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Frequéncia dos alelos HLA DQ2 e DQ8 em celiacos e parentes de primeiro grau no
Distrito Federal

HANID DE SOUSA VERSIANI!
VANESSA CARVALHO MOREIRA?

Resumo:

A doenca celiaca ¢ uma condicdo cronica desencadeada pela presenca do glaten em
individuos geneticamente predispostos. O objetivo desse artigo € avaliar a frequéncia dos
alelos predisponentes DQA1*05 e DQB1*02 (HLA DQ2) e DQA1*03 e DQB1*03:02 (HLA
DQ8) para a doenca celiaca em celiacos e seus parentes de primeiro grau, no Distrito Federal.
Foi realizada a genotipagem dos alelos em 208 celiacos e 481 parentes de primeiro grau
desses celiacos. As amostras foram amplificadas pelo método de PCR em tempo real. Entre os
celiacos, 75,49% apresentaram a variante DQ2, 10,58% tinham o HLA DQ8; 7,69%
apresentaram DQ2 e DQ8; 5,28% tinham apenas um dos alelos DQ2 e 0,96% nenhum dos
alelos predisponentes. Entre os parentes, 48,02% apresentaram a variante DQ2; 10,81%
tinham o DQ8; 24,12% apenas um dos alelos DQ2; 1,25% apresentaram o alelo DQA1*03 e
9,77% nenhum dos alelos. No presente estudo a distribuicdo das frequéncias corroboraram
com estudos realizados no Distrito Federal, bem como Recife, Parana, Europa, Estados
Unidos e Cuba.

Palavras-chave: Doenca Celiaca. Genética. Polimorfirmo. Genotipagem. Diagnostico.

Frequency of HLA DQ2 and DQ8 in coeliacs and first-degree relatives in the Federal
District

Abstract:

Celiac disease is a chronic condition triggered by the presence of gluten in genetically
predisposed individuals. The aim was to evaluate the frequency of predisposing alleles
DQA1*05 and DQB1*02 (HLA DQ2) and DQA1*03 and DQB1*03:02 (HLA DQ8) for
celiac disease in patients and their first-degree relatives in Distrito Federal. Genotyping of
alleles in 208 celiac patients and 481 first-degree relatives of these celiacs was done. The
samples were amplified by PCR method in real time. Among celiacs, 75.49% had the DQ2
variant, 10.58% had HLA DQ8; 7.69% had DQ2 and DQ8; 5.28% had only one of the alleles
DQ2 and 0.96% no predisposing alleles. Among the relatives, 48.02% had the DQ?2 variant;
10.81% had DQ8; 24.12% only one of the alleles DQ2; 1.25% had the allele DQA1 * 03 and
9.77% none of the alleles. In the present study the distribution of frequencies corroborate
studies conducted in the Distrito Federal, as well as Recife, Parana, Europe, the United States
and Cuba

Keywords: Celiac disease. Genetics. Polymorphism. Genotyping. Dianostic.

'Graduanda do curso de Biomedicina no Centro Universitario de Brasilia — UniCEUB.

“Biomédica, mestre em Ciéncias da satide— UnB, professora de Biomedicina no Centro
Universitario de Brasilia — UniCEUB.



1. Introducéo

A Doenca Celiaca (DC) € caracterizada pela inflamagdo do intestino delgado, em
individuos geneticamente predispostos, ao ingerir fragmentos proteicos do gliten como
glutaminas e prolinas (SCHUPPAN et al., 2009). Esses residuos proteicos, principalmente os
peptideos abundantes em prolinas, sdo dificilmente digeridas no trato gastrointestinal e estao
presentes no trigo, centeio e cevada. Na cevada e no centeio essas proteinas sdo denominadas
hordeinas e sacalinas e no trigo gliadinas e gluteninas (SOLLID; JABRI, 2013).

O epitelio intestinal contém juncgdes celulares que servem como barreira para essas
macromoléculas, que em circunstancias normais costumam ser impermeaveis a proteinas do
glaten. Porém, na DC as estreitas jungdes celulares (tight junctions — TJ) sdo comprometidas
pelo aumento da permeabilidade celular. Os peptideos do gluten, principalmente a gliadina,
estimulam a liberacdo da proteina zonulina, que € responsavel pela regulacdo das TJ, e em
parte pelo aumento da permeabilidade intestinal (caracteristica da DC). A reducdo da
expressdo das TJ, permite que esses peptideos atravessem a barreira epitelial com maior
facilidade (LIONETTI; CATASSI, 2011; FASANO, 2011).

Apbs a digestdo incompleta, os peptideos provenientes do gluten atravessam a barreira
epitelial do intestino. Chegando na lamina propria, sdo alterados pela enzima
Transglutaminase tecidual (tTG ou TG2) pelo processo de deaminacdo, onde a tTG converte
residuos do glaten, que possuem carga neutra, passam a ter carga negativa. Tendo assim
maior afinidade pelas moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC-
Major Histocompatibility Complex) de classe 11 DQ2 e/ou DQ8 presente nas membranas das
células apresentadoras de antigenos (APCs) (LINDFORS et al., 2010; MERESSE et al.,
2012).

