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1. INTRODUCAO

A Doenga Celiaca (DC) é uma doenca cronica inflamatoria que acomete o
intestino delgado e é ocasionada pela associacao de trés fatores: suscetibilidade
genética, resposta autoimune e exposicdo ao gluten (ARAYA et al., 2015). A DC,
gquando nédo tratada, resulta em inflamacdo do epitélio intestinal, aumento da
deposicao de linfocitos, atrofia das vilosidades e producao de resposta autoimune,
originando um quadro de mal absorcéo e o surgimento de diversas manifestacoes
clinicas tanto a nivel intestinal como a nivel sistémico (ROSTON et al., 2006).

O diagnéstico da DC é feito com base nas manifestacBes clinicas,
realizacdo de testes sorologicos, testes genéticos e bidpsia intestinal, a qual é
considerada o padrédo-ouro no fechamento do diagnostico (HUSBY et al., 2012,
CASSOL et al., 2007). No que diz respeito aos testes genéticos, a genotipagem
dos alelos de risco relacionados aos heterodimeros HLA-DQ2 e HLA-DQS8 pode
ser realizada. A identificacdo desses alelos funciona como diagnéstico de analise
de risco, onde individuos negativos apresentam probabilidade reduzida de
acometimento da doenca. Por isso, esse procedimento pode ser utilizado como
primeira opcdo de rastreamento em parentes de primeiro grau de celiacos,
contribuindo para avaliagdo da necessidade de realizagdo de outros exames
(HUSBY et al., 2012). Existe um grande numero de celiacos sem diagndstico.
Estima-se que para cada caso diagnosticado exista uma média de 5 a 10 nédo
diagnosticados (CATASSI et al., 2015). O fato de um individuo ser parente de
primeiro grau de celiaco faz com que este possua um risco aumentado para
desenvolver a doenca, pois compartilha fatores de risco ambientais e genéticos
(TAYLOR et al., 2015; WESSELS et al., 2015). Diante disso, o objetivo desse
estudo foi verificar a frequéncia dos alelos de risco dos complexos HLA-DQ2
(DQA1*05 e DQB1*02) e HLA-DQ8 (DRB1*04) em parentes de primeiro grau de
celiacos.

2. METODOLOGIA

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da UFPel, sob nimero de CAAE: 62209416.4.0000.5317.
Para inclusdo no estudo, o individuo deveria ser livre do diagnostico da DC e
parente de primeiro grau (pais, irmaos ou filhos) de celiacos comprovadamente
diagnosticados por bidpsia do intestino delgado. Todos os participantes assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), diante da concordancia
como voluntarios a pesquisa. Posteriormente, todos responderam a um
guestionario com questbes sociodemograficas e sobre saude. Aléem disso, foi



e

43 SEMANA
INTEGRADA

UFFEL 2018

realizada coleta de células da mucosa bucal com o auxilio de swab estéril para
posteriores analises dos alelos no DNA. Os swabs foram mantidos refrigerados até o
momento da extracdo do DNA. As analises foram realizadas no Laboratorio de
Nutrifisiogendmica da Faculdade de Nutricdo da UFPel.

A extragcdo do DNA foi uma adaptacdo do método descrito por MILLER,
DYKES e POLESKY (1988), realizada com uso de EAR Buffer e proteinase K.
Realizou-se a precipitacdo do gDNA com isopropanol e os sais foram lavados com
etanol 70%. O pellet foi hidratado com TE Buffer. Os alelos amplificados neste estudo
foram DQA1*05, DQB1*02 (HLA-DQ2) e DRB1*04 (HLA-DQ8). A amplificacéo do
DNA foi realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com
adaptacbes do método proposto por SACCHETTI et al., (1997). Para isso, foram
utilizados primers especificos e o0 master mix para PCR GoTaq da PROMEGA (USA).
Apos eletroforese em gel de agarose, os produtos das PCRs foram visualizados em
transiluminador com luz ultravioleta e por fotodocumentador.

A tabulacdo dos dados foi feita no Microsoft Office Excel 2010. A analise
estatistica foi realizada no programa estatistico STATA versdo 12.0. A frequéncia
das variaveis sociodemograficas e dos alelos de risco relacionados aos
complexos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 foram expressas em percentuais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra obtida no presente estudo foi de 224 individuos, com média de
idade de 34,8 + 23,5 anos, sendo mais prevalente a faixa etaria de 21-59 anos
(44,2%). A populagéo do estudo constituiu-se em dois estados no sul do Brasil:
Santa Catarina (47,8%) e Rio Grande do Sul (52,2%). A frequéncia de
participantes oriundos do estado de Santa Catarina, deu-se em sua maioria na
cidade de Florianopolis (37,1%), e no estado do Rio Grande do Sul, predominou a
participacdo de individuos de Porto Alegre (36,2%). Da populacdo estudada, a
maioria foi de cor branca (95,1%), do sexo feminino (57,6%), e em relacdo ao
parentesco, pais de celiacos (45,0%).

