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1. RESUMO

Introducédo: O desenvolvimento da Doenca Celiaca (DC) esta fortemente relacionado a
presenca de HLA-DQ2.5, -DQ2.2 e -DQ8. Ha poucos dados sobre a distribuicdo desses
alelos em pacientes celiacos e na populacdo geral no Brasil e ndo ha informacdo sobre
seu uso clinico. A auséncia deles torna pouco provavel o desenvolvimento da DC.
Assim, para levantar dados consistentes sobre a frequéncia de alelos HLA-DQ
predisponentes a DC e sugerir risco genético de desenvolver a DC, realizamos este
estudo caso-controle. Metodologia: 237 pacientes celiacos e 237 controles (ambos 0s
grupos com 164 mulheres) foram testados quanto a presenca de anticorpos anti-
transglutaminase (htTG-IgA) e anti-endomisio (EMA-IgA) e genotipados quanto a
presenca dos alelos HLA-DQ predisponentes a DC utilizando gPCR e kit comercial. As
frequéncias de HLA-DQ2.5, -DQ2.2 e -DQ8 entre pacientes celiacos e controles foi
comparada (teste de Fischer e teste do qui-quadrado). Os resultados foram considerados
significantes quando p<0.05. O risco foi apresentado como 1:N para cada uma das
categorias HLA-DQ descritas neste estudo. Resultados: Os resultados de gPCR foram
100 % concordantes com aqueles gerados por kit comercial. HLA-DQ2.5 e/ou HLA-
DQ8 foi detectado em 224 pacientes (94,5 %) e em 84 controles (35,4 %). Oito celiacos
(3,4 %) e 38 controles (16 %) possuiam exclusivamente HLA-DQ2.2. HLA-DQ2.5, sem
HLA-DQ8, foi encontrado em 178 celiacos (75,1 %) e 38 controles (16 %). HLA-DQ8,
sem outros alelos HLA-DQ predisponentes a DC, estava presente em dez celiacos (4,2
%) e em 36 controles (15,2 %). Individuos que possuem apenas DQA1*05 ou
DQA1*03 ou ndo possuem alelos predisponentes a DC somam, juntos, 5 celiacos (2,1
%) e 115 controles (48,4 %). Os riscos genéticos variaram entre 1:7 a 1:3014 sendo que
HLA-DQ2.5/DQ2.5, HLA-DQ2.5/DQ2.2 e HLA-DQ2.5/DQ8 predispbem mais ao
desenvolvimento da DC. Embora HLA-DQ2.2 tenha baixo risco de desencadear a DC
(1:251, homozigose e 1:550, heterozigose com HLA-DQ # HLA-DQ2.5 e HLA-DQ8),
guando associado a HLA-DQ2.5 mostra o segundo maior risco de desenvolvé-la (1:10;
p < 0.0001). Conclusbes: O estudo permitiu gerar dados significantes sobre a
frequéncia de HLA-DQ2.5, -DQ2.2, e -DQ8 em grupo populacional representativo de
pacientes celiacos e controles do Distrito Federal, Brasil, e estabelecer um gradiente de
risco baseado em alelos HLA-DQ aplicavel a populacéo brasileira.

Palavras chaves: Doenca Celiaca, Genética, Risco Genético, HLA-DQ2.5, HLA-
DQ2.2, HLA-DQS8, Frequéncia
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2. ABSTRACT

Introduction: Celiac Disease (CD) development is strongly related to HLA-DQZ2.5,
HLA-DQ2.2 and HLA-DQ8 genotypes. In Brazilian population, few studies have
described the frequency of these genotypes. All of them have just used few cases and no
clinical use was attributed to this information. DC is unlikely in people without
predisposing genotypes. In order to establish the frequency of HLA-DQ predisposing
alleles to CD and a risk gradient related to HLA-DQ, this case-control study was
developed. Methodology: 237 celiac and 237 controls were tested to IgA-htTG and
IgA-EMA (both groups with 164 females and 73 males). All of them were genotyped
for CD predisposing genotypes/alleles HLA-DQ by gPCR and commercial kit. HLA-
DQ2.5, -DQ2.2 and -DQ8 frequencies were compared between celiac and controls
(Fisher exact test and qui-squared test). The results were significant when p<0.05. The
risk were assigned using 1:N representation, according to each HLA-DQ category
described. Results: qPCR results were 100 % concordant with the commercial kit
results. HLA-DQ2.5 and/or HLA-DQ8 were detected in 224 patients (94.5 %) and in 84
controls (35 %). HLA-DQ2.2, without another CD HLA-DQ, were detected in eight
celiac (3.4 %) and 38 controls (16 %). HLA-DQ2.5, without HLA-DQ8 were detected
in 178 celiac (75.1 %) and 38 controls (16 %). Isolated HLA-DQ8 were present in ten
celiac (4.2 %) and 36 controls (15.2 %). Five celiac (2.1 %) and 115 controls (48.4 %)
had o5 (DQA1*05), a8 (DQA1*03) or no CD HLA-DQ. Genetic risk ranged from 1:7
to 1:3014 with HLA-DQ2.5/DQ2.5, HLA-DQ2.2/DQ2.2 and HLA-DQ2.5/DQ8 being
the major CD risk factors. Even though HLA-DQ2.2 showed a low CD risk of 1:251
(homozygosis) and 1:550 (heterozygosis with HLA-DQ different from HLA-DQ2.5 and
HLA-DQ8), when associated with HLA-DQ2.5 it showed a second highest CD risk of
1:10 (p < 0.0001). Conclusions: This study enables us to show the frequency of
genotypes HLA-DQ2.5, -DQ2.2, -DQ8 in a representative population group of celiac
patients and controls in the city of Brasilia (Brazil) and surroundings (DF) and to
establish a risk gradient based on HLA-DQ profile applicable to the Brazilian
population.

Key Words: Celiac Disease, Genetics, Genetic Risk, HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 and
HLA-DQS8, frequency.
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3. INTRODUCAO

3.1. Histoérico

A DC tem relato histoérico bem antigo, que remete aos primeiros séculos depois
de Cristo (dC) (TACK et al., 2010), sendo que primeira descricdo de uma doenca
similar a DC foi feita por Aretaeus da Capaddcia no século 1l dC (TEKINER, 2014).
Entretanto, nenhuma associagdo foi feita entre os sintomas descritos por Aretaeus e 0
consumo de trigo e/ou outros cereais na época (TOMMASINI et al., 2011).

Em 1888, um pediatra inglés chamado Samuel Gee (1839-1911) voltou a
descrever, com mais detalhes, os sintomas classicos dessa desordem. Esta doenca foi
denominada “afec¢do celiaca”, pois foi baseada no termo grego “koiliakos” que
significa sofrimento intestinal (LOSOWSKY, et al., 2008). Entretanto, Samuel Gee nédo
conseguiu identificar o que causava a entdo denominada afeccéo celiaca (TOMMASINI
etal., 2011).

Em 1949 o pediatra holandés Wilhelm Karel Dicke, durante o periodo de
escassez de alimentos na Holanda provocado pela Il guerra mundial, observou que a
auséncia de cereais na dieta da populacdo levou os pacientes celiacos a melhora clinica.
Em 1950, Dicke e colaboradores sugeriram que o efeito danoso causado em paciente
com DC era produzido por uma desconhecida substancia presente na farinha de trigo e
chamou esta substancia de “fator do trigo”. (AURICCHIO; TRONCONE, 1996;
LOSOWSKY et al., 2008).

3.2. Doenca Celiaca (DC)

A doenca celiaca (DC) é caracterizada como uma doenca autoimune do aparelho
digestivo com manifestacGes sistémicas. Possui alta morbidade e, se ndo tratada, pode
levar a obito. A DC afeta cerca de 1% da populacdo mundial e é predominantemente
encontrada em individuos com descendéncia européia (van HEEL; WEST, 2006). A
manifestacdo da DC esta relacionada a presenca dos alelos HLA do Complexo Principal
de Histocompatibilidade de Classe Il (MHC-II) que codificam os heterodimeros HLA-
DQ2 e HLA-DQS8 e a ingestdo do gluten, uma proteina presente no trigo e/ou proteinas
similares do centeio e da cevada (DI SABATINO; CORAZZA, 2009). A manifestagédo
da doenca varia desde sinais e sintomas classicos, tais como diarreia, perda de peso,
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distensdo abdominal e flatuléncia, até a auséncia de sinais e sintomas que possam ser
correlacionados a presenca desta doenca (GUANDALINI; ASSIRI, 2014). As
mudancas observadas no padrdo histologico das vilosidades intestinais s&o consideradas
padrdo ouro para o diagnostico da DC. Entretanto, novos critérios foram estabelecidos
para seu diagnéstico e sugerem a ndo realizacdo de bidpsia intestinal, caso esses
critérios sejam preenchidos (HUSBY et al, 2012). O padrdo histoldgico de bidpsia
intestinal de celiacos inclui: infiltracdo de linfocitos na mucosa intestinal, hiperplasia de
criptas e atrofia vilositaria (GREEN; CELLIER, 2007). Atualmente, o Unico tratamento

adotado consiste em uma dieta livre de glaten e proteinas relacionadas.

3.3. Sinais e sintomas

A doenca celiaca pode aparecer em qualquer periodo da vida, afetar individuos
de qualquer etnia e afetar, como manifestacdo extragastrointestinal, qualquer érgdo. O
quadro clinico classico da DC é caracterizado pelos seguintes sintomas
gastrointestinais: diarreia cronica com perda de peso, dor abdominal recorrente,
flatuléncia, distensdo abdominal, esteatorréia, constipacdo, baixa absorcéo de nutrientes
além de fadiga (DI SABATINO; CORAZZA, 2009). Os problemas gastrointestinais
classicos sdo mais comuns em criancas do que em adultos e incluem, com mais
frequéncia, diarreia cronica e distensdo abdominal (GUANDALINI; ASSIRI, 2014).

As manifestacBes extragastrointestinais podem ser: anemia por deficiéncia de
ferro resistente ao tratamento oral, osteopenia e/ou osteoporose (FREEMAN, 2008),
aftas recorrentes, depressdo e problemas neuroldgicos (HOPPER et al., 2007). Dentre as
autoimunidades associadas a DC podemos citar: dermatite herpetiforme (COLLIN;
REUNALA, 2003), diabetes melitus tipo 1, tireoidite de Hashimoto, sindrome de
Sjogren (GREEN et al., 2001; SANDERS et al., 2002). Também foram evidenciados
individuos celiacos com sintomatologia minima, restrita a um leve desconforto
abdominal e mal-estar indefinido, com diarréia ocasional (GREEN; CELLIER, 2007),
até auséncia total de sintomatologia (VERECKEI et al., 2011). A tabela 1 apresenta 0s

principais sinais e sintomas e doencas associadas a DC.
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Tabela 1 — Principais manifestaces gastrointestinais e ndo gastrointestinais encontradas
em celiacos sintomaticos e principais autoimunidades e doencas genéticas associadas

Celiacos

Sinais e sintomas Gastrointestinais

Autoimunidades associadas

- Dor e distens&o abdominal
- Diarréia

- Perda de peso

- Constipacao

- Esteatorréia

- Baixa absorcao de nutrientes

- Dermatite Herpetiforme

- Diabetes Mellitus do Tipo |
- Hipertireoidismo

- Sindrome de Sjogren

- Lupus

- Doenca de Addison

ManifestacOes ndo gastrointestinais

Doencas genéticas associadas

- Deficiéncia de crescimento

- Anemia por deficiéncia de ferro ndo
responsiva a terapia oral

- Osteoporose/osteopenia/baixa massa
0ssea

- Depresséo e problemas neuroldgicos
- Baixa estatura

- Infertilidade (em mulheres)

- Sindrome de Down

- Sindrome de Turner

- Sindrome de Williams

3.4. Associacdo com Doengas Autoimunes

As doencas autoimunes mais comumente encontradas em concomitancia com a

DC estdo associadas com o sistema endocrino, que sdo: Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMI)

e doencgas autoimunes na tiredide.

A presenca do DM1 tem sido relatada em criancgas celiacas e também em adultos

celiacos e seu aparecimento geralmente precede ao aparecimento da DC (REILLY et al,
2012). A prevaléncia de DC entre os pacientes com DM1 é estimada em
aproximadamente 4% (AGGARWAL et al., 2012) podendo chegar até 10% (SALARDI
et al. 2008). Tanto a DC como a DM1 compartilham os alelos MHC de classe 11 que
codificam os genoétipos HLA-DQ2 e HLA-DQ8, ambos importantes para o inicio da
resposta
(CAMARCA et al., 2012).

A DC também tem sido diagnosticada entre pacientes com processos autoimunes

imunoldgica, que reside principalmente na apresentacdo antigénica
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na tireoide (tireoidite de Hashimoto e doenca de Graves) com prevaléncia maior que a
relatada para a populagdo geral (CH’NG et al, 2007). E possivel que outros genes fora
da regido do MHC de classe Il predisponham para a coexisténcia da DC e doencas
autoimunes da tireoide, como, por exemplo, o gene que codifica a molécula CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) (HUNT et al, 2005).

3.5. Associacdo com Sindromes Genéticas

As doencas genéticas que sdo encontradas maior associacdo com a DC sdo:
Sindrome de Down, com prevaléncia de DC em torno de 6 % (CARCINER et al., 2001;
ZACHOR et al., 2000) e Sindrome de Turner (ST) (BONAMICO et al., 2002) com
prevaléncia em torno de 3,6 - 6 % (DIAS et al.,, 2010; BONAMICO et al., 2002),
Pacientes com ST possuem de 2 a 5 x mais risco de desenvolver a DC quando

comparado com populagdo geral (MaRILD et al., 2016).

3.6. Prevaléncia

A DC era diagnosticada com base na apresentacdo de sitomatologia classica, no
entanto casos atipicos e assintomaticos permaneciam sem diagndstico ou seus sintomas
eram tratados como manifestacdes de outras doengas. A DC é uma doenca autoimune
comum e com prevaléncia mundial relatada de 1 %, embora a real prevaléncia da DC
seja heterogénea dentre as varias etnias espalhadas pelo mundo. E estimado que a
frequéncia da DC pode ter aumentado de 4 a 5 vezes nos ultimos 50 anos (RUBIO-
TAPIA et al.,, 2009). Os fatores que contribuiram para esse aumento de casos
diagnosticados estdo relacionados com: o nivel de conhecimento sobre a DC, o
surgimento de exames com alta sensibilidade e especificidade (HILL, 2005), mudancas
dos habitos alimentares que envolvem dietas com gliten desde os primeiros meses de
vida, dentre outros (CATASSI et al., 2014).

3.6.1. Prevaléncia Européia
Em paises do norte da Europa e Estados Unidos, a prevaléncia da DC em

populacéo geral é de aproximadamente 1 % (MUSTALAHTI et al, 2010; FASANO et

al., 2003). Diferencas na prevaléncia entre paises como Finlandia (2,4 %), Alemanha
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(0.3 %) e Italia (0.7 %) foram relatadas (MUSTALAHTI et al. 2010). Na Suécia foi
relatado epidemia de DC no periodo de 1985 a 1987 acompanhada de forte declinio da
incidéncia desta doenca em 1995 (IVARSSON et al., 2000). Entretanto a prevaléncia
nessa regido ainda é alta (3 %) (MYLEUS et al., 2009). Na Espanha foi relatada
prevaléncia de DC de 1:389 (0,26 %) (RIESTRA et al., 2000), entretanto ela pode ser
ainda maior (CILLERUELLO et al., 2014).

3.6.2. Prevaléncia no Oriente Médio e Norte da Africa

Esta regido é conhecida como o “ber¢o” da atividade agricola, onde o cultivo de
cereais contendo glaten (trigo e centeio) tenha se iniciado ha pelo menos 10.000 anos
atras (SHEWRY, 2009). Visto que os genotipos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 estdo
amplamente distribuidos nas popula¢des desta regido, e que o consumo de gluten era e é
frequente nesta regido, considera-se que a prevaléncia da DC em paises do Oriente
Médio e Norte da Africa esteja subestimada. E estimado que a prevaléncia de DC na
regido do Oriente Médio varie de 0,14 % a 1,17 % em populacdo geral (BARADA et
al., 2010). Estudo na Turquia revelou prevaléncia de 0,47 % em pacientes confirmados
por bidpsia dentre 20,190 crian¢as saudaveis (DALGIC et al., 2011), sendo que esta
prevaléncia pode ser ainda maior (CATASSI, 2011), no Ir& a prevaléncia varia de 0,60
% a 1,10 % (EMAMI et al., 2008).

Em paises do Norte da Africa foi relatada a maior prevaléncia de DC encontrada
no mundo até agora. Uma populagdo que vive como refugiados no deserto do Saara, na
Argélia, e com alto indice de consanguinidade, possui prevaléncia de DC de 5.6 %
(CATASSI et al., 1999). Tal fato pode ser explicado, dentre outras razdes, pela alta
frequéncia de um dos gen6tipos que mais predispde & DC (HLA-DQ2) (LOPEZ-
VAZQUEZ et al, 2004) e por fatores ambientais que incluem, principalmente, dieta rica
em alimentos que contém gluten em decorréncia da mudanca de habitos alimentares
provenientes de ajudas humanitarias na regido (RATSCH; CATASSI, 2001). Egito e
Tunisia tem prevaléncias que variam de 0,24 % a 0,64 % (ABU-ZEKRY et al, 2008;
HARIZ et al., 2013; HARIZ et al., 2007).

3.6.3. Prevaléncia na Asia e Oceania

Paises como Autralia, Israel, Nova Zelandia e Turquia tem prevaléncia variando
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entre 0,1 % até 2 % (CUMMINS; ROBERTS-THOMPSON, 2009; SINGH et al, 2016).
Pacientes celiacos confirmados por bidpsia somam 0,5% da populagdo da Asia, de
acordo com revisdo sistematica e meta-analise realizada por Singh e colaboradores
(2016). Alguns estudos em paises como a Malasia, China, Japdo e Singapura sugerem a
existéncia da DC nestas regides (MAKHARIA, 2015).

3.6.4. Prevaléncia na América do Norte e América Central

Estudo de prevaléncia feito na populacdo geral dos Estados Unidos da Ameérica
(EUA) mostram prevaléncia que de 0,71 % até 0,75 % (RUBIO-TAPIA et al., 2012;
FASANO et al., 2003), evidenciando que a DC é tdo comum nos EUA quanto em paises
europeus de maioria caucasiana (WEST et al., 2003). E estimado que no Canadé exista
prevaléncia similar aquela relatada para a populacdo caucasiana (1 %) (FEDORAK et
al., 2012). No Mexico, foi estimada prevaléncia de DC de 2,6 % (REMES-TROCHE et
al., 2006), entretanto dados mais robustos precisam ser gerados para se estimar a real
prevaléncia da DC entre populacéo geral do México (PENA; CRUSIUS, 2015).