Através dessas moléculas, especificamente o HLA DQ2 e DQ8, as APCs apresentam
0s peptideos do gluten para os linfécitos TCD4+ especificos do glaten, tornando-os ativados.
Logo apods essa ativacdo, as células TCD4+ produzem altos niveis de citocinas do tipo Thl e
Th2. E com a liberacdo dessas citocinas vao gerar processos imunologicos inflamatorios
causando atrofia das vilosidades e hiperplasia de criptas, producdo de anticorpos especificos
(anti-endomisio ou EMA, anti-gluten, anti- tTG e o complexo gluten-tTG) e apoptose das
células do epitélio intestinal (ABADIE et al., 2011; Di SABATINO; CORAZZA, 2009;
LIONETTI; CATASSI, 2011).



As proteinas do MHC e classe Il em humanos sdo codificadas por um conjunto de
genes chamados Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA- Human Leukocyte Antigen) de
classe Il e estdo localizados no brago curto cromossomo seis (6p21.3). Esse conjunto genes
codificam os heterodimeros DQ2 e DQ8, ¢ cada um é formado por duas cadeias (cadeia a e )
e constituindo assim, a molécula MHC de classe Il. Essas cadeias sdo produzidas de forma
independentes. Sendo assim, é necessaria a presenca de dois genes, HLA DQA (GenBank ID:
3117) e DQB (GenBank ID: 3119), para formar cada heterodimero. (KLEIN; SATO, 2000).

Os heterodimeros HLA DQ2 e HLA DQ8 estdo associados a susceptibilidade para
DC. Os alelos DQA1*05 (cadeia o) e 0 DQB1*02 (cadeia 3) codificam o heterodimero DQ?2.
E esses podem ser herdados em cromossomos diferentes, denomina-se configuragéo trans, ou
no mesmo cromossomo, configuracdo cis. O heterodimero DQ8 é codificado pelos alelos
DQA1*03 (cadeia o) e 0 DQB1*03:02 (cadeia B). No entanto, normalmente sdo herdados no
mesmo cromossomo, ou seja, em configuragdo cis. Cada combinacdo desses alelos
predisponentes confere um risco diferente para o desenvolvimento da DC (KUPFER; JABRI,
2012; MEDRANO et al., 2012).

O agravo da doenca depende de um conjunto de manifestaces clinicas associadas a
fatores genéticos, imunolégicos e ambientais (ABADIE et al., 2011). A DC possui quatro
formas clinicas, e podem ser classificadas como cléssica, atipica, assintomatica e potencial. A
forma cléssica ou tipica é mais frequente em criancas, e suas manifestacdes mais relevantes
sdo diarreia e ma absorcdo. A atipica ou ndo-classica pode apresentar em qualquer idade, mais
frequente em adolescentes e adultos, com manifestacGes clinicas como anemia ferropriva,
osteoporose, dermatite herpetiforme, complicagdes neuroldgicas, abortos de repeticdo,
infertilidade e também anormalidades na menarca e na menopausa. As manifestacdes
gastrointestinais sdo minimas ou inexistentes. Na forma silenciosa ou assintomatica, a biopsia
e sorologia sdo positivas para DC, porém as manifestacdes clinicas associadas a DC sdo
ausentes. Esses individuos sdo ocasionalmente diagnosticados por programas de rastreio por
pertencerem ao grupo de risco, como parentes de primeiro grau de celiacos ou como
portadores de doenca autoimune associada a DC. Porém, identificam-se algumas
caracteristicas como: distdrbio no comportamento, reducdo na densidade mineral 0ssea,
cansaco fisico, fadiga cronica, tendéncias a depressao e irritabilidade. Na forma potencial, a
sorologia e a tipagem do HLA s&o positivas para a patologia. O individuo pode ou néo
apresentar manifestacbes (FASANO; CATASSI, 2001; LIONETTE; CATASSI, 2011,



LUDVIGSSON et al., 2013; HUSBY et al., 2012; KANEEPKENS; VON BLOMBERG,
2012; SAPONE et al., 2012).

A DC ¢é uma doenca autoimune e um exemplo de enfermidade de etiologia
multifatorial. Pode afetar qualquer 6rgdo, ndo apenas o trato gastrointestinal. Manifesta-se em
qualquer idade, variando consideravelmente entre individuos, e no mesmo individuo
independente da fase da doenca, o que dificulta seu diagndstico. No entanto, dificilmente
progride sem a presenca dos alelos HLA especificos. Sendo assim, pacientes que
apresentarem resultados HLA negativo raramente vdo desenvolver a DC, porém o resultado
positivo apresenta baixo valor preditivo. A analise do perfil genético, avaliando em geral
parentes de celiacos, tem demonstrado um gradiente de risco para o desenvolvimento da DC
que varia de 1:7, para individuos que apresentam ambas variantes HLA-DQ2 e DQ8, e até
1:2518 para individuos sem os alelos HLA predisponentes para a doenca (MEGIORNI et al.,
2009; LOUKA; SOLLID, 2003; PRATESI; GANDOLPF, 2005).

