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1. INTRODUCAO

A doenca celiaca (DC) € caracterizada por ser uma patologia sistémica
imuno-mediada, desencadeada através da ingestdo de prolaminas presentes no
gliten, onde uma das suas principais manifestacdes estaria relacionada a lesao
da mucosa intestinal. O processo de desenvolvimento da doenca esta associado
com anticorpos da DC e fatores genéticos tais como Antigeno Leucocitario
Humano (HLA), HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04;
LUDVIGSSON et al., 2012).

Para se estabelecer o diagndstico de DC € necessério, primeiramente, a
realizacdo de testes sorologicos para doenca. Em caso de sorologia positiva, 0
paciente passa para segunda fase de avaliagdo que consiste na realizacdo da
bidpsia intestinal, considerado o “padrao ouro” para concluir o diagndstico. Outra
alternativa para rastreio ou exclusdo de diagnéstico, seria a genotipagem do
antigeno leucocitario humano (HLA) para HLA-DQ2 e HLADQS8, alelos que estao
relacionados com a patogenicidade da doenca (HUSBY et al., 2012).

O uso da genotipagem € aconselhado em grupos de risco para DC, tais
como parentes de primeiro grau, portadores de desordens auto-imunes e
sindromes genéticas (HUSBY et al., 2012). Outra contribuicdo de grande
relevancia da identificacdo do HLA-DQ8 e HLA-DQ2 seriam em pacientes
assintomaticos. Nestes pacientes ndo ha evidéncias clinicas de lesdo intestinal e
os demais sintomas recorrentes da ma absorcdo também néo fazem parte da
sintomatologia da doenca (HUSBY et al., 2012).

O HLA esta localizado no braco curto do cromossomo 6, sendo dividido em
trés classes (I, Il e 1l). A classe Il do HLA é responsavel em codificar DQ8 e DQ2,
principais fatores genéticos relacionados com a resposta imunologica inadequada.
O gene DQ2 podera ser codificado pelo haplétipo DR3- DQ2 ou pelo DQ2.5 para
formar a cadeia HLA-DR3-DQA1*0501- DQB1*0201 (cis) e na forma trans podera
ser codificado pelo haplétipo DR7-DQ2 ou pelo DQ2.2 para cadeia HLA-DR3-
DQA1*0505- DQB1*0301ou DR7-DQA1*0201- DQB1*0202. J4 para DQ8 podera
ser codificado pelo haplétipo DR4 formando a cadeia HLA-DQA1*0301-
DQB1*0302 ou DRB1*04 (ROUJON et al. 2011). Estima-se que a prevaléncia de
DQ2 e DQ8 na populagdo em geral seja de 30% enquanto nos celiacos pode
chegar a 95% (HUSBY ET al., 2012; MURRAY ET al., 2007).

O rastreamento do HLA, DQ2 e DQ8, tanto para exclusdo como para
auxiliar na continuidade da investigacdo do diagnostico de DC, pode ser uma
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ferramenta util para identificar pacientes, principalmente com a forma néo-classica
da doenca (OLLIKKA et al., 2009). Para tanto, se torna necessario investigar a
prevaléncia desses alelos em diferentes grupos de celiacos, com o intuito de
estabelecer um padrdo de distribuicAo desses genes e comparar com outras
pesquisas em diferentes regides geograficas. Assim, o objetivo desde estudo é
rastrear a prevaléncia dos genotipos HLA-DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e
HLA-DQS8 (DRB1*04) e associar ao grau de leséo intestinal em celiacos.

2. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo, do tipo transversal objetivando o
rastreamento de alelos HLA-DQ2 (alelos DQA1*0504 e DQB1*0201) e HLA-DQ8
(alelo DRB1*04) entre os celiacos. Os participantes foram selecionados por
critério de conveniéncia, constituindo uma amostra de 118 celiacos, sendo
incluidos individuos de qualquer idade, desde que apresente diagndstico
confirmado de DC. O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Medicina (parecer: 1.840.918) e segue as normas estabelecidas pela
Resolucéo 466 de 12 de dezembro de 2012.

A fim de avaliar o perfil dos celiacos do estudo foi adaptado um
questionario ja validado e testado, constituido de questBes abertas e fechadas
sobre manifestacdes clinicas, método de diagnéstico e presenca de
comorbidades (CASSOL et al., 2007).

Para a extracdo de DNA de saliva foi feito o protocolo de EAR Buffer e
proteinase K. A precipitagdo do gDNA foi feita com isopropanol e este foi lavado
com etanol 70%. O gDNA foi hidratado com 50 uL de TE Buffer. Método de
extracdo de DNA adaptado de MILLER, DYKES e POLESKY (1988).

Os alelos foram amplificados pelo método de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) e os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose a
2% por eletroforese e visualizados em transluminador com luz ultravioleta. Método
de amplificacdo de DNA baseado no descrito por SACCHETTI, 1997. Os primers
qgue foram utilizados estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos primers utilizados para PCR.

