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Resumo

A doenga celiaca (DC) é uma enteropatia imuno-mediada caracterizada por inflamacéo cronica
do intestino delgado, que resulta em atrofia das vilosidades intestinais, hiperplasia de criptas e
infiltracdo linfocitaria. A doenca ocorre em individuos geneticamente predispostos pela
presenca dos genes do sistema HLA DQ2 e/ou DQ8. Esses genes codificam as moléculas MHC
de classe Il presentes nas células apresentadoras de antigenos, que fazem apresentacéo
antigénica aos linfocitos T, iniciando a resposta imunitaria inflamatéria presente na DC. Os
genes HLA DQ2 e DQ8 séo responséveis por 40% da suscetibilidade genética da doenca celiaca
(DC), sua prevaléncia tem mostrado variacbes em diferentes regibes do mundo, e até o
momento ndo foi determinada na populagdo brasileira. Com base nestes dados, o presente
estudo pretende estimar a frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC em um grupo
populacional de recém-nascidos brasileiros. Os genes HLA-DQ2 e DQ8 foram tipados em 329
recém-nascidos pela técnica qPCR e os resultados foram confirmados por um kit comercial que
utiliza a metodologia PCR-SSP. Os resultados revelaram uma prevaléncia de 33,44% para 0s
heterodimeros DQ2 e DQ8, semelhante aos obtidos em estudos realizados nos paises europeus.
Em uma segunda analise dos dados, quando a presenca de pelo menos um dos alelos
predisponentes para DC foi considerado, observamos uma porcentagem aumentada dos alelos
de alto risco para desenvolvimento de DC nos recém-nascidos brasileiros. Diante destes
achados é possivel concluir que os dados encontrados na populacédo brasileira sdo semelhantes
aos encontrados nos paises europeus, embora as caracteristicas populacionais sejam distintas, e
que a metodologia empregada, e que foi validada e confirmada é confidvel e podera ser
reproduzida facilmente em novos estudos.
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Abstract

Celiac disease (DC) is an immune-mediated enteropathy characterized by chronic inflammation
of the small bowel which results in intestinal villi atrophy, crypt hyperplasia and lymphocyte
infiltration. This disease only affects genetic susceptible individuals who carry the genes that
integrate the HLA DQ2 and/or DQ8 system. These genes code for MHC class 1l molecules
present in antigen-presenting cells, which will interact with T-lymphocytes leading to the
characteristic inflammatory response of DC. Forty percent of the genetic susceptibility to DC
is associated with class 1l HLA-DQ2 and -DQ8 genotypes. The prevalence of these genes has
shown significant variations among different world regions and has not been previously
determined among the Brazilian population. The aim of this study was to estimate the
prevalence of celiac disease HLA-predisposing alleles in Brazilian newborns. DQ2 and DQ8
genes were typed in 329 newborns using qPCR and the results were confirmed by a PCR-SSP
commercial kit. The prevalence of DQ2 and/or DQ8 heterodimers was 33.44%, which is similar
to the results obtained in European screening studies. However, if only considering the presence
of at least one of the CD predisposing alleles, an increased percentage of high-risk alleles could
be observed among the Brazilian newborns. Analyzing our results, we could conclude that, the
prevalence of DQ2 and/or DQ8 heterodimers in our population is similar to that observed in
European population screening studies although the characteristics of both populations highly
differ and that the applied technic proved to be reliable and can be easily reproduced in further
studies.
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1. Introducéo

1.1 Definicéo e historico

A doenca celiaca (DC) é uma enteropatia imuno-mediada caracterizada por inflamagéo
cronica do intestino delgado, que resulta em atrofia das vilosidades intestinais, hiperplasia de
criptas e infiltracdo linfocitéaria. A doencga ocorre em individuos geneticamente predispostos e
a susceptibilidade & doenca esta principalmente ligada a presenga dos genes do sistema HLA
de classe 11, HLA DQ2 e/ou DQ8. O fator desencadeante da doenca é a ingestdo de glaten, que
é um complexo proteico encontrado no trigo e em cereais afins. O desenvolvimento da DC é
consequente a combinacdo desses fatores genéticos e ambientais e seu tratamento consiste na
dieta livre de glaten (ABADIE et al, 2011; BAO, GREEN & BHAGAT, 2012; HUSBY et al,
2012; PRESUTTI et al, 2007).

A primeira descricdo da “afeccdo celiaca” (com base na palavra grega “koelia”, por
abdome) foi feita no século I1d.C. por Arateus da Capaddcia, que a descreveu como sendo uma
afeccdo intestinal associada a diarreia prolongada, atrofia do corpo e comprometimento do
estado geral (PRAVELEY, 1988). Somente 17 séculos depois, em 1888 o médico inglés Samuel
Gee chamou a aten¢do novamente para essa doenga, reconhecendo a importancia da dieta no
manejo dos pacientes celiacos, apesar de ndo ter identificado o fator desencadeante
(AURICCHIO, 1996).

A importancia da dieta foi posteriormente confirmada por Willem Karel Dicke, pediatra
holandés que associou o consumo de cereais ao desenvolvimento de DC. Dicke obeservou que
durante a Segunda Guerra Mundial, em periodo de grande escassez de alimentos na Holanda, a
quase total auséncia de derivados de trigo e outros cereais paradoxalmente resultou em nitida
melhora das criangas celiacas sob seus cuidados. Sua suspeita foi confirmada pela constatacéo
de que a reintroducdo dos farinaceos na dieta das mesmas criangas celiacas resultou no
reaparecimento paulatino das manifestacoes clinicas tipicas da DC, tornando evidente a relacéo
entre o consumo de cereais e 0 desencadeamento da doenga. No entanto, ainda ndo eram
conhecidos quais cereais continham o fator desencadeante da DC. Somente ap6s a Segunda
Guerra Mundial, em colaboragdo com van Kamer e Weyers, Dicke identificou que a gliadina,
componente do glaten, era responsavel pela sindrome malabsortiva caracteristica dos pacientes
celiacos. Depois desse achado foi definitivamente preconizada a dieta livre de gliten como
Unico tratamento de DC (VAN BERGE-HENEGOUWEN & MULDER, 1993).
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Até meados da década de 1950, o diagnostico da DC era baseado unicamente no quadro
clinico do paciente. Em 1954, o médico inglés J. W. Paulley observou que a mucosa intestinal
de um paciente celiaco ndo era compativel com uma mucosa normal. Essa descoberta levou ao
desenvolvimento de técnicas para analise da mucosa intestinal de pacientes suspeitos de serem
portadores de DC, a principal delas, denominada Cépsula de Crosby, foi desenvolvida pelo
engenheiro Heinz H. Kugler e pelo tenente coronel americano W. H. Crosby (PRAVELEY,
1988). Os padrdes histoldgicos das lesdes da mucosa intestinal foram caracterizados pela
primeira vez na década de 1990 por Marsh. Ele identificou cinco estigios de lesdes: pré-
infiltrativa, infiltrativa, hiperplasica, destrutiva e hipoplasica (MARSH, 1990).

Em 1969, a Sociedade Europeia de Gastroenterologia Hepatologia e Nutri¢éo Pediatrica
(ESPGHAN - European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition)
estabeleceu os critérios de diagndstico para DC (MEUWISSE et al, 1970). Esses critérios
recomendavam a realizagdo de trés biopsias intestinais: uma realizada quando da suspeita de
doenca celiaca, devendo evidenciar anormalidades caracteristicas da afec¢do; a segunda biopsia
seria realizada depois do paciente ter permanecido em dieta livre de gliten por um periodo
prolongado, o que deveria resultar em normaliza¢do da histologia da mucosa intestinal; e a
terceira biopsia deveria ser feita depois de o paciente voltar & dieta com glaten, o que deveria
resultar no reaparecimento das alteracBes da mucosa, firmando definitivamente o diagndstico.
Esses critérios sofreram posteriores modificacfes, em face ao refinamento dos métodos de
diagndstico, principalmente devido ao aparecimento de testes soroldgicos sensiveis e
especificos o que, em muito diminuiu a importancia da biopsia intestinal como Gnico método
diagnostico (WALKER-SMITH et al, 1990; HUSBY et al, 2012).

Os métodos de diagnostico sorolégico desenvolvidos a partir das décadas de 70 e 80
tornaram-se rapidamente de uso corrente no diagnéstico precoce de DC e que muito
contribuiram na diminuicdo progressiva de bidpsias desnecessarias, previamente selecionando
quais os pacientes que seriam submetidos ao procedimento (BITTOLO et al, 1990). Esses
métodos baseiam-se predominantemente em ensaios imunoenzimaticos, radioimunoensaios e
em técnicas de imunofluerescéncia. Apds a introducdo dos testes de anti-gliadina e anti-
reticulina, atualmente praticamente em desuso, o primeiro teste confidvel, devido & sua alta
sensibilidade e especificidade foi o método de deteccdo de anticorpos antiendomisio por
imunofluorescéncia indireta, desenvolvido por Chorzelski et al em 1983. Mais recentemente,
em 1997, Dieterich et al identificaram a enzima transglutaminase tecidual (tTG) como sendo o

principal auto-antigeno desencadeador da DC. Atualmente a detec¢do de anticorpos anti-
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transglutaminase pelo método ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) é um dos
principais testes utilizados no auxilio do diagnostico de DC, tendo em vista a sua grande
sensibilidade e por tratar-se de teste de facil execugdo e quantitativo (BAO, GREEN &
BHAGAT, 2012).