Cerca de 90-95% dos pacientes celiacos sdo portadores das variantes que codificam
HLA-DQ2 e outros 5%-10% das que codificam para HLA-DQ8 (KARREL et al., 2003).
Esses alelos estdo presentes em aproximadamente um ter¢co da populacdo normal, e sdo
responsaveis por 40% do risco de desenvolver a doenca (BEVAN et al., 1999; VAN BELZEN
et al., 2004). Os outros 60% da suscetibilidade genética para DC sdo divididos em genes ndo
associados ao HLA, ainda pouco conhecidos, e individualmente contribuem com pequeno
efeito no risco total de desenvolvimento da patologia (TRYNCA et al., 2011).

Os familiares de primeiro grau de celiacos tem maior probabilidade de apresentarem
DC, em torno de 10 a 20 vezes maior que a populacao geral. Em virtude disso, é aconselhavel
a realizar a pesquisa de anticorpos especificos (IgA-anti-tTG e IgA-EMA) e tipagem dos
alelos, mesmo em individuos que se dizem assintomaticos (CASTRO-ANTUNES et al.,
2010).

O diagnostico soroldgico da DC deve ser feito antes da retirada de alimentos contendo
gliten, no caso a dieta restritiva, principal tratamento da patologia. Essa restricdo pode
mascarar 0s resultados dos exames, podendo minimizar as alteracdes histologicas e negativar
0s exames sorolégicos (ROSTON et al., 2006). A identificacdo dos alelos HLA
predisponentes, para tracar o perfil genético dos pacientes celiacos, € importante para o
diagnostico da DC, principalmente em situagdes nas quais a biopsia ou a sorologia
apresentam resultados indefinidos, segundo afirmam alguns pesquisadores (CHANG;
GREEN, 2009; HILL et al., 2005).



A frequéncia das variantes DQ2 e DQ8 ja foi bem estabelecida pelos estudos
europeus. Espera-se que essa mesma frequéncia seja encontrada nos celiacos do Brasil, porém
a diversidade étnica e a miscigenacdo encontrada nessa populacdo podem gerar resultados
diferentes em estudos futuros (ALMEIDA, 2014).

O objetivo do presente estudo foi determinar e avaliar a frequéncia dos alelos
predisponentes para DC em individuos celiacos e seus parentes de primeiro grau.

2. Materiais e Métodos

2.1 Populacéo estudada

Este é um estudo da frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC (DQ2 e DQ8)
em celiacos e seus parentes de primeiro grau (pai, mée, irmdo, irma, filho e filha), com
delineamento transversal.

No presente estudo foram analisadas 689 amostras de pacientes celiacos e seus
parentes de primeiro grau, das quais 264 eram do sexo masculino e 425 eram do sexo
feminino. Desse total, 208 sdo pacientes celiacos e que apresentam os alelos HLA
predisponentes para DC, desse grupo 148 sdo do sexo feminino e 60 sdo do sexo masculino.
Dos 481 parentes de primeiro grau de celiacos, 277 s&o do feminino e 204 do sexo masculino,
todos foram atendidos no Ambulatério de Doenca Celiaca do HUB entre 2004 e 2014. Todos
0s participantes ou responsaveis pelos participantes da pesquisa receberam amplo
esclarecimento verbal sobre os objetivos, riscos e beneficios do estudo. Apds concordancia da
participacdo no trabalho, foi aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1 e
2) em duas vias, uma das vias ficando em poder do participante ou responsavel do
participante da pesquisa.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia com os nimeros 070/06 14/04/2010.

Os critérios de inclusdo adotados para o grupo de celiacos foram: ter diagndstico
confirmado de doenca celiaca realizado no ambulatério de Doenga Celiaca do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) de acordo com os critérios estabelecidos pela Sociedade
Europeia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo (ESPGHAN) (HUSBY et

al., 2012); ter parentes de primeiro grau.



Os critérios de inclusdo adotados para parentes: ter parentesco de primeiro grau (pai,
mde, irm&o, irm4, filho e filha) com individuo celiaco de acordo com os critérios de incluséo
citados acima.

Os parentes de primeiro grau que apresentaram sorologia positiva (EMA, anti-

gliadina, anti-tTG e contra o complexo gliadina-tTG) foram excluidos do estudo.

2.2 Coleta de Amostras

Foram coletados de 3 a 5mL de sangue venoso periférico de pacientes celiacos e
parentes de primeiro grau de celiacos, em tubos contendo anticoagulante EDTA. Essas
amostras de sangue foram armazenadas a uma temperatura de 4°C por um periodo maximo de

72 horas antes da extracdo do material genético.

2.3 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada pelo método de coluna de silica, usando kit
comercial Illustra™ Blood genomicPrep Mini Spin (GE Helathcare, Buckinghamshire, UK)
seguindo as recomendaces do fabricante.

A concentracdo final de cada amostra de DNA variou de 10 ng/uL a 100 ng/uL ¢
foram armazenadas a uma temperatura de -20° C. Ap0s a extracdo do DNA, as amostras de
sangue foram devidamente tratadas e descartadas como residuos biolégicos.

A quantidade do DNA extraido foi determinada através do equipamento Nanodrop
ND- 1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA), que utiliza a
leitura espectrofotométrica nas densidades éticas (DO) 260 nm e 280 nm. Quando a razdo
dessas densidades Oticas (A260/A280) foi entre 1.8 e 2.0, o grau de pureza do DNA foi

considerado adequado para a realizacao das analises.