3.6.5. Prevaléncia na América do Sul

Vaérios estudos sobre prevaléncia de DC foram realizados no Brasil, nos mais
diferentes grupos. Estes estudos demonstraram que a prevaléncia de DC varia de 0,84 %
até 0,15 % (MELO et al., 2006; OLIVEIRA al., 2007; PEREIRA et al., 2006; PRATESI
et al., 2003; GANDOLFI et al, 2000). Esta heterogeneidade de prevaléncia pode ter,
dentre outras raz@es: variabilidade genética dos grupos estudados, selecdo de pessoas
(populagdo geral, grupos de risco e doadores de sangue), exames sorologicos
empregados e variabilidade inter e intralaboratorial (CATALDO; MONTALTO, 2007).
Em Brasilia a prevaléncia encontrada em populacao geral foi de 0,34 %, sendo 0,21 %
em adultos e 0,54 % em criangas (PRATESI et al., 2003). Na Argentina o indice de
prevaléncia foi estimado em 0,6 % (GOMEZ et al., 2001) e na Colémbia é estimado
que a prevaléncia da DC esteja entre 0,46 % e 0,64 % (PARRA-MEDINA et al., 2015).

Venezuela e Peru carecem de dados mais concisos sobre prevaléncia da DC.
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3.7. Imunopatologia

A DC é uma enteropatia desencadeada pela ingestdo do glaten em individuos
geneticamente predispostos. Esta proteina é encontrada de forma abundante em cereais
como trigo, centeio e cevada. Para que o processo imunoldgico seja estabelecido,
peptideos do gluten gerados pela protedlise intestinal alcancam a lamina propria
intestinal e sdo reconhecidos e apresentados por células apresentadoras de antigenos
(APCs) a linfocitos T via moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade de
classe Il (MHC-II) (SOLLID; LIE, 2005; ABADIE et al., 2011). Esses heterodimeros
sdo chamados de Antigeno Leucocitario Humano (HLA — sigla em inglés) e pertencem
ao loco HLA-DQ presente no cromossomo 6. Os genétipos que estdo fortemente
associados ao inicio da resposta imunoldgica desencadeada pelo gluten sdo: HLA-
DQ2.5, HLA-DQ2.2 e HLA-DQ8 (GUANADALINI et al., 2014; DI SABATINO E
CORAZZA, 2009; KARELL et al, 2003). Sabe-se que os gendétipos HLA-DQ2.5, HLA-
DQ2.2 e HLA-DQ8 sdo necessarios mas nao suficientes para o desenvolvimento da DC,
visto que mais de 30% da populacdo geral mundial possuem os referidos genotipos e
apenas de 3 a 5% irdo desenvolvé-la (VAN HEEL et al., 2007; LIU et al., 2005;
SOLLID; LIE, 2005).

3.7.1. Gliten — “Gatilho ambiental de desenvolvimento da DC”

O glaten é um termo genérico que engloba a maioria das proteinas que compdem o
endosperma de gréos do trigo (gliadinas e gluteninas), centeio (secalinas) e cevada
(hordeinas). Proteinas encontradas na aveia tém sido classificadas como nao
imunogénicas para a maioria dos pacientes com DC (KOSKINEN et al., 2009;
RASHID et al., 2007), entretanto ainda ha controvérsias se esse cereal deva ou néo ser
excluido da dieta de pacientes (COMINO et al., 2016). O glaten é rico em residuos de
aminoéacidos glutamina e prolina, fato que dificulta sua protedlise completa por meio da
acdo de enzimas digestivas gastricas, pancredticas e da borda em escova (tanto em
pessoas saudaveis como em pacientes celiacos) (LEBWOHL et al., 2015; DI
SABATINO e CORAZZA., 2009; SHAN et al., 2002). Os fragmentos peptidicos
gerados pela acéo das enzimas digestivas sdo capazes de atravessar o epitélio intestinal
e alcancar a lamina propria, onde sdo reconhecidos e desaminados pela enzima

transglutaminase tecidual 2 (tTG2) (figura 1), principal auto-antigeno presente na DC
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(DIETERICH et al., 1997). Bactérias pertencentes a microbiota intestinal também
podem agir na protedlise do gliten aumentando ou reduzindo o potencial imunogénico
dos peptideos desta proteina (CAMINERO et al., 2016).

A minoria desses fragmentos tem potencial de gerar resposta inflamatoria em
pacientes celiacos (ANDERSON et al., 2000; TYE-DIN et al., 2010). Dentre eles, se
destacam as gliadinas (DE RE et al., 2013). Mais de cem peptideos foram descritos para
esta classe de subprodutos do gluten (DI SABATINO e CORAZZA, 2009), dentre as
quais se destaca um peptideo imunodominante de 33 residuos de aminoacidos chamado
de 33-mer (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) cujos residuos de
glutamina (Q) sdo desaminados pela tTG2 a acido glutdmico (E) em determinadas
posicdes deste peptideo (Figura 1), atribuindo, assim, carga parcial negativa a estes
residuos (SHAN et al., 2002, QIAO et al., 2004). Alguns fragmentos peptidicos
classificados como gluteninas (presentes no trigo) também possuem potencial
imunogénico, além das secalinas (centeio) e hordeinas (cevada) (DI SABATINO e
CORAZZA, 2009). As modificacbes quimicas geradas pela acdo da enzima tTG2 nos
peptideos descritos acima, aumentam a afinidade de ligacdo destes antigenos com as
moléculas de MHC de classe 1l HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em células apresentadoras de
antigenos (APC) (Figura 1).
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Antigeno Peptideos do Gliten
Ghutamina (Q) Acido Glutamico (E)
H \ '? ’/O H N\ '? /,O
’N_CI:—C‘ ,N—$_C\
H OH 2+
Modificacio CH 5 SRS H C H2 OH
pos-traducional Cl H. — é H.
— Desaminagao -
7/ C\\ C \
HN O 0 0
Carga neutra Carga negativa

HLA-DQ2
MHC-II complexado
com peptideos do
gliten desaminados

HLA-DQS

Figura 1 — Fragmentos y-gliadina ligados nas fendas P1, P4 e P9 do HLA-DQ2 e DQ8. Fonte:
Adaptado de Abadie et al. (2011) e Qiao et al., (2009).

3.7.2. Processo Imunopatolégico

Os fragmentos gerados pela protedlise do gluten atravessam a membrana epitelial do
intestino delgado (SCHUMANN et al., 2008; MATYSIAK-BUDNIK et al., 2008) e
alcancam a lamina prépria por dois mecanismos distintos. Via transcelular: anticorpos
da classe IgA secretadas no limen do intestino, opsonizam peptideos imunogénicos do
gluten (ex: peptideo 33-mer) e se ligam ao receptor transferrina - CD71. Este complexo
anticorpo-peptideo/glaten-CD71 € carreado por dentro da célula em direcdo a lamina
prépria (MATYSIAK-BUDNIK et al., 2008; HEYMAN e MENARD, 2009). Esse
processo é estimulado pela citocina pro-inflamatoria interferon gamma (IFN-y)
(SHUMANN et al., 2008); Via paracelular: os enterdcitos, ao entrarem em contato com
fragmentos do gluten, tem a expressao do gene MyD88 ativado promovendo a formacéo
de uma proteina chamada zonulina. Essa proteina induz a perda da juncdo de adeséo
celular pelos enterdcitos e consequente aumento da permeabilidade ndo seletiva da
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mucosa intestinal. Esse processo favorece a entrada de peptideos do gliten na lamina
propria (WANG et al., 2000; LAMMERS et al., 2008; FASANO, 2012)

Ao reconhecerem 0s peptideos provenientes do glaten e também o complexo tTG2-
Glaten, as APCs, na lamina prépria, adquirem fendtipo pro-inflamatério (Abadie et al.,
2011). Estes peptideos sdo processados em APCs e apresentados como antigenos, via
molécula MHC-11 (HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8), a linfocitos T CD4" nos linfonodos
mesentéricos. A forte associacdo da DC com alelos HLA-DQ evidenciam o papel
central dos linfécitos T CD4" na patogénese da DC (TOLLEFSEN et al., 2006). A
presenca destes antigenos induz as APCs a produzirem a citocina pré-inflamatoria
interferon alfa (IFN-a), que induzird outras APCs a desenvolverem um perfil pro-
inflamatorio mantendo os linfécitos T CD4 ativos. A citocina IFN-a esta presente em
grande quantidade na mucosa de pacientes celiacos quando comparada a de controles
(DI SABATINO, 2007; MONTELEONE et al., 2001) o que corrobora sua importancia
na manutencdo do processo inflamatério. Os linfécitos T CD4" reconhecem os
antigenos provenientes do glaten e aqueles gerados a partir do processamento do
complexo tTG2-Gluten pela APC, via molécula de MHC-1I (HLA-DQ2 e/ou HLA-
DQ8). Esse reconhecimento ativa estes linfocitos induzindo-os a producdo de citocinas
pré-inflamatorias (ex: IFN-y e interleucina 21 — IL-21 — sdo produzidas em abundancia)
(MONTELEONE et al., 2004; BOOD, 2010). Estas citocinas atuardo na ativacao de
células T helper do tipo 1 (TH1) que juntamente com as metaloproteinases de matrix,
auxiliam no processo de destruicdo dos enterdcitos no intestino delgado (apoptose e
atrofia vilositaria). As células TH1 migram para linfonodo mesentérico e induzem a
maturacio de células T CD4" virgens em células T CD4" efetoras aumentando assim o
processo inflamatorio e o dano tecidual observado na mucosa do intestino de pacientes
celiacos (Figuras 2 e 4). Essas mudancas histoldgicas na mucosa do intestino delgado de
pacientes celiacos podem levar a sindrome de ma-absorcdo intestinal (SOLLID, 1993).

A DC esta associada com resposta imunologica mediada pelas imunoglobulinas
de classe A (IgA) e/ou imunoglobulina de classe G (IgG) contra fragmentos protéicos do
gluten e contra a enzima tTG2 por células B (GREEN; CELLIER, 2007). APCs e
células B podem reconhecer e internalizar o complexo tTG2-gluten e apresentar partes
dessas proteinas via moléculas de MHC-11 HLA-DQ2 e HLA-DQ8 a células T CD4",
Estas liberam citocinas que estimulam as células B a expansdo clonal e diferenciacdo
em plasmacitos especializadas na producéo de anticorpos contra peptideos do glaten e
contra a enzima tTG2 (CICCOCIOPPO et al., 2005; DI SABATINO E CORAZZA,
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2009; ABADIE et al., 2011). Anticorpos da classe IgA se tornam circulantes na corrente
sanguinea e podem se depositar na mucosa intestinal subepitelial (KORPONAY-
SZABO, 2004), seu a funcdo dos anticorpos anti-glaten e anti-tTG2 na lesdo observada
na mucosa intestinal de pacientes celiacos ainda precisa ser esclarecida (ABADIE et al.,
2011) (Figura 4).

O tipico dano tecidual observado em pacientes celiacos (atrofia vilositaria)
(Figura 4) também é desencadeado por linfocitos T CD8" e células natural killers (NK)
que migram para a mucosa intestinal e induzem os enterocitos a apoptose. Estas células
sdo recrutadas pela acdo da interleucina 15 (IL-15) que atua de forma pleiotropica sobre
células do sistema imune inato e adaptativo sendo que sua expressdo é influenciada pela
sinalizacdo do sistema imune inato (ABADIE e JABRI, 2014). A IL-15 € produzida por
células epiteliais ou por macréfagos em resposta a algum estimulo externo e contribui
de forma notavel no processo imunoldgico observado na DC (DI SABATINO et al.,
2005).
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Figura 2 — Modelo imunopatoldgico da DC mostrando a integracdo de células e genes descritos
por Genomic Wide Association (GWAS) com 0s passos imunopatoldgicos descritos para a DC.
Genes associados com a DC (GWAS) estdo listados em vermelho nas posicdes onde
desempenham sua funcdo no processo inflamatdrio. Fonte: Adaptado de Abadie et al., 2011.
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3.8. Diagnostico da DC

Até a década de 1950 o diagnostico da DC se baseava em sinais clinicos
sugestivos de problemas de ma-absorcdo e em sintomatologia classica. Com o advento
de técnicas de biopsia intestinal (capsula de Crosby; endoscopia) o diagndstico ficou
mais preciso. A Sociedade Européia de Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo
Pediatrica (European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition - ESPGHAN) propbs a realizagdo de testes soroldgicos para triagem e
realizacéo de biopsia intestinal para confirmar o diagnéstico da DC (WALKER-SMITH
et al., 1990)

A partir de meados de 2012, Husby et al. (2012) estabeleceram novo protocolo
para diagnostico da DC, sugerindo substituicdo do guia proposto por Walker-Smith et
al., (1990). Husby et al., (2012) propuseram que, para diagnostico da DC, é necessario
se basear na sintomatologia do paciente e no resultado do teste IgA anti-
transglutaminase, cujo resultado deve ser 10x maior que os valores de referéncia para o
Kit utilizado, ter anti-endomisio positivo e possuir os alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8.
Caso o paciente preencha esses critérios, o diagnéstico de DC pode ser feito sem a
necessidade da bidpsia intestinal. Em pacientes assintomaticos, o diagndstico de DC ¢
baseado em sorologia positiva e bidpsia intestinal, além dos testes genéticos. O objetivo
é reduzir o desconforto e ansiedade gerado pela bidpsia e pela espera do resultado
(HUSBY et al.,, 2012). Alessio e colaboradores (2011) sugerem que, em €asos
selecionados, uma bidpsia intestinal pode ser evitada naqueles pacientes com alta
positividade no teste IgA-tTG2 e que tiveram positividade no teste IgA-EMA o0 que
reforca o guia de diagnostico proposto por Husby e colaboradores (2012).

3.8.1. Sorologia

A presenca de anticorpos especificos gerados no processo imunopatologico da
DC pode ser detectada por meio de exames soroldgicos: anticorpos anti-
transglutaminase humana 2 (IgA ou 1gG-htTG), anticorpos IgA e IgG anti-endomisio
(IgA ou IgG-EMA) (CHORZELSKI et al., 1983) (figura 3) e mais recentemente foi
desenvolvido teste sorologico para detectar a presenca de anticorpos anti-gliadina
desaminada (LUDVIGSSON et al., 2013; VOLTA et al., 2010; LAMMI et al., 2015). A
associacao de sinais e sintomas do paciente com o resultado destes testes soroldgicos,
andlise genética e bidpsia intestinal podem confirmar ou afastar o diagnéstico de DC.
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Figura 3 — Cortes criostaticos transversais de eséfago de macaco Rhesus fixados em lamina
(Inova Diagnostics, Werfen company) e incubados com soro sanguineo (dilui¢cdo 1:5 em tampéo
PBS) para deteccdo de anticorpos IgA ou 1gG. Anticorpos anti-IgA ou anti-lgG humano
marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) evidenciam os anticorpos do paciente. A
lamina é observada em microscopia de fluorescéncia, permitindo observar: A — Endomisio
negativo (setas) evidenciando a auséncia de anticorpos IgA anti-endomisio neste paciente. B —
Endomisio positivo (setas) evidenciando a presenca de anticorpos IgA anti-endomisio neste
paciente. Aumento: 400x. Fonte: Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias — Faculdade de
Medicina — UnB (LABIBC/FM)

3.9. Patologia

Os achados histoldgicos classicos da DC séo: inflitragdo linfocitaria na mucosa
das vilosidades intestinais, hiperplasia de criptas e atrofia vilositaria (figura 4). Essas
caracteristicas foram descritas inicialmente pelo médico fisiologista John W. Paulley em
1954. Michael N. Marsh e colaboradores (1992) revisaram e organizaram os achados
histol6gicos compativeis com a DC promovendo uma classificacdo para os graus de
dano tecidual observado na mucosa intestinal de pacientes celiacos. Classificaram em
Marsh 0 (mucosa com vilosidades normais) Marsh 1 (lesdes infiltrativas na mucosa
intestinal) Marsh 2 (lesbes hiperplésicas com infiltracdo linfocitaria) Marsh 3 (a, b e ¢)
(atrofia vilositaria parcial ou total). Entretanto essa classificacdo foi modificada por
Oberhuber e colaboradores (1999) e ¢, ainda hoje, a mais aceita entre médicos clinicos e
patologistas (Tabela 2 e Figura 4). Outros autores tém sugerido novas classificagdes
para as lesbes intestinais observadas em pacientes celiacos (CORAZZA; VILLANACI,
2005; ENSARI, 2010).
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Tabela 2 — Esquema simplificado de classificagdo histopatoldgica de bidpsias intestinais
de pacientes com DC

Corazza & Villanaci,

March, 1992 Oberhuber et al., 1999 2005 Ensari, 2010
Tipo 0 — Normal Tipo 0 — Normal Normal Normal
Tipo 1 — Infiltragdo Tipo 1 — Infiltracéo Grau A- Infiltragdo Tipo 1 — Infiltragdo
linfocitaria linfocitaria linfocitaria linfocitaria
Tipo 2 - Descartado — Descartado —

Hiperplasia de
Criptas

Tipo 3 — Atrofia

Vilositaria

Tipo 4 — Les&o

destrutiva

Tipo 2 — Hiperplasia
de Criptas

Tipo 3: Atrofia
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Figura 4 — Biopsias de mucosa intestinal evidenciando a progressdo das mudancas que ocorrem
nas vilosidades intestinais. De acordo com a classificacdo Marsh-Oberhuber: Normal 0 = Marsh
0 ou Normal; Infriltrativo 1 — Marsh 1 ou Tipo I; Hiperplasico 2 = Marsh 2 ou Tipo 2; Atrofia
3a, 3b e 3c — Marsh 3 ou Tipo 3, se referem a progressdo das lesfes mais severas que acometem
a mucosa intestinal de pacientes celiacos. Adaptado de Rivera et al., 2013.
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3.9.1. Tratamento proposto para DC

O tratamento se baseia na dieta isenta de gluten e proteinas relacionadas
(TOMMASINI et al., 2011; HUSBY et al., 2012). Entretanto, dificuldades de adesédo a
dieta e de socializacdo tem sido relatadas (GUANDALINI; ASSIRI, 2014). Novos
tratamentos tém sido sugeridos e ainda estdo em fase de testes. Dentre eles esta o uso da
enzima prolil endopeptidase (PEP) extraido da bactéria Flavobacterium
meningosepticum (SHAN et al., 2002) com potencial de degradar fragmentos
imunogénicos do glaten (MATYSIAK-BUDINIK, 2008) e imunizacdo através de
vacina (Nexvax2®-lmmusanT) que foi desenvolvida para sensibilizar pacientes que
possuam o gen6tipo HLA-DQ2.5 (SOLLIS, 2015).