Um passo importante para determinar a influéncia de fatores genéticos, principalmente
de genes do sistema HLA (human leukocyte antigen) foi dado por Stokes et al (1972) que, em
estudo pioneiro, evidenciaram a relagcdo da DC com antigenos leucocitarios humanos. Estudos
posteriores demonstraram forte associagao entre a DC e 0s genes HLA-DQ2 e DQ8, revelando
que a presenca desses marcadores é essencial para o desenvolvimento da DC (SOLLID et al,
1989; SPURKLAND et al, 1990). Sabe-se atualmente que a presenga desses genes do sistema
HLA é responsavel somente por 40% do risco genético para a doencga, sendo que 0s restantes
60% estdo distribuidos entre varios genes somaticos, alguns ja identificados, outros em estudo,
cada um contribuindo com uma pequena parcela para o risco (TRYNCA et al, 2011). A
descoberta da existéncia de suscetibilidade genética determinada por genes do sistema HLA
aumentou a confiabilidade no diagndstico de DC tendo em vista seu alto valor preditivo
negativo, pois a auséncia desses genes praticamente elimina a possibilidade de
desenvolvimento da doenca em algum periodo de sua vida. Além disso, grande parte dos

individuos portadores desses genes nunca irdo desenvolver a doenga, (VIVES-Pi et al, 2013).

1.2 Epidemiologia

Inicialmente a DC era considerada uma doenca rara que afetava predominantemente
populagdes europeias ou de origem europeia (LIONETTI & CATASSI, 2011). Acreditava-se
também que a doenca acometia principalmente criangas, pois os estudos epidemiol6gicos
iniciais eram direcionados para a populacéo pediatrica. Como as pesquisas baseavam-se apenas
nas manifestacGes clinicas tipicas da doenca, os individuos assintométicos eram excluidos do
screening (PRAVELEY, 1988).

O advento de testes sorol6gicos mais confiaveis e a realizacéo de estudos de prevaléncia
em diversos paises foram fundamentais para comprovar que a DC é uma desordem comum, que
pode ocorrer em individuos de qualquer faixa-etéria e de diferentes etnias (LIONETTI &
CATASSI, 2011; MAHADOV & GREEN, 2011). Na&o obstante, ainda ha individuos
assintomaticos ou com sintomatologia atipica que ndo sdo devidamente diagnosticados
(CATASSI et al, 1995; GUANDALINI & GUPTA, 2002; LIONETTI & CATASSI, 2011).
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Estudos epidemioldgicos realizados na Europa mostram que a DC afeta
aproximadamente 1% da populagdo (CATASSI et al, 2007; MUSTALAHTI et al, 2010). Em
paises onde ha elevada proporcdo de individuos com ascendéncia europeia, como Estados
Unidos e Nova Zelandia, a prevaléncia de DC é semelhante a paises da Europa, variando entre
1% a 1,2% (FASANO et al, 2003; COOK, 2000). Na Australia a DC afeta cerca de 0,4% da
populacdo (HOVELL, 2001), embora o pais também seja formado por caucasianos.

No norte da Africa a prevaléncia de DC pode variar entre 0,28% e 5,6% na populagio
geral. A prevaléncia de DC mais elevada foi encontrada no Saara, onde a doenca afeta cerca de
5,6% da populagdo infantil (CATASSI et al, 1999; FASANO et al, 2004). N&o h4 estudos sobre
a prevaléncia de DC na Africa Subsaariana, entretanto, um recente estudo no Brasil sobre a
prevaléncia de DC em comunidades quilombolas, descendentes de africanos subsaarianos,
sugere que a doenga ndo seja muito comum nessa regido (ALMEIDA et al, 2012). Em paises
da Asia oriental, como Indonésia, Coreia do Sul e Filipinas, a DC é considerada rara (GUJRAL
etal, 2012). Contudo, no norte da india a DC é mais comum, visto que a prevaléncia da doenca
é de aproximadamente 0,32% (SOOD et al, 2006). A prevaléncia de DC em adultos doadores
de sangue na Turquia é de 1:87 (TATAR et al, 2004).

Na América do Sul a DC era considerada rara, entretanto, estudos realizados no Brasil
e na Argentina mostram que a doenca € comum também nesses paises (GUJRAL et al, 2012).
Estudos de rastreamento no Brasil mostram que a prevaléncia de DC varia de 1:119 a 1:417 na
populacéo geral (CROVELLA et al, 2007; PRATESI et al, 2003) e de 1:214 a 1:681 em
doadores de sangue (OLIVEIRA et al, 2007; GANDOLFI et al, 2007). Na Argentina, a
prevaléncia encontrada foi de 1:167 em 2000 adultos (GOMEZ et al, 2001).

A prevaléncia de DC est4 relacionada ao consumo de cereais que contem gllten
(principalmente o trigo) e a distribuicéo dos alelos HLA predisponentes para DC na populagéo
(ABADIE et al, 2011; GUJRAL et al, 2012). Populagdes em que a frequéncia dos alelos HLA
predisponentes e a ingesta de trigo séo elevadas estéo sujeitas a apresentarem uma prevaléncia
de DC aumentada (GUJRAL et al, 2012). Na Europa, por exemplo, onde a prevaléncia de DC
é considerada alta, cerca de 30% da populacdo apresenta os alelos HLA-DQ2 e/ou DQ8
(MEGIORNI et al, 2009) e o consumo de trigo é de aproximadamente 144,2 kg/ano per capita
(FAOSTAT, 2009). Contudo, existem populacdes que fogem a essa regra como a RuUssia, onde
0 consumo de trigo e a frequéncia dos alelos HLA predisponentes sdo semelhantes a outros

paises da Europa, porém a prevaléncia de DC é bem menor (0,2%) (ABADIE et al, 2011). A
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figura 1 mostra a prevaléncia de DC (a) e os niveis de consumo de trigo (b) em diversas regides

do mundo.

a Prevaléncia de doenca celiaca b Consumo de trigo

-

P QY e

Py

— - @

— Sy -

3 A 4
5““\ = N
P i—
| o
; S,

[]Desconhecido Kcal/pessoa/dia ¥ ™
[101-0.5% U o = & [13-398 L / @
Ho06-1% % v = [ 399783 w =y .
O 11-15% LI 4 I 784 - 1,167 . .
B >1.6% EL : " B 1,168 - 1,552 P

Figura 1 — Prevaléncia de DC e consumo de trigo em diferentes regifes do mundo.
Adaptado de Abadie et al, 2011.

Existem outros fatores genéticos e ambientais que podem influenciar a taxa de
prevaléncia de DC em uma determinada regido (ABADIE et al, 2011). A variabilidade da
microbiota, infec¢des intestinais e condigdes socioecondmicas séo 0s principais fatores que
podem influenciar o desenvolvimento de DC e, consequentemente, a distribuicdo da doenca em
uma determinada populagdo (LIONETTI & CATASSI, 2011; TACK et al, 2010).

1.3 Quadro Clinico

O quadro clinico da DC é heterogéneo e pode ser dividido em manifestacbes
gastrointestinais e manifestacOes extra-gastrointestinais. Diarreia, dor e distensdo abdominal,
vomito, flatuléncia, constipacdo e mé absor¢do sdo as manifestacGes gastrointestinais mais
recorrentes. As manifestacdes extra-gastrointestinais sdo mais diversas, podendo se caracterizar
por anemia resistente ao tratamento, perda de peso progressiva, osteoporose, infertilidade,
baixa estatura, irritabilidade, dermatite herpetiforme, e pela presenca de quadros neuroldgicos,
principalmente por epilepsia eventualmente associada a calcificagfes parieto-occipitais, ataxia
cerebelar idiopética, neuropatia periférica e cefaleia de tipo enxaquecoso (BRIANI,
SAMAROO & ALAEDINI, 2008; LIONETTI & CATASSI, 2011; HUSBY, 2012).

As manifestagdes clinicas da DC podem surgir na infancia, adolescéncia ou na fase
adulta tendo sido descritas mesmo em idade avancada (VILPPULA et al, 2009) e variam de
acordo com a faixa etéria dos afetados. Em criancas, as manifestacdes mais comuns sdo as
gastrointestinais como diarreia cronica e dor e distenséo abdominal, flatuléncia, anemia e baixa
estatura. J& nos adultos a sintomatologia predominante é extra-gastrointestinal podendo também
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ser caracterizada pela presenca de anemia resistente ao tratamento, além de osteoporose e
manifestaces neuroldgicos (TJON, van BERGEN & KONING, 2010; HUSBY, 2012).

Os pacientes podem apresentar diversos niveis de inflamacéo intestinal podendo variar
desde a simples presenca de nimero aumentado de linfécitos intraepiteliais (IELs -
intraepthelial lymphocytes) a grave infiltracdo subepitelial de células mononucleares,
resultando em atrofia das vilosidades e acompanhada por hiperplasia de criptas (SCHUPPAN,
JUNKER & BARISANI, 2009; TION, van BERGEN & KONING, 2010).

