2 anos, faixa etaria de 1,6-14,1 anos) com DK e 150 criangas pareadas por sexo e
idade internadas para pequenas cirurgias formaram o grupo controle. Eles avaliaram
a prevaléncia de doenca celiaca e doencas autoimunes da tirebide nestes dois grupos.
Todos realizaram dosagem dos anticorpos antigliadina, antiendomisio e
antitransglutaminase para pesquisa da DC. Um total de cinco pacientes com DK (trés
meninos, duas meninas) apresentaram sorologias positivas para DC em comparacao
com 1 paciente (0,6%) do grupo controle. O diagnostico de DC foi confirmado
histologicamente. A prevaléncia de DC encontrada nos pacientes com DK foi de 5,5%
e no grupo controle 0,6% (P <0,05).

Uma possivel justificativa para esta relagcdo entre DK e DC poderia estar
vinculada ao comprometimento da mucosa intestinal em decorréncia da vasculite
acarretando um aumento da sua permeabilidade, permitindo uma maior exposi¢cao ao
gliten e possivelmente o desenvolvimento da DC em individuos geneticamente
predispostos (178). Outro ponto que poderia ser um racional teérico para suportar tal
associacao seria que diversos estudos tem relatado disbiose nos pacientes com DC
e também na DK e como uma microbiota intestinal comensal bem equilibrada contribui
para a fungéo de barreira mucosa do intestino esta disbiose poderia predispor as duas
doencas (64) (65) (179) .
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Em virtude do pequeno numero de pacientes e da elevada prevaléncia de DC
encontrada nos pacientes com DK no estudo italiano foi levantada a necessidade de
novos estudos sobre o tema, pois a confirmacdo de uma possivel associacdo entre
DC e a DK permitiria uma maior suspeicao clinica e um diagnostico mais precoce, 0
que é importante na prevencao de futuras complicagdes.

A despeito do exposto acima a literatura ndo trouxe, nestes 11 anos, novos
estudos sobre essa associacao, permanecendo lacunas quanto a real prevaléncia de
DC nos pacientes com DK.

Em nosso estudo apenas um (0,9%), dentro de um universo de 110 pacientes
com doenca de Kawasaki teve o diagnéstico de doencga celiaca, confirmado por
antitransglutaminase IgA e antiendomisio IgA positivos, bidépsia duodenal Marsh 3A e
presenca do HLA-DQ2 e HLA-DQS.

Portanto a prevaléncia de DC entre os pacientes com doenca de Kawasaki
estudados nao foi superior a prevaléncia da populacdo geral mundial, que é estimada
em aproximadamente 1% (1) (30).

Na avaliacdo da prevaléncia da DC a consideracdo geogréafica € importante,
pois podem haver agrupamentos geneéticos, e ou condicdes ambientais relativas ao
consumo de gluten que alterem a prevaléncia da DC (23) (24).

No Brasil ha grandes estudos populacionais que buscam estimar a prevaléncia
da DC. Alguns deles utilizaram doadores de sangue e mostraram prevaléncias mais
baixas, provavelmente por utilizarem uma populacdo mais saudavel, outros utilizaram
amostras da populacéo geral, dentre os quais destacamos os trés abaixo (41) (42).

Pratesi e colaboradores 2003, avaliaram a prevaléncia de DC em uma grande
amostra da populacgéo brasileira. O grupo de estudo incluiu 2034 pacientes menores
de 15 anos externos de um hospital geral sem queixas gastroenterolégicas que
compareceram ao laboratorio de analises clinicas para coleta dos exames de rotina.
Realizou-se a pesquisa do anticorpo antiendomisio IgA e da antigliadina 1gG nos
casos de deficiéncia de IgA e aqueles com sorologias positivas foram submetidos a
biépsia intestinal. A prevaléncia encontrada foi de 0,54% (44).

Crovella et al 2007, determinaram a prevaléncia da DC em 1074 moradores do
Recife, utilizando dois testes rapidos baseados na deteccdo do anticorpo
antitransglutaminase no soro e em uma gota de sangue. Avaliou-se nos casos
positivos a pesquisa da antitransglutaminase por ensaio de imunoabsor¢éo enzimatica

(ELISA), teste genético e bidpsia intestinal. Ambos os ensaios rapidos foram positivos
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em 25 /1074 individuos, mas apenas 9/25 foram confirmados positivos pelo ensaio
ELISA. Estes nove individuos apresentaram HLA-DQ?2 e bidpsia intestinal compativel
com doenca celiaca. A prevaléncia de DC neste estudo foi de 0,84% (43).