3.10. Genética, Imunogenética e Doenca Celiaca

A DC se manifesta em consequéncia do encontro entre um gatilho ambiental
(gluten e proteinas similares) e um perfil genético predisponente a DC (DI SABATINO
E CORAZZA, 2009, WOLTERS; WUNIMENGA, 2008). O perfil genético esta
fortemente associado a genes HLA do MHC-II, evidenciado pela forte concordéncia da
presenca de DC entre gémeos monozigéticos (83% a 86%) quando comparado com
gémeos dizigoéticos (17% a 20%) (GRECO et al., 2002; NISTICO et al., 2006).

3.10.1. Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)

Aregido do MHC possui mais de 4 megabase (Mb) de extensdo, esta presente na
regido 6p21.32 do brago curto do cromossomo 6, e possui mais de 220 genes (HORTON
et al. 2004). A maioria deles, incluindo os genes do Antigeno Leucocitario Humano
(HLA), esta relacionada com a sintese de proteinas com fungéo no sistema imunologico.
O MHC é uma das regiBes mais ricas em genes dentro do genoma humano. Os
principais genes de interesse nesta regido sdo os genes HLA, cujas proteinas estdo
relacionadas com a resposta imunoldgica contra microorganismos e com 0 processo de
rejeicdo em trasnplante de células e oOrgdos. Estes genes HLA sdo altamente
polimorficos (ROBINSON et al., 2011; SHIINA et al., 2009). A regido do MHC é
dividida em trés classes, MHC de classe | (MHC-I), de classe Il (MHC-I1) e de classe
11 (MHC-II1) sendo que os genes HLA estdo localizados nas regibes de MHC-I1 e
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MHC-II (MARSH et al., 2010). Os genes HLA mais polimdrficos estdo associados a
regido de MHC-1 (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e aqueles associados a regido de MHC-II
(HLA-DRB1, -DQB1 e DPB1) (MAYOR et al., 2015).

As moléculas de MHC-I sio formadas por uma cadeia a, produzida pela
expressao dos genes HLA, em MHC-I, e por uma cadeia B, produzida pela expressao do
gene PB2-microglobulina produzida por um gene no cromossomo 15. As moléculas de
MHC-II sdo formadas por uma cadeia a e por uma 3, ambas produzidas pela expressao
de genes HLA diferentes na regido do MHC-I1I. Esses genes sdo nomeados DM, DO,
DP, DQ e DR. A primeira letra (D) dos referidos nomes indica que o gene pertence a
regido MHC-I11, a segunda (M, O, P, Q e R) indica a familia a que 0 gene pertence e a
terceira letra a cadeia que esse gene codifica, se é a cadeia alfa (A) ou a beta (B)
(KLEIN; SATO, 2000). O gene DQB, por exemplo, esta na regido de MHC-II e codifica
a cadeia p de uma molécula de MHC-II.

Para distinguir os alelos de cada gene HLA, nomenclarura de quatro digitos foi
sugerida (BODMER et al. 1989). Atualmente, é utilizada quantidade de digitos que seja
necessaria para discernir os alelos que tém sido encontrados em determinados genes
HLA. Os primeiros dois digitos indicam a familia de alelos, o terceiro e o quarto digito

indicam a ordem em que esses alelos foram descobertos (MARSH et al., 2010).

3.10.2. Alelos HLA-DQ predisponentes a DC

A primeira descrigdo de associagéo entre a DC e alelos HLA foi feita em 1972
por Falchuk e colaboradores (1972) quando foi identificado a molécula de MHC-I
sorologicamente denominada HLA-B8 como responsavel pelo processo imunoldgico
desencadeado na DC. Posteriormente, em 1989, Sollid e colaboradores fizeram a
primeira descri¢do da associagdo dos alelos HLA-DQA1*05 e DQB1*02 que codificam
molecula de MHC-II sorologicamente denominada HLA-DQ2. Posteriormente, foi
identificado que pacientes celiacos que ndo possuiam HLA-DQ2 tinham HLA-DQ8
(SPURKLAND et al., 1992; SPURKLAND et al., 1997). A partir de entdo, foi
identificado forte associagdo entre portadores de DC e a presenca de alelos DQA1L e
DQB1 que codificam as moléculas de MHC-II sorologicamente denominadas HLA-
DQ2 e HLA-DQ8 (KARELL et al., 2003; MEGIORNI et al., 2009). Para simplificar e
tornar mais pratico a analise dos alelos predisponentes a DC, foi adotada a nomenclatura
soroldgica para se referir & presenca dos alelos predisponentes & DC (KARELL et al.,
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2003), sendo elas HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 e HLA-DQS.

As subunidades proteicas a ¢ B da molécula de MHC-II HLA-DQ2.5, séo
codificadas pela expresséo dos alelos DQA1*05 e DQB1*02, respectivamente, seja em
Cis ou em Trans. HLA-DQ2.5 aparece em aproximadamente 95% da populacéo celiaca
européia. Quando os alelos que compde HLA-DQ2.5 estdo agrupados em apenas um
dos cromossomos do par 6, chamamos esse arranjo Cis. Neste arranjo, tais alelos séo
comumente encontrados juntos no haplétipo DR3-DQ2.5 que é composto pelos
seguintes alelos HLA: DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 (Figura 5). Quando 0s
alelos que compde HLA-DQ2.5 estdo separados, cada um em um dos cromossomos do
par 6, chamamos esse arranjo Trans. Nestes arranjo, 0s alelos sdo comumente
encontrados nos haplétipos: DR5-DQ7.5 formado pelos alelos DRB1*11/12-
DQA1*05:05-DQB1*03:01 e DR7-DQ2.2 formado pelos alelos DRB1*07-
DQA1*02:01-DQB1*02:02 (SOLLID; LIE, 2005) (Figura 5). HLA-DQ2.5 pode ser
encontrado em homozigose (HLA-DQ2.5/HLA-DQ2.5) ou em heterozigose (HLA-
DQ2.5/X).

Um residuo de aminoacido no peptideo lider da cadeia o (DQA1*05:01 versus
DQB1*05:05) e um residuo de aminoacido no dominio de membrana da cadeia
(DQB1*02:01 versus DQB1*02:02) diferenciam HLA-DQ2.5 formado pela expressao
de alelos em Cis ou em Trans (SOLLID, 2002). E sugerido que esta pequena diferenca
ndo gere consequéncias funcionais consideraveis no desenvolvimento da DC (ABADIE
etal., 2011).

HLA-DQ8 aparece em aproximadamente 5-10% da populacdo celiaca européia
(KARELL, 2003). Devido ao alto desequilibrio de ligacédo, os alelos que compde HLA-
DQ8 estdo agrupados em um mesmo locus de um cromossomo do par 6, ou seja, em
Cis. Eles sdo encontrados no haplétipo DR4-DQ8, composto pelos alelos DRB1*04-
DQA1*03-DQB1*03:02 (GREEN; CELLIER, 2007; KARELL et al., 2003; SOLLID;
LIE, 2005) (figura 5). HLA-DQ8 pode ser encontrado em homozigose (HLA-
DQ8/HLA-DQ8) ou mesmo em heterozigose (HLA-DQ8/X).

HLA-DQ2.2, em pacientes celiacos, esta associado, em sua maioria, a HLA-
DQ2.5 e HLA-DQ8. A minoria dos pacientes celiacos possuem HLA-DQ2.2 sem outros
alelos HLA predisponentes a DC. HLA-DQ2.2 ¢é formado pelos alelos DRB1*07-
DQA1*02:01-DQB1*02:02, os quais estdo inseridos no haplotipo DR7-DQ2.2 (figura
5). HLA-DQZ2.2 podem ser encontrados em homozigose (HLA-DQ2.2/HLA-DQ2.2) ou
em heterozigose (HLA-DQ2.2/X).
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A presenca isolada de DQA1*05 como alelo HLA predisponente a DC ¢
comumente encontrada no haplétipo DR5-DQ7.5 formado pelos alelos DRB1*11/12-
DQA1*05:05-DQB1*03:01 (SOLLID; LUNDIN, 2009) (figura 5) os quais também
conferem risco de desenvolver a DC (MEGIORNI et al., 2009). Embora seja raro, ha
individuos portadores de DC que possuem apenas um dos alelos, DQA1 ou DQBL1, que
compde HLA-DQ?2 e aqueles que ndo possuem nenhum dos alelos predisponente a DC
(KARELL et al., 2003).

HLA-DQ2 se refere, de forma genérica, a HLA-DQ2.5 e HLA-DQ2.2. Através
da genotipagem do alelo DQB1*02, que pode ser tanto o alelo DQB1*02:01 quanto o
alelo DQB1*02:02, pode-se inferir a presenca do genotipo HLA-DQ2 (GUJRAL et al.,
2012) na maioria dos casos de pacientes e controles.

HLA-DQ?2 é encontrado em 25 a 30% da populacdo geral da Europa e cerca de
3% destes individuos desenvolvem a DC (SOLLID e LIE., 2005). Estes dados
corroboram para o fato de que a genotipagem de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 é o
melhor método de diagndstico para avaliar a chance de risco de desenvolvimento da
DC, embora ndo prediza em que fase da vida o aparecimento da doenga possa ocorrer,

como acontece com outras doencas ligadas a apenas um gene (LIU et al., 2005).
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HLA-DQ2

Heterodimero Predisposicao para

Haplétipo HL-Q2 Doenca Celiaca
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DQB1* DQA7* DRB1*

Figura 5 — Antigeno Leucocitario Humano (HLA) associado com a Doenca Celiaca. Fonte:
Adaptado de Abadie et al., 2011.

3.10.3. Determinacéo de alelos HLA

Inicialmente, as moléculas de MHC-I1 que causavam rejei¢do em transplantados
ou transfundidos eram determinados por sorologia, através do uso de anticorpos anti-
HLA. Nomenclatura foi estabelecida para diferenciar os antigenos que iam sendo
descobertos. O desenvolvimento de novas metodologias baseadas em PCR trouxe a
possibilidade de analisar quais moléculas HLA podem ser expressas em um individuo,
com base na sequéncia dos genes HLA genotipados. Dentre as metodologias podemos
citar: PCR sequéncia-especifico (PCR-SSP); PCR com posterior hibridizacdo com
oligonucleotideos sequéncia-especificos (sondas) (PCR-SSOPH); genotipagem por
sequenciamento (SBT), PCR em tempo real (QPCR) (REINTON et al., 2006) e
dissociacdo de alta resolugdo (HRM), que pode detectar diferencas de um nucleotideo



34

entre sequéncias de DNA submetidas a curva de dissociacdo. Essas metodologias
tornaram-se importantes ferramentas na genotipagem de alelos HLA, diminuindo assim,
o laborioso trabalho de identificacdo de antigenos HLA por sorologia (PICASCIA et al.,
2016). Esses testes podem ser empregados na genotipagem de alelos HLA-DQA1L e
DQB1 associados com a Doenca Cecliaca (DC).

Olerup e colaboradores (1993) foram os pioneiros na genotipagem de alelos
HLA por meio de PCR-SSP. Esta técnica permitiu que testes de compatibilidade para
transplantes e transfusdes fossem realizados com mais celeridade, confiabilidade dos
resultados e diminuindo as incertezas geradas através da realizacdo de sorologia para
deteccdo de antigenos HLA. As técnicas desenvolvidas por Olerup e colaboradores
(1993) também permitiram, através da genotipagem de alelos HLA por PCR-SSP, a
identificacdo de alelos HLA que codificam para as moléculas de MHC-1I HLA-DQ2
(SOLLID et al., 1989) e HLA-DQ8 (SPURKLAND et al., 1992; SPURKLAND et al.,
1997) as quais estdo intimamente relacionados ao desenvolvimento da DC. Até entdo, a
presenca das moléculas de MHC-II HLA era sorologicamente definidas por meio de
teste laboroso e ndo tao especifico, utilizando anticorpos na deteccdo destas moléculas
na superifice de células (BOZON et al., 1996). Além disso, constantes revisdes eram
feitas nas nomenclaturas das moléculas reconhecidas por esses anticorpos para evitar
resultados ambiguos (MARSH et al., 2005). A técnica de PCR-SSP trouxe rapidez para
a realizacdo de testes de compatibilidade para transfusGes, transplantes e determinacgéo
de genes relacionados a doencas, assim como possibilitou a genotipagem de genes
polimorficos como sdo aqueles do MHC.

Entretanto, a técnica PCR-SSP precisa de muitos passos para preparacdo de
material e posterior amplificacdo do fragmento de DNA de interesse. Além disso, 0
material amplificado necessita ser aplicado em gel de agarose, corado com brometo de
etidio, um intercalante de DNA com alto potencial carcinogénico, e visualizado sob luz
ultravioleta (UV). Esta luz UV é uma radiacao ionizante que se ndo manipulada com os
devidos cuidados de biosseguranca, pode causar desestruturagdo quimica em nivel de
DNA. Sacchetti et al. (2001) exploraram a técnica de PCR-SSP na andlise da frequéncia
de alelos HLA-DQ em pacientes celiacos e controles. O objetivo principal dos referidos
autores era simplificar os passos necessarios para amplificacdo de alelos HLA-DQ
predisponentes a DC e garantir a sensibilidade e especificidade do método empregado.
Karell e colaboradores (2003) foram os primeiros a realizar extensivo trabalho na
determinacdo da frequéncia de HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em pacientes celiacos de
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populacdo Européia (Finlandia, Franca, Italia, Noruega, Suécia e Inglaterra) utilizando
metodologias que se basevam na amplificacdo de DNA por PCR-SSP. Os dados
levantados por Karell e colaboradores (2003) ainda servem de referéncia para anélises
populacionais relacionados com os genotipos HLA-DQ2 e DQ8 (TINTO et al., 2015).

3.10.4. Risco genético associado a HLA-DQ2 e HLA-DQ8

Individuos que possuem o alelo DQB1*02 em homozigose estdo em grupo de
maior risco de desenvolvimento da DC (MEGIORNI et al., 2009) e pode se apresentar
em HLA-DQ2.5/DQ2.5 (homozigose), HLA-DQ2.5/DQ2.2 (heterozigose) ou mesmo
em HLA-DQ2.2/DQ2.2 (homozigose) (KARELL et al., 2003). O risco aumentado de
desenvolvimento da DC baseado na homozigose do alelo DQB1*02 ¢é explicado pela
teoria da dose-dupla do alelo DQB1*02. Tal teoria se baseia no fato de que as duas
copias deste alelo tém potencial para gerar o dobro de moléculas de MHC-11 HLA-DQ?2
quando comparado a presenca de apenas uma cépia do alelo DQB1*02 o que poderia
intensificar a apresentacdo antigénica via APC e a resposta imunol6gica mediada pelos
linfocitos T (ABADIE et al., 2011). Quando a homozigose do alelo DQB1*02 esta
relacionada com a presenca de HLA-DQ2.5, o risco se torna maior do que aquele
relacionado com a homozigose do alelo DQB1*02 em HLA-DQ2.2 (PIETZAK et al.,
2009). Tal fato foi observado em populacdo pediatrica (LIONETTI et al., 2014; LIU et
al., 2014). O risco associado com HLA-DQ2.5 (homozigose) também é maior do que
aquele relacionado a presenca de HLA-DQ8 (homo ou heterozigose) e HLA-DQ2.2
(homo ou heterozigose) (PIETZAK et al., 2009; LIONETTI et al., 2014; LIU et al.,
2014).

A genotipagem dos alelos HLA-DQAL1 e DQB1 que compbe HLA-DQ2.5,
HLA-DQ2.2 e HLA-DQ8 tem sido usada na pratica clinica. Megiorni e colaboradores
(2009) propuseram um modelo de calculo de risco genético para desenvolvimento da
DC baseado em dados levantados sobre a frequéncia de alelos HLA-DQ predisponentes
a DC em pacientes e em controles na populacéo italiana. Os dados levantados foram
aplicados em populacéo de risco que inclui, dentre outros, parentes de primeiro grau de
celiacos.

Parentes de primeiro grau de celiacos compdem um dos grupos de maior risco de
desenvolvimento da DC com prevaléncia que ultrapassa 4 % (DOGAN et al., 2012),

maior do que a registrada para a populacdo mundial que é de 1 % (GUJRAL., 2012). No
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Brasil, a prevaléncia de DC entre parentes de primeiro grau de celiacos varia de 4,2 a
11,5 % (CASTRO-ANTUNES et al., 2011) com incidéncia no Distrito Federal (DF)
estimada em 8 casos por 205 parentes de primeiro grau (UENISHI et al., 2014). Para
melhor acompanhamento deste e outros grupos de risco, ferramentas sdo necessarias
para acompanhar, de forma mais efetiva quais deles possuem maior risco de
desenvolver a DC.

Dados recentes gerados por Genomic Wide Association (GWAS) evidenciaram
pelo menos 26 loci ndo HLA que estdo relacionados na imunopatologia da DC
(TRYNKA et al., 2011; DUBOIS et al., 2010) somando assim mais de 40 loci, incluindo
aquele relacionado aos alelos HLA, que estdo fortemente associados ao
desenvolvimento da DC (TRYNKA et al., 2011). A maioria desses loci contém genes
que estdo relacionados com funcbes do sistema imunoldgico (DUBOIS et al., 2010)
(ver figura 2). Entretanto, esses novos loci encontrados por GWAS explicam 13,7% da
variacdo genetica da DC (TRYNKA et al. 2011), e modificam, de forma sutil, o risco
genético associado a presenca de genes HLA no desenvolvimento da DC. Sendo assim,
a analise de risco genético para desenvolvimento da DC é baseado apenas em HLA-
DQ2.5, HLA-DQ2.2 e HLA-DQ8 (MEGIORNI et al., 2009).