A DC pode ser classificada em quatro formas clinicas: classica ou tipica, atipica ou néo-
cléssica, silenciosa ou assintomatica e potencial (FASANO e CATASSI, 2001; LIONETTI e
CATASSI, 2011; HUSBY, 2012). A DC classica ou tipica é caracterizada por manifestacdes
gastrointestinais, principalmente diarreia e malabsor¢do. Essa forma é mais frequente em
criangas. As manifestacBes podem surgir apds semanas, meses ou mesmo anos apds a
introducdo de alimentos que contenham gluten. As lesdes histoldgicas sdo de variavel gravidade
mas frequentemente sdo caracterizadas por hipotrofia ou atrofia das vilosidades e variavel grau
de hiperplasia das criptas (FASANO e CATASSI, 2001; LIONETTI e CATASSI, 2011,
LUDVIGSSON et al., 2012).

A DC atipica ou ndo cléssica pode surgir em qualquer idade, contudo, é mais frequente
em adolescente e adultos (LIONETTI e CATASSI, 2011). Manifesta¢Oes gastrointestinais sao
minimos ou ausentes (BAO, GREEN e BHAGAT, 2012). J4 as manifesta¢Bes extra-intestinais
sd0 mais recorrentes, tais como: anemia ferropriva, dermatite herpetiforme, osteoporose,
complicacbes neuroldgicas, abortos de repeticdo, infertilidade além de anormalidades na
menarca e na menopausa (LIONETTI e CATASSI, 2011; ADMOU et al, 2012; LUDVIGSSON
et al, 2012).

Na forma silenciosa ou assintomatica ocorre caracterizagdo por sorologia positiva e
biopsia compativel com DC, entretanto sinais e manifestagdes comumente associados a DC séo
inexistentes. Os pacientes sdo comumente diagnosticados ocasionalmente em programas de
rastreamento ou por estarem em grupos de risco para DC (portadores de doengas autoimunes
ou parentes de celiacos). As principais caracteristicas encontradas séo: disturbios de
comportamento (irritabilidade, tendéncias a depressdo e prejuizo no desempenho escolar),
sensagdo de cansaco, aptiddo fisica comprometida, fadiga crénica e reducdo da densidade
mineral éssea. Muitos desses pacientes, apesar de ndo terem apresentado sintomatologia
significativa antes do diagnostico relatam melhor disposicéo tanto fisica como emocional apds
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o inicio de dieta isenta de glaten. Essa forma também pode ser reclassificada como subclinica.
(FASANO e CATASSI, 2001 e 2005; LIONETTI e CATASSI, 2011; LUDVIGSSON et al,
2012; HUSBY, 2012).

E finalmente, a Forma potencial, que é caracterizada por sorologia positiva para DC,
tipagem do HLA compativel com DC, mucosa intestinal normal ou com anormalidades sutis
(aumento de linfocitos intraepiteliais) e auséncia de enteropatia significativa. O paciente pode
ou ndo apresentar manifestacdes, assim como pode ou ndo desenvolver lesdes na mucosa
futuramente. (LIONETTI e CATASSI, 2011; LUDVIGSSON et al, 2012; HUSBY, 2012;
KANEEPKENS e von BLOMBERG, 2012; SAPONE et al, 2012).

Alguns pesquisadores e profissionais da salde, inclusive os pertencentes 8 ESPGHAN,
acrescentam mais uma forma clinica para a DC, a forma latente. Esta é caracterizada pela
presenca ou auséncia de anticorpos, mucosa intestinal normal, e tipagem de HLA compativel
com DC, sendo que o paciente, para ser definido como sendo portador desta forma precisa, em
algum periodo de sua vida prévia, ter sido diagnosticado como portador de enteropatia
consequente ao consumo de gluten (HUSBY, 2012; KANEEPKENS e von BLOMBERG,
2012; SAPONE et al, 2012).

Em consequéncia da grande variabilidade nas manifestacdes clinicas da DC é comum
representar a DC utilizando a imagem de um iceberg (Figura 2), em que a ponta do iceberg
acima da superficie representa os casos tipicos, mais aparentes e mais facilmente diagnosticados
sendo a parte submersa e invisivel constituida pelas formas clinicas menos aparentes e de mais
dificil diagnostico (ABADIE et al, 2011).
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Figura 2 — Iceberg celiaco, representando as diferentes formas da DC
Adaptado de Leeds, Hopper e Sanders, 2008.

1.4 Diagnostico

As manifestagdes clinicas da DC sdo muito heterogéneas e frequentemente sutis o que
pode confundir o clinico e resultar em demora para se alcancar seu diagnéstico definitivo.
Segundo a ESPGHAN o diagnéstico da DC depende das manifestagdes clinicas, da presenga
de niveis significativos de anticorpos especificos (sorologia positiva), da presenca de genes
HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8 predisponentes e de caracteristicas anormalidades histopatologicas
da mucos intestinal evidenciadas a biopsia (HUSBY et al, 2012).

A ESPGHAN orienta que o diagnostico para DC deve ser considerado em criangas e
adolescentes que apresentam manifestagdes clinicas gastrointestinais (diarreia, dor abdominal,
nauseas ou vomitos) e extra-intestinais (anemia, dermatite herpetiforme, fadiga crénica). Além
disso, é também recomendado que o diagndstico de DC seja avaliado em criancas e
adolescentes assintomaticos, mas que pertencam a um grupo de risco para desenvolvimento de
DC. Os grupos de riscos para desenvolvimento de DC séo: diabetes tipo 1, Sindrome de Down,
Sindrome de Turner, Sindrome de Willians, doenca autoimune da tireoide, doenga autoimune
do figado, deficiéncia seletiva de IgA e familiares de primeiro grau de celiacos (HUSBY et al,
2012). A Associacdo Americana de Gastroenterologia recomenda que o diagnéstico de DC seja
considerado em qualquer individuo com quadro clinico indicativo de DC ou pertencente a
grupos de risco (KAGNOFF, 2006).
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1.4.1 Testes sorolégicos

A producgdo de anticorpos anti-endomisio (EMA), anti-gliadina, anti-tTG e contra
complexos gliadina-tTG faz parte do processo de patogénese da DC. Os testes soroldgicos tem
a finalidade de detectar os niveis desses anticorpos no soro de individuos com suspeita de DC.
Os testes usados para diagndstico de DC incluem detecgdo de anticorpos IgA e 1gG anti-
gliadina, IgA-EMA e IgA anti-tTG (ROSTOM, MURRAY & KAGNOFF, 2006; SCHUPPAN
& ZIMMER, 2013).

Os anticorpos anti-gliadina ndo sdo atualmente considerados suficientemente sensiveis
ou especificos para serem usados no diagndstico da DC (BAO, GREEN & BHAGAT, 2012),
tendo sido substituidos pelos anticorpos anti-gliadina deamidada (anti-DGP) tanto da classe
IgG como IgA por estes possuirem maior sensibilidade e especificidade. O teste IgG anti-DGP
é utilizado nos casos de deficiéncia de IgA, em que sdo detectados anticorpos IgG anti-DGP
(SCHUPPAN & ZIMMER, 2013). Tanto o teste IgA como o IgG anti-DGP s&o comumente
usados como testes adicionais em pacientes que sdo negativos para outros testes soroldgicos,
mas que apresentam manifestac@es clinicos caracteristicos de DC, principalmente aqueles com
idade inferior a dois anos (HUSBY et al, 2012; SCHUPPAN & ZIMMER, 2013).

Anticorpos anti-tTG sdo comumente detectados pelo método de ELISA usualmente
utilizando tTG recombinante humana como antigeno. (HUSBY et al, 2012). O teste soroldgico
IgA anti-tTG é considerado o método mais sensivel para o diagnéstico de DC, com
sensibilidade proxima a 97% (BAO, GREEN & BHAGAT, 2012). Além disso, esse teste possui
elevada especificidade, proxima a 99% (ROSTOM et al, 2006). Embora o teste IgA anti-tTG
possua sensibilidade e especificidade elevadas, é possivel encontrar resultados falsos positivos
em pacientes com doenca hepatica, insuficiéncia cardiaca congestiva, artrite e doenca
inflamatoria intestinal (ROSTOM et al, 2006). O teste IgA anti-tTG é geralmente utilizado
como primeiro teste na abordagem inicial do diagnostico de DC desde que é um teste
quantitativo e que pode ser automatizado e ndo depende da interpretagéo do observador como
é 0 caso do teste de antiendomisio (HUSBY et al, 2012; SCHUPPAN & ZIMMER, 2013).