Conceicdo et al 2015, realizaram um estudo transversal com amostra
probabilistica de 1.213 adolescentes de 11 a 17 anos, de ambos o0s sexos estudantes
do ensino fundamental das escolas publicas de Salvador/BA. O anticorpo
antitransglutaminase IgA determinado pela técnica ELISA foi adotado para triagem da
DC. O teste soroldgico foi positivo em 6 adolescentes, que determinou uma
soroprevaléncia de 0,49% (180). (Tabela 9)

Tabela 9 — Descricdo do grupo em estudo e dos principais estudos populacionais
brasileiros baseados no IgA-tTG ELISA para prevaléncia da doenca celiaca.

Distribuic&o Relacéo NUmero Prevaléncia de Teste
Estudo Local etaria masc/fem de positividade do utilizado
(anos) (%) individuos IgA-tTG* (%)
- IgA-tTG
Este estudo Brasilia 1-15 60/40 110 0,91 ELISA
S. Crovella . IgA-tTG
etal 2007 Recife 12-45 51/49 1074 0,84 ELISA
Pratesi et al. s IgA-tTG
2003 Brasilia 1-14 40/60 2034 0,54 ELISA
Conceicéo et i IgA-tTG
all. 2015 Salvador 11-17 40/60 1213 0,49 ELISA

*|gA-tTG= antitransglutaminase IgA

Nota-se gque a prevaléncia encontrada no grupo de pacientes com Kawasaki
(0,91%) foi levemente maior que a dos inquéritos populacionais brasileiros (0,84%,
0,54% e 0,49%), contudo, a despeito das diferencas entre os grupos de cada estudo,

a comparacao destas prevaléncias ndo mostrou significancia estatistica. (Tabela 10)
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Tabela 10 - Comparacdo das prevaléncias dos diferentes estudos populacionais
brasileiros com este estudo.

Estudos comparados Prevaléncia (%) OR IC
Este estudo x Pratesi et al. 0,91 x 0,54 (p=0,61) 1,68 0,15-9,46
Este estudo x Crovella et al. 0,91 x 0,84 (p=0,57) 1,09 0,10 - 6,63
Este estudo x Conceicéo et al. 0,91 x 0,49 (p=0,84) 1,57 0,14 - 9,63

Odds ratio e intervalos de confianca calculados pelo “Teste de X?".

Como mencionado anteriormente a DC tem uma elevada prevaléncia entre 0s
familiares de primeiro grau considerados grupos de risco para desenvolvimento da
DC. Fasano e colaboradores realizaram um estudo epidemiol6gico multicéntrico nos
Estados Unidos onde identificaram uma prevaléncia de 1:22 (4,5%) e 1:39 (2,6%)
entre os parentes de primeiro e segundo grau, respectivamente (73). Estes resultados
foram semelhantes aos encontrados por Almeida e colaboradores que relataram uma
prevaléncia de DC entre os familiares de primeiro grau de 4,8% (92).

Tendo em vista a elevada prevaléncia da doenca celiaca neste grupo de risco,
realizamos o rastreamento sorolégico e a pesquisa do HLA predisponente entre 0s
familiares de primeiro grau do Unico paciente com diagnéstico de DC neste trabalho.
Os pais e 0 irmdo ndo apresentaram sorologias positivas, contudo todos tiveram HLA
predisponente, portanto ndo se descarta a possibilidade de desenvolverem a doenca
no futuro. Além disso foi confirmado o diagndstico de DC potencial na irm&, também
assintomatica.

Portanto a ocorréncia da doenca celiaca neste paciente com DK pode estar
mais fortemente relacionada a sua histéria familiar positiva para doenca celiaca,
tornando-se um possivel viés na estimativa da associagdo com a DK.