A ocorréncia de DC em individuos que ndo possuem os alelos HLA-DQ
predisponentes é incomum (KARELL et al., 2003). Entretanto, apenas a presenca de
HLA-DQ2 e HLA-DQ8 néo ¢ o suficiente para saber se o individuos que 0s possuem
irdo, ou ndo, desenvolver a DC, uma vez que estdo presentes em 30-50 % da populacao
geral mundial e apenas 3-5 % irdo desenvolvé-la (SOLLID; LIE, 2005). A genotipagem
de alelos HLA-DQ predisponentes a DC em populacdo de risco (parentes de primeiro
grau, DM1, SD dentre outras) € uma ferramenta poderosa para monitorar os individuos
gue estdo sobre maior risco desenvolvimento da DC. Esta ferramenta também evidencia
aqueles individuos com tem probabilidade de desenvolver a DC préximo de zero, visto
que seu valor preditivo negativo (VPN) é proximo de 100% (MEGIORNI; PIZZUTI.,
2012). A genotipagem de alelos HLA predisponentes a DC também tem sido usada
como um fator progndstico da gravidade da DC (MURRAY et al., 2007; BIAGI et al.,
2012) e como elemento acessorio no diagnostico de casos dificeis de diagnosticar
(HADITHI et al., 2007).

A genotipagem de alelos HLA-DQ para determinar o risco de desenvolvimento
da DC tem sido extensivamente discutida e sua aplicagdo prética ainda ndo esta
clinicamente definida. Estes testes genéticos tornam a probabilidade de desenvolver a
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DC proxima de zero em cerca de 60 % da populacao de risco. Esses testes auxiliam o
médico a decidir sobre a realizacdo periddica de exames soroldgicos em grupos de risco
e a identificar individuos com alto risco de desenvolver a DC, os quais necessitardo de
seguimento clinico e exames periodicos. Este protocolo diminuird o periodo entre o
surgimento da doenca, diagnostico e tratamento, 0 que possibilita intervencdo médica

mais rapida e diminui a morbidade e mortalidade associadas com a DC.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

- Sugerir um gradiente de risco genético, baseado em alelos HLA-DQ
predisponentes a DC (HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 e HLA-DQ8) aplicavel a populacao

brasileira

4.2. Objetivos especificos

- Identificar HLA-DQ2 e HLA-DQ8 por meio da técnica de qPCR

- Confirmar HLA-DQ2 e HLA-DQ8 obtidos por qPCR utilizando técnica de
PCR-SSP e identificar homo e heterozigose do alelo DQB1*02 (32), HLA-DQ2.5 (Cis e
Trans) e HLA-DQ2.2

- Calcular o risco de desenvolver a DC baseados nos genoétipos e alelos HLA-

DQ predisponentes a DC
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5. METODOLOGIA

5.1. Aprovacao da Pesquisa

Esta pesquisa seguiu 0s principios éticos propostos na declaracdo de Helsinki
(2008) e na legislacéo brasileira, e foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude (CEP-FS), onde esta registrado sob
o numero CEP 070/06 (Anexo I). Pacientes e controles que concordaram em participar

do estudo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

5.2. Pacientes celiacos e controles

Este estudo retrospectivo inclui pacientes celiacos atendidos durante periodo
entre 2006 e 2014 no ambulatério de Doenca Celiaca do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB), e diagnosticados no Laboratério de Pesquisas em Doenca Celiaca da
Universidade de Brasilia (UnB) segundo critérios da ESPGHAN (WALKER-SMITH et
al., 1990; HUSBY et al., 2012).

Neste trabalho de caso-controle, foram incluidos 237 pacientes celiacos (167 do
sexo feminino e 73 do sexo masculino com idade variando entre 1 e 75 anos, média
21.5 = 16.2 anos no diagndstico) confirmados pela presenca de marcadores soroldgicos
e biopsia intestinal

O grupo controle foi constituido por 237 individuos (167 do sexo feminino e 73
do sexo masculino com idade variando entre 1 e 75 anos, média 18.5 + 16.14 anos da
data de coleta) e pertencem a mesma regido geografica dos pacientes celiacos, com
similar condicdo socioecondmica, sdo individuos presumivelmente saudaveis e sem
relatos de doencas autoimunes. Pacientes e controles foram pareados por idade, sexo,
condicéo socioecondmica e regido onde habita.

Todos os controles realizaram testes soroldgicos, a saber: anticorpos IgA anti-
transglutaminase (QUANTA Lite™ h-tTG IgA ELISA, INOVA Diagnostic, Inc, San
Diego, CA — USA) e anticorpos IgA anti-endomisio (INOVA Diagnostic Werfen

company) e tiveram resultado negativo para ambos os testes.
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5.3. Coleta, processamento e armazenamento de material biologico

Foram coletados 6 mL de sangue de cada paciente em dois tubos distintos de 3
mL, conforme os critérios descritos pela norma técnica H3-A6 do Clinical Laboratory
and Standards Institute (CLSI) que estabelece os critérios adequados para a coleta de
sangue. O sangue foi coletado em tubo com gel separador e em tubos com
anticoagulante EDTA, segundo norma técnica H21-A5 do CLSI, que trata sobre coleta,
transporte e processamento de amostras de sangue. Os soros coletados em tubos com
gel separador foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos e posteriormente utilizados
para a realizacdo dos testes sorolégicos IgA-htTG e IgA-EMA, enquanto o sangue total
coletado em tubos com EDTA foram estocados a 8 °C por um periodo méaximo de 7
dias, até a extracdo de DNA. O DNA extraido foi armazenado a -20 °C até a realizacdo

das técnicas de genotipagem dos alelos HLA para Doenca Celiaca.

5.4. Pesquisa de anticorpos IgA anti-transglutaminase humana (htTG-IgA) -
ELISA

A presenca de anticorpos IgA-htTG no soro dos pacientes e controles desta
pesquisa foi realizada no analisador de imunoensaio totalmente automatizado Best 2000
(Inova Diagnostics, Inc. San Diego, CA - USA), empregando a metodologia de Enzyme
Linked Immunossorbent Assay (ELISA), usando o Kit comercial (IgA-htTG QUANTA
Lite™, Inova Diagnostics, Inc. San Diego, CA - USA), e seguindo as recomendacdes
do fabricante.

No inicio do ensaio, 100 pL de tampéo fosfato (PBS) pH 7,0 foram adicionados
em cada um dos dois primeiros pocos destinados ao branco da amostra e 100 puL por
poco de controle positivo alto, positivo baixo e controle negativo foram adicionados em
duplicata nos pocos subsequentes da placa sem diluicdo prévia. Em seguida as amostras
de pacientes a serem analisadas foram diluidas na raz&o de 1:100 em solugdo de tampéo
fosfato (PBS), e foram pipetadas 100 puL nos pogos subsequentes da placa sensibilizada
com htTG e incubada a temperatura 37 °C por 30 minutos.

Em seguida, a placa foi lavada por 3 vezes com 300 pL/poco de tampdo de
lavagem (tampéo fosfato com 0,05 % de tween 20). Na etapa subsequente, 100uL de
conjugado (anticorpos anti-IgA de cabra marcados com peroxidase) foram adicionados
a placa e incubado a temperatura de 37 °C por 30 minutos; outro ciclo de lavagens foi
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aplicado a placa, como descrito anteriormente, para remover conjugado ndo ligado. Para
revelar indiretamente a presenca ou auséncia de anticorpos IgA anti-htTG na placa de
ELISA, 100uL de substrato (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina - TMB) foi adicionado a
placa que novamente foi incubada por 30 minutos a temperatura 37 °C e ao abrigo da
luz.

Finalmente, 100uL de solucdo de parada (&cido sulfarico 1 N) foram
adicionados a cada poco da placa. Logo em seguida, foi realizada leitura em
espectrofotdbmetro empregando filtro com comprimento de onda de 450 nm e filtro de
referéncia de 620 nm. Para o calculo dos resultados o equipamento plotou uma
regressdo ndo linear considerando para obtencdo do resultado, a D.O. da amostra
dividido pela D.O. do controle positivo baixo, e este valor foi multiplicado pelo valor do
controle positivo baixo e expresso em unidades (U). Resultados com valores inferiores a
20 U foram considerados negativos e resultados superiores a 21 U foram considerados

positivos.

5.5. Pesquisa de anticorpos IgA anti-endomisio (EMA-IgA) — Imunofluorescéncia

Indireta

As amostras de soro dos pacientes e controles foram submetidas ao teste IgA-
EMA (IgA-EMA Inova Diagnostics, Werfen company) que tem sensibilidade e
especificidade maior que o teste IgA-htTG para o diagnostico da DC. O teste foi
realizado seguindo as recomendacdes do fabricante. O soro de cada paciente foi diluido
(1:10) em tampéo fosfato (PBS pH 7,2) e 50 pL de cada diluigdo foi incubada sobre
uma seccao criostatica de esofago de primata, fixada em lamina, por 30 minutos em
camara Umida a temperatura ambiente (18-28°C). Posteriormente, as laminas foram
lavadas 3x com tampdo PBS.

Apos a lavagem, as laminas foram incubadas nesse mesmo tampdo por 5
minutos, e 30 pL do anticorpo de detecgdo ou conjugado (anticorpo anti-IgA humano
marcado com lIsotiocianato de Fluoresceina - FITC) foram adicionados a cada seccdo
criostatica de esdfago de primata previamente incubadas com soro de cada paciente.
Nova incubagdo foi realizada em cédmara Umida e escura por mais 30 minutos a
temperatura ambiente.

Apos incubagdo, novas lavagens com tampdo PBS foram realizadas, como

descrito anteriormente. As laminas foram secas e montadas com meio de montagem e
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laminula. As mesmas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia no
microscopio Carl Zeiss Microscopy Axiophot 2 (Jena, Alemanha) com filtro de
excitagdo 495 nm e emissdo 515 nm, e observadas em aumento de 400 x. Os resultados
foram analisados por dois examinadores independentes.

Foram considerados EMA positivos os testes que apresentaram fluorescéncia de
coloragdo verde-macd observada nos espacos entre as fibras de musculatura lisa
(endomisio), a auséncia desta fluorescéncia foi considerada como teste negativo de
EMA (figura 3).

5.6. Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de leucocitos presentes no sangue total coletado
em EDTA através de Kit comercial (lllustra™ Blood genomicPrep Mini Spin, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) seguindo as recomendacdes do fabricante.

As amostras de sangue coletadas em tubos contendo anticoagulante EDTA e
armazenadas a 8 °C foram colocadas a temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL de
sangue total foi transferido para tubo conico de 15 mL e a ele foi adicionado 3 mL de
tampédo Red Blood Cell lysis (RBC). As amostras foram homogeneizadas por 30 s em
agitador mecanico e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente a
essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 4500 rpm por 2 minutos.

Apds a centrifugacdo duas fases foram obtidas, um pellet no fundo do tubo onde
encontra-se 0 material genético e o sobrenadante, composto de restos celulares,
proteinas e plasma sanguineo. O sobrenadante foi descartado por meio de inversdo do
tubo e o pellet foi ressuspendido por meio de agitacdo mecanica sendo posteriormente
transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo 400 pL de tampé&o de lise e 25 pL de
proteinase K (20mg/ml), e homogeneizados em agitador mecanico por 15 segundos.

Estas amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos com
intermitente agitacdo mecénica e o lisado celular foi transferido para coluna com
membrana de silica e centrifugado a 12,000 x g por 1 minuto. Em seguida foi
adicionado 500 pL de tampdo de lise a coluna e uma nova centrifugacdo foi realizada
como na etapa anterior.

A purificacdo do DNA foi seguida pela adicdo de 500 puL de tampao de lavagem
contendo &lcool etilico (80%) e centrifugagdo a 12,000 x g por 3 minutos. Cada coluna
de silica, agora com DNA purificado, foi transferida para microtubo de 2 mL estéril e
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foi adicionado 100 pL de tampéo Tris-HCI (10 mM, pH 8,0) pré-aquecido a 70 °C, em

seguida as amostras foram centrifugadas a 12,000 x g por 1 minuto.
5.7. Anélise do DNA extraido

A concentracdo de DNA gendmico foi determinada através do equipamento
Nanovue Plus (GE Healthcare, UK) por meio de leitura espectrofotométrica nas
densidades oticas (DO) 260 e 280 nm. A pureza do material gendmico foi considerada
adequada quando a razédo destas densidades Oticas (Azso/A2g0) €stava entre 1,8 e 2,0. Foi
feita uma aliquota do DNA gendmico de cada paciente e de cada controle e ajustada
para a concentragdo final de 20 ng/pL. O restante do DNA foi armazenado em criotubos

e congelado a — 20 °C.
5.8. Genotipagem de alelos HLA-DQ predisponentes & DC
5.8.1. Pesquisa de alelos HLA-DQ por gPCR

Primers desenhados e validados para PCR-SSP por Olerup et al. (1993) foram
utilizados em gPCR (Applied Biosystems-Life Technologies™, Carlshad, CA, USA),
método sensivel, especifico e rapido, que nao exige eletroforese em gel de agarose para
se determinar a presenca ou auséncia de sequéncias de DNA. A tabela 3 mostra a

sequéncia dos primers usados e suas principais caracteristicas.
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Tabela 3 - Primers para alelos HLA-DQ e do gene HGH, suas sequéncias, contetdo
das bases GC, tamanho do fragmento em pares de base (pb) e respectivas temperatura
de dissociagao

Temperatura
Alelos/ . ] GC .. _  [Fragmento
Primer Sequéncia (5°— 37) de dissociacdo
Gene (%) (pb)
°C)
'DQA1*05 - F ACGGTCCCTCTGGCCAGTA 63,1 60,6 186
HLA-DO2 'DQA1*05 - R AGTTGGAGCGTTTAATCAGAC 428 52,8
'DQB1*02 - F GTGCGTCTTGTGAGCAGAAG 55,0 56,4 205
'DOB1*02 -R GCAAGGTCGTGCGGAGCT 66,6 61,1
'DQA1*03 - F TTCACTCGTCAGCTGACCAT 50,0 56,1 183
HLA-DOB 'DQA1*03 - R CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT 40,9 54
’DQB1*03:02 — F GCGCGTGCGTCTTGTGACC 68,4 62,4 107
’DQB1*03:02—-R  CTGTTCCAGTACTCGGCGGCA 61,9 61,7
HGH HGH - F 5 GCCTTCCCAACCATTCCCTTA 524 57,3 439
HGH -R 5TCACGGATTTCTGTTGTGTTT 38,0 52,7

GC (%) — Contetdo de guanine (G) e citosina (C), em porcentagem; HGH — Hormdnio do crescimento; F
— Forward; R — Reverse; pb — pares de base. 1 — Olerup et al., 1993. 2 — Profaizer et al., 2011.

Primers, DNA e MasterMix foram misturados na seguinte propor¢do: 1 uL do
primer forward (10 nM), 1 pL do primer reverse (10 nM), 10 yuL de SYBR Green |
MasterMix (2x), e adicionados de 6 pL de &gua ultra-pura e 2 uL de DNA (20 ng/uL)
totalizando 20 pL de reacdo. As reacOes foram realizadas em placa de 48 pocos
(Applied Biosystems). Tanto o alelo de interesse quanto o controle interno (HGH) foram
testados em triplicata para cada paciente. Amostra de agua (controle de contaminacao) e
um controle positivo (amostra de DNA de paciente positivo para o alelo testado)
também foram incluidos na placa para observar o correto funcionamento da reacao e da
maquina de qPCR. Cada placa de gPCR foi centrifugada a 1500 rpm por 1 minuto e
colocada no StepOne Applied Biosystems nas condic¢des descritas na tabela 4 e naquelas

descritas por Profaizer e colaboradores (2011) para o alelo DQB1*03:02.
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Tabela 4 - Condicgdes de temperatura, tempo e quantidade de ciclos programados em
gPCR para amplificacdo de alelos HLA-DQ associados com a Doenca Celiaca e do
gene HGH

DQA1*05, DQB1*02, DQA1*03 e HGH

Parametro Temperatura Tempo Ciclos
Aguecimento 95°C 10min 1
Desnaturagéo 95°C 15 segundos 2

Anelamento e extencgédo 60°C 60 segundos
Curva de dissociagéo *60 a 95°C (~0,3°C) - 1

* Na curva de dissocia¢do a tempertatura aumenta de 60 a 95°C através do aumento gradual de 0,3°C e
concomitante leitura da intensidade do sinal emitido pelo corante SYBR Green. Adaptado de Selleski et
al., 2015.

O resultado foi gerado e visualizado no programa StepOne™ and StepOnePlus™
Software através da analise das curvas de dissociagdo dos produtos de PCR gerados. O
corante SYBR Green | liga-se aos produtos de PCR gerados em cada poco da placa,
quando estdo na forma de dupla fita. Estes produtos vdo desnaturando a medida que a
temperatura aumenta (de 60 °C até 95 °C com aumentos sucessivos de 0,3 °C) com
consequente desligamento do corante SYBR Green I. Com 0 aumento da temperatura a
dupla fita separa-se e o corante desliga-se do DNA diminuindo, assim, a intensidade do
seu sinal luminoso. A méaquina coleta estas informacdes e as transforma em um gréfico.
Os picos, pontos de inflexdo de cada grafico, mostram a temperatura de dissocia¢do dos
fragmentos gerados para cada alelo testado (figura 6).

A amplificacdo do alelo DQB1*03:02 (cadeia B do DQS) (tabela 3 e figura 5) foi
realizada por meio da técnica de touchdown-PCR (KORBIE e MATTICK, 2008)
utilizando primers e condigdes de ciclagem desenvolvidos por Profaizer e colaboradores
(2011) (tabela 5). Primer descrito por Olerup et al. (1993) para amplificar o alelo
DQB1*03:02 ndo foi utilizado neste trabalho, pois amplificava também o alelo
DQB1*03:03 (sorologicamente denominado DQ9). O alelo DQB1*03:03 ndo esta
relacionado com a DC e pode ser encontrado na populacdo brasileira. Hauache e
colaboradores (2005) encontraram o referido alelo em 7 % de grupo controle saudavel
brasileiro (n = 75) (HAUACHE et al., 2005). A utilizacdo de primer para amplificacdo
de DQB1*03:02 (OLERUP et al., 1993) pode trazer possiveis vieses na determinagdo

real da frequéncia deste alelo em pacientes celiacos e controles do Distrito Federal - DF.
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Tabela 5 - Condicgdes de temperatura, tempo e quantidade de ciclos programados em
gPCR para amplificacdo do alelo DQB1*03:02 que codifica a cadeia B da molécula de
MHC-11 DQS8

DQB1*03:02
Parametro Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Aguecimento 95 10 min 1
Desnaturacéo 95 20 segundos
Anelamento 71 60 segundos 2
Extencéo 72 10 segundos
Desnaturagéo 95 20 segundos
Anelamento 70 45 segundos 10
Extencgdo 72 10 segundos
Desnaturagéo 95 20 segundos
Anelamento 69 45 segundos 5
Extencgdo 72 10 segundos
Desnaturagéo 95 20 segundos
Anelamento 67 45 segundos 5
Extencdo 72 10 segundos
Desnaturagéo 95 20 segundos
Anelamento 66 45 segundos 10
Extencgdo 72 10 segundos
Desnaturagéo 95 20 segundos
Anelamento 65 45 segundos 2
Extencdo 72 10 segundos
Curva de dissociacdo *60 a 95°C (~0,3°C) - 1

* Na curva de dissociacdo a tempertatura aumenta de 60 a 95°C através do aumento gradual de 0,3°C e
concomitante leitura da intensidade do sinal emitido pelo corante SYBR Green. Adaptado de Profaizer et
al., 2011.