2.4 Tipagem dos genes HLA DQ2 e DQ8

De posse das amostras de DNA realizou-se amplificacdo dos alelos DQ2 (DQA1*05 e
DQB1*02), e DQ8 (DQA1*03 e DQB1*03:02) A amplificacdo desses alelos foi realizada
pelo método de PCR em tempo real (q-PCR ou real time PCR), utilizando o aparelho Step-
One Instrument (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carisbad, USA). Foram
utilizadas sequencias especificas de primers para os alelos DQA1*05, DQB1*02 e
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DQA1*03:01 como descrito por Olerup et al (1993), e as sequencias dos primers para o alelo
DQB1*03:02 foram utilizadas de acordo como descrito por Profaizer et al (2011) (Tabela 1).
Como controle da reacdo de PCR foi usado um par de primers de uma regido conservada do
gene HGH, o Hormdnio do Crescimento (Human Growth Hormone) conforme Profaizer et al

(2011) descreveu (ALMEIDA, 2014). Todos os primers foram usados em uma concentracao

de 10uM (Tabela 1)

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para q-PCR

Alelo Primer Referéncias
Foward (5°-3°) Reverse (3°-5%)
DQA1*05 5’-ACG GTC CCT CTG GCC AGT 5’-AGT TGG AGC GTT TAATCA Olerup et al.
(1993)
A-3 GAC-3’
DQB1*02 5’-GTG CGT CTT GTG AGC AGA 5’-GCA AGG TCG TGC CGA GCT- Olerup et al.
(1993)
AG-3’ 3’
DQA1*03 5’-TTC ACT CGT CAG CTG ACC 5’-CAA ATT GCG GGT CAA ATC Olerup et al.
(1993)
AT-3’ TTCT-3
DQB1*03:02 5’-GCG CGT GCG TCT TGT GAC 5’-CTG TTC CAG TAC TCG GCG Profaizer et al.
(2011)
C-3 GCA-3’
HGH 5’-GCC TTC CCA ACCATTCCC 5-TCACGGATTTCT GTT GTG Olerup et al.
(1993)

TTA-3

TTT-3°

Foram realizadas quatro reagOes por amostra para amplificar individualmente cada
alelo. Essas reacoes foram feitas em triplicatas e foram efetuadas conforme descrito a seguir:
1uL do primer foward, 1uL do primer reverse, 10uL. de SYBR Green (Absolute qPCR SYBR
Green Rox Mix - Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania), 2uL de DNA gendmico e
6uL de agua ultrapura (Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania) para um volume total
de 20uL por reagdao. Foram usadas como controles positivos amostras previamente tipadas
para cada um dos alelos HLA estudados. Como controle negativo e de contaminacéo foi usada
uma amostra que nao continha DNA. As reacdes de PCR foram adicionadas a placas de 48
pocos (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA), depois centrifugadas por
um minuto a 1300rpm e em seguida foram colocadas no aparelho Step-One Instrument.

Os alelos DQA1*05, DQB1*02 e DQA1*03 foram amplificados sob as seguintes
condigdes: uma etapa inicial de desnaturagdo de 10 minutos a 95°C, seguida de uma
sequéncia de 32 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturagdo) e 60 segundos a 60°C

(anelamento e extensdo); apds a amplificacdo dos alelos segue-se a etapa da curva de



melting (essa etapa € realizada em 3 passos: 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos e
novamente 95°C por 15 segundos).

O alelo DQB1*03:02 foi amplificado de acordo com as condi¢bes descritas por
Profaizer et al (2011): uma etapa inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, seguida de 6
etapas de amplificacdo. A primeira etapa de amplificacdo foi seguida de 2 ciclos de 20
segundos a 95°C, 45 segundos a 71°C e 10 segundos a 72°C. A segunda etapa de
amplificacdo foi seguida de 10 ciclos de 20 segundos a 95°C, 45 segundos a 70°C e 10
segundos a 72°C. A terceira etapa de amplificacdo seguida de uma sequéncia de 10 ciclos de
20 segundos a 95°C, 45 segundos a 69°C e 10 segundos a 72°C. A quarta etapa de
amplificacdo foi seguida de 5 ciclos de 20 segundos a 95°C, 45 segundos a 67°C e 10
segundos a 72°C. A quinta etapa de amplificacdo foi seguida de 5 ciclos de 20 segundos a
95°C, 45 segundos a 66°C e 10 segundos a 72°C. A sexta e ultima etapa de amplificacdo foi
seguida de uma sequéncia de 2 ciclos de 20 segundos a 95°C, 45 segundos a 65°C e 10
segundos a 72°C. Apds a amplificacdo dos alelos segue a etapa da curva de melting, seguida
de 1 ciclo de 5 segundos a 95°C, 1 minuto a 50°C e etapa final com aumento de temperatura
e continuo por 1 minuto a 97°C.

Para garantir a qualidade do produto amplificado pela técnica de PCR em tempo real,
em todas as reacOes foram analisados as curvas de desnaturacdo e o0s produtos da
amplificagdo dos alelos no final de cada reacéo.