Utilizando-se o trabalho italiano com base para estimativa prévia da
prevaléncia, poderiamos tragar como hipétese nula (h0) uma prevaléncia de DC de
5,5% na populacdo com Kawasaki, e como hipo6tese alternativa (h1) uma prevaléncia
semelhante a da populacéo geral (1%). Neste caso o resultado encontrado em nosso
grupo se assemelha mais a hipotese alternativa, com tendéncia a rejeitar a hipotese
nula. Contudo, apesar da diferenca entre as prevaléncias identificada entre o trabalho
italiano e o grupo atual em estudo ser clara (5,5% x 0,91%), em decorréncia da
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reduzida dimensdo da nossa amostra 0 poder estatistico para essa afirmacéo € baixo
(0,64).

E provavel que a DK, assim como a DC, seja uma desordem poligénica. Uma
nova fase na investigacado da DK foi iniciada gracas aos avan¢os na tecnologia de
genotipagem que permite a analise de possiveis genes de suscetibilidade para DK e
a sobreposicao de alguns destes componentes genéticos com outras patologias (181).

Diferentemente da DC que esta estreitamente associada com moléculas HLA-
DQ2 e HLA-DQS8, o envolvimento da regido HLA na susceptibilidade a doenca de
Kawasaki tem sido controverso, e algumas associacdes positivas observadas em
coletas de amostras relativamente pequenas nao foram confirmadas em estudos de
replicacdo subsequentes (1) (154).

Além da DC, outras doencas autoimunes como por exemplo diabetes mellitus
tipo 1 e as doencas autoimunes da tireoide compartilham um fundo genético através
da presenca do HLA-DQ2 e HLA-DQ8 (9). Isto explica em parte a elevada prevaléncia
da DC nestas patologias que fazem parte do grupo de risco.

O presente trabalho encontrou uma prevaléncia de 29,1% para os alelos que
codificam o DQ2 e ou DQ8 nos pacientes com DK. Este resultado é semelhante ao da
populacao geral que apresenta 30% a 40% dos alelos predisponentes (1).

A sensibilidade do teste HLA-DQ2 é elevada (mediana 91%) e, quando
combinada com o HLA-DQ8 pode chegar a 99,8%. Entretanto sua especificidade é
baixa (mediana de 54%). Portanto este teste tem um valor preditivo negativo de quase
100% e um baixo valor preditivo positivo. Com isso a chance de um individuo que néao
apresente esses alelos desenvolver DC é extremamente pequena (1).

Os dados sobre prevaléncia de HLA encontrados no nosso estudo também
estdo de acordo com os obtidos por Selleski et al.,, em seu estudo de dissertacao
realizado na mesma regido geografica. Ela avaliou a prevaléncia de genotipos HLA-
DQ predisponentes para DC em criangas celiacas e n&o celiacas de Brasilia. Foram
incluidas na pesquisa 100 criancgas celiacas (59 do sexo feminino) e 110 criangas ndo-
celiacas (63 do sexo feminino). A faixa etaria dos participantes foi de 1 a 15 anos em
ambos os grupos. Considerando apenas o grupo nao celiaco a prevaléncia dos alelos
HLA-DQ?2 e ou HLA-DQS8 foi de 33,6%.

As variantes DQ2 e DQ8 estavam presentes em 1 (0,9%) paciente nédo celiaco,
20 (18,2%) pacientes tinham apenas o HLA-DQ2 e 16 (14,5%) apenas o HLA-DQ8.
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Apesar das limitagdes impostas pelas diferengas entre a amostra de pacientes
com Kawasaki e o grupo de individuos néo celiacos do estudo acima citado: idade
meédia (5,3 x 7,5 anos, p = 0,001) e relacdo homem / mulher (60/40% e 44/56
respectivamente, p =0,02), a comparacéao da prevaléncia de HLA predisponente entre
os individuos com DK e os néo celiacos ndo mostrou diferenga com significancia
estatistica (182). (Tabela 11)

Tabela 11 - Comparacéao de resultados do qPCR entre este estudo e individuos néo
celiacos.

Este estudo Individuos néo celiacos p
(n=110) (n=110)
Genotipo N % N %
DQ2/DQ8* 3 2,7 1 0,9 0,621
DQ2 15 13,6 20 18,2 0,463
DQ8 14 12,7 16 14,5 0,844
Total 32 29,1 37 33,6 0,561

*Pacientes com DQ2 e DQ8 simultaneamente positivos.