Em relacdo as andlises de genotipagem dos alelos de risco do HLA-DQ2 e
HLA-DQS8 observou-se um percentual total de 79,9% de alelos de risco para HLA-
DQ2 e 29,9% para HLA-DQ8, observando uma frequéncia total de 87,0% para ao
menos um dos alelos de risco HLA-DQ2 e/ou HLA-DQS8. Apenas 13,0% dos
individuos foram negativos para todos os alelos estudados (Tabela 1).

TABELA 1: Frequéncia dos alelos de risco relacionados ao HLA-DQ2 e HLA-DQ8
em parentes de primeiro grau de celiacos (n=224).

Alelos Perfil n (%)
DQA1*0501 A 30 (13,4)
DQB1*0201 B 23 (10,3)

DQA1*0501 e DQB1*0201 AB 76 (33,9)
DRB1*04 DR 16 (7,1)
DQA1*0501 + DRB1*04 A+ DR 9 (4,0)
DQB1*0201 + DRB1*04 B + DR 14 (6,3)
DQA1*0501 e DQB1*0201 + DRB1*04 AB + DR 27 (12,0)
Nenhum dos alelos _ 29 (13,0)
Total alelos HLA-DQ2 _ 179 (79,9)
Total alelos HLA-DQ8 67 (29,9)

O perfil genético A, B ou AB representa a presenca de um ou dois dos alelos de risco para HLA-
DQ?2, e o perfil DR a presenca do alelo de risco para HLA-DQ8.
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Os alelos de risco relacionados aos genes do sistema HLA-DQ2 e DQ8
estdo presentes em 90-95% dos celiacos e por isso constituem o conjunto de
genes mais importantes na avaliacdo do risco genético para o desenvolvimento
da DC (MEGIORNI & PIZZUTI, 2012). Apesar da importancia destes alelos, eles
sao insuficientes para o desencadeamento da DC, pois estima-se que estejam
presentes em 30% da populacdo em geral (TAYLOR et al., 2015). No presente
estudo, a alta frequéncia total dos alelos de risco dos complexos HLA-DQ2/DQ8
(87%) e a baixa parcela de resultados negativos (13%), nos parentes de primeiro
grau de celiacos estudados, ajuda a delinear o risco destes individuos a
desenvolverem DC. Até 0 momento, hdo encontramos pesquisas semelhantes ao
presente estudo avaliando os alelos de risco relacionados a DC em parentes de
primeiro grau de celiacos nos estados do RS e SC, mas encontramos em outros
estados do Brasil. Um estudo realizado com 126 familiares de primeiro grau de
celiacos, na cidade de Recife (PE) identificou a presenca dos alelos de risco
DQA1*0501 e DQB1*0201 (DQ2) e DQB1*0302 (DQ8), sendo que os alelos do
complexo HLA-DQ2 foram encontrados em 66 individuos (52,4%) e o alelo de
risco do complexo HLA-DQ8 foi verificado em 20 individuos (15,9%), enquanto
que 13 (10,3%) expressaram os trés alelos de risco e 27 (21,4%) foram negativos
para todos os alelos estudados, observando uma frequéncia total dos alelos dos
complexos HLA-DQ2/DQ8 em 78,6% da amostra (CASTRO-ANTUNES et al.,
2011). Dessa forma, ao comparar com 0 presente estudo, verifica-se que a
auséncia dos alelos de risco foi maior e que a frequéncia total dos alelos foi quase
10% menor nos parentes de Recife. Algumas diferencas podem ser visualizadas
em decorréncia de fatores relacionas a origem da populacdo ou até mesmo a
existéncia de outros fatores genéticos nao relacionados ao sistema HLA. Além
disso, a exposicao a fatores ambientais variados também pode interferir, como o
uso de medicamentos a base de interferon-a, presenca de infeccfes intestinais e
praticas de introduc@o alimentar na infancia (SABATINO & CORAZZA, 2009).
Outro estudo realizado em 193 parentes de primeiro grau de celiacos, na cidade
de Brasilia (DF) identificou a presenca dos mesmos alelos estudados no presente
estudo. Sendo assim, 131 individuos (67,8%) foram positivos para os alelos de
risco do HLA-DQ2 e apenas 9 (4,6%) para o alelo do complexo HLA-DQS8
sozinho, mas ao associar com a presenca dos alelos do complexo HLA-DQ2,
encontrou-se 42 pessoas (21,9%). Ainda nesse mesmo estudo, apenas 11
individuos (5,7%) foram negativos para todos os alelos de risco estudados, dessa
forma, encontrou-se uma prevaléncia total dos alelos dos complexos HLA-
DQ2/DQ8 de 94,3% (MARTINS et al., 2010). Ao comparar com o presente estudo
observa-se que a menor frequéncia de individuos negativos e a maior frequéncia
total da presenca dos alelos nos parentes de Brasilia parecem ter semelhancas.

4. CONCLUSOES

Esses achados salientam a importancia da investigagédo de alelos de risco
relacionados aos complexos HLA-DQ2/DQ8 em parentes de primeiro grau de
celiacos. Além disso, esses dados podem ser (teis para que estas pessoas
busquem auxilio médico e que sigam em acompanhamento, pois ja que
apresentam risco genético para o aparecimento da doencga, seria possivel realizar
o diagndstico precoce evitando complicagdes futuras.
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