5.8.2. Pesquisa de alelos HLA-DQ por Reacdo em Cadeia de Polimerase sequéncia
especifico (PCR-SSP)

A amplificacdo dos alelos DQA1*05, DQA1*02:01, DQB1*02, DQA1*03 e
DQB1*03:02 foi realizada em Kit comercial DQ-CD Typing plus (BioDiagene®
Palermo, Italy) e seguiu as recomendagdes do fabricante. O Kit determina a homozigose
do alelo DQB1*02 além das combinagdes alélicas em haplétipos relacionados com a
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DC. O kit utiliza a técnica de PCR-SSP (sequence specific primers) em condicGes
proprias de temperatura e tempo de ciclagem de acordo com as instrucdes do fabricante.

As reagOes foram realizadas em Termociclador Gradiente MyGenie 96
(BiIONEER, Alameda, CA, EUA). Os produtos de PCR gerados foram misturados com
tampé&o de amostra e aplicados em gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etidio
(0,5 pg/mL). As amostras foram submetidas a corrente elétrica de 100 Volts (V) por 1
hora em cuba de eletroforese utilizando tampé&o Tris, Borato e EDTA (TBE) 1x.
Posteriormente a corrida, o gel de agarose foi exposto a luz ultravioleta (UV) em
transiluminador (Alpha Innotech, San Leandro, CA, EUA) para visualizacao e registro.
Todas as amostras foram documentadas por meio de foto digital através do programa
Alpha Proview (Alpha Innotech, San Leandro, CA, EUA) para registro e analise.

5.9. Analise Estatistica

Celiacos e controles foram categorizados de acordo com seu genotipo HLA-DQ.
Para comparar a frequéncia de individuos dentro dessas categorias e entre elas, foi
usado o teste do qui-quadrado (x2) e o teste exato de Fisher. Os resultados foram
considerados significantes quando p < 0,05. O modelo de calculo de risco utilizado
neste trabalho foi baseado em estudo publicado por Megiorni et al. (2009), os quais
representaram o grau de risco como 1:N. Essa relacdo é interpretada como o numero de
individuos saudaveis (N) dentre os quais ha risco de um individuo afetado estar
presente. A analise foi realizada considerando prevaléncia presumida de 1:100 na
populacdo geral brasileira. Para cada categoria de HLA-DQ aqui descrita, N foi
calculado como a porcentagem de controles encontrada em uma categoria HLA-DQ
multiplicado por 100 e dividido pela porcentagem de pacientes encontrada na mesma
categoria HLA-DQ.

Y de controles X 100

U de pacientes celiacos

Formula para célculo de risco genético: N =

5.10. Nomenclatura

Nomenclatura de alelos do gene HLA-DQ foi simplificada neste trabalho para
melhor adequacdo a interpretacdo, analise e apresentacdo dos resultados gerados, assim
como para facilitar o entendimento da aplicacdo dos dados apresentados aqui na préatica
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clinica. Neste estudo classificamos os pacientes celiacos e controles quanto ao nimero
de cépias do alelo DQB1*02. Aqueles com apenas uma copia desse alelo foram
classificados como B2/x. E aqueles com a presenga de duas copias do alelo DQB1*02
foram classificados como [2/B2.

Quando HLA-DQ2.5 estava em homozigose foi nomeado como DQ2.5/DQ2.5
(B2/p2). Quando HLA-DQ2.5 estava em heterozigose, foi nomeado DQ2.5/DQ2.2
(B2/p2) se associado com HLA-DQ2.2, DQ2.5/DQ8 (B2/x) se associado com HLA-DQ8
e foi nomeado DQ2.5 (B2/x) Cis quando associado a alelos HLA-DQ néo predisponente
a DC. Quando os alelos DQA1*05 e DQB1*02 estavam, respectivamente, em HLA-
DQ7.5 e em HLA-DQ2.2, nomeamos esse arranjo DQ2.5 (f2/x) Trans. Quando HLA-
DQ2.2 estava em homozigose foi nomeado como DQ2.2/DQ2.2 (f2/p2) e quando em
heterozigose com HLA-DQ diferente de HLA-DQ2.5 e HLA-DQ8 foi nomeado HLA-
DQ2.2/X (B2/x).

Quando HLA-DQ8 estava em heterozigose com HLA-DQ diferente de HLA-
DQ2.5 e HLA-DQ2.2 foi nomeado DQ8/X. Quando o alelo DQA1*05 estava associado
com HLA-DQ8 foi nomeado DQ8/a5. Quando apenas os alelos DQAL1*05, ou
DQA1*03 ou DQB*02 estavam presentes foram nomeados como a5, o8 e B2,
respectivamente.

Se nenhum alelo predisponente & DC fosse encontrado em pacientes celiacos e
controles, eram nomeados como “ausente”. A nomenclatura “X” e “x” referem-se

respectivamente, a haplotipos HLA e alelos HLA-DQ nédo determinados.

6. RESULTADOS

Pacientes diagnosticados como celiacos tiveram niveis de anticorpos anti-
transglutaminase IgA (IgA-htTG) acima do valor de cut-off (> 20 U) estabelecido pelo
Kit. A pesquisa de anticorpos EMA-IgA foi feita em todos esses pacientes e mostrou
positivo para o teste. Bidpsia intestinal foi realizada em todos os pacientes celiacos que
apresentaram anticorpos anti-endomisio IgA e evidenciou padrdo histologico
compativel com aquele esperado para a DC (figura 4). A pesquisa de anticorpos anti-
transglutaminase IgA e anti-endomisio IgA foi realizada nos controles, e todos
apresentaram niveis de anticorpos IgA-htTG abaixo do valor de cut-off (< 20 U) e

resultado negativo para imunofluorescéncia.
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Todos os pacientes e controles foram submetidos a genotipagem por gPCR de
alelos dos genes HLA-DQA1 e DQB1 predisponentes a DC de acordo com o protocolo
estabelecido por Selleski et al., (2015). Os resultados foram avaliados de acordo com a

analise da curva de dissociacdo para cada alelo HLA-DQ analisado (Figura 6).
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Figura 6 — Curva de dissocia¢do de produtos de qPCR gerados a partir de primers usados na
pesquisa. A) alelo DQA1*05, temperatura de dissociacdo 80,04 + 0,1 °C, B) DQB1*02,
temperatura de dissociacdo 86,76 + 0,13 °C e C) DQA1*03, temperatura de dissociac¢do 80,73 £
0,11 °C. Produtos gerados por primers para o gene HGH (Horménio do crescimento humano)
sdo vistos em A, B e C no pico de cor azul (temperatura de dissociac¢éo 83,5 °C £ 0,1°C).
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Para obtermos informacgGes detalhadas sobre a presenca, arranjo e distribuicdo
dos alelos HLA-DQ predisponentes a DC, utilizamos o kit comercial DQ-CD Typing
Plus (BioDiagene®, Palermo, Italy) nos pacientes e controles. As seguintes informacdes
foram obtidas com o kit citado, a saber: homozigose do alelo DQB1*02 (haplotipos
DR3-DQ2.5/DR3-DQ2.5, DR3-DQ2.5/DR7-DQ2.2 e DR7-DQ2.2/DR7-DQ2.2):
disposicdo dos alelos que compdem HLA-DQ2.5 seja em cis, no haplotipo DR3-
DQ2.5/X, ou em trans, no haplétipo DR5-DQ7.5/DR7-DQ2.2; e para evidenciar a
presenca de HLA-DQ2.2. As informacGes obtidas por meio da técnica de gPCR foram
confirmadas por meio dos resultados gerados no kit comercial. Os resultados de ambas
as técnicas foram 100 % compativeis.

A figura 7 mostra exemplo de resultado do teste genético (DQ-CD Typing plus,
BioDiagene® Palermo, Italy) obtido a partir da amostra de paciente celiaco. A presenca
de duas bandas nas colunas 3, 4 e 7 da figura 7, indica a presenca do controle interno da
reacdo (fragmento de 796 pb) e dos alelos DQA1*05, DQB1*02 e DRB1*03,
respectivamente, indicando o haplétipo DR3-DQ2.5, comumente encontrado entre
pacientes celiacos. A presenca de duas bandas na coluna 12 (figura 7) indica a presenga
de controle interno da reacdo (fragmento de 796 pb) e a presenca da outra banda
(fragmento de 111 pb) indica que o individuo genotipado ndo é homozigoto para o alelo
DQB1*02.
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7 8 9 10 11 12 pm

Figura 7 — Resultado da anélise de DNA gendmico humano quanto & presenca ou
auséncia de alelos HLA-DQ e HLA-DR predisponentes a DC e quanto a homozigose do
alelo DQB1*02. Seta - banda Unica de 796 pares de base (pb) representando controle
interno; PM — peso molecular (50 pb); coluna 1 — DQA1*02 (170 pb), coluna 2 -
DQA1*03 (183 pb), coluna 3 - DQAL1*05 (186 pb), coluna 4 — DQB1*02 (205 pb),
coluna 5 — DQB1*03:01/04 (250 pb), coluna 6 — DQB1*03:02 (119 pb), coluna 7 —
DRB1*03 (151 pb), coluna 8 — DRB1*04 (260 pb), coluna 9 — DRB1*07 (237 pb),
coluna 10 — DRB1*11 (176 pb), coluna 11 — DRB1*12 (248 pb), coluna 12 — primer
que identifica homozigose do alelo DQB1*02 (111 pb). A presenca de duas bandas na
coluna 12, controle interno mais banda de 111 pb, indica amostra ndo homozigota para
0 alelo DQB1*02. A presenca de apenas uma banda, referente ao controle interno,
indica amostra homozigota para o alelo DQB1*02.

6.1. Resultados gerados PCR em tempo real (QPCR)

A técnica de gPCR permitiu identificar a presenca de HLA-DQ2.5 e HLA-DQ8
e alelos a3, a8 e P2 em paciente e controles (Tabela 6). Entre os celiacos, aqueles que
apresentaram HLA-DQ2.5 e/ou HLA-DQ8 somaram 94,52 % (n=224) e entre 0s
controles 35,44 % (n=84) . O alelo B2 estava presente em 3,38 % dos pacientes (n=8) e
em 16,03 % dos controles (n=38).

A concomitancia de HLA-DQ2.5/DQ8 foi relatada em 8,86 % dos pacientes
(n=21) e em 1,69 % dos controles (n=4). J4 a combinacdo f2/DQ8 foi encontrada em
6,33 % (n=15) dos pacientes e em 2,53 % dos controles (n=6). HLA-DQZ2,5, sem o
HLA-DQ8, estava presente em 75,10 % dos pacientes (n=178) e em 16,03 % dos
controles (n=38) (tabela 6).

HLA-DQ8 (HLA-DQ8 e HLA-DQ8/a5, ver tabela 6), sem estar associado com
HLA-DQ2.5 ou com o alelo B2, foi encontrada em 4,22 % (n=10) dos pacientes e 15,19
% (n=36) dos controles. Dentre 0s pacientes e controles que ndo possuiam 0s
heterodimeros citados acima, estdo, respectivamente: 1,27 % (n=3) versus 20,25 %

(n=48) apenas com a5; 0,42 % (n=1) versus 1,27 % (n=3) com a5/a8 o qual foi incluido
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no grupo a5 (Tabela 6); 0,00 % (n=0) versus 2,95 % (n=7) apenas com a8. Individuos
que ndo possuiam nenhum dos alelos predisponentes a DC eram 0,84 % dos pacientes
(n=2) e 25,32 % dos controles (n=60).

Tabela 6 — Frequéncia e porcentagem de gen6tipos HLA-DQ associados com a Doenca
Celiaca em pacientes e controles

HLA. Frequéncia Porcentagem (%)
Pacientes Controles Pacientes Controles

DQ2.5 178 38 75,10 16,03
DQ2.5/DQ8 21 4 8,86 1,69
B2/DQ3 15 6 6,33 2,53
B2 8 38 3,37 16,03
DQ8 9 26 3,80 10,97
DQ8/a5 1 10 0,42 4,22
as 3 48 1,27 20,25
a8 0 7 0,00 2,95
Ausente 2 60 0,84 25,32
Total 237 237 100 100

Legenda: a5 — DQA1*05 sem o alelo DQB1*02; g2 — DQB1*02 sem o alelo DQA1*05; a8 — DQA1*03
sem o alelo DQB1*03:02; DQ2.5 — DQA1*05 com o alelo DQB1*02; DQ8 — DQA1*03 com o alelo
DQB1*03:02; Ausente — auséncia dos alelos predisponentes a DC.

6.2. Resultados gerados por meio do Kit DQ-CD Typing Plus (BioDiagene®,
Palermo, Italy)

O Kit DQ-CD Typing plus permitiu verificar as combinagdes mais frequentes
dos alelos HLA-DQ predisponentes a DC, assim como seus haplo6tipos e a homozigose
do alelo DQB1*02.

A presenca de HLA-DQ2.5/DQ2.2/DQ8 foi avaliada em pacientes e controles.
Pacientes e controles que partilhavam da mesma categoria HLA-DQ predisponente a
DC foram separados em grupos especificos de acordo com o disposto na tabela 7. A
presenca de HLA-DQ2.5 e/ou HLA-DQS8 foi de 94,52 % (n=224) entre 0s pacientes e
de 35,44 % entre os controles (n=84). HLA-DQ2.2, seja em homozigose ou em
heterozigose e sem estar associado com HLA-DQ2.5 ou HLA-DQ8, estava presente em
3,37 % dos pacientes (n=8) e em 16,03 % dos controles (n=38). A concomitancia HLA-
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DQ2.5/DQ8 foi relatada em 8,86 % dos pacientes (n=21) e em 1,69 % dos controles
(n=4). J& a concomitancia de HLA-DQ2.2/DQ8 foi encontrada em 6,33 % (n=15) dos
pacientes e em 2,53 % dos controles (n=6). HLA-DQ2.5 sem HLA-DQ8 estava presente
em 75,11 % dos pacientes (n=178) e em 16,03 % dos controles (n=38) (tabela 7).

A homozigose do alelo DQB1*02, que confere maior risco de desenvolvimento
da DC, pode ser observada em dois genotipos distintos: em HLA-DQ2.5/DQ2.5 (B2/
2), foram encontrados 6,33 % de celiacos (n=15) e apenas um controle 0,42 % (n=1);
HLA-DQ2.5/DQ2.2 (p2/p2) foram encontrados 25,32 % de celiacos (n=60) e 2,53 % de
controles (n=6) (tabela 7). HLA-DQ2.2/DQ2.2 (B2/B2), foi encontrado em 0,84 % de
celiacos (n=2) e 2,11 % de controles (n=5) (tabela 7).

HLA-DQS8 (que inclui DQ8/a5), sem a presenga de HLA-DQ2.5 e HLA-DQ2.2,
somavam 4,22 % dos celiacos (n=10) e 15,19 % dos controles (n=36). Dentre os
pacientes e controles que ndo possuiam os alelos HLA de risco (HLA-DQ2.5, HLA-
DQ2.2 e/ou HLA-DQ8) encontramos, respectivamente: 1,27 % (n=3) versus 20,25 %
(n=48) apenas com a5; 0,00 % (n=0) versus 2,95 % (n=7) apenas com a8. Individuos
que ndo possuiam nenhum dos alelos predisponentes a DC eram 0,84 % dos pacientes
(n=2) e 25,32 % dos controles (n=60) (tabela 7).
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Tabela 7 — Frequéncias HLA-DQ predisponentes a DC em pacientes e controles, valor
de p e risco geral de desenvolvimento da DC baseado em prevaléncia presumida de
1:100

Gendtipo Status DC Controle P Risco Geral
HLA DQB1*02 (n=237) (n=237) 1:100
DQ2.5/DQ2.5 (B2/B2) 6,33% (15) 0,42% (1) 0,0004 1.7
DQ2.5/DQ2.2 (B2/B2) 25,31% (60) 2,53% (6)  <0.0001 1:10
DQ2.5/DQ8 (B2/x) 8,86% (21) 1,69% (4) 0.0007 1:19
Trans 10,55% (25) 2.11% (5) 0.0002 1:20
DQ2.5 (B2/x)
Cis 32,91% (78) 10,97% (26) <0.0001 1:30
DQ2.2/DQ8 (B2/x) 6,33% (15)  2,53% (6) 0.0718 1:40
DQ2.2/DQ2.2 (B2/B2) 0,84% (2) 2,11% (5) 0.4496 1:251
DQ8/X - 3,80% (9) 10,97% (26)  0.0043 1:289
DQ2.2/X (B2/x) 2,53% (6) 13,92% (33) 0.0001 1:550
DQ8/a5 - 0,42% (1)  4,22% (10)  0.0108 1:1005
ab - 1,27% (3) 20,25% (48) <0.0001 1:1594
Ausente - 0,84% (2) 25,32% (60) <0.0001 1:3014
a8 - 0,00% (0) 2,95% (7) 0.0149 ND

ND - risco ndo determinado; DC — Doenca Celiaca; B2 se refere a DQB1*02; a5 se refere a DQA1*05;
a8 se refere a DQA1*03:01; x representa alelo do gene DQB1 ndo determinado em cromossomo
homélogo; B2/p2 se refere a homozigose de DQB1*02; $2/x se refere a heterozigose do alelo DQB1*02;
valor de P.