No nosso trabalho o paciente com diagndstico de DC apresentou HLA-DQ2 e
DQ8 e esta de acordo com o gradiente de risco apresentado na literatura, onde a
presenca de ambos os genes HLA-DQ2 e HLA-DQS8 conferem o maior risco para
desenvolvimento de DC (1:7) (74).

Até este momento, ndo hé registro na literatura de outros estudos que tenham
observado associacdo entre Doenca Celiaca e Doenca de Kawasaki, além disso, a
ocorréncia de um segundo transtorno autoimune em um paciente com DK raramente
é relatada.

Nosso estudo nédo encontrou aumento de prevaléncia de DC entre pacientes
com doenca de Kawasaki. Nao se permite, portanto, afirmar que ha associacao entre
estas condigles, contudo existem limitagdes potenciais que devem ser observadas.

Em primeiro lugar, foi um estudo de prevaléncia baseado em um pequeno
tamanho de amostra, tendo em vista a raridade da doenca de Kawasaki. Conforme
citado acima, este pequeno numero de pacientes faz com que o poder estatistico do
estudo seja baixo, ndo sendo possivel afirmar que a prevaléncia da DC nestes
pacientes é realmente estatisticamente semelhante a da populacdo geral.

Em segundo lugar, a falta da analise da IgA sérica poderia mascarar 0
diagnoéstico de algum paciente analisado neste estudo, embora nenhum paciente

apresentasse clinica compativel com deficiéncia de IgA na analise do prontuario, além
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disso, considerando-se a prevaléncia de deficiéncia de IgA na populagédo geral de
0,3% e na populacéo celiaca de 2,5%, a possibilidade de um dos pacientes com anti-
tTG IgA negativo e HLA predisponente (31 pacientes) apresentar deficiéncia de IgA é

baixa.

Em terceiro lugar, a DC pode manifestar-se em diferentes momentos da vida,
portanto um tTG-IgA negativo isolado ndo € capaz de descartar completamente a
possibilidade de DC nos pacientes com genética predisponente. Para isso seria

necessario um acompanhamento mais prolongado.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo a prevaléncia de doenca celiaca em pacientes pediatricos com
diagnéstico prévio de doenca de Kawasaki foi de 0,9%.

A prevaléncia de gendtipos HLA-DQ2 e ou HLA-DQS8 foi de 29,1%.

Neste estudo ndo se reproduziu o aumento de prevaléncia de DC nos pacientes
com doenca de Kawasaki, 0 que ndo confirma os achados do estudo anterior de
prevaléncia na populacao italiana (5,5%) e aparentemente ndo foi maior que a
prevaléncia mundial (0,9% x 1,0%).

Além disso a comparacgdo com estudos de prevaléncia nacionais ndo mostrou
diferencas significantes entre a prevaléncia da DC em pacientes com DK e na
populacao geral.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre a prevaléncia dos HLA-
DQ2 e ou DQ8 encontrada neste estudo (29,1%) e no grupo de criancas néo celiacas
(33,6%), sendo ambas semelhantes a prevaléncia encontrada na populacao geral que
é de 30 a 40%.

Portanto ndo podemos afirmar que exista uma associagao entre DK e DC nessa
populacdo, contudo sdo necessarios mais estudos para avaliar a real prevaléncia da
DC em pacientes com DK, bem como a necessidade e relevancia do rastreio para a

doenca celiaca neste grupo de pacientes.
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Abstract

Objectives. Kawasaki disease (KD) is an acute, self-limited, systemic vasculitis
of unknown etiology that occurs predominantly in infants and young children. An
increased prevalence of celiac disease (CD), the highest prevalence ever reported
(5,5%), has previously been described among KD patients. The present study’s aim
was to describe the prevalence of CD in a group of children previously diagnosed with
KD from Brasilia, Brazil.

Methods. Samples from 101 KD patients (60 male and 41 female, mean age at
diagnosis 3.7 years, age range 1-9 yr.) were tested to determine IgA-tTG levels by
enzyme-linked immunosorbent assay, IgA-EMA by indirect immunofluorescence
assay and CD predisposing genotypes (HLA-DQ2 and -DQ8) by Real Time PCR.
Duodenal biopsies were performed in patients Who tested positive for both serologic
exams.