Os anticorpos IgA-EMA sdo detectados por imunofluorescéncia indireta, que requer
avaliacdo microscopica. Esse método €, portanto, de avaliagcdo subjetiva, estando sujeito a
variagdes dependentes da interpretacdo de diferentes observadores. Contudo, quando bem
interpretado por observador experiente a especificidade do teste sorolégico IgA-EMA é
proxima de 100% (ROSTOM et al, 2006), sendo considerado um teste de referéncia para
deteccdo de anticorpos especificos para DC (HUSBY et al, 2012).
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1.4.2 Tipagem do HLA

A DC € um exemplo de desordem multifatorial na qual o teste genético é de grande
relevancia clinica, pois a doenga raramente se desenvolve na auséncia dos genes HLA
especificos (HLA-DQ2 e HLA-DQ8) (ABADIE et al, 2011; CHANG & GREEN, 2009). Os
genes HLA-DQ2 e HLA-DQ8 sdo necessarios para o desenvolvimento da DC mas ndo sdo
suficientes (KUPFER & JABRI, 2012), ou seja, se um individuo carrega esses marcadores
genéticos, ndo necessariamente significa que ira desenvolver DC, mas sim que possui um risco
de desenvolver a doenca. Além disso, cerca de 30% da populacdo geral apresenta esses genes,
porém, apenas 3 a 4% desse grupo ird desenvolver a DC (WOLTERS & WIIMENGA, 2008).
Portanto, a auséncia dos genes HLA-DQ2 e HLA-DQ8 tem um alto valor preditivo negativo
para o diagnostico de DC, isto é, a chance de um individuo que ndo apresenta esses genes
desenvolver DC ¢é extremamente baixa, enquanto que a presencga desses marcadores tem um

valor preditivo positivo irrelevante (VIVES-PI et al, 2013).

A tipagem do HLA pode ser usada para descartar a hipotese diagnostica de DC em
pacientes com diagnéstico duvidoso, excluindo a possibilidade de doenca naqueles que ndo
possuem esses genes. Recentemente, Chang e Green (2009) sugeriram que a tipagem do HLA
fosse realizada antes dos testes sorologicos para reduzir a quantidade de resultados falsos
positivos e, assim, diminuir o ndmero de biopsias requeridas. Contudo, a ESPGHAN
recomenda que o teste HLA seja realizado previamente aos testes sorol6gicos somente nos
casos de pacientes assintomaticos pertencentes a grupos de risco (parentes de 1° grau de

celiacos, portadores de diabetes tipo 1 e sindrome de Down, por exemplo) (HUSBY et al, 2012).

1.4.3 Histopatologia

A avaliacdo histopatoldgica de biopsias duodenais em DC revela anormalidades na
porcdo proximal do intestino delgado, com diferentes graus de alteragdo podendo chegar a
atrofia completa do epitélio jejunal (SCHUPPAN & ZIMMER, 2013). Além das caracteristicas
histopatolégicas do intestino delgado possuirem niveis varidveis de severidade, sua localizagéo
pode ser varidvel, alternando éareas de epitélio normal com éareas afetadas em maior ou menor
grau (HUSBY et al, 2012). As principais alteracdes encontradas na mucosa intestinal na DC
incluem atrofia das vilosidades, hiperplasia das criptas e infiltracdo dos linfocitos intra-
epiteliais (SCHUPPAN, JUNKER & BARISANI, 2009).
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A biopsia duodenal ja foi considerada o padrdo-ouro para confirmar o diagnostico de
DC. A biopsia era recomendada quando o paciente apresentava manifestaces clinicas
caracteristicas da DC e sorologia positiva (anticorpos anti-tTG e/ou EMA) (HARRIS et al,
2012; FASANO & CATASSI, 2012). No entanto, as ultimas diretrizes da ESPGHAN
recomendam que a biopsia seja dispensada em pacientes com resultado de IgA anti-tTG 10
vezes superior ao valor de corte. Além disso, esses pacientes também devem apresentar 0s genes
HLA predisponentes (HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8) e sorologia positiva para 0 EMA. A
endoscopia é indicada nos casos em que os niveis de IgA anti-tTG sejam menores que 10 vezes
o valor de corte ou quando o teste HLA néo esteja disponivel (HUSBY et al, 2012).

Durante a endoscopia duodenal é recomendado realizar pelo menos uma biopsia no
bulbo duodenal e pelo menos quatro biopsias na segunda ou terceira por¢do do duodeno
(HUSBY et al, 2012). O diagnostico € confirmado pela avaliacdo histoldgica de acordo com a
classificacdo de Corazza-Villanicci. Essa classificacdo histoldgica apresenta as lesdes da
mucosa intestinal em duas categorias diferentes: grau A (lesdes ndo-atroficas) e grau B (lesbes
atroficas) (BAO, GREEN & BHAGAT, 2012). As lesdes grau A sdo caracterizadas por lesdes
histologicas leves, sem atrofia das vilosidades mas com infiltracdo de linfdcitos (Figura 3 A).
As lesdes grau B sdo subdivididas em grau Bl (aumento dos linfocitos intraepiteliais, e
hiperplasia de cripta, representadas na figura 3 B) e grau B2 (lesdes destrutivas, atrofia total das
vilosidades e hiperplasia de cripta, representadas na figura 3 C) (BAO, GREEN & BHAGAT,
2012)
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1.5 Aspectos genéticos da doenca celiaca

1.5.1 Genes HLA-DQ2 e DQ8

Antigenos Leucocitarios Humanos (Human Leukocyte Antigen - HLA) € o nome dado
ao conjunto de genes que codificam as proteinas do Complexo de Histocompatibilidade
Principal (Major Histocompatibility Complex - MHC) em humanos (WALPORT et al, 2013).
Os genes do sistema HLA estdo presentes no brago curto do cromossomo 6 (6p21.3) e sdo
divididos em trés classes: I, Il e 111 (KUPFER & JABRI, 2012). Os genes HLA de classe | e 11
codificam proteinas MHC de classe | e Il que apresentam antigenos peptidicos para
reconhecimento pelos linfocitos T (WALPORT et al, 2013). J& os genes HLA de classe 111
codificam proteinas do sistema complemento (KUPFER & JABRI, 2012).

Os genes HLA que originam as moléculas MHC de classe Il que estdo associados a DC,
codificam heterodimeros formados por duas cadeias a e p que formam a molécula de MHC
presente na membrana de células apresentadoras de antigenos ou (Antigen Presenting Cells -
APCs) (MACKAY & ROSEN, 2000). Esses genes HLA compreendem trés conjuntos de genes
polimérficos denominados HLA-DR (HLA-DRA e HLA-DRBL1), HLA-DP (HLA-DPAL e
HLA-DPB1) e HLA-DQ (HLA-DQA1 e HLA-DQB1) (WALPORT et al, 2013; MEGIORNI
& PIZZUTI, 2012). A designacéo do loci dos genes HLA de classe 11 no cromossomo 6 consiste
de trés letras: a primeira (D) indica a classe (I1), a segunda (Q, P ou R) a familia, e a terceira (A
ou B) indica a cadeia do heterodimero (o ou B, respectivamente) (MACKAY & ROSEN, 2000).

A suscetibilidade genética para DC esta associada aos heterodimeros HLA-DQ2 e HLA-
DQ8 (Figura 4) (ABADIE et al, 2011). O heterodimero DQ2 é codificado pelos alelos
DQA1*05 (cadeia o) e DQB1*02 (cadeia B); j& 0 DQ8 é codificado pelos alelos DQA1*03:01
(cadeia a) e DQB1*03:02 (cadeia ) (KUPFER & JABRI, 2012; MEDRANO et al, 2012).

Os alelos que codificam o heterodimero DQ2 (DQA1*05 e DQB1*02) podem ser
herdados no mesmo cromossomo ou em cromossomos diferentes. Quando sé&o herdados no
mesmo cromossomo apresentam a configuragdo cis e sdo transmitidos juntos no haplétipo
DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 (Figura 4). Contudo, quando sdo transmitidos em
cromossomos diferentes possuem a configuragdo trans e sdo herdados separadamente nos
haplétipos DRB1*11/12-DQA1*05-DQB1*03:01 e DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02
(Figura x). O heterodimero DQ8 geralmente € herdado em cis no hapl6tipo DRB1*04-
DQA1*03-DQB1*03:02 (Figura 4) (KUPFER & JABRI, 2012; MEDRANO et al, 2012).
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Figura 4- Genes HLA associados a DC e os respectivos heterodimeros.
Adaptado de Abadie et al, 2011.

Cada alelo HLA predisponente para DC confere um risco diferente para o
desenvolvimento da doenga, esse risco depende da combinagédo desses alelos (MEDRANO et
al, 2012; KUPFER & JABRI, 2012). Megiorni et al (2009) realizaram um estudo com
populagdo italiana em que foi analisado um gradiente de risco para DC associado aos genes
HLA-DQ2 e DQ8. Esse estudo mostra que a presenga de ambos 0s genes HLA-DQ2 (DQA1*05
e DQB1*02) e HLA-DQ8 (DQA1*03 e DQB1*03:02) conferem o maior risco para
desenvolvimento de DC (1:7), ao passo que a presencga apenas do alelo DQA1*05 confere o
menor risco (1:1842). Esse estudo também mostra que o estado de homozigose do alelo
DQB1*02 contribui para o risco de DC. A tabela 1 mostra em detalhes o gradiente de risco do
estudo de Megiorni et al (2009).
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Tabela 1 - Gradiente de risco.

