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1. INTRODUCAO

A Doenca Celiaca (DC) é caracterizada por uma enteropatia autoimune
desencadeada pela ingestao de gluten em individuos geneticamente predispostos
com haplétipos do Antigeno Leucocitario Humano (HLA), principalmente HLA-DQ2
ou HLA-DQ8.

O objetivo deste estudo foi descrever um método para genotipar as principais
variagcbes genéticas causadoras da DC. Os alelos de risco relacionados ao
complexo antigeno leucocitario humano (HLA) estdo associados a gravidade da
lesdo intestinal, aos resultados dos testes soroldgicos, as doencas relacionadas a
DC e a sintomatologia.

Padronizamos um método para analisar o DNA de 140 pacientes com DC e
identificar a distribuicdo dos trés alelos de risco mais importantes para o
desenvolvimento de DC (DQA1*05:01, DQB1*02:01 e DRB1*04, este ultimo como
marcador para o haplétipo DQB1*03:02/DQA1*03/DRB1*04). Dados sorolégicos,
resultados de biopsia, sintomatologia e incidéncia de doencas associadas a DC
foram coletados por meio de questionario previamente validado.

2. METODOLOGIA

O perfil clinico dos pacientes com DC foi avaliado por meio de questionario
adaptado de outro estudo ja aprovado e testado para uso em pacientes com DC,
incluindo, entre outras, questdes sobre resultados de bidpsia intestinal, testes
sorologicos, sintomas relacionados a DC e presenca de outras doencas
relacionadas (CASOL CA; DE PELLEGRIN CP et al 2007).

As células bucais foram coletadas para analise de DNA por meio da raspagem
da parede interna das bochechas com um swab estéril, logo apos a realizacao de
bochechos com agua mineral para reduzir a contaminacdo bacteriana. Os swabs
foram identificados com codigos numéricos para proteger a identidade do
participante e armazenados a -20 °C até a extracdo do DNA no laboratério.

Quanto a extracdo de DNA gendmico e controle de qualidade, um protocolo
adaptado para purificacdo de DNA gendmico de Miller et al. foi usado [18]. A
qualidade do DNA foi confirmada por um teste-PCR utilizando primers que
reconhecem um gene constitutivo (enzima conversora de angiotensina) como
controle. Os primers utilizados foram 5'-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-
3' e 5-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTA GA-3' e os produtos da PCR foram
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analisados em gel de agarose 1% apos eletroforese pelo observacao de um produto
de 490pb (ARANALDE LCR. PEDERZOLI BS et al 2016).
A amplificagdo dos alelos estudados foi realizada por PCR. Os alelos de

interesse foram DQA1*05:01 e DQB1*02:01 (relativos ao complexo DQ2.5 e aos
haplétipos DR3-DQ2) e DRB1*04 (relativos ao complexo DQ8 identificando o
haplétipo DR4-DQ8).

As reacoes foram preparadas em volume final de 20yuL utilizando o GoTaq®
Green Master Mix (PROMEGA, EUA) com 2 pL de DNA gendmico e primers
especificos adaptados do protocolo descrito por SACCHETTI et al. (2001). Primers
para identificar os alelos de risco DQ2 alfa-1 (5-AGC AGT TCT ACG TGG ACC
TGG GG-3' e 5-GGT AGA GTT GGA GCG TTT AAT CAG A-3') geraram um
produto de PCR de 144bp, enquanto primers que identificam os alelos de risco DQ2
beta-1 (5-CGC GTG CGT CTT GTG AGC AGA AG-3' e 5-GGC GGC AGG CAG
CCC CAG CA-3') geraram um amplicon de 110 pb. Os primers que identificam o
alelo de risco DQ8 (5'-GGT TAAACATGAGTG TCATTT CTT AAAC-3' e 5-GTT
GTG TCT GCA GTA GGT3') amplificaram um produto de 217 pb.

As reac0Oes foram realizadas em termociclador (AMPLITHERM®) utilizando o
seguinte protocolo: 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 56°C
por 10 segundos e 72°C por 50 segundos; 72°C durante 5 minutos. Os tamanhos
dos fragmentos foram analisados apos eletroforese em gel de agarose a 3% corado
com SYBR Safe (Invitrogen®-Thermo Fisher Scientific, EUA) por meio de
documentacéo fotografica.

No presente estudo analisamos os trés alelos mais importantes relacionados
a DC: dois deles pertencem a molécula DQ2.5, representando a subunidade alfa
(DQA1*05:01) e beta (DQB1*02), e um que € um marcador para o haplétipo
(DRB1*04) que codifica o heterodimero DQ8. Este protocolo de PCR € capaz de
identificar a presenca ou auséncia desses alelos, mas ndo o numero de copias
em cromossomos homologos. Para entender melhor a relacdo entre genaotipos,
grau de lesao intestinal e testes soroldgicos, realizamos analise de dados
combinando os trés alelos e considerando todas as combinacdes desses alelos
em pacientes com DC (n = 140). Também analisamos as distribuicdes e
associacfes considerando apenas os alelos DQ2 (DQA1*05:01 e DQB1*02:01) ou
apenas o alelo referente ao DQ8.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados clinicos foram comparados as analises de genotipagem dos
alelos de risco para DQ2 e DQ8, indicando um resultado favoravel entre ambos,
comprovando a eficacia do método.
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Figura 1: Analise da genotipagem dos alelos de risco para DQ2 e DQ8.
Imagens de geis de agarose (3%) apOs eletroforese mostrando resultado das
genotipagens por PCR. A) para os alelos DQA1*05 (codifica subunidade alfa da
proteina DQ2) com tamanho de fragmento de 144pb e o alelo DQB1*02 (codifica
subunidade beta da proteina DQ2) com tamanho de fragmento de 110pb; B) para
o alelo DRB1*04 (identifica o hapl6tipo de risco para DQ8) com tamanho de
fragmento de DNA amplificado de 217pb; Nas primeiras colunas de cada gel vemos
o marcador molecular de 100pb (PROMEGA®, USA), Na ultima coluna de cada
imagem o resultado da reacdo sem amostra (H20").

4. CONCLUSOES

Neste trabalho conseguimos padronizar um método simples para a
genotipagem dos principais alelos de risco para o desenvolvimento de doencga
celiaca. Com este resultados fomos capazes de genotipar um grande numero de
pessoas com diagnostico confirmado de doenca celiaca, e desta forma contribuindo
para o desenvolvimento da ciéncia nesta area.
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