Results and Conclusions. Only one KD patient (1 %, male; diagnosed at age 5)
showed significantly elevated titers of anti-transglutaminase antibodies (114.1 U; cut
off value: 20 U). This prevalence does not differ from the prevalence reported for
general population which is estimated in 1% nor significantly with previous studies
performed in Brazilian general population. Genetic analyses of CD predisposing
variants showed a total frequency of 29.7% which is also inside the expected
prevalence range found in general population (25-50%). This suggests that patients

with KD may not have an increased risk of developing CD.

Keywords
Kawasaki disease, Celiac disease, prevalence, IgA-tTG, IgA-EMA, HLA-DQ?2,
HLA-DQ8.

Introduction

Celiac Disease (CD) is a systemic autoimmune disease characterized by
permanent intolerance to gluten (presente in wheat, barley, rye and probably oat) in
genetically susceptible individuals [1]. CD is strongly associated with the presence of
HLA-DQ2, encoded by the alleles HLA-DQA1*05:01 and DQB1*02:01, which is found
in 90-95% of patients with CD. The remaining CD subjects carry either HLA-DQ8
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(encoded by alleles HLA-DQA1*03:01 and DQB1*03:02) or low risk variants [1]. These
genetic factors are necessary but not sufficient for the individual developing the
disease since as many as 25-50% of healthy subjects in the general population also
carry them [2]. Therefore, we know that CD has a multifactorial, and not completely
elucidated etiology with a strong interplay between genetic and environmental factors.
It also has a wide spectrum of clinical manifestations ranging from classic cases of
malabsorption syndrome, characterized by chronic diarrhea and weight loss, to
atypical cases disclosing extra intestinal features such as dermatitis herpetiformis,
anemia, osteoporosis, joint pain, and neurological disturbances, or even without
evident symptoms making it difficult to diagnose [3,4]. However, serological specific
tests has been well described for the correct diagnoses of CD which include high levels
of immunoglobulin A anti-transglutaminase antibodies (IgA-tTG) and anti-endomysium
antibodies (IgA-EMA).

Due to its autoimmune nature, CD has already been associated with other
autoimmune diseases like type | diabetes, Hashimoto's thyroiditis, Rheumatoid
arthritis, Sjogren syndrome, among others. An increased prevalence of CD has also
been reported among Kawasaki disease (KD) patients. KD is an acute, self-limited,
systemic vasculitis of unknown etiology that occurs predominantly in infants and young
children [5]. The most accepted hypothesis cites superantigens and/or infectious
agents as possible causes of the immunological disorder which mainly affects the skin,
mucosa and lymph nodes [6,7]. However, some researchers had already described
KD as a disease of autoimmune background [8].

In the absence of a specific diagnostic test, clinical criteria have been
established to diagnose Kawasaki disease; the presence of fever lasting five or more
days plus at least four of these primary clinical features are necessary: edema and
erythema in extremities, polymorphous exanthema, bilateral bulbar conjunctival
injection without exudates, changes in lips and oral cavity (erythema, lips cracking,
strawberry tongue, diffuse injection of oral and pharyngeal mucosa), cervical
lymphadenopathy (1.5 cm diameter), usually unilateral [5].

As an attempt to test a probable link between celiac and Kawasaki diseases,
we performed a study which’s aim was to describe the prevalence of Celiac disease in

a group of previously diagnosed Kawasaki patients from Brasilia, Brazil.
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Patients and methods

This retrospective study included children diagnosed with Kawasaki disease
and followed during the period of 2014 to 2015 at the Rheumatology Department of
the Children’s Hospital of Brasilia (Brazil). The diagnosis of KD was established
according to the American Academy of Pediatrics and American Heart Association's
criteria (Newburguer et al 2004). The diagnosis of CD was achieved according to the
revised guidelines of the European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition (ESPGHAN) [9]. The study complied with the principles of the latest
Declaration of Helsinki (2013) and was approved by the Ethics Committee of the
Children’s Hospital of Brasilia. A signed informed consent was obtained from all
participants when applicable or from their parents or caregivers, who previously
received an extensive explanation on purpose and procedures involved in the
research.

During this period, 109 patients were diagnosed with Kawasaki Disease. The
studied population consisted in 101 Kawasaki patients (60 male and 41 female, mean
age at diagnosis 3.7 years, age range 1-9 yr.). To avoid bias eight patients were
excluded from the study for being under the estimated minimum age for developing
celiac disease (less than 1 year old, because of variations in age of dietary gluten
introduction).