Comprimento dos

i Sequéncia
Primer q produtos da PCR

. 5-AGCAGTTCTACGTGGACCTGGGG-3
DQAL*0501 5'- GGTAGAGTTGGAGCGTTTAATCAGA-3 144

5-CGCGTGCGTCTTGTGAGCAGAAG-3'
*
DQB170201 5'-GGCGGCAGGCAGCCCCAGCA-3 110

- GGTTAAACATGAGTGTCATTTCTTAAAC-
*
DRB1%04 5-GTTGTGTCTGCAGTAGGTGTC-3' L

* pb: pares de base; * DQA1*0501 e DQB1*0201 para DQ2;* DRB1*04 para DQ8.
Adaptado de Sacchetti, 1997.

A andlise de dados foi realizada por meio do software STATA® e Microsoft
Office Excel® 2010. As frequéncias dos alelos foram comparadas usando o teste
de Fisher. O nivel de significancia estabelecido foi de p<0.05

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O presente estudo obteve uma amostra de 118 celiacos com média de
idade de 33 anos (DP 2,59), a maior parte dos participantes do sexo feminino
(84%) e apresentaram sintomas no momento diagnostico da DC (97,4%, DP
15,8).

Em relacdo a manifestacbes da doenca os sintomas que levaram o0s
pacientes a busca do diagndstico foram principalmente a distensdo abdominal
(73,7%; DP 44,2), dor abdominal (71,2%; DP 45,5), seguida de diarréia (57,6%;
DP 49,6) e anemia (46,6%; DP 50,0), tais sintomas s&o caracterizados pela forma
classica doenca. J4 a prevaléncia de doencas correlacionadas com a DC a
intolerancia a lactose foi a mais prevalente, afetando 48,3% (DP 50,2) dos
individuos estudados, a segunda doenca de maior recorréncia foi o hipotiroidismo
com 20,3% (DP 40,4) e em seguida a osteopenia 18,6% (DP 39,1).

A prevaléncia dos alelos DQ2 e DQ8 nessa populacéo foi de 94%, o que se
relacionou com o encontrado por CASTRO-ANTUNES et al.(2011) e
MASHAYEKCH et al. (2015), que obtiveram uma prevaléncia de 93,4% e 96%,
respectivamente. Ja em relacdo a prevaléncia de um dos fatores genéticos, neste
estudo foi encontrado 78,4% do gendtipo DQ2, achado semelhante ao estudo de
CASTRO-ANTUNES et al.(2011), que obteve 75,6% de prevaléncia. Ja para o
gendtipo DQ8 o estudo atual obteve 6,3% dos celiacos, dado inferior ao
encontrado na literatura que seria de 17,6% (CASTRO-ANTUNES et al., 2011).

Em relacédo ao grau de lesao intestinal, foi mais relatada no genétipo DQ2
(74,4%), o que se correlaciona ao numero de individuos com tal gendtipo. De
acordo com a classificacdo de Marsh-Oberhuber, que classifica de 1 a 4 o grau de
lesdo intestinal de forma progressiva, os participantes apresentaram 41 % de
leséo intestinal grau 3b, fase caracterizada pela parcial hiperplasia de criptas e
atrofia de vilosidades. Porém, ndo se obteve relagdo estatisticamente significativa
entre perfil genético e grau de leséo intestinal (p= 0,2), que pode ser relacionado
a baixa prevaléncia de celiacos com leséo intestinal definidas segundo Marsh.
Neste mesmo sentido MURRAY et al., (2007) também n&o obteve associacdo
entre perfil genético e grau de lesdo intestinal. O percentual de prevaléncia do
perfil genético e grau de leséo intestinal podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2: Prevaléncia do perfil genético e grau de lesdo intestinal em
celiacos

Perfil Prevaléncia (%) Lesao intestinal* (%)

DQA1* 0501 4,5 (5) 7,7 (3)
DQA1* 0501 e DQB1*0201 78,4 (82) 74,4 (29)

DQA1* 0501, DQB1*0201 e DRB1*04 6,3 (7) 7,7 (3)
DQA1* 0501e DRB1*04 0,9 (1) 0,0 (0)
DQB1*0201 5,4 (6) 5,1(2)
DQB1*0201 e DRB1*04 2,7 (3) 2,6 (1)
DRB1*04 6,3 (7) 2,6 (1)

*ndo houve associacao entre perfil genético e grau de leséo intestinal p=0,2.
4. CONCLUSOES

No presente estudo os alelos HLA-DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e
HLA-DQ8 (DRB1*04) estiveram presentes em 94% dos participantes , sendo
assim, apenas uma pequena parcela dos celiacos teriam causas genéticas nao
relacionadas ao sistema HLA. N&o houve associacao do perfil genético e grau de
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lesdo intestinal, que pode estar relacionado com a baixa utilizacdo da
classificacdo de Marsh-Oberhuber para diagnosticar a DC.
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