Todos os paciente identificados como B2/DQ8 em qPCR (tabela 6) foram
genotipados em Kit comercial como HLA-DQ2.2/DQ8 (B2/x) (tabela 7). A maioria dos
pacientes e controles identificados como B2 (DQB1*02) em qPCR (tabela 6) foram
genotipados como HLA-DQ2.2 (B2/x ou P2/B2) (tabela 7) em kit comercial, com
excessdo de dois controles e um paciente (6,52 % do total de sujeitos da pesquisa —
pacientes celiacos e controles) (tabela 6) que apresentaram, em ambas as técnicas,
apenas o alelo 2. Estes trés pacientes foram novamente genotipados em kit comercial e
obtivemos o mesmo resultado, presenga exclusiva de DQB1*02 (2) dentre os alelos
HLA-DQ testados. Para fins de calculo de risco, tais individuos foram incluidas na
categoria DQ2.2 (B2/x) (tabela 7).
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6.3. Combinac0es alélicas ndo esperadas dentro de haplotipos e suas inclusées em
categorias HLA-DQ

Em virtude de forte desequilibrio de ligacdo encontrado entre alelos DQAI,
DQB1 e DRB1, espera-se encontrar estes alelos em haplotipos ja associados com a DC
(figura 5). Entretanto, foram encontradas combinagfes ndo esperadas desses alelos em
determinados hapldtipos. Os individuos com tais combina¢des foram incluidos nas
categorias HLA-DQ listadas na tabela 7, de acordo com a presenca de alelos em comum
que codificam mesmo molécula de MHC-II, seja HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 ou HLA-
DQ8 e de acordo com a presenca ou auséncia de homozigose do alelo DQB1*02. Na
categoria DQ2.5 (B2/x) Cis (Tabela 7), cinco pacientes e dois controles DR3-DQ2.5/X
possuiam, também, o alelo DQB1*03:01/04. Na categoria DQ2.5 (B2/x) Trans (Tabela
7), foram incluidos seis pacientes e dois controles X/DR7-DQ2.2 onde este X representa
hapldtipo composto pelos alelos DRB1*xx-DQA1*05-DQB1*03:01/04 sem o alelo
DRB1*11/12 frequentemente encontrado com o haplétipo DR5-DQ7.5. Por terem 0s
alelos gque codificam HLA-DQ2.5 e por estes alelos estarem na posicdo Trans (um alelo
em cada cromossomo do par 6), foram incluidos na referida categoria. Varias
combinacdes alélicas foram incluidas na categoria DQ2.5 (B2/x) Cis: hapl6tipo X/X e
respectivos alelos DRB1*xx-DQA1*05-DQB1*02/DRB1*xx-DQA1*03:01-
DQB1*03:01/04 (n=1 paciente versus n=1 controle); DR3-DQ2.5/X com DQA1*03
(n=2 pacientes versus n=1 controle); DR3-DQ2.5/DR4-DQ7.3 sendo que este DR4 foi
genotipado como DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:01/04 e ¢é sorologicamente
denominado DR4-DQ7.3 (n=3 controles); DR5-DQ7.5/DR7-DQ2.3 sendo este DR7
genotipado como DRB1*07-DQA1*03:01-DQB1*02 (n=1 controle) e ¢€
sorologicamente denominado DR7-DQ2.3; DR5-DQ7.5/DR4-DQ2.3 sendo que este
DR4 foi genotipado como DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*02 (n=1 controle) e é
sorologicamente denominado DR4-DQ2.3; e DR5-DQ7.5/X-DQ2.3 onde X representa o
haplotipo DRB1*xx-DQA1*03:01-DQB1*02. Na categoria DQ2.2 (B2/x) (Tabela 7),
foram incluidos um paciente e dois controles com apenas o alelo DQB1*02 sem
nenhum outro alelo HLA-DQ predisponente.

As seguintes combinagdes alélicas foram incluidas na categoria a5 (Tabela 7):
DR5-DQ7.5/X (n=1 paciente); um paciente DRB1*xx-DQA1*05-DQB1*03:01/04
(DR5-DQ7.5 sem DRB1*11/12); DR5-DQ7.5/X com DQA1*03 (n=1 paciente) e DR5-
DQ7.5/DR4-DQ7.3 (n=3 controles). Este DR4 foi genotipado como DRB1*04-
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DQA1*03:01-DQB1*03:01/04 (DR4-DQ7.3). As seguintes combinaces alélicas foram
incluidas na categoria DQ2.2 (B2/x) (Tabela 7): X/X sendo que foi encontrado apenas
um alelo HLA-DQ predisponente a DC, a saber DQB1*02 (n=1 paciente versus n=2
controles); DR7-DQ2.2/X (n=2 controles) e DR7-DQ2.2/DR4-DQ7.3 (n=1 paciente
versus n=4 controles). Este DR4 foi genotipado como DRB1*04-DQA1*03:01-
DQB1*03:01/04 (DR4-DQ7.3), com exce¢do de um controle genotipado como
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*02 (DR4-DQ2.3). Foram incluidas na categoria DQ8
(a5) (Tabela 7): DR5-DQ7.5/DR4-DQ8 (n=1 paciente versus n=4 controles) e X/DR4-
DQ8 (n=6 controles) onde este X representa DRB1*xx-DQA1*05-DQB1*03:01/04
(DQ7.5 sem DRB1*11/12). Foram incluidas no grupo DQ2.2/DQ8 (B2/x) (Tabela 7):
DR4-DQ8/X com o alelo DQB1*02 (n=1 paciente versus n= 2 controles).

6.4. Risco genético baseado em alelos HLA-DQ predisponentes a DC

A comparacdo entre as frequéncias dos alelos HLA-DQ predisponentes a DC
entre celiacos e controles permitiu estabelecer um gradiente de risco para varias
categorias HLA listadas aqui (Figura 8). Os maiores riscos estdo associados com a
homozigose do alelo DQB1*02 em HLA-DQ2.5/DQ2.5 e HLA-DQ2.5/DQ2.2 (Figura
8). HLA-DQ2.5/DQ2.5 (B2/p2) demonstrou o maior risco de desenvolvimento da DC
sendo 1:7 (p<0.0001, OR 15,95 95%, CI 2,08-121,8). HLA- DQ2.5/DQ2.2 apresentou 0
segundo maior risco sendo 1:10 (p < 0,0001, OR 13,05 95%, CI 5,51-30,9). O risco
associado a presenca concomitante de HLA-DQ2.5/DQ8 foi de 1:19 (p=0.0007; OR
5.66 95%, CI 1.91-16.77). As configuracGes trans (haplotipo DR5-DQ7.5/DR7-DQ2.2)
e cis (haplotipo DR3-DQ2.5/X) referentes a HLA-DQ2.5 (B2/x) (Tabela 7) mostraram
riscos diferentes, sendo 1:20 (p=0.0002; OR 5.47 95%, Cl 2.05-14.55) e 1:30 (p<
0.0001; OR 4.35 95%, CI 2.59-7.30), respectivamente.

HLA-DQ2.2/DQ8 possui risco de 1:40 (p=0.0718; OR 2.60 95%, CI 0.9913-
6.826). O risco associado com HLA-DQ2.2/DQ2.2 (B2/p2), homozigoto, foi 1:251
(p=0,4496; OR 0,39 95%, CI 0.075-2.06) mas sem diferenca estatisticamente
significativa. J& HLA-DQ2.2 (B2/x), heterozigoto, mostrou risco de 1:550 (p<0.0001;
OR 0,16 95%, CI 0.066-0.39). O risco associado com a presenca isolada de HLA-DQ8,
sem nenhum outro alelo HLA-DQ predisponente a DC, foi de 1:289 (p=0.0043; OR
0.32 95% 0.146-0.699). Entretanto, quando HLA-DQ8 estava associado com DQA1*05
(DQ8 (a5)), o risco diminui significativamente para 1:1005 (p=0.0108; OR 0,096 95%
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0.0122-0.758). As demais categorias mostraram risco de 1:1594 para a5 (p<0.0001; OR
0,0504 95%, CI 0.0154-0.1647), 1:3014 na auséncia de alelos HLA-DQ susceptiveis a
DC (p=<0.0001; OR 0,024 95%, CI 0.005922-0.1018) e ndo determinado para o8.

Prevaléncia Genotipos
1:100 HLA

1:7 DQ2.5/DQ2.5 (B2/B2)
1:10 DQ2.5/DQ2.2 (B2/B2)
1:19 o DQ2.5/DQ8 (B2/x)
1:20 = DQ2.5 (B2/x) Trans
1:30 ) DQ2.5/X (B2/x) Cis
1:40 g DQ2.2/DQ8 (B2/x)
1:251 | DQ2.2/DQ2.2 (B2/B2)
1:289 | & DQ8/X
1:550 | ° DQ2.2/X (B2/x)
1:1005 DQ8/a5
1:1594 ad
1:3014Y Ausente

Figura 8 — Gréafico de risco baseado em combinacdo haplotipica de alelos HLA-DQ
predisponentes a DC considerando prevaléncia presumida de 1:100. B2 se refere ao
alelo DQB1*02; a5 se refere ao alelo DQA1*05; “x” se refere a alelo ndo determinado
pelos primers aqui utilizadas; individuos com apenas uma copia do alelo. DQB1*02
foram classificadas como B2/x (heterozigoto); individuos com duas cépias do alelo
DQB1*02 foram classificados como PB2/p2 (homozigoto); Trans e Cis indicam,
respectivamente, a posicdo dos alelos a5 e 32 em cromossomos diferentes ou no mesmo
cromossomo dentro do par 6.
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7. Discussao

Com o advento de técnicas mais sensiveis, especificas e rapidas para
amplificacdo e deteccdo de DNA (Reacdo em cadeia de polimerase em Tempo Real -
gPCR), a técnica de PCR-SSP tem se tornado laboriosa e pouco préatica para analises de
genotipos, polimorfismos (SNP — Single-Nucleotide Polymorphism) e identificacdo de
novos locos associados com doengas (TRYNKA et al., 2011) em grande nimero de
amostras. A técnica de gPCR ¢ vantajosa pois a amplificacdo do DNA e a analise do
resultado desta amplificacdo ocorre em ambiente herméticamente fechado, sem a
necessidade posterior de manipulagdo dos produtos amplificados por PCR (REINTON
et al., 2006). Assim, a técnica de gPCR para amplificacdo de alelos HLA-DQ2 e HLA-
DQ8 descrita neste trabalho foi utilizada para otimizar os trabalhos de genotipagem
desses alelos e para atender a uma demanda em expansdo no Laboratério
Interdisciplinar de Biociéncias da Faculdade de Medicina (LABIBC/FM — Universidade
de Brasilia).

Nossos dados demonstram que a técnica de qPCR descrita aqui pode ser usada
para fins de genotipagem de pacientes, grupos de risco e populacdo geral. Por meio da
comparagdo entre os resultados gerados por gPCR e aqueles gerados por meio de kit
comercial, foi possivel observar que 100 % dos pacientes e controles triados como
HLA-B2/DQ8 (tabela 6) foram genotipados como HLA-DQ2.2/DQS8 (B2/x) em kit
comercial (tabela 7) e que 93,48 % daqueles genotipados apenas como 2 em qPCR
(tabela 6) também o foram como HLA-DQ2.2 (B2/x) ou HLA-DQ2.2 (B2/B2) em kit
comercial (tabela 7). Entretanto, algumas limitacGes tém surgido ao uso desta técnica:
ndo foi possivel detectar a homozigose do alelo DQB1*02, importante fator na analise
do risco genético para desenvolver a DC, e nem diferenciar 0s arranjos possiveis para
HLA-DQ2.5, que pode ser herdado em Cis ou em Trans (figura 5). A analise do risco
geneético associado a cada um desses dois arranjos mostrou diferenca estatisticamente
significativa (tabela 7 e figura 8), sendo assim os dados gerados por gPCR n&o seriam
suficientes para diferenciar os riscos associados nestas duas categorias.

Embora essas limitacGes sejam consideraveis a fim de determinar o risco
genético de desenvolver a DC, os resultados mostrados (tabela 6) nos permitem, com
seguranca, utilizar a técnica de gPCR para genotipagem de pacientes celiacos, grupos de
risco e populacédo geral em larga escala. Os resultados gerados podem ser analisados e
uma triagem pode ser feita. Aqueles individuos cujos gendtipos/alelos detectados por
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gPCR ndo sdo suficientes para classifica-los dentro de um grupo de risco genético
(tabela 7), devem ser genotipados em kit comercial para obter detalhes como
homozigose do alelo B2 e arranjo Cis e Trans de HLA-DQ2.5 (B2/x).

Outros trabalhos baseados na técnica de gPCR também simplificaram a
genotipagem dos alelos predisponentes a DC (REINTON et al., 2006; PROFAIZER et
al., 2011). Reinton e colaboradores (2006), por meio da combinacdo de primers e
sondas TagMan® em linhagens celulares, validaram técnica de amplificacdo dos alelos
DQA1*05 (a5), DQB1*02 (B2) ¢ DQB1*03:02 em alta resolucdo, comparando os
resultados gerados em gPCR com aqueles em kit comercial. Entretanto, muitos primers
e sondas sé@o requeridos para diminuir a ambiguidade de resultados entre alelos HLA
com poucas ou mesmo uma diferenca na sequéncia de nucleotideos. Profaizer e
colaboradores (2011), utilizando gPCR e analise de curva de dissociacdo, também
avaliaram a presenca dos alelos DQA1*05 (a5) em 111 amostras, DQB1*02 ($2) em
109 amostras e DQB1*03:02 em 131 amostras de individuos previamente genotipados
por meio da técnica PCR-SSOPH para alelos HLA-DQA1 e DQB1, e validaram a
técnica de amplificacdo de alelos HLA-DQ susceptiveis a DC. Primer para amplificacéo
do alelo DQB1*03:02 descrito por Profaizer e colaboradores (2011) foi utilizado em
nosso estudo e validado por kit comercial em amostras de DNA de pacientes e controles.

Para disponibilizar dados mais completos sobre a frequéncia de HLA-
DQ2.5/DQ8/DQ2.2 em pacientes celiacos e controles brasileiros, utilizamos kit
comercial DQ-CD Typing Plus (BioDiagene®, Palermo, Italy) (tabela 7). Este kit
fornece infomagBes como: homozigose do alelo DQB1*02 (haplotipos DR3-
DQ2.5/DR3-DQ2.5, DR3-DQ2.5/DR7-DQ2.2 e DR7-DQ2.2/DR7-DQ2.2); disposic&o
dos alelos que compéem HLA-DQ2.5 seja em cis, no haplétipo DR3-DQ2.5/X, ou em
trans, no haplotipo DR5-DQ7.5/DR7-DQ2.2; e presenca de HLA-DQ2.2 em
homozigose (hapldtipo DR7-DQ2.2/DR7-DQ2.2) ou em heterozigose (haplétipo DR3-
DQ2.5/DR7-DQ2.2, DR7-DQ2.2/DR4-DQ8 ou DR7-DQ2.2/X). O kit utilizado também
permitiu evidenciar combinacGes de alelos ndo esperadas para os haplétipos estudados.
Este grupo soma pequena parcela do tamanho amostral deste trabalho e s@o coerentes
com os achados em outros trabalhos de frequéncia de HLA-DQ2.5/DQ2.2/DQ8
(MEGIORNI et al., 2009; TINTO et al., 2015). Estas combina¢des ndo comuns foram
incluidas nas categorias HLA-DQ relacionadas na tabela 7, de acordo com a
similariedade de alelos que possuiam com a respectiva categoria em que foram

inseridas.
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A distribuicdo de HLA-DQ2 (que inclui HLA-DQ2.5 e HLA-DQ2.2) e HLA-
DQ8 e respectivos alelos elencados neste trabalho mostra dados robustos em amostra
representativa da populacdo celiaca e controles brasileiros. Apesar da grande
diversidade étnica entre as distintas macro-regides do Brasil, a frequéncia dos diferentes
gendtipos que predispdem a DC, de maneira geral, foi relativamente estavel. HLA-DQ2
e/ou HLA-DQ8 estdo presentes em 93,1 % dos pacientes celiacos em regido do nordeste
do Brasil, onde a miscigenacdo de europeus com Africanos e Amerindios foi mais
intensa (CASTRO-ANTUNES et al., 2011). No sul do Brasil, 91,1 % da populacéo
auto-declarada de descendéncia européia possui estes genotipos (KOTZE et al., 2014).
No Centro-oeste (Distrito Federal), onde este estudo foi conduzido, 94,52 % da
populacdo de Brasilia apresentava estes gendtipos. Tais dados evidenciam a importancia
destes genoOtipos para o desenvolvimento da DC e mostram padrdo de frequéncia
comparavel aos dados gerais da Europa (KARELL et al., 2003). InformacGes sobre a
frequéncia destes gendtipos em populacdo celiaca e em controles nos permitem, dentre
outras possibilidades, calcular o risco genético de desenvolver a DC.

A prevaléncia de HLA-DQ2 dentre pacientes celiacos foi estabelecido para a
regido sul (65,3 %) (KOTZE et al., 2014), nordeste (68,5 %) (CASTRO-ANTUNES et
al., 2011) e centro-oeste brasileiro (DF) (75,11 %). E interessante notar que ha uma
prevaléncia consideravelmente maior de HLA-DQ2 no centro oeste do que aquela
registrada para populacdo de descendéncia européia do sul do Brasil. A populacdo do
DF € considerada representativa da populacdo brasileira devido a forte migracdo dos
varios estados brasileiros para a capital, tornando sua populacdo geneticamente
heterogénea (LINS et al., 2010). O sul do Brasil é marcado por forte descendéncia
italiana e alemd (ALVES-SILVA et al., 2000; PENA et al., 2011). A prevaléncia de
HLA-DQ2 em DC italianos chega a 78,2 % (MEGIORNI et al., 2009) o que ndo
justificaria frequéncia encontrada no sul do Brasil menor do que a do DF. Entretanto, a
regido sul do Brasil possui forte descendéncia alemd e HLA-DQ2 possui frequéncia
menor na Alemanha do que na Italia (TEUFEL et al., 2006). Visto que a prevaléncia do
genotipo HLA-DQ2 na populagdo alema é menor do a registrada para a Italia
(MUSTALAHTI, et al., 2010; MEGIORNI et al, 2009), é possivel que a frequéncia
desse gendtipo na regido sul do Brasil seja realmente menor do que a registrada para o
centro-oeste.