Serum samples were tested to determine IgA-tTG levels by enzyme-linked
immunosorbent assay (INOVA QUANTA LiteTM Diagnostics, San Diego, CA, USA)
and IgA-EMA by indirect immunofluorescence assay (INOVA Diagnostics, San Diego,
CA, USA) following manufacturer's instructions. Duodenal biopsies were performed in
patients that tested positive for both serologic exams.

Genomic DNA was extracted from each whole blood sample using lllustraTM
Blood Genomic Prep Mini Spin kit (Healthcare, Buckinghamshire, UK) according to
manufacturer’s instructions. The presence or absence of HLA-DQ predisposing alleles
(DQA1*05 - DQB1*02 and DQA1*03 - DQB1*03:02, which code for class Il MHC DQ2
and DQ8 molecules, respectively) was tested in all samples using real time PCR
(gPCR). The chosen primers and protocols were based on a previous study performed
in our lab for DQA1*05, DQB1*02 and DQA1*03 [10]. Typing of the DQB1*03:02 allele
was performed as described by Profaizer et al. [11].
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Results

Only one KD patient (1 %, male; diagnosed at age 5) showed significantly
elevated titers of anti-transglutaminase antibodies (114.1 U; cut off value: 20 U). When
tested for anti-endomisial antibodies, this patient showed positive result. Duodenal
biopsy was performed in this patient after being referred to the “Celiac disease
Ambulatory, Brasilia University Hospital (HUB) ”. The biopsy revealed intestinal
mucosal damage with villous atrophy (Marsh 3A).

The prevalence of CD predisposing genotypes found among KD patients was
as follows: DQ2 and DQ8: 2.97 % (n=3), DQ2: 13.86 % (n=14), DQ8: 12.87 % (n=13);

total of predisposing variants: 29.70%.

Discussion

Considering its unknown etiology, the diagnoses of Kawasaki disease is still a
challenge. It depends on clinical manifestations that disappear after approximately 2
weeks, regardless of treatment. However, 15-25% of non-treated patients can develop
aneurysms or ectasia which can lead to ischemic heart disease or sudden death in
their early adulthood [5]. Although the most accepted hypothesis cites superantigens
and/or infectious agents as possible causes of the immunological disorder, some
researchers had already described KD as a disease of autoimmune background [8].

Combining the fact of a possible autoimmune etiology and the incredibly high
proportion of celiac disease among KD patients (5.5%), found in a study made in Italy
[12], an association of both diseases was hypothesized. However, in our studied
population, we found only 1 sample that tested positive for celiac disease diagnostic
exams, among 101 KD patients (1%). This prevalence does not differ from the
prevalence reported for general population which is estimated in 1% [13] nor
significantly with previous studies performed in Brazilian general population [14].

As celiac disease can develop at any age [15] and, to avoid underestimation of
celiac disease prevalence due to limited age-range (our population consisted in
children from 1-15 years old), we performed genetic analysis to search for celiac
disease predisposing variants. Our results showed a total frequency of celiac disease
predisposing variants of 29.7% which is also inside the expected prevalence range
found in general population (25-50%) [2]. This suggests that KD patients may not have
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an increased risk of developing celiac disease. Further studies will be necessary to
evaluate this possible association and the relevance of screening for celiac disease in

these patients.

Conclusion

Considering that the prevalence of CD found between KD patients (1%) was
similar to the worldwide prevalence found in the general population (1%), we cannot
affirm that there is an association between both conditions. Moreover, when comparing
the distributions of CD predisposing genotypes among KD patients and among the

general population, they did not show significant differences.
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PESQUISA: Prevaléncia de doenca celiaca em pacientes pediatricos com doenca de Kawasaki de
Brasilia.

PESQUISADORA: Alessandra dos Santos Domingues
ORIENTADORA.: Profa. Dra. Lenora Gandolfi

Venho por meio deste termo de consentimento livre e esclarecido convida-lo a autorizar a
participacdo do seu (sua) filho (a) no projeto de pesquisa intitulado: Prevaléncia de doenca celiaca em
pacientes pediatricos com doenca de Kawasaki de Brasilia. Esse projeto € um estudo sobre a doenga
celiaca, que € uma doencga provocada por uma sensibilidade ao glaten.