A figura 1 representa exemplos de picos de desnaturacdo dos alelos, que séo
gerados a partir da derivada da intensidade de fluorescéncia da curva de desnaturacdo (-R),
onde observa um unico pico de Temperature melting (Tm), que é Unica para cada alelo
estudado, o que demonstra a presenca de um Unico produto amplificado para cada alelo
individualmente. A 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.

3. Resultados

3.1 Distribuicdo da frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC

Dos 208 celiacos, 7,69% (n=16) apresentaram tanto os alelos que codificam para o

heterodimero DQ2 (DQA1*05 e DQB1* 02) quanto para o DQ8 (DQA1*03 e DQB1*03:02);
10



75,49% (n=157) apresentaram o DQ2 (DQA1*05 e DQB1*02); 5,28% (n=11) apresentaram
apenas um dos alelos que codificam o DQ2. Desses 1,44% foram positivos para o alelo
DQA1*05 e 3,84% para o0 alelo DQB1*02. Dos 24 celiacos restantes, 10,58% (n=22) foram
positivos para DQ8, desses 5,77% apresentaram a variante DQ8 e o alelo DQB1*02 e 0,96%
(n=2) ndo apresentaram nenhum dos alelos predisponentes para DC. A distribuicdo detalhada
da frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC em celiacos esta demonstrada na tabela
2 e figura 2.

Figura 1 — Representacdo gréfica das curvas de melting (curvas de desnaturacdo) dos alelos
predisponentes para DC e do controle enddgeno da reacdo (HGH) e fluorescéncia da curva
de desnaturacéo (-R). Temperaturaem° C.

a. DQAZ1*05 b. DQB1*02 c. DQA1*03 d. DQB1*03:02.
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Fonte: SELLESKI, 2015.

Tabela 2 - Frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC encontrados em 208 celiacos.

Celiacos
HLA n %
DQ2 e DQ8 16 7,69%
DQ2 157 75,49%
Apenas um dos alelos DQ2 11 5,28%
DQ8 22 10,58%
Nenhum alelo 2 0,96%

Figura 2 - Frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC encontrados em 208 celiacos.
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Dos 481 parentes de primeiro grau de celiacos, 6,03% (n=29) apresentaram tanto 0s
alelos que codificam para o heterodimero DQ2 (DQA1*05 e DQB1* 02) quanto para 0 DQ8
(DQA1*03 e DQB1*03:02); 48,02% (n=231) apresentaram apenas o0 DQ2 e 24,12% (n=116)
apresentaram apenas um dos alelos que codificam o DQ2. Desses 8,94% foram positivos para
0 alelo DQA1*05 e 15,18% para o alelo DQB1*02. Dos 105 parentes de celiacos restantes,
10,81% (n=52) foram positivos para DQ8, desses 2,29% apresentaram a variante DQ8 e o
alelo DQB1*02; 1,25% (n=6) apresentaram o alelo DQA1*03 e 9,77% (n=47) né&o
apresentaram nenhum dos alelos predisponentes para DC. A distribuicdo detalhada da
frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC em parentes de celiacos de primeiro grau

esta demonstrada na tabela 3 e figura 3.

Tabela 3 - Frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC encontrados em 481 parentes de primeiro grau de

celiacos.
Parentes de primeiro grau
HLA n %
DQ2 e DQ8 29 6,03%
DQ2 231 48,02%
Apenas um dos alelos DQ2 116 24,12%
DQ8 52 10,81%
DQA1*03 6 1,25%
Nenhum alelo 47 9,77%

13



Figura 3 - Frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC encontrados em 481 parentes de primeiro grau de

celiacos.

EDQ2eDQ8 mDQ2 Apenas 1 dos alelosDQ2 mDQ8 mDQA1*03 Nenhum alelo

Na figura 4, comparam-se 0s resultados obtidos da distribuicdo da frequéncia dos
alelos predisponentes para a DC nos celiacos e seus parentes de primeiro grau, onde observa-
se que os alelos que codificam o heterodimero DQ2 (DQAL1*05 e DQB1* 02) foram 0s mais
frequentes em ambos os grupos e foram encontrados em 75,49% nos celiacos e 48,02% em
seus parentes de primeiro grau. Nos parentes de celiacos também destacou a frequéncia de
apenas 1 dos alelos que codificam o HLA DQ2 em 24,12%, onde o mais frequente foi o alelo
DQB1*02 em 15,18%. E o alelo DQA1*03:02 apresentou frequéncia (1,25%) apenas nesse

respectivo grupo.

Figura 4 - Frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC em pacientes celiacos e seus parentes de primeiro
grau.
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4. Discussao

No presente estudo os gendtipos DQ2 e/ou DQ8 estavam presentes em 93,76% dos
individuos celiacos. Todavia, os alelos que codificam apenas o heterodimero DQ2 estavam
presentes em 75,49%, e unicamente os alelos que codificam o heterodimero DQ8 estavam
presentes em 10,58%, e os alelos que codificam ambas as variantes DQ2 o DQ8 estava em
7,69% dos casos. Por sua vez, nos parentes de primeiro grau desses celiacos, 64,86%
apresentaram os gendtipos DQ2 e/ou DQ8, na qual os alelos que codificam somente o
heterodimero DQ2 estavam presentes em 54,05%, e os alelos que codificam exclusivamente
DQ8 em 10,81%, enquanto as duas variantes (DQ2 e DQ8) estavam presentes em 6,03% dos
individuos desse grupo. Tais resultados se assemelham aos do estudo realizado em Recife, por
Castro - Antunes et al, (2011). Neste, os individuos celiacos apresentaram os genétipos DQ?2
e/ou DQ8 com a frequéncia de 93,2%, sendo somente 0 HLA DQ2 em 75,6% e unicamente o
HLA DQ8 17,8%. Em familiares os genotipos DQ2 e/ou DQ8 esteve presente em 79%, sendo
apenas 0 HLA DQ2 e de 52,4%, e somente HLA DQ8 de 15, 9%, enquanto para os HLA DQ2
e DQ8 juntos foi de 10, 3%.