Gendtipo Risco
afDQ2/afDQ8 1.7
afDQ2/B homozigose 1:10
3 afD8/BDQ2 1:24
B
E BDQ2 homozigose 1:26
% afDQ2/B heterozigose 1:35
-c.é afDQ8 1:89
O
BDQ?2 heterozigose 1:210
aDQ2 1:1842
Outros 1:2518

Adaptado de Megiorni et al, 2009.
afDQ2 = DQA1*05 e DQB1*02; afDQ8 = DQA1*03 e DQB1*03:02; f homozigose = DQB1*02 em
homozigose; B heterozigose = DQB1*02 em heterozigose; SDQ2 = DQB1*02; aDQ2 = DQAL1*05

Os heterodimeros HLA DQ2 e DQ8 séo os fatores genéticos envolvidos na patogénese
da DC mais bem caracterizados estando presentes nas células apresentadoras de antigeno,
macrofagos e células dendriticas (ABADIE et al, 2011; KUPFER & JABRI, 2012).
Aproximadamente 95% dos pacientes celiacos carregam o gene HLA-DQ?2, e entre 2 e 4%
carregam o0 HLA-DQ8 (KARREL et al, 2003). A frequéncia dos gen6tipos HLA de risco para
DC na populacdo geral é de aproximadamente 25-30%, entretanto, apenas 1-3% desses
individuos desenvolve a doenga (TRYNCA, WIIMENGA & van HEEL, 2010; WOLTERS &
WIJIMENGA, 2008).

1.5.2 Genes ndo-HLA

Embora os genes HLA-DQ2 e DQ8 sejam necessarios, sozinhos ndo sdo suficientes para
0 desenvolvimento da DC, o que implica necessariamente na presenga de outros fatores
genéticos envolvidos na doenga (KUPFER & JABRI, 2012). Estudos genéticos recentes,
conhecidos como estudos de associagdo gendmica ampla (Genome-wide Association Studies -
GWAS), identificaram diversos genes ndo-HLA que também predispdem a DC (KUPFER &
JABRI, 2012; TRYNCA, WIJMENGA & van HEEL, 2010). Os genes HLA predisponentes
para DC s8o responsaveis por aproximadamente 40% do risco genético para desenvolvimento
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da doenca, os outros 60% s&o compartilhados entre 0s genes ndo-HLA, os quais aparentemente
contribuem somente com um pequeno efeito no risco (TRYNCA et al, 2011).

A descoberta de genes fora do sistema HLA associados a DC obteve maior éxito com o
advento dos GWAS (TRYNCA, WIIMENGA & van HEEL, 2010). Esse tipo de estudo utiliza
métodos de genotipagem por microarranjos para identificar diversos loci em doencas
complexas, como DC e outras doengas autoimunes (ABADIE et al, 2011). GWAS pesquisa
determinados nucleotideos de polimorfismo Unico (Single Nucleotide Polymorphism - SNPs)
no genoma humano que possam ter associacdo com uma doenca especifica, comparando as
variagdes encontradas em portadores da doenga e em controles sadios (MANOLIO, 2010).

Os genes ndo-HLA, associados ao desenvolvimento da DC, estdo envolvidos tanto na
resposta imune adaptativa como na inata. Muitos desses genes estdo relacionados a atividade
dos receptores de quimiocinas, ligagdo de citocinas, ativacdo de células T, diferenciacdo dos
linfocitos, producéo de IFN-y e ativacdo de células NK (ABADIE et al, 2011; TRYNCA,
WIIMENGA & van HEEL, 2010). Esses estudos genéticos sobre genes fora do sistema HLA
associados a DC contribuem para o melhor entendimento da patogénese da doenca, embora

muitas pesquisas ainda precisem ser realizadas neste campo.

1.6 Patogénese

A DC é uma enteropatia inflamatdria com caracteristicas autoimunes, que é desencadeada
pela ingestdo de gluten (LIONETTI & CATASSI, 2011). Glaten é o nome dado a proteinas de
armazenamento presentes no trigo, cevada e centeio, que s&o ricas em residuos de prolinas e
glutaminas (SOLLID & JABRI, 2013). Peptideos ricos em prolinas sdo resistentes a digestdo
gastrointestinal. No trigo, as proteinas do glaten sdo divididas em gliadinas e gluteninas,
enquanto na cevada e centeio sdo denominadas hordeinas e secalinas, respectivamente
(SOLLID & JABRI, 2013).

O epitélio intestinal, em condigBes normais, é impermeavel a macromoléculas como as
proteinas do glaten, pois possui jungdes celulares que funcionam como uma barreira a essas
moléculas. Na DC, a permeabilidade paracelular é aumentada e a integridade dessas estreitas
juncdes celulares (tight junctions - TJ) fica comprometida (LIONETTI & CATASSI, 2011). A
regulagdo das TJ é realizada por uma proteina denominada zonulina, que é liberada apés
estimulacdo pela gliadina. A supra regulacdo da zonulina é responsavel, em parte, pelo aumento
da permeabilidade intestinal, caracteristica da DC (FASANO, 2011). Estudos recentes sugerem

que peptideos do gluten podem atravessar o epitélio intestinal também via transcitose
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(SCHUMANN et al, 2008) ou retrotranscitose mediada por imunoglobulina A (MATYSIAK-
BUDNIK et al, 2008).

Os peptideos resultantes da digestdo incompleta do glaten atravessam a barreira epitelial
do intestino e chegam a lamina prépria, onde sdo modificados pela enzima Transglutaminase
tecidual (tTG) ou Transglutaminase 2 (TG 2). Esta enzima converte residuos de glutamina em
acido glutdmico, por um processo denominado deamidacdo (LINDFORS et al, 2010). Os
residuos modificados, apds a deamidacéo, passam a ter carga negativa e, assim, maior afinidade
pelas moléculas MHC de classe 11 DQ2 e/ou DQ8 (MERESSE et al, 2012).

As moléculas DQ2 e DQ8 séo expressas na membrana celular das APCs, principalmente
macrdfagos e células dendriticas. Os peptideos do gluten, apds sofrerem deamidacédo, séo
reconhecidos pelas APCs e apresentados, através das moléculas DQ2 e/ou DQ8, a células T
CD4" especificas do gllten, ativando-as. Apos a ativacao, essas células T CD4* produzem altos
niveis de citocinas do tipo Thl, que induzem secre¢do de metaloproteinases de matriz pelos
fibroblastos intestinais, causando atrofia das vilosidades e hiperplasia de criptas, caracteristicas
da DC (ABADIE et al, 2011; Di SABATINO & CORAZZA, 2009).

As células T CD4* especificas do gliten também produzem citocinas do tipo Th2, as
quais promovem a ativacdo e expansdo clonal de células B. Essas células, entdo, diferenciam-
se em plasmacitos e produzem anticorpos contra tecidos conectivos (anti-endomisio ou EMA),
anti-gliadina, anti-tTG e contra complexos gliadina-tTG. Os anticorpos anti-tTG interagem com
moléculas de tTG ligadas a membrana celular, depositam-se na membrana basal e podem
induzir mudangas no citoesqueleto de enterdcitos e consequente lesdo no epitélio intestinal
(ABADIE et al, 2011; LIONETTI & CATASSI, 2011).

Além da imunidade adaptativa supracitada, a imunidade inata também esta envolvida
no processo de patogénese da DC (GIANFRANI et al, 2005). Células dendriticas, macr6fagos
e células intraepiteliais produzem IL-15 (interleucina 15), que atua como um potente fator de
crescimento para IELs (EBERT, 1998). Os IELs representam uma abundante e heterogénea
populacdo de celulas T dentro do epitélio intestinal. Sob condi¢Bes de estresse e inflamacéo,
como na DC, os IELs sdo ativados e passam a adquirir funcdes efetoras citotoxicas. Na DC, a
ativacdo desregulada dos IELs causa lesdes no epitélio intestinal que levam a atrofia das
vilosidades (ABADIE et al, 2012; GIANFRANI et al, 2005). A figura 5 mostra um esquema

simplificado da patogénese da DC.
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Figura 5 — Esquema representativo da patogénese da DC. Adaptado de Lionetti & Catassi, 2011.

(1) peptideos do glaten atravessam a barreira intestinal; (2) deamidacéao dos peptideos do gliten pelatTG; (3) esses
peptideos passam a ter maior afinidade pelas moléculas de MHC DQ2 e/ou DQ8 presentes nas APCs; (4) os
peptideos sdo apresentados as células T, que sdo entdo ativadas; (5) células T ativadas passam a secretar citocinas
Thl, que induzem a liberagdo e ativacdo de metaloproteases pelos fibroblastos; (6) causando a remodelagem da
mucosa e atrofia das vilosidades; (7) células T CD4* aumentam a citotoxicidade dos linfocitos intraepiteliais,
levando a apoptose dos enterdcitos; (8) células T CD4* ativadas produzem citocinas Th2 e ativam a expansdo
clonal das células B, que se diferenciam em plasmaocitos e produzem anticorpos contra o gliten e transglutaminase,
contribuindo para a lesdo da mucosa intestinal.