Entendi que o gluten é encontrado nos alimentos que contem trigo, cevada e centeio, como por
exemplo péo, biscoito, bolo, massas entre outros.

Fui informado que a pessoa pode ter a doenga celiaca mesmo sem nenhum sintoma e que
gquando os sintomas ocorrem sdo comuns diarreia, constipagdo, vomitos, barriga distendida, perda de
peso, fraqueza entre outros.

Fui informado que para o sujeito sob minha responsabilidade participar da pesquisa,
excedentes de amostras de sangue colhidos de uma das veias do brago durante 0 acompanhamento
clinico regular da doenca de Kawasaki no Hospital da Crian¢a de Brasilia (HCB) serdo utilizados para
realizacdo de testes soroldgicos e genéticos para pesquisa da doenca celiaca no Laboratério de
Pesquisa em Doenca Celiaca da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (LabDC / FMUnB).

Foi garantido para mim pelos pesquisadores, que os testes realizados sdo confidveis e
realizados por profissionais com ampla experiéncia e que ndo pagarei hada pelo exame. O resultado
do teste sera mantido em privacidade e os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda
do pesquisador.

No caso do resultado positivo dos testes do sujeito sob minha responsabilidade, sera garantido
a assisténcia continuada, no Servigo de Gastroenterologia Pediatrica do HUB, mas poderei procurar
por outro servigco se desejar. A minha recusa em participar da pesquisa nao implicard em qualquer
prejuizo na prestacdo da assisténcia para o sujeito sob minha responsabilidade, pela equipe da
Gastroenterologia Pediatrica do HUB. Mesmo ap0s assinatura desse termo de consentimento, ficarei
livre para abandonar a pesquisa a qualquer momento, sem qualquer prejuizo na prestacdo da
assisténcia para o sujeito sob minha responsabilidade.

Desta maneira, depois de ter sido devidamente informado, declaro que permito que o sujeito
sob minha responsabilidade, participe do projeto e se tiver qualquer divida poderei entrar em contato
com o responsavel pela pesquisa, que é a Profa. Dra. Lenora Gandolfi pelo telefone (61) 31071988 no
LabDC/FMUNB ou com Dra. Alessandra dos Santos Domingues pelos telefones: 20285554, (ramais:
5372, 5419, 5255) no HUB ou pelo e-mail: alessandra_gastro@hotmail.com. O Comité de Etica em
Pesquisa da Fundac@o de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude (FEPECS), que integra a
Secretaria do Estado de Saude do Distrito Federal (SES-DF), também estara disponivel pelo telefone
(61) 3325-4955 para esclarecimentos.

Brasilia, __ de de

Assinatura do responsavel pelo paciente:

Assinatura da pesquisadora responsavel:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Alteragdes Laboratoriais na Doenca de Kawasaki

Pesquisador: Cristina Medeiros Ribeiro de Magalhdes

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 433071142 0000.5553

Instituigio Proponente: INSTITUTO DO CANCER INFANTIL E PEDIATRIA ESPECIALIZADA - ICIPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 1.037.234
Data da Relatoria: 27/04/2015

Apresentagio do Projeto:
A doenca de Kawasaki (DK) & uma vasculite priméria aguda de eticlogia desconhecida que ocorre

frequentemente em criancas mais jovens, caracterizada por febre; conjuntivite; eritema dos labios lingua e
mucosa oral, alteragbes nas extremidades (eritema e edema); exantema e linfadenopatia cervical. O
envolvimento da artéria coronaria na DK pode levar a formacio de aneurisma ou ectasia dos vasos. No
entanto na fase cronica desta doenga pode ocorrer estenose progressiva na artéria coronaria com
desenvolvimento de neoformacéo vascular intraparietal levando a recanalizagéo das corondrias e
eventualmente ao infarte do miocardio.

Objetive da Pesquisa:

Geral:

- Awvaliar através de um método mais sensivel e especifico, o aumento da CKMB (creatina quinase) nas
fases de covalescenca e crénica da DK podendo assim, ser considerado um biomarcador da atividade da
remodelagio da parede vascular na DK nestas fases.