Essa discreta discrepancia na frequéncia das variantes entre os dois estudos,
principalmente no que se refere ao HLA DQ8, poderia ser explicada em parte pelo tamanho
da amostra. No estudo realizado em Recife, foram avaliados 73 pacientes celiacos e 126
familiares de primeiro grau, em contraste aos 208 celiacos e 481 parentes de primeiro grau do

presente estudo. Outra provavel explicacdo seria o fato dos grupos estudados residirem em
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regides brasileiras diferentes. De acordo com IBGE (2010), a populagéo residente no Distrito
federal é composta por 60% da regido centro-oeste, 23% regido nordeste e 12% sudoeste e 0s
outros 5% das regides sul, norte, sem especificacdo e de pais estrangeiro. Esses dados
demonstram que a populacdo brasiliense é composta por varias regides do Brasil, 0 que
provavelmente explicaria essa discreta discrepancia das frequéncias.

No estudo de Cecilio e Bonatto (2015), ao avaliar 146 pacientes visando determinar a
frequéncia dos genes HLA DQ2 e DQ8 em portadores de doenca celiaca, seus familiares e na
populacdo em geral, observou-se que em pacientes com DC a frequéncia era de 98,6% para 0s
genotipos DQ2 e DQ8; 79,7% apenas para 0 HLA DQ2, 8,1% para o HLA DQ8 e 10,8%
apresentaram as variantes DQ2 e DQ8. Em familiares de primeiro grau de celiacos, 89,7%
apresentaram para 0s gendtipos DQ2 e DQ8, sendo 76% unicamente para 0 HLA DQ2; 10,3%
para HLA DQ8 e 3,4% apresentaram ambas as variantes DQ2 e DQ8. Tais resultados
corroboram com os achados apresentados nesse estudo.

Outro estudo realizado no Distrito federal por Selleski (2015), na qual analisou grupos
de criancas celiacas e ndo celiacas, apresentou dados similares com o presente estudo, onde os
gendtipos HLA DQ2 e DQ8 estavam presentes em 92% das criangas celiacas.

Segundo Polvi et al. (1998), na Europa, estudos relataram a frequéncia do alelo HLA
DQ2 variando de 86 a 93%, e o alelo HLA DQ8 com a frequéncia por volta de 3 a 8% em
pacientes celiacos. Nos Estados Unidos quando comparado aos dados europeus, foi
evidenciado uma maior frequéncia de HLA DQ8, aproximadamente 16%, e em menor
frequéncia o HLA DQ2, em torno de 82% (JOHSON et al., 2004). Em pacientes celiacos
cubanos a frequéncia do HLA DQ2 foi aproximadamente 86%, resultados semelhantes ao
estudo realizado no Estados Unidos (CINTATO et al., 2006).

A frequéncia dos genotipos DQ2 e DQ8 dos pacientes celiacos nesse estudo foram
semelhantes aos resultados apresentados na Europa. Outro estudo, realizado por Almeida
(2014), determinou a frequéncia de alelos HLA predisponentes para DC em um grupo de
recém-nascidos do Distrito Federal, onde os resultados encontrados foram semelhantes ao da
Europa.

Segundo Pena et al. (2009), as variabilidades ancestrais brasileiras tém trés etnias
principais: europeia, africana e amerindia. E nos ultimos dois séculos ocorreram migragdes
principalmente de sirios, alemaes, portugueses, libaneses, italianos e espanhois que
contribuiram com a diversidade populacional brasileira, o que dificulta a caracteriza¢do de um

individuo em um determinado grupo étnico especifico. No entanto, a forte ascendéncia
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europeia da populacdo brasileira, principalmente nas regides sul e sudeste, também se
refletindo no centro-oeste, poderia explicar essa relacdo entres as frequéncias dos estudos
realizados na Europa e as do presente estudo.

Outras frequéncias descritas nesse estudo, presentes em ambos 0s grupos, foram a
presenca de apenas um dos alelos que codificam o heterodimero DQ2. Desses 1,44% foram
positivos para o alelo DQA1*05 e 3,84% para o alelo DQB1*02 em individuos celiacos. Em
seus parentes de primeiro grau, 8,94% foram positivos para o alelo DQA1*05 e 15,18% para
0 alelo DQB1*02. Os celiacos que foram positivos para 0 DQ8 (10,58%), desses 5,77%
apresentaram a variante DQ8 e o alelo DQB1*02, e em seus parentes que foram positivos
para 0 DQ8 (10,81%), desses 2,29% apresentaram a variante DQ8 e o alelo DQB1*02. O
alelo DQA1*03 foi encontrado em apenas 1,5% dos parentes de celiacos. No grupo de
celiacos 0,96% e no grupo de seus parentes 9,77% foram negativos para todos os alelos
predisponentes para DC.