Existem diversos genes ndo-HLA que exercem fung¢bes na cascata imunoldgica da DC
(ABADIE etal, 2011; TRYNCA, WIIMENGA & van HEEL, 2010). Alguns desses genes estdo
envolvidos na diferenciacdo de células T CD4" e CD8. Outros genes atuam na regulacéo de
células T e células B e na migracdo celular. Esses genes ndo-HLA estdo envolvidos tanto na

imunidade adaptativa quanto na inata (ABADIE et al, 2011).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo especifico
Determinar a frequéncia de alelos HLA predisponentes para DC em grupo populacional

de recém-nascidos do Distrito Federal.

2.2 Objetivo secundario
Validar a técnica de qPCR padronizada durante o presente trabalho para tipagem dos
gendtipos HLA-DQ2 e DQ8.
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3. Materiais e métodos

3.1 Populag&o estudada

O estudo incluiu 329 recém-nascidos, de ambos 0s sexos (143 do sexo masculino e 186
feminino), nascidos na Unidade de Neonatologia (UN) do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB), no periodo compreendido entre margo de 2012 e setembro de 2013. Todas as maes dos
recém-nascidos participantes da pesquisa receberam amplo esclarecimento verbal sobre os
objetivos, riscos e beneficios do estudo. Apds concordancia em permitir a participacdo do
recém-nato no trabalho, foi aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido (anexo I) em
duas vias, uma das vias ficando em poder da mée do recém-nascido participante da pesquisa.
Foram excluidos do estudo recém-nascidos de baixo peso, prematuros ou com alguma
anormalidade congénita.

As mées de recém-nascidos que apresentaram alelos de risco para a ecloséo de DC, foi
oferecida a possibilidade de acompanhamento por médicos gastroenterologistas do
Ambulatério de doenca celiaca do Hospital Universitario de Brasilia.

O presente trabalho foi previamente avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de Brasilia, onde esta aprovado
sob o n® 132/2008 (anexo II).

3.2 Delineamento do estudo e calculo amostral

Este é um estudo de prevaléncia dos alelos HLA predisponentes para DC (DQ2 e DQ8)
em recém-nascidos, com delineamento transversal. Para encontramos o calculo de sujeitos
participantes da pesquisa, partimos da prevaléncia aproximada de 30% descrita na literatura
para a presenca de alelos predisponentes para DC na populacdo geral (WOLTERS e
WIIMENGA, 2008). O tamanho da amostra (n) foi calculado utilizando o programa Epi Info
versdo 3.5.3, e 0 n encontrado foi de 323 individuos, considerando o erro maximo de 5% e o

intervalo de confianga de 95%.

3.3 Coleta das amostras

Ap0s a obtengdo do consentimento das mées dos recém-nascidos, foram coletados 3mL
de sangue total de corddo umbilical dos neonatos participantes da pesquisa em tubos contendo
EDTA, seguindo a norma H3-A6 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
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As razdes que levaram a escolha da coleta de sangue do corddo umbilical de recém-
nascidos foram baseadas em dois fatores, primeiramente na facilidade de realizar a coleta da
amostra, pois essa € uma forma ndo invasiva de coletar material sanguineo, ndo causando
nenhum desconforto ou dor ao recém-nascido. E o segundo fator baseou-se principalmente na
ndo interferéncia da idade em relacdo & presenga ou auséncia dos genes HLA que 0s recém-
natos podem assegurar (ALMICI et al, 1995; REWERS et al, 1996 LEHMANN et al, 2011).
As amostras de sangue foram armazenadas a uma temperatura de 8° C por um periodo maximo

de 72 horas antes da extracdo do material genético.

3.4 Extracdo de DNA

As amostras de sangue foram utilizadas para extracdo do DNA pelo método de coluna
de silica, usando kit comercial Illustra™ Blood genomicPrep Mini Spin (GE Helathcare,
Buckinghamshire, UK) seguindo as recomendag@es do fabricante. A concentragéo final de cada
amostra de DNA variou de 10ng/pL a 100ng/pL. Todas as amostras de DNA foram
armazenadas a uma temperatura de -20° C. Apds a extracdo do DNA, as amostras de sangue

foram devidamente tratadas e descartadas como residuos bioldgicos.

3.5 Anélise do DNA extraido

A quantidade do DNA extraido foi determinada através do equipamento Nanodrop ND-
1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA), que utiliza a leitura
espectrofotométrica nas densidades dticas (DO) 260 nm e 280 nm. Quando a razdo dessas
densidades 6ticas (A260/A280) foi entre 1.8 e 2.0, o grau de pureza do DNA foi considerado

adequado para a realizacdo das analises.

3.6 Tipagem dos genes HLA DQ2 e DQ8

As amostras de DNA foram utilizadas para amplificacdo dos alelos DQA1*05,
DQB1*02 (DQ2), e DQA1*03, DQB1*03:02 (DQ8). A amplificacéo desses alelos foi realizada
pelo método de PCR em tempo real (q-PCR ou real time PCR), utilizando o aparelho Step-One
Instrument (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA). Foram utilizadas
sequencias especificas de primers para os alelos DQA1*05, DQB1*02 e DQA1*03:01 como
descrito por Olerup et al (1993), e as sequencias dos primers para o alelo DQB1*03:02 foram
utilizadas de acordo como descrito por Profaizer et al (2011) (Tabela 2). Como controle da

reacdo de PCR foi usado um par de primers de uma regido conservada do gene HGH, o
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Hormonio do Crescimento (growth hormone) conforme Profaizer et al (2011) descreveu. Todos

os primers foram usados em uma concentracdao de 10uM (Tabela 3).

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados para q-PCR

Alelo Cadeia Primer
Foward (5°-3’) Reverse(5’-3")
DQA1*05 aDQ2 5’-ACG GTC CCT CTG GCC AGT 5’-AGT TGG AGC GTT TAA TCA
A-3’ GAC-3’
DQB1*02 fDQ2 5’-GTG CGT CTT GTG AGC AGA 5’-GCA AGG TCG TGC CGA GCT-
AG-3’ 3’
DQA1*03 aDQ8 5’-TTC ACT CGT CAG CTG ACC 5’-CAA ATT GCG GGT CAA ATC
AT-3’ TTC T-3’
DQB1*03:02 BDQS 5’-GCG CGT GCG TCT TGT GAC 5’-CTG TTC CAG TAC TCG GCG
Cc-3 GCA-3’
HGH Controleda  5’-GCC TTC CCA ACC ATT CCC 5’-TCA CGG ATT TCT GTT GTG
reacdo TTA-3’ TTT-3’
(Growth
Hormone)

Foram realizadas quatro reaces por amostra para amplificar individualmente cada

alelo. Essas reagdes foram feitas em triplicatas e foram efetuadas conforme descrito a seguir e

na tabela 2: 1uL do primer foward, 1pL do primer reverse, 10uL de SYBR Green (Absolute
gPCR SYBR Green Rox Mix - Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania), 2uL de DNA

gendmico e 6L de &gua ultra pura (Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania) para um

volume total de 20L por reagdo. Foram usadas como controles positivos amostras previamente

tipadas para cada um dos alelos HLA estudados. Como controle negativo e de contaminacao

foi usada uma amostra que ndo continha DNA. As reacdes de PCR foram adicionadas a placas

de 48 pocos (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA), depois centrifugadas

por um minuto a 1300rpm e em seguida foram colocadas no aparelho Step-One Instrument.

Tabela 3- Resumo das condicOes das rea¢bes de qPCR

Componentes Volume Concentragdo
Primer foward lulL 10uM
Primer reverse luL 10uM
SYBR Green 10pL 2X
DNA 2uL 10ng/uL a
100ng/pL
Agua ultra pura 6uL -
Total 20pL -

Os alelos DQA1*05, DQB1*02 e DQA1*03 foram amplificados sob as seguintes

condicdes (tabela 4): uma etapa inicial de desnaturacdo de 10 minutos a 95°C, seguida de uma

sequéncia de 32 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturacdo) e 60 segundos a 60°C (anelamento
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e extensdo); apos a amplificacdo dos alelos segue-se a etapa da curva de melting (essa etapa €

realizada em 3 passos: 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos e novamente 95°C por 15

segundos).
Tabela 4 - Condig¢des da qPCR para os alelos DQA1*05, DQB1*02 e DQA1*03

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 10 minutos 1
Desnaturacao 95°C 15 segundos 3
Anelamento e extensdo 60°C 60 segundos

Curva de melting passo 1~ 95°C 15 segundos

Curva de melting passo 2 60°C 60 segundos 1

Curva de melting passo 3 95°C 15 segundos

O alelo DQB1*03:02 foi amplificado de acordo com as condigdes descritas por

Profaizer et al (2011): uma etapa inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, seguida de 6

etapas de amplificagéo e por fim segue-se a etapa da curva de melting; essas condicdes estdo

descritas em detalhes na tabela 5.