A baixa frequéncia de HLA-DQ2 corrobora para a baixa prevaléncia de DC
encontrada na populacdo alemd (0,3 %) (MUSTALAHTI et al.,, 2010) quando
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comparado aquela da populacdo geral dos paises europeus e Estados Unidos (1 %)
(FASANO et al., 2003; LIONETTI; CATASSI., 2014). Entretanto, paises como
Finlandia e Suécia que tem prevaléncias de DC de 2-3 % possuem frequéncia de HLA-
DQ2 e HLA-DQ8 e consumo de glaten similar aos registrados na Alemanha,
evidenciando que outros fatores estdo relacionados com a baixa prevaléncia de DC
dentre alemdes (MUSTALAHTI., 2010; IVARSSON et al., 2013). A miscigenacgéo
registrada para o sul do Brasil, entre europeus e seus descendetes, amerindios e
afrodescendentes poderia ter diminuido a prevaléncia de HLA-DQ2 dentre os celiacos
do sul do Brasil. Embora a prevaléncia de DC pareca ser maior entre europeus, em
decorréncia da alta frequéncia de HLA-DQ2 e HLA-DQS8 registrada para esta populagéo
(KARELL et al., 2003), a prevaléncia de DC na regido sul do Brasil, onde predomina
populacdo descendente de europeus, € menor do que a registrada para o centro-oeste
(DF) (PEREIRA et al., 2006; PRATESI et al., 2003). Dados mais robustos sobre
prevaléncia de DC e HLA-DQ2 e HLA-DQ8 ainda precisam ser levantados para a
regido sul do Brasil.

Alta prevaléncia de DC foi registrada para a regido nordeste do Brasil (Recife)
(TREVISIOL et al., 2004) de 1,92 %. Entretanto, esse dado parece estar superestimado,
visto que a prevaléncia de HLA-DQ2 (principal fator de risco genético) na regido é
menor do que a registrada para o centro-oeste (DF) e sul do Brasil e principalmente
porque a regido tem forte descendéncia afrodescendente e amerindia (PENA et al.,
2011; CASTRO-ANTUNES et al., 2011). Muito embora dados sobre a frequéncia de
HLA-DQ2 e HLA-DQ8 nédo tenham sido levantados em afrodescendentes e amerindios
brasileiros, estudos tem demonstrado que a DC ndo foi registrada em populagdo
amerindia do sul do Brasil (UTIYAMA et al, 2010) e nem tampouco em
afrodescendentes brasileiros oriundos de remanescentes de quilombolas (ALMEIDA et
al., 2012).

A frequéncia de HLA-DQ8, dentre os pacientes celiacos, foi estabelecida para o
centro-oeste (DF) (10,55 %), para a regido sul (11,9 %) (KOTZE et al., 2014), e para o
nordeste brasileiro (17,8%) (CASTRO-ANTUNES et al., 2011). A frequéncia de HLA-
DQ8 no DF foi considerado somando-se HLA-DQ8, HLA-DQ8/a5 ¢ HLA-DQ2.2/DQ8
(tabela 7), visto que os trabalhos de frequéncia de HLA-DQ2 e DQ8, no Brasil, carecem
de informacGes mais precisas sobre a frequéncia de HLA-DQ2.2 e possiveis

combinagBes com outros genotipos HLA-DQ. A concomitancia de HLA-DQ2 e HLA-
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DQ8, em populacdo celiaca, foi encontrada em 6,8 % no nordeste, 8,86 % no centro-
oeste (DF) e em 13,9 % no sul do Brasil.

A prevaléncia de HLA-DQ8 em pacientes celiacos do nordeste brasileiro é maior
do que aquela das regides sul e centro-oeste (DF). A provavel explicacdo é a origem
diferenciada desta regido em relacdo ao sul e centro-oeste do Brasil, cuja miscigenagédo
entre afrodescendentes, amerindios e Europeus foi mais intensa (PENA et al., 2011). Os
dados levantados sobre a prevaléncia do HLA-DQ8 dentre pacientes celiacos para a
regido centro-oeste e sul do Brasil sdo similares com os dados gerados no Chile
(ARAYA et al., 2015), em torno de 11 % de prevaléncia deste genétipo. J& em
populacdo de forte descendéncia amerindia, como a populacdo Chaco registrada na
Argentina, alta prevaléncia de HLA-DQ8 foi relatada entre pacientes celiacos (MOTTA
et al., 2014). Esses dados corroboram que a alta prevaléncia de HLA-DQ8 dentre
pacientes celiacos no nordeste brasileiro, possa estar relacionado com a contribuicao
amerindia na formacgdo de sua populacdo, que foi maior do que a registrada para as
regides sul e centro-oeste (DF) (PENA et al., 2011). 4.22% dos pacientes celiacos
(n=10) versus 15.2% dos controles (n=36), na populacdo de Brasilia, possuem HLA-
DQ8 sem HLA-DQ2.5 ou HLA-DQ2.2 (Tabela 7), levemente diferente da registrada
para pacientes celiacos do norte e sul da Europa que foi de 5,25% (KARELL et al.,
2003).

Tinto e colaboradores (2015), em analise retrospectiva de gendétipos HLA-DQ
predisponentes a DC em 5535 italianos que compunham grupo de risco (parentes de
primeiro grau de celiacos e individuos com sintomas sugestivos de DC), relataram 666
casos de DC (12 %). Neste grupo de pacientes, foi encontrado 0,3 % com HLA-DQS8
em homozigose e 7 % em heterozigose, um pouco maior do que a registrada para a
Europa (KARELL et al., 2003). O baixo indice de homozigotos para HLA-DQ8/DQ8
registrado na Italia esta de acordo com trabalhos anteriores (MEGIORNI et al., 2009) e
evidenciam que essa combinacdo haplotipica é rara entre descendentes de europeus.
Visto que a composicdo genética do Brasil é, em sua maioria, de origem europeia
(excessdo Norte e Nordeste — ALVES-SILVA et al.,, 2000; PENA et al., 2011),
consideramos que a impossibilidade metodoldgica de genotipagem da homozigose do
HLA-DQ8 neste trabalho ndo tenha prejudicado os resultados observados.

HLA-DQ8, estando ele associado ou ndo com outros haplotipos e alelos HLA
(tabela 7), esta presente em 19,41 % (n=46) dos celiacos e em 19,41 % (n=46) dos
controles, exatamente a mesma quantidade em ambos os grupos (Tabela 7). O que 0s
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diferencia é a frequéncia de suas combinacGes entre celiacos e controles. Quando
associado com o alelo f2 (DQB1*02) (DQ2.5/DQ8 (p2/x) ou DQ2.2/DQ8 (B2/x), tabela
7) € mais frequente entre celiacos e quando ndo esta (DQ8 ou DQ8/a5, tabela 7), € mais
frequente entre controles. A presenca do alelo B2 juntamente com HLA-DQ8 aumentou
de 7 a 15 vezes o risco de desenvolver a DC quando comparado com HLA-DQ8 sem o
alelo B2 (tabela 7 e figura 8). Tal observacdo é coerente com o fato de que o alelo B2
confere maior risco de desenvolvimento da DC em virtude do maior repertorio de
antigenos passiveis de serem apresentados quando comparado com a presenca Unica de
HLA-DQ8 (KARELL et al., 2003; MEGIORNI et al., 2009; KARINEN et al., 2006;
TOLLEFSEN et al., 2006).

Pacientes e controles genotipados como HLA-DQ2.2 eram 3,37 % celiacos
(n=8) versus 16,03 % controles (n=38) (Tabela 7). Esta é a primeira descricdo deste
haplotipo em pacientes celiacos e controles de 1 a 75 anos na populacdo brasileira. Este
hapldtipo, embora predisponha & DC, ndo é, sozinho, fator de risco importante na
prética clinica devido a baixa estabilidade de ligacdo a antigenos imunogénicos do
gluten, diminuindo, assim a resposta imunologica (BODD et al., 2012; FALLANG et
al., 2009), como pode ser observado pela baixa frequéncia de pacientes celiacos com
HLA-DQ2.2 quando comparado com 0s respectivos controles (tabela 7). Entretanto,
quando HLA-DQ?2.2 est§ associado com HLA-DQ2.5 (Tabela 7 e figura 8), constitui
importante fator de risco, visto que a homozigose do alelo 2 confere maior risco de
desenvolvimento da DC (van BELZEN et al, 2004). Assim, recomenda-se a
genotipagem de HLA-DQ2.2 em pacientes e grupos de risco (MUBARAK et al., 2013),
pois é considerado, tanto em homozigose quanto em heterozigose, como importante
modulador do risco genético associado a DC (ROMANOS et al, 2009). Ndo ha
diferencga estatisticamente significativa entre pacientes celiacos e controles quanto a
frequéncia e importancia clinica da homozigose de HLA-DQ2.2 (tabela 7), evidenciado
pelo baixo nimero de pacientes celiacos dentro desse grupo.

A frequéncia observada de HLA-DQ2.5 e/ou DQ8 de 35,45 % em grupo
controle do DF est& de acordo com o esperado para a populacdo geral mundial de 30 %
(MEGIORNI; PIZZUTI, 2012). Estes sdo necessarios mas nao suficientes para o
desenvolvimento da doenca, visto que ao menos 3 % da populacdo geral que possui
alelos HLA-DQ predisponentes desenvolvam a DC (MEGIORNI; P1ZZUTI, 2012). N&o
h& dados robustos sobre a frequéncia de HLA-DQ2.5/DQ2.2/DQ8 em populagdo geral
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brasileira mas sim naqueles relacionados com grupos com maior risco de desenvolver a
DC (MARTINS et al., 2010, CASTRO-ANTUNES et al., 2011).

Dentre os pacientes celiacos negativos para HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8, 2,1 %
(n=5) apresentaram apenas a5 ou nenhum genétipo ou alelo HLA predisponente (tabela
7), 20,25 % (n=48) dos controles possuiam apenas a5 como alelo predisponente e 28.69
% de controles (n=68) nao possuiam nenhum alelo predisponente ou apenas a8 (tabela
7). Ou seja, 48,94 % da populagdo geral do Distrito Federal possui muito baixa
probabilidade de desenvolvimento da DC. E relatado que os alelos a5 ¢ a8 possuem
associacdo negativa com a o surgimento dessa da DC (KARELL et al, 2003;
MEGIORNI et al, 2009).

Também foi observado na populacdo do DF que 0,84 % dos pacientes celiacos
(n=2) e 25,32 % dos controles (n=60) ndo possuiam nenhum alelo HLA predisponente a
DC. Estes dados estdo coerentes com literatura internacional. Em populacéo italiana,
Megiorni e colaboradores relataram 0,9 % dos pacientes celiacos versus 23 % dos
controles como desprovidos de alelos HLA-DQ predisponentes &8 DC (MEGIORNI et
al., 2009). Na populacédo do sul da Espanha, Fernandez-Cavada-Pollo e colaboradores
(2013) relataram 0,8 % celiacos versus 24,3 % dos controles sem nenhum dos alelos
predisponentes a DC. Embora haja relatos na literatura nacional e internacional sobre
celiacos confirmados por bidpsia que ndo possuem nenhum dos gendétipos de risco e
nem tampouco seus alelos (KOTZE et al, 2014, MARTINS et al., 2010;
FERNANDEZ-CAVADA-POLLO et al., 2013) é pouco provéavel que individuos,
mesmo em grupos de risco, que ndo possuam HLA-DQ2.5/DQ8/DQ2.2 ou seus alelos
venham a desenvolver a DC (KARELL et al., 2003).

E interessante notar que dentro da populacdo brasileira, a frequéncia de
genotipos tdo comuns (HLA-DQ2 e HLA-DQ8) sofrem variagdes consideraveis entre as
diferentes regibes do Brasil. A populacdo brasileira € considerada bem heterogénea do
ponto de vista genético, resultado do processo de imigracdo e miscigenacao entre trés
principais etnias que compde o Brasil: Europeus, Amerindios e Africanos. Além disso,
processos migratérios da Italia, Espanha, Alemanha, Japdo, Libano e Siria também
influenciaram o processo de miscigenacdo racial observado no Brasil. A andlise de
marcadores genéticos para ancestralidade de uma amostra representativa da populacao
brasileira identificou que a contribuicdo européia € a mais intensa na maior parte do pais
(0,771 %), seguida pela contribuicéo africana (0,143 %) e amerindia (0,085 %) (LINS et
al., 2010).
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Os dados sobre frequéncia de genétipos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 levantados no
Distrito Federal (DF) podem, de maneira geral, representar aqueles dados reais para a
populacdo brasileira como um todo, visto que, processos migratdrios ocorreram das
diversas regides do Brasil em direcdo a Brasilia durante mais de 50 anos de sua
fundacdo. Atualmente o DF apresenta mais de 2,5 milhGes de habitantes (IBGE —
Intituto Brasileiro de Geografia e Estatistica).

A frequéncia de HLA-DQ2.5/DQ2.2/DQ8, suas combinacdes e alelos que os
compde, tanto em pacientes celiacos quanto grupo controle, permitiu tracar um
gradiente de risco de desenvolver a DC baseado na presenca destes genétipos. O modelo
utilizado aqui foi o proposto por Megiorni et al. (2009) (tabela 7 e figura 8), e que
também foi utilizado em trabalho espanhol para determinacdo de risco genético de
desenvolver a DC na Espanha (FERNANDEZ-CAVADA-POLLO et al., 2013). A partir
deste gradiente de risco é possivel monitorar individuos que estdo em grupos com maior
probabilidade de desenvolver a DC (grupos de risco), principalmente, e permite uma
avaliacdo clinica sobre a necessidade da realizacdo periodica de testes sorolégicos, a fim
de evitar exposicdo prolongada ao processo autoimune desencadeado pelo gluten, e as
possiveis morbidades associadas. Por outro lado, a auséncia de alelos HLA-DQ
predisponetes a DC em grupos de risco, assim como em populacdo geral, torna a
probabilidade de desenvolvimento da DC proxima de zero, o que diminui a necessidade
da realizacdo periddica de testes soroldgicos para a DC. Os dados gerados neste trabalho
nos permitiu categorizar as combinagcdes HLA-DQ com maior risco de desencadear
resposta imune contra o gluten (tabela 7, figura 8).

Calculo de risco genético para DC baseado em gendtipos e alelos HLA tem sido
usado para dar suporte a pratica clinica e evidenciar aqueles individuos que possuem
maior probabilidade de desenvolver a DC (MEGIORNI et al., 2009). Essa selec¢do de
pessoas com maior risco de desenvolver a DC pode auxiliar na diminui¢cdo do tempo
entre 0 surgimento da doenca, seu diagndstico e tratamento, diminuindo assim a
morbidade e mortalidade associada. Essa ferramenta tem valor preditivo negativo
proximo a 100 %. A presenca dos alelos HLA predisponentes a DC explicam 35 % da
variacdo genetica associada a DC (KARELL et al., 2003; MEGIORNI et al., 2009), e 0s
mais de 39 alelos ndo HLA descobertos por GWAS (TRYNKA et al., 2011; DUBOIS et
al, 2010) explicam 13,7% da variacdo genética da DC (TRYNKA et al. 2011),
modificando sutilmente o risco associado ao seu desenvolvimento (ROMANOS et al.,
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2009). Outras variantes ainda precisam ser elucidadas para explicar o processo
autoimune associado com esta doenga.

Considerando a prevaléncia presumida no DF de 1:100, a presenca de HLA-
DQ2.5/DQ2.5 (B2/B2) se mostrou como a principal combinagdo HLA-DQ que
predispde a DC (OR: 15,95) com risco de 1:7 (tabela 7 e figura 8). A presenca de HLA-
DQ2.5/DQ2.2 (B2/p2) apresentou o segundo maior risco 1:10 (OR: 15,95) (tabela 7 e
figura 8). Megiorni et al. (2009) encontraram, em populagéo italiana, alto risco de
desenvolver a DC entre aqueles que possuiam HLA-DQ2.5/DQ8 (B2/x), com risco 1:7
e, em segundo lugar como genétipo HLA que mais predispbe a DC, HLA-
DQ2.5/DQ2.5 (B2/p2) com risco 1:10. A dose dupla do alelo 2 é associada com maior
risco de desenvolvimento da DC e com maior severidade da doenca, principalmente em
jovens (KARINEN et al., 2006, PLOSKI et al., 1993). Também foi relatado que a
presenca de HLA-DQ2.5/DQ2.5 (B2/p2) esta associada a altas concentragdes de
anticorpos anti-transglutaminase em criancas, quando comparadas com aquelas HLA-
DQ2.5/DQ8 (B2/x) (LIU et al., 2014). Em trabalho espanhol, HLA-DQ2.5/DQ2.5
(B2/B2) possui o mais elevado risco de desenvolvimento da DC (FERNANDEZ-
CAVADA-POLLO et al., 2013). Outros trabalhos também tém evidenciado que a
homozigose do alelo 2 (DQB1*02), quando em HLA-DQ2.5/DQ2.5 (B2/B2), contitui o
mais alto risco de desencadear a DC (LIONETTI et al., 2014; LIU et al., 2014). Os
dados apresentados corroboram com os achados sobre risco genético associados a
gendtipos HLA-DQ para o desenvolvimento da DC em populacédo do DF, Brasil.

Lionetti e colaboradores (2014) estudaram grupo de 832 recém-natos que
possuiam pelo menos um parente de primeiro grau com DC, sendo, entdo, considerados
grupo de risco. Os genotipos HLA desses recém-natos foram determinados e exames
soroldgicos foram realizados, periodicamente, até os dez anos de idade. Apods este
periodo, foi demonstrado que 26 % do grupo de sujeitos com gendtipo de maior risco
(HLA-DQ2.5/DQ2.5 (B2/p2) e HLA-DQ2.5/DQ2.2 (B2/p2) — tabela 7 e LIONETT] et
al., 2014) desenvolveram a DC, ao passo que 16 % do grupo de sujeitos com genétipos
considerados de risco médio (HLA-DQ2.5 (B2/x), HLA-DQ2.5/DQ8, HLA-DQ8, HLA-
DQ2.2 (B2/B2) e HLA-DQ2.2 (B2/x) — tabela 7 e LIONETTI et al., 2014)
desenvolveram a DC. Este estudo evidenciou que HLA-DQ2.5/DQ2.5 (B2/p2) e HLA-
DQ2.5/DQ2.2 (p2/p2) aumentam as chances de desenvolvimento da DC.

Questdes sdo levantadas quanto as razdes para que alelos HLA predisponentes a
DC ainda se mantenham téo frequentes em populacéo que consome glaten a pelo menos
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10,000 anos, visto que a presenca desta proteina na alimentacdo das populacdes poderia
ter exercido pressdo negativa na manutencdo de alelos HLA predisponentes a DC
(CATASSI., 2011). De fato, alelos HLA-DQ estéo presentes em 30-40 % da populagéo
geral (MEGIORNI; PIZZUTI, 2012) se mostrando frequente nas mais diversas
populacdes (ABADIE et al., 2011).