Um estudo realizado com a populacéo italiana analisou o gradiente de risco para DC
associada aos genes HLA DQ2 (DQA1*05 e DQB1*02) e DQ8 (DQA1*03 e DQB1*03:02),
com a probabilidade da doenca na populacdo em geral era de 1:100. Observou-se que a
presenca desses genes confere maior risco para desenvolvimento da doenca celiaca de 1:7,
sendo a presenca da variante DQ8 (DQA1*03 e DQB1*03:02) em conjunto com o alelo
DQB1*02 confere o risco de 1:24. A presenca apenas do alelo DQA1*05 confere menor risco
de 1:1842 e o alelo DQB1*02 confere risco quando estiver em homozigose. Aqueles
individuos que ndo apresentam nenhum dos alelos predisponentes tem menor risco para o0
desenvolvimento da DC de 1:2518 (MEGIORNI et al., 2009).

De acordo com alguns pesquisadores, na populacdo em geral e frequéncia desses
gendtipos HLA é cerca de 25-30%, no entanto apenas 1-3% desses individuos desenvolve a
patologia (TRYNCA; WINJMENGA; VAN HEEL, 2010; WOLTERS E WINJMENGA,
2008). Sendo que os familiares de primeiro grau de celiacos tem maior probabilidade de
desenvolver a patologia, em torno de 10 a 20 vezes maior que a populagdo geral (CASTRO-
ANTUNES et al, 2011). Porém, sem a presenca desses alelos o risco de desenvolvimento para
DC é minima, com porcentagens menor que 0,5%, conferindo um alto valor preditivo
negativo, tornando-se o teste genético de preferéncia.

A genotipagem desses alelos HLA predisponentes é considerada uma excelente opcao
antes da realizagdo de procedimentos invasivos (endoscopias seguidas de biopsias),

principalmente quando a sorologia for duvidosa. Pode também ser util para definir a
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necessidade de acompanhamento médico especializado em individuos pertencentes ao grupo
de risco, como por exemplo, doengas autoimunes associadas a DC, sindrome de Down,
Turner ou Williams, individuos com imunodeficiéncia de imonoglobulina A e parentes de
primeiro grau de pacientes celiacos. Aqueles que ndo apresentarem os alelos predisponentes
para DC seriam poupados de realizar exames sorolégicos, bem como os procedimentos mais
invasivos. No entanto, na presenca dos respectivos alelos de risco, seria necessario realizar
exames para a deteccdo de anticorpos especificos, anti-tTG IgA e anti- EMA IgA,
periodicamente, a fim de prevenir a ndo deteccéo das formas silenciosas e subclinicas da DC
(KAUKINEN et al, 2002; BJORK et al, 2010; SOLLID, LIE 2005; DUBOIS et al, 2010;
ANDERSON et al, 2013). No entanto, a tipagem de HLA-DQ ndo é geralmente usada como
exame de triagem, sendo que DQ2 / DQ8 esta presente em torno de 30% dos individuos
saudaveis (MEGIORNI et al., 2009).

5. Consideracoes finais

As frequéncias apresentadas corroboraram com estudos realizados na regido Nordeste
e Sul. A discreta discrepancia encontrada poderia ser explicada pelo tamanho amostral ou
pelo fato de parte da populagéo que reside no Distrito Federal ser nativa de outras regides do
Brasil. Outros estudos que demostraram semelhangas foram realizados também no Distrito
Federal, bem como na Europa, Estados Unidos e Cuba.

Ainda ha poucos estudos definindo a frequéncia dos genes HLA DQ2 e DQ8 na
populacéo brasileira, bem como na América Latina, o que subestima a importancia da tipagem
para o diagndstico e 0 acompanhamento dos pacientes celiacos e os grupos de risco. Estudos
amplos, multicéntricos, podem contribuir para a ampliacdo do conhecimento sobre a
relevancia do método e sua capacidade de tornar mais precisos 0s atuais protocolos clinicos
para diagnostico e acompanhamento dos pacientes e dos grupos de risco.

O presente estudo, apesar do grande nimero de individuos avaliados, se limita aos
celiacos com diagndstico confirmado e um grupo de risco restrito a seus parentes. Sendo
assim, os resultados ndo definem precisamente a importancia da tipagem genética em outros
grupos de risco e na populacdo em geral. Além disso, ha ainda aqueles dentro do grupo dos
parentes que podem se tornar celiacos em um futuro proximo, pois a DC pode manifestar em