Tabela 5 - CondicGes da gPCR para o alelo DQB1*03:02 descritos por Profaizer et al, 2011

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 95°C 5 minutos 1
Amplificacdo 1 95°C 20 segundos
71°C 45 segundos 2
72°C 10 segundos
Amplificacdo 2 95°C 20 segundos
70°C 45 segundos 10
72°C 10 segundos
Amplificacdo 3 95°C 20 segundos
69°C 45 segundos 10
72°C 10 segundos
Amplificacdo 4 95°C 20 segundos
67°C 45 segundos 5
72°C 10 segundos
Amplificacdo 5 95°C 20 segundos
66°C 45 segundos 5
72°C 10 segundos
Amplificacdo 6 95°C 20 segundos
65°C 45 segundos 2
72°C 10 segundos
Curva de melting 95°C 5 segundos
50°C 1 minuto 1
97°C Continuo
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3.7 Anélise dos dados processados pela técnica de PCR em tempo real

Para analisar e garantir a qualidade do produto amplificado pela técnica de PCR em
tempo real, em todas as reagdes foram analisados os produtos da amplificagéo dos alelos. A
figura 6 representa os picos de desnaturacdo dos alelos, que séo gerados a partir da derivada da
intensidade de fluorescéncia da curva de desnaturacdo, onde se observa um Unico pico de
Temperature melting (Tm), que é Unica para cada alelo estudado, o que demonstra a presenca

de um unico produto amplificado para cada alelo individualmente.

Figura 6 — Representacdo grafica das curvas de melting do alelo DQA1*05 e do controle da reacédo
(HGH). Temperaturaem®©C

3.8 Validacao da técnica aplicada no estudo (PCR em tempo real versus PCR SSP comercial)

Todos os resultados positivos analisados pelo método de PCR em tempo real foram
validados utilizando o kit comercial DQ-CD Typing Plus (BioDiagene®, Palermo, Italy),
devidamente certificado pela Agéncia espanhola de medicamentos (Cert. 93/42/1.1-Ver.
20/02/2003). Esse kit é usado para identificacdo de alelos HLA de classe Il associados a DC, e
permite identificar o status de homozigose do alelo DQB1*02. Os alelos HLA identificados
pelo kit sdo: DQA1*02:01, DQA1*03, DQA1*05, DQB1*02, DQB1*03:01/04, DQB1*03:02,
DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*11, DRB1*12. O kit identifica o risco de
desenvolvimento da DC baseado nos alelos alvos. Esse kit identifica os mesmos alelos
analisados pela técnica de PCR em tempo real (DQA1*05, DQB1*02, DQA1*03 e

DQB1*03:02), além de outros alelos que formam os diferentes haplétipos
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O principio do método utilizado pelo kit, consiste na amplificacdo dos genes alvos por
PCR-SSP (sequence-specific primers). Para cada amostra s&o analisados 12 tubos de PCR, um
tubo para cada alelo alvo. Cada tubo contém dois pares de primers, um par para amplificacédo do
controle interno e outro para amplificacdo de um alelo especifico. A identificacdo e detecgéo
desses alelos HLA de classe 11 séo realizadas por eletroforese em gel de agarose. Ao final da
corrida de eletroforese, o gel de agarose é exposto a um transiluminador de luz ultravioleta, o
qual permite a visualizagcdo do material amplificado como bandas de tamanhos diferentes. O
tamanho de cada banda refere-se ao peso molecular de cada fragmento de amplificagdo e é dado
em pares de base (pb).

Os alelos alvos e o controle interno séo identificados pelo tamanho do fragmento de
amplificacdo ou banda. A tabela 6 mostra o peso molecular do controle interno e de cada banda

dos alelos alvos.

Tabela 6 - representacdo dos alelos alvos e seus respectivos pesos moleculares

Alelo Peso molecular
(pb)
DQA1*02:01 170 pb
DQA1*03 183 pb
DQAL*05 186 pb
DQB1*02 205 pb
DQB1*03:01/04 250 pb
DQB1*03:02 119 pb
DRB1*03 151 pb
DRB1*04 260 pb
DRB1*07 232 pb
DRB1*11 176 pb
DRB1*12 248 pb

Estado de heterozigose do 111 pb
alelo DQB1*02
Controle interno 796 pb

Para cada alelo alvo ha duas possibilidades de resultados: presenca de duas bandas ou

presenca de apenas uma banda. A presenca de duas bandas equivale a uma banda com um elevado
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peso molecular (796 pb), correspondente ao controle interno, e outra banda com baixo peso

molecular, correspondente a presenca do alelo alvo (figura 7).

Controle interno

Alelos alvos

Figura 7 — Presenga das bandas equivalentes ao controle interno e aos alelos alvos.
1 = alelo DQA1*05; 2 = alelo DQB1*02

Quando h& a presenga de apenas uma banda com elevado peso molecular
(correspondente ao controle interno — 796 pb), significa que a amostra testada ndo possui o alelo
alvo, ou seja, o resultado é negativo (figura 8 A). Contudo, a presenca de apenas uma banda com
baixo peso molecular indica que a amostra testada possui o alelo alvo mas o controle interno ndo
foi amplificado (Figura 8 B). O teste é considerado valido quando pelo menos uma banda
(controle interno ou alelo alvo) for visivel no gel, a auséncia de bandas indica erro na

amplificacéo.

Controle intertno

Aldelo alvo

Figura 8 — Exemplo de um resultado negativo (A) e de um resultado positivo (B).
A: presenca apenas da banda equivalente ao controle interno
B: presenca apenas da banda equivalente alelo alvo (DRB1*07)

A presenca da banda correspondente ao estado de heterozigose do alelo DQB1*02 (111
pb) indica que a amostra testada ndo estd em homozigose para o alelo em questéo (figura 9). J&

a auséncia dessa banda indica que a amostra testada estd em homozigose para o alelo DQB1*02.
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Figura 9 - Resultado de uma amostra que apresenta simultaneamente os heterodimeros DQ2 e DQ8
Marcador pb: marcador de peso molecular em pares de base (pb). A seta aponta para a presen¢a de uma banda que
indica que a amostra nao esta em homozigose para o alelo DQB1*02

O heterodimero DQ2 é identificado pela presenca dos alelos DQA1*05 e DQB1*02
(figura 10). Esse alelos, que codificam o heterodimero DQ2, sdo comumente encontrados no
haplétipo DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 (combinacdo CIS — figura 10 A) ou nos haplétipos
DRB1*11/12-DQA1*05-DQB1*03:01; DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02  (combinacéo
TRANS - figura 10 B). O heterodimero DQ8 ¢é identificado pela presenca dos alelos DQA1*03
e DQB1*03:02 (figura 9). Os alelos que formam o heterodimero DQ8 sdo encontrados no
haplétipo DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03:02 (combinacédo CIS).

DQA1* DQAI*03  DQAI*05  DQBI*02 DQBI1* DQBI DRBI*03 DRBI*04 DRBI1*07 DRBI*1l  DRBI*I2
02:01 03:01/04 03:02

S— — - — — C— pa— ——

DQAI*03 DQAI*05 DQBI*02 DQBI1* DQBI1* DRB1*03 DRBI*04 DRBI*07 DRBI1*11 DRBI*®*I2
03:01/04 03:02

—

Figura 10 — Exemplos de amostras que apresentam a combinacdo CIS e TRANS dos alelos DQA1*05
e DQB1*02.

A presenca do alelo DQB1*02 e auséncia do alelo DQAL1*05 (figura 11), identifica um
heterodimero encontrado no haplétipo DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02, o qual é diferente do
DQ2 mas confere um risco moderado para DC (MEGIORNI & PIZZUTI, 2012). A presenga do
alelo DQA1*05 e auséncia do alelo DQB1*02 identifica outro heterodimero diferente do DQ2 e
encontrado no haplétipo DRB1*11/12-DQA1*05-DQB1*03:01, esse heterodimero confere um
risco muito baixo para desenvolvimento de DC (MEGIORNI et al, 2009).
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Figura 11 — haplétipo DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02

3.9. Analise estatistica

A analise de dados foi realizada pelo software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS Statistics for Windows, Version 17.0. Chicago: SPSS Inc, U.S.A.) e Microsoft Office
Excel 2010.
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4. Resultados

4.1 Andlise descritiva da populagdo estudada

No presente estudo foram analisadas 329 amostras de recém-nascidos, das quais
143 eram do sexo masculino e 186 eram do sexo feminino. Desse total, 187 (56,8%)
apresentaram os alelos HLA predisponentes para DC. Dos 187 recém-nascidos afetados,

77 eram do sexo masculino e 110 eram do sexo feminino.

4.2 Distribuicdo da frequéncia dos alelos HLA predisponentes para DC

Dos 329 neonatos, 5 (1,52%) apresentaram tanto o heterodimero DQ2 quanto o
DQ8; 58 (17,63%) apresentaram apenas 0 heterodimero DQ2 completo (DQA1*05 e
DQB1*02); 77 (23,40%) apresentaram DQ2 incompleto. Desses 77 recém-nascidos com
DQ2 incompleto, 43 (13,07%) foram positivos para o alelo DQA1*05 e 34 (10,33%)
positivos para o alelo DQB1*02. Dos 47 (14,29%) recém-nascidos restantes, 37 (11,2%)
apresentaram apenas o heterodimero DQ8 (DQA1*03 e DQB1*03:02) e 10 (3,04%)
neonatos apresentaram o DQ8 em conjunto com o alelo DQB1*02. A distribuicdo
detalhada da prevaléncia dos alelos HLA predisponentes para DC est4 demonstrada na
Tabela 7.
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Tabela 7— Prevaléncia dos alelos HLA predisponentes para DC encontrados em 187 (56,84%)
recém-nascidos, utilizando a técnica gPCR.