O cultivo de trigo e outros cereais tem 10,000 anos de histdria, tendo surgido na
regido do Oriente Médio (“crescente-fértil”) em regido de rapido desenvolvimento
socioeconémico. Importantes rios como Tigre e Eufrates permitiram que a agricultura se
desenvolvesse na regido. Os componentes genéticos de alto risco para desencadear a
DC, HLA-DQ2.5/DQ2.5 ($2/2), HLA-DQ2.5/DQ2.2 (82/2), HLA-DQ2.5/DQ8 (B2/x)
co-evoluiram juntamente com o consumo de gliten e ndo sofreram sele¢do negativa ao
longo da histéria do consumo de grdos contendo gluten esta proteina (LIONETTI,
CATASSI, 2014). Lionetti e Catassi (2014) encontraram forte associacdo entre
consumo de gliten e a presenca de HLA-DQ predisponentes a DC, além de alta
prevaléncia da DC em regiGes do oriente médio, e chamaram a observacdo feita de
“paradoxo evolucionario”.

A DC tem tido rapido aumento de sua prevaléncia nas varias regides do mundo
(GUANDALINI et al., 2014). E sugerido que a DC tinha baixa prevaléncia no inicio do
consumo de gluten pelas sociedades, e que esta prevaléncia tenha aumentado em
decorréncia de mudancas na quantidade e qualidade do gluten ingerido ao longo desses
10,000 anos de cultivo de cereais, ao processo de fermentacdo utilizado em massa feita
de cereais moidos, mudancas na microbiota intestinal humana e aos padrées de nutri¢ao
caracteristicos de cada época da sociedade (CATASSI., 2011; CATASSI et al., 2012),
fato que manteve a alta frequéncia de alelos HLA-DQ predisponentes a DC nas mais
diversas populagGes que consomem gluten.

E sugerido, também, que a manutencéo de alelos HLA-DQ predisponentes & DC
em populagdes que consomem glaten a 10,000 anos, ndo tenham sofrido selecéo
negativa em detrimento da vantagem seletiva que estes alelos exercem na protecdo
contra microorganismos. Valarini e colaboradores (2012) avaliaram a associagao entre a
frequéncia de alelos HLA-DR e HLA-DQ e a presenca de céries em 164 adolescentes
(16-19 anos). Foi observado que adolescentes que possuiam HLA-DQ2 eram menos
susceptiveis a carie do que aqueles que ndo o possuiam. Os referidos autores nédo
encontraram associacao significativa entre a susceptibilidade de desenvolver céries e o
alelo HLA-DRA4.
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Quando comparamos nossos dados da andlise de risco (tabela 7 e figura 8) com
aqueles produzidos em populacdo italiana (MEGIORNI et al., 2009), percebemos riscos
diferentes para gendtipos iguais. Este fato pode ser atribuido & variabilidade genética
entre a populacdo brasileira (PENA et al., 2000) e a italiana (TINTO et al., 2015), além
de fatores ambientais que possam estar envolvidos na eclosdo da DC. O consumo de
glaten pode ser um importante fator na determinagdo do risco de desenvolver a DC,
visto que Lionetti e Catassi (2014) encontraram uma tendéncia para correlacdo positiva
entre consumo de gluten e desenvolvimento da DC.

Riscos diferentes foram calculados para as categorias Cis e Trans de HLA-
DQ2.5 (B2/x) e alcancaram diferenca estatisticamente significante (p < 0,05). Este
genotipo em Trans mostrou risco 1:20 e em Cis 1:30 (tabela 7). A molécula de MHC-11
codificada por HLA-DQ2.5 é composta por uma cadeia proteica a e outra B. Dois
residuos de aminoacidos diferenciam esta molécula quando sintetizado por alelos em
Cis ou em Trans. Um localiza-se no peptideo lider da cadeia o (DQA1*05:01 vs
DQA1*05:05) e o outro residuo no dominio de membrana da cadeia § (DQB1*02:01 vs
DQB1*02:02). E postulado que essas pequenas mudancas de residuos de aminoacidos
ndo gerem diferencas no potencial de apresentacdo de antigenos pelas APCs
(WIIMENGA; ZHERNAKOVA, 2008).

Geralmente, as categorias Cis e Trans sdo consideradas juntas nos calculos de
risco devido a similaridade de risco que produzem (MEGIORNI et al., 2009;
FERNANDEZ-CAVADA-POLLO et al., 2013). Se considerarmos as categorias Cis e
Trans juntas o risco para HLA-DQ2.5 (B2/x) sera de 1:30 (dado ndo mostrado),
ocupando ainda a 4° posicdo de hapldtipos de maior risco (Tabela 7 e Figura 8). A
diferenca de risco encontrada neste trabalho para as categorias Cis e Trans de HLA-
DQ2.5 (tabela 7 e figura 8) pode ser justificada pela presenca de alguma variante de
risco genética no haplotipo ancestral AH 8.1. Medrano e colaboradores (2012),
compararam os riscos de desenvolver a DC em pacientes HLA-DQ2.5 (f2/x) em Cis e
em Trans com e sem o hapl6tipo ancestral AH 8.1. Eles observaram que HLA-DQ2.5
Trans tinha risco similar aquele registrado para HLA-DQ2.5 (B2/x) Cis quando este
estava associado ao AH 8.1 e risco aumentado quando comparado HLA-DQ2.5 (B2/x)
Cis sem a presenca do haplétipo ancestral AH 8.1. Sugeriram que algum fator adicional
de susceptibilidade a DC esta presente em individuos com o haplétipo ancestral AH 8.1.

A presenca isolada de HLA-DQ8 mostrou risco de 1:289 (figura 8). Este
genotipo, sem a presenga de B2 (HLA-DQ8 e HLA-DQ8/a5 — tabela 7), esta presente
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em 4,22% dos celiacos e 15,2% dos controles (tabela 7). Apesar de ser um genotipo
importante para o desenvolvimento da DC, possui risco menor do que aqueles gendtipos
relacionados com a presenca do alelo 2 (Tabela 7). Entretanto, quando HLA-DQ8 esté
associado com a presenga de 2 o risco aumenta entre 7 € 15 vezes, sendo 1:19, quando
HLA-DQ2.5/DQ8 (B2/x) e 1:40, quando HLA-DQ2.2/DQ8 (B2/x) (tabela 7). Esse
resultado era esperado, visto que a presenca do alelo DQB1*02:01 e DQB1*02:02
(codificam a cadeia p do HLA-DQ2.5 e HLA-DQ2.2, respectivamente) estdo associados
com maior predisposicdo a DC e modificam, consideravelmente, o risco de
desenvolvimento desta doenca (KARELL et al., 2003; MEGIORNI et al., 2009;
KARINEN et al., 2006). Isso demonstra o potencial das moléculas de MHC-II,
compostas por uma cadeia B codificada pelo alelo DQB1*02, na efetivacdo da resposta
imunoldgica observada em pacientes celiacos. Essas duas combinacbes, HLA-
DQ2.5/DQS8 (B2/x) e HLA-DQ2.2/DQ8 (B2/x) estdo entre as trés gendtipos que mais
predisponem a DC entre italianos (MEGIORNI et al., 2009). Os dados apresentados
nestes trabalho estdo coerentes com aqueles encontrados por LIONETTI e
colaboradores (2014).

HLA-DQ8/a5 mostrou risco de desenvolvimento da DC de 1:1005 (tabela 7),
3,5x menor do que a relatada para HLA-DQ8 (Tabela 7 e Figura 8). Em populacdo do
sul da Espanha também foi registrada um menor risco de desenvolvimento de DC para
individuos HLA-DQS8/05 quando comparado com HLA-DQ8 (FERNANDEZ-
CAVADA-POLLO et al., 2013). Todos os pacientes e controles descritos aqui como
HLA-DQ8/a5 possuiam a configura¢do de haplétipos DR5-DQ7.5/DR4-DQ8 (ver item
1.6.6 e figura 5). E possivel que moléculas de MHC-I1 de apresentacdo antigénica,
formados pela expressdo em Trans dos genes DQAL e DQB1 que compde esses
haplotipos (DQAL1*05/DQB1*03:02 ¢ DQA1*03/DQB1*03:01) formem moléculas afp
ndo muito eficiente na ligacdo e apresentacdo de importantes peptideos imunogénicos
do glaten. Nado h& evidéncia de que estas moléculas de apresentacdo antigénica
consigam se ligar com afinidade em peptideos imunogénicos do gluten e desencadear
uma resposta inflamatéria mediada por células T (TOLLEFSEN et al., 2006). Assim,
sugerimos que as cadeias o ¢ B que formardo uma molécula de MHC-II, sejam
sintetizadas a partir da expressio em Trans (DQA1*05/DQB1*03:02 e
DQA1*03/DQB1*03:01) dos alelos que compde os haplétipos DR5-DQ7.5/DR4-DQ8.
Sugerimos, ainda, que as moléculas de MHC-II formadas sejam preferencialmente
montadas pela expressao em Trans dos alelos que compde os referidos haplétipos, o que
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diminuiria a possibilidadade de um processo autoimune desencadeado por fragmentos
do glaten. Outra possibilidade para o decréscimo do risco observado entre a presenca
dos gendtipos HLA-DQ8 e HLA-DQS8/a5 (figura 8) ¢ a existéncia de fatores genéticos
de protecdo nos individuos que sao HLA-DQ8/a5 (ZHERNAKOVA., 2010).

Dentre o grupo de celiacos analisados, apenas 1,27 % deles (n=3) possuem
apenas a5 como alelo predisponentes, ao passo que 20,25 % dos controles (n=48)
possuem apenas este alelo (Tabela 7). Embora trés pacientes celiacos tenham
desenvolvido a DC e possuam apenas a5 como alelo HLA predisponente, e que ha alto
nimero de controles nesta categoria, concordamos que a presenga Unica de a5 ndo ¢
determinante para o desenvolvimento da DC (KARELL et al., 2003; MEGIORNI et al.,
2009) e possui associacdo negativa com o surgimento dela (MEGIORNI et al., 2009).
Individuos em grupo de risco e na populacdo geral que possuem apenas a5 tem
baixissima probabilidade de desenvolvimento da DC e podem, virtualmente, ser
excluidos de grupo de risco (OR 0,0504 95%, C1 0.0154-0.1647). De fato, outros fatores
genéticos e ambientais contribuem para que individuos com baixa probabilidade de
desenvolvimento de DC, baseado apenas em alelos HLA, desenvolvam esta doenca.

Sabe-se que a minoria dos sujeitos que estdo em grupos de risco (parentes de
primeiro grau de celiacos, DMI, SD, ST) e na populacao geral e que possuam apenas a5
como alelo HLA predisponente a DC desenvolverdo esta doenca (KARELL et al.,
2003). Kotze e colaboradores (2014) sugerem que a presenga Unica de a5 ndo pode ser
motivo suficiente para excluir a possibilidade de desenvolvimento da DC, mesmo que
este evento seje raro. Eles se baseiam no fato de que 8,9 % dos celiacos confirmados por
bidpsia do sul do Brasil, autodeclarados de descendéncia européia, ndo possuem nem 0s
gendtipos HLA-DQ2 e nem HLA-DQ8. De fato, Martins e colaboradores, ao estudar 90
pacientes celiacos no DF relataram auséncia dos genotipos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em
6,8 % (n = 5) de pacientes celiacos confirmados por testes sorologicos e por biopsia. Na
Italia 3,0 a 4,2 % dos pacientes celiacos foram registrados como tendo apenas a5 (alelo
DQA1*05) ou ndo possuem nenhum alelo predisponente (MEGIORNI et al., 2009;
TINTO et al.,, 2015). Marcadores genéticos mais especificos ainda precisam ser
estabelecidos, ja que os mais de 40 loci identificados por meio do GWAS pouco
modificam o risco genético associado ao desenvolvimento da DC (TRYNKA et al.,
2011).

O menor risco relatado se encontra na categoria ausente (nenhuma alelo HLA

predisponente) cujo valor calculado é de 1:3014. 0,84 % dos celiacos (n=2) e 25,32 %
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dos controles (n=60) foram incluidos neste grupo (tabela 7), dados estes que sdo
similares aqueles dados descritos em populacao italiana e espanhola (MEGIORNI et al.,
2009; FERNANDEZ-CAVADA-POLLO et al., 2013).

Os dois pacientes celiacos relatados neste trabalho na categoria “ausente” (tabela
7) sdo do sexo feminino. Ambas possuiam um ou mais dos sintomas classicos da DC
(diarreia, distensdo abdominal, dor abdominal, flatuléncia e irritabilidade) e foram
diagnosticadas segundo critérios da ESPGHAN (WALKER-SMITH et al., 1990). Uma
delas foi diagnosticada com 1 ano e trés meses de idade e a outra com 46 anos de idade,
sendo que esta também possuia tireoidite de Hashimoto, uma autoimunidade muito
comum entre os celiacos.

A Doenga Celiaca é marcadamente relacionada com a presenca dos genoétipos
HLA-DQ2.5/DQ8/DQ2.2 sendo que a presenca deles e de suas possiveis combinagbes
modificam o risco de desenvolvimento da DC (MEGIORNI et al., 2009;
FERNANDEZ-CAVADA-POLLO et al., 2013). Embora Castro-Antunes et al. (2011)
tenha relatado a presenca de um individuo DQA1*02:01/DQB1*02 (DQ2.2) dentre 73
pacientes celiacos do nordeste brasileiro, mostramos aqui a real prevaléncia de DR7-
DQ2.2 dentre celiacos e controles em populacdo de Brasilia (Centro-Oeste brasileiro).
Considerando a prevaléncia presumida de 1:100, encontramos alto risco de
desenvolvimento da DC associado com HLA-DQ2.5/DQ2.5 (32/B2), fato coerente com
outros trabalhos que evidenciam maior risco associado com a homozigose do genétipo
HLA-DQ2.5 (LIU et al., 2014), diferentemente daquele encontrado por Megiorni et al.
(2011), cujo maior risco, em populacao italiana, estava relacionada com a presenca de
HLA-DQ2.5/DQ8. Diferencgas genéticas e ambientais podem justificar diferentes riscos
para gendtipos HLA-DQ iguais.

As configuracdes Cis e Trans do DQ2.5 (B2/x) costumam ser mescladas em
apenas uma categoria e um unico risco € estabelecido (MEGIORNI et al., 2009;
FERNANDEZ-CAVADA-POLLO et al., 2013), entretanto encontramos riscos
diferentes para tais configuracdes (Tabela 7, figura 8) e sugerimos que a auséncia do
haplotipo ancestral AH 8.1 com DQ2.5 (B2/x) Cis diminua o risco genético desta
categoria (MEDRANO et al., 2012). Alelos HLA-DQ associados & Doenca Celiaca
respondem por cerca de 40% do risco genético associado ao desenvolvimento desta
doenca. Por isso, a determinacdo da presenca destes alelos torna-se importante para

auxiliar no diagnéstico de individuos que tem testes soroldgicos e histologicos
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discordantes e para afastar a possibilidade de um individuo vir a desenvolver esta

doenca.

8. CONCLUSOES

Dados sobre a frequéncia destes gendtipos na populacéo brasileira permitiram-
nos calcular o risco genético associado ao desenvolvimento da DC no Brasil. O gréfico
sugerido (figura 8) pode auxiliar médicos na pratica clinica e ser usado em trabalhos
prospectivos de seguimento de pessoas que possuem risco genético de desenvolvimento
da DC. O risco calculado varia entre 1:7 a 1:3014 e tem, como gendtipos de maior risco,
HLA-DQ2.5/DQ2.5 ($2/f2), HLA-DQ2.5/DQ2.2 (B2/2) e HLA-DQ2.5/DQ8 (B2/x).

Embora a metodologia empregada em gPCR tenha limitacdes, ela pode ser
utilizada na triagem de pacientes celiacos, grupos de risco e populacdo geral a fim de
identificar os individuos cujas informacfes HLA precisam ser mais detalhadas. A
obtengdo dessas informacgOes pode ser feita em kit comercial. O uso deste fluxo de
trabalho traz economicidade financeira ao processo de genotipagem de alelos HLA-DQ
predisponentes a DC e rapidez, visto que muitos individuos ndo precisardo ser
genotipados através de kit comercial, o qual utiliza metodologia baseada em PCR-SSP e
que depende de eletroforese em gel de agarose para obtencéo de resultados.

HLA-DQ2.5 e/ou HLA-DQ8 se mostraram presentes em 94,52 % (n=224) dos
pacientes celiacos e em 35,44 % dos controles. Foi realizada a primeira descricdo do
genotipo HLA-DQ2.2 (homo ou heterozigose) em grupo representativo de pacientes
celiacos (3,37 %) e em grupo controles (16,03 %) da populacdo brasileira, sendo que
todos os pacientes célicos e controles genotipados como HLA-B2/DQ8 (tabela 6) em
gPCR foram genotipados como HLA-DQ2.2/DQ8 (tabela 7) em kit comercial. Aqueles
identificados como B2 em qPCR foram, em sua maioria, genotipados como HLA-DQ2.2
em kit comercial. A frequéncia do genotipo HLA-DQ2.5 em Cis ou em Trans foi
estabelecida para a populacéo aqui estudada.

Este trabalho trouxe informagdes robustas sobre a frequéncia dos genotipos
HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 e HLA-DQ8 em populagdo celiaca e controles, permitiu
padronizar e validar técnica que trara rapidez e confiabilidade a genotipagem de alelos

HLA e delineou um gradiente de risco genético aplicavel a populacéo brasileira.
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9. PERSPECTIVAS

Este trabalho possibilitou a aplicacdo de informagfes genéticas a préatica clinica
em grupos de risco e em populacdo geral do Centro-Oeste - DF. Estas informacdes
enfatizam a necessidade pela busca por novos marcadores genéticos que possam
aumentar o Valor Preditivo Positivo (VPP) e o Valor Preditivo Negativo (VPN) dos
testes genéticos aplicaveis a doencas com forte componente genético. A busca por genes
que possam explicar a DC tem se intensificado, e outros locos diferentes daqueles
relacionados com a regido de MHC foram evidenciados e estdo sendo aplicados a
prética clinica. O risco genético associado a DC pode estar relacionado a forma como 0s
genes se expressam e as regides de DNA que possuem fungdo no controle da expressao
génica. Este trabalho também enfatiza a necessidade pelo levantamento de informacdes
sobre a frequéncia de HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 e HLA-DQ8 em grupos de pacientes
celiacos, grupos de risco e em populacdo geral descendentes de europeus,
afrodescendente e amerindios na populacéo brasileira.
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