qualquer idade, o que alteraria os resultados obtidos.
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E importante realizar a genotipagem desses alelos que conferem risco para a doenca
celiaca, principalmente dentro do grupo de risco. Além disso, para auxiliar no diagndstico de
pacientes com biopsia e testes soroldgico duvidosos. Ha relevancia no estudo da frequéncia
desses alelos nos grupos de risco e na populacdo geral. Assim, a realizacdo de futuros
trabalhos em outras regides pode contribuir para melhorar a compreensdo da doenca celiaca e
de seus alelos HLA predisponentes no Brasil.
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Anexo |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Seu(sua) filho(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto “Frequéncia dos alelos HLA
DQ2 e HLA DQ8 em celiacos e seus parentes de primeiro grau no Distrito Federal”. Para isso,
gostariamos de convida-lo(a) a autorizar a participacdo do(a) seu(sua) filho(a). Esse projeto é um estudo
sobre a doenca celiaca, que € uma doenca provocada por uma sensibilidade ao gluten. O gluten é uma
proteina contida no trigo, cevada e centeio, por isso, quando a pessoa com doenca celiaca come péo,
biscoito, bolo, massas e outros alimentos que contém gluten, ela pode vir a apresentar sintomas como:
diarreia, perda de peso, vémitos, barriga distendida, fraqueza e irritacdo. A doenga celiaca tem ligacéo
com genes chamados HLA DQ2 e DQ8, portanto, se seu(sua) filho(a) apresentar esses genes tera chances
de desenvolver a doenca celiaca, mas ndo € certeza, pois muitas pessoas tém esse gene e ndo sao celiacas.

O objetivo desta pesquisa €: avaliar a frequéncia dos alelos predisponentes para DC em
individuos celiacos e seus parentes de primeiro grau. Esses alelos sdo genes que quase todos 0s
celiacos possuem.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome e o do(a) seu(sua) filho(a) ndo aparecerdo, sendo mantido o mais rigoroso
sigilo através da omissdo total de quaisquer informac6es que permitam identifica-los(as).

A participacdo do(a) seu(sua) filho(a) sera através de uma coleta de sangue periférico, que € um
procedimento que ndo causard dor ou desconforto ao seu(sua) filho(a) e que tem risco minimo para a
salde. O sangue sera coletado no Ambulatorio de Doenca Celiaca do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB), na data combinada com um tempo estimado para sua realizagdo: 10 minutos.
Informamos que o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento)
qualquer questdo que Ihe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer
momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacdo € voluntaria, isto é, ndo ha
pagamento por sua colaboracéo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados no Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, podendo ser publicados posteriormente. No caso de
o resultado do exame dar positivo, havera uma assisténcia continuada pelo médico do Servico de
Gastroenterologia do HUB. A sua recusa em participar da pesquisa ndo implicard em qualquer prejuizo na
prestacdo da assisténcia. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador
por um periodo de no minimo cinco anos, apds isso serdo destruidos ou mantidos na instituicdo.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para: Dr.
Riccardo Pratesi, no Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, telefone: 3107-1988, no horéario: entre 8 horas e 18 horas.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia. As duvidas com relagdo & assinatura do TCLE ou aos direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidas através do telefone: (61) 3107-1918.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra
com o(a) senhor(a).

Nome / assinatura
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Anexo 11

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto “Frequéncia dos alelos HLA DQ2
e HLA DQ8 em celiacos e seus parentes de primeiro grau no Distrito Federal”. Esse projeto € um
estudo sobre a doenca celiaca, que € uma doenca provocada por uma sensibilidade ao glaten. O gluten é
uma proteina contida no trigo, cevada e centeio, por isso, quando a pessoa com doenca celiaca come péo,
biscoito, bolo, massas e outros alimentos que contém glaten, ela pode vir a apresentar sintomas como:
diarreia, perda de peso, vémitos, barriga distendida, fraqueza e irritacdo. A doenca celiaca tem ligacdo
com genes chamados HLA DQ2 e DQ8, portanto, se vocé apresentar esses genes terd chances de
desenvolver a doenca celiaca, mas ndo é certeza, pois muitas pessoas tém esse gene e ndo sdo celiacas.

O objetivo desta pesquisa €: avaliar a frequéncia dos alelos predisponentes para DC em
individuos celiacos e seus parentes de primeiro grau. Esses alelos sdo genes que quase todos 0s
celiacos possuem.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome ndo aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissédo total
de quaisquer informac@es que permitam identifica-lo(a).

A sua participacdo sera através de uma coleta de sangue periférico, que é um procedimento que ndo
Ihe causard dor ou desconforto e que tem risco minimo para a saude. O sangue serd coletado no
Ambulatério de Doenca Celiaca do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), na data
combinada com um tempo estimado para sua realizacdo: 10 minutos. Informamos que
o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) qualquer questao
que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem
nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacdo é voluntéria, isto é, ndo ha pagamento por sua
colaboracéo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados no Laboratdrio Interdisciplinar de Biociéncias da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, podendo ser publicados posteriormente. No caso do
resultado do exame dar positivo, haverd uma assisténcia continuada pelo médico do Servico de
Gastroenterologia do HUB. A sua recusa em participar da pesquisa nao implicara em qualquer prejuizo na
prestacdo da assisténcia. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador
por um periodo de no minimo cinco anos, apds isso serdo destruidos ou mantidos na instituigéo.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para: Dr.
Riccardo Pratesi, no Laboratorio Interdisciplinar de Biociéncias da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, telefone: 3107-1988, no horario: entre 8 horas e 18 horas.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia. As davidas com relacdo a assinatura do TCLE ou aos direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidas através do telefone: (61) 3107-1918.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra
com o(a) senhor(a).
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