Avaliagio dos Riscos @ Beneficios:

Os sujeitos foram adequadamente identificados. Com o beneficios, espera-ge auxiliar no acompanhamento
da fase crénica da DK e na avaliagdo de risco de infarto do miccardio nessa doenca. Os antecedentes
cientificos gue justificam a pesquisa foram apresentados.
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UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (51)3325-4955 Fax: (33)3325-4855 E-mail: comiedestica secretariaf@gmail com
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ANEXO — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

COMITE DE ETICA EM - Plabaforma
B smmnee== PESQUISA - FEPECS/SES-DF %

Continuagdo do Farecer: 1.087.234

Comentarios e Conslderagbes sobre a Pesquisa:

Trata-ze de um estudo prospectivo com pacientes com Doenca de Kawasaki encaminhados ao Servico de
Reumatologia Pediatrica do Hospital da Crianca de Brasilia/HCBFSES/DF, no periodo de julho de 2014 a
agosto de 2016. A amostra do estudo sera conglituida por uma média de 60 pacientes.

Serd colhido 3 ml de sangue de cada paciente com diagndstico de Doencga de Kawasaki, nas fases de
covalescenca e crdnica juntamenie com os demais exames de rotina para a DK no Laboratorio do Hospital,
como também dos pacientes de um grupo controle composto de criangas na mesma faixa etaria e na fase
de covalescenga e crinica de outras doengas inflamatérias em remissao (lupus eritematoso sistémico, artrite
idiopatica juvenil @ em criangas saudaveis). As amostras serdo encaminhadas ao laboratdrio da
Universidade de Brasilia onde serdo realizados a dosagem sérica de CKMB por quimicluminescéncia.
0= dados estudo estatistico serdo realizados utilizando o software GraphPad Prism, versdo 5.0. Diferencas
nos dados entre os grupos serdo analisados por meio de andlise ANOWVA, teste post-hoc de Dunn e teste t
de Student , guando necessario. Todos os valores serdo expressos como a média + DP. As diferencas entre
0% grupos serdo consideradas estatisticamente significativas quando p 0.05.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Folha de rosto: Apreseniada. Documento assinado pelo Superintendente do Hospital da Crianca de Brasilia
José Alencar /SESIDF.

Termo de Concorddncia: Apresentado. Documento assinado pelo Superintendente e pela Chefia da Unidade
Clinica do Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar /SES/DF.

Termo de Concordancia UnB: Apresentado. Documento assinado pela Coordenadora do Laboratdrio de
Pesguisas em Doengas Imunogenéticas e Cronicas/UnB.

Curriculum Vitae do(s) pesquisador(es): Apresentados.

Cronograma da Pesquisa: Apresentado.

Planilha de orcamento: Apresentada_

TCLE: Apresentado.

Critérics de Inclusio e Exclusio: Definides.

Enderago: SMHN 2 Od 501 BELOCO A - FEFECS

Bairre: ASANORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone:  (61)3325-4955 Fax: (33)3325-4B55 E-mail: comiledestica secretanaEgmail com
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ANEXO — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

COMITE DE ETICA EM £ Plabaforma
£ msmpniv+*= PESQUISA - FEPECS/SES-DF

Caontinuagio do Parecer: 1.007.234

Recomendagdes:

0 pesquisador assume o compromisgo de garantir o sigilo que assegure o anonimato e a privacidade dos
sujeitos da pesquisa & a confidencialidade dos dados coletados. Os dados obtidos na pesquisa deverdo ser
utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo, que =6 podera iniciar apds aprovacio
pele CEP/FEPECS/ISESIDF.

O pesquisador devera encaminhar relatdrio parcial e final de acordo com o desenvolvimento do projeio da
pesquisa.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:
- Projeto Aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreclagio da CONEP:
Nao

Consideragdes Finals a critério do CEP:

BRASILIA, 27 de Abril de 2015

Assinado por:
Halio Bargo
(Coordenador)
Enderego: SMHN 2 Od 501 BLOCO A - FEPECS
Bairre: ASANORTE CEP: 70.710-0904
UF: OF Municipio: BRASILIA
Telefome:  (51)3325-4955 Fax: (33)3325-4B55 E-mail: comiledestica.secretara@gmail. com

Pgina 0 s 03

103