Genotipo Heterodimero Alelos N Prevaléncia Total
aDQ2(DQA1*05)
apDQ2 BDQ2(DQB1*02)
DQ2 e DQ8 4BDQ8 4DO8(DOAL*03) 5 1,52 % 1.52 %
fDQ8(DQB1*03:02)
apDQ2 aDQ2(DQA1*05)
DQ2 BDQ2(DQB1*02) 58 17.63 % 17.63 %
aDQ2(DQA1*05) .
002 aDQ2 BDO2 (X) 43 13.07 %
incompleto aDQ2 (X) 23.40 %
BDQ2 BDQ2(DQB1%02) 34 10.33 %
aDQ8(DQA1*03)
DQ8 afDQS8 BDQ8(DQBL*03:02) 37 11.25%
14.29 %
aDQ8(DQA1*03)
DQ8 e DQ2 ofDQ8  3pO8(DQB1*03:02) 10 3.04 %
incompleto BDQ2 BDQ2(DQB1*02)
Total 56.84%

X = cadeia ndo identificada; o= cadeia a do heterodimero DQ; B = cadeia  do heterodimero DQ

4.3 Confirmacao dos resultados utilizando kit DQ-CD Typing Plus — PCR-SSP

Os 187 resultados positivos obtidos pela técnica de gPCR foram confirmados pelo
método PCR-SSP, utilizando o kit DQ-CD Typing Plus (BioDiagene, Palermo, Italy).
Todos os resultados obtidos pela técnica qPCR, demonstrados na tabela 7, foram
condizentes com os resultados encontrados com o kit DQ-CD Typing Plus — PCR-SSP
(tabela 8). Ao aplicar o método PCR-SSP nas 58 amostras que foram positivas para o
heterodimero DQ2 (DQA1*05 e DQB1*02), foi possivel detectar o estado de homozigose
do alelo DQB1*02 em 18 amostras e heterozigose desse mesmo alelo em 40 amostras
(tabela 8).

O alelo DQA1*05 foi identificado em 43 amostras que apresentaram DQ2
incompleto (tabela 7), com o uso do kit DQ-CD Typing Plus — PCR-SSP foi possivel
identificar nessas amostras o alelo DQB1*03:01/04 (tabela 8), que codifica a cadeia f ndo

identificada pela técnica gPCR. O alelo DQB1*02 foi identificado nas outras 34 amostras
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que apresentaram DQ2 incompleto, o kit DQ-CD Typing Plus — PCR-SSP permitiu a
identificacdo do alelo DQA1*02:01 (tabela 8), que codifica a cadeia o ndo identificada
pela técnica gPCR. Além disso, nessas 34 amostras (DQA1*02:01 e DQB1*02 positivas),
o kit DQ-CD Typing Plus — PCR-SSP também identificou o estado de homozigose do
alelo DQB1*02 em 4 amostras e o0 estado de heterozigose desse mesmo alelo em 30

amostras (tabela 8).

Tabela 8 — Prevaléncia dos alelos HLA predisponentes para DC em recém-nascidos usando o kit
DQ-CD Typing Plus - PCR-SSP

Genotipo Heterodimeros Alelos N  Prevaléncia Total
aDQ2(DQA1*05)
afDQ2 BDQ2(DQB1*02)
DQ2 e DQ8 4BDOS 4DOS(DOAL*03) 5 1,52% 1,52%
fDQ8(DQB1*03:02)
afDQ2
; aDQ2(DQA1*05)
b2 (B homozigose) BDQ2(DQB1*02/02) 18 5,47%
oBDQ2 17,63%
: aDQ2(DQA1*05)
(B heterozigose) BDQ2 (DQBL*02/X) 40 12,15%
aDQ2 aDQ2(DQA1*05)
BDQ2* BDQ2(DQB1*03:01/04) 43 13.07%
DQ2 aDQ2* .
incompleto BDQ2 ?Séé?géﬁog%%) 4 1,22% 23,40%
(B homozigose)
aDQ2#
BDQ2 oaDQ2(DQAL*0201) 9.12%
(B heterozigose) BDQ2 (DQB1*02/x)
aDQ8(DQA1*03)
DQ8 afDQ8 BDOS(DOB1*03:02) 37 11,25%
14,29%
afDQ8 aDQ8(DQA1*03)
?n%gn‘?] [I)gg DQ2 BDOS(DOB1*03:02) 10  3,04%
P BDQ2(DQB1*02)
Total 56,84%

Com o kit DQ-CD Typing Plus - PCR-SSP foi possivel diferenciar as
conformac0es cis e trans do heterodimero DQ2 encontrado em 58 amostras analisadas.

Desse total, 42 apresentaram a configuracdo cis (haplétipo DRB1*03-DQA1*05-
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DQB1*02) e 16 apresentaram a configuracéo trans (hapl6tipos DRB1*11/12-DQA1*05-
DQB1*03:01/04; DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02). A tabela 9 mostra a distribuicdo

da frequéncia das diferentes conformacdes do heterodimero DQ2.

Tabela 9 — Distribuicdo da frequéncia das diferentes conformacdes do heterodimero DQ2.

Genotipo Heterodimeros  Alelos N Prevaléncia

DQ2emCIS apfDQ2 aDQ2(DQA1*05) 42 12,77%
fDQ2(DQB1*02)

DQ2 em apfDQ2 aDQ2(DQA1*05) 16 4,86%

TRANS BDQ2(DQB1*02)

Total 58 17,63%
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5. Discusséo

No Brasil ndo h4 estudos a respeito da prevaléncia dos genes HLA predisponentes para
DC na populacéo geral. No presente trabalho foi utilizado sangue de corddo umbilical (SCU)
obtido no momento do parto de recém-nascidos (RNs) ndo selecionados. A coleta do SCU para
rastreamento dos marcadores HLA em RNs foi realizada com sucesso em estudos anteriores
sobre determinacédo do risco genético em diabetes tipo 1(BERZINA et al, 2002; EMERY et al,
2005). Se a técnica de coleta for realizada com cuidado, as chances de contamina¢do com o
sangue materno s&o insignificantes (REWERS et al, 1996).

Os primers utilizados neste estudo foram desenhados para serem usados na técnica de
PCR-SSP (OLERUP et al, 1993). Contudo, nés utilizamos esses primers no método gPCR e
todos os resultados obtidos foram confirmados pelo kit comercial DQ-CD Typing Plus
(BioDiagene®, Palermo, Italy). Apesar de néo ter identificado o estado de homozigose do alelo
DQB1*02, o método gPCR mostrou-se altamente confidvel, pois ndo houve nenhuma
discordancia com os resultados obtidos pelo kit comercial.

O presente trabalho encontrou uma prevaléncia de 33,44% para os heterodimeros HLA-
DQ2 completo (DQA1*05:01, DQB1*02:01) e/ou DQ8 completo (DQA1*03, DQB1*03:02).
O resultado encontrado foi semelhante aos achados na Europa, onde a prevaléncia desses alelos
varia de 20 a 30% (MEGIORNI et al, 2009; WOLTERS e WIJIMENGA, 2008). Entretanto,
como mostra a tabela 10, se analisarmos as prevaléncias de cada alelo separadamente, uma
porcentagem elevada para aqueles alelos que conferem maior risco para DC pode ser observada
entre 0s RNs brasileiros, quando comparamos aos 292 italianos saudaveis analisados
recentemente por Mergioni et al (2009).

Tabela 10 — Comparagdo entre a prevaléncia (%) dos alelos HLA predisponentes para DC em 329 recém-
nascidos brasileiros e 292 individuos saudaveis italianos.

Italia Brasil
afDQ2/aBDQ8 0.2% 1.5%
afSDQ2/B homozigose 24 % 54%
afDQ8/BDQ2 0.7 % 3.0%
BDQ2 homozigose 0.4 % 1.2%
afSDQ2/B heterozigose 19.2% 121 %
afDQ8 6.5 % 112 %
BDQ2 heterozigose 9.7 % 9.2%
aDQ2 37.9% 13.0%
Outros 23.0% 43.1%
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Essa incongruéncia pode ser explicada pelo elevado grau de heterogeneidade da
populacdo brasileira, resultado de cinco séculos de miscigenagdo entre trés etnias principais:
caucasiana, africana e amerindia. Além disso, nos ultimos dois séculos ocorreram sucessivas
ondas migratérias principalmente de italianos, portugueses, espanhdis, alemaes, japoneses,
libaneses e sirios, que colaboraram para a diversidade étnico-racial do Brasil. Portanto, cada
brasileiro recebeu uma contribuicdo genética dessas diferentes etnias, o que dificulta a
caracterizacdo do individuo em um grupo étnico especifico (PENA et al, 2009). A
heterogeneidade da populacdo brasileira foi confirmada por andlises de marcadores de
ancestralidade em individuos das cinco regifes do Brasil. A maior contribui¢do genética veio
da Europa (0,643 a 0,771), seguida da Africa (0,143 a 0,252) e da etnia amerindia (0,085 a
0,105) (GODINHO et al, 2008; LINS et al, 2010).

A prevaléncia aumentada para os alelos que conferem maior risco para DC foi
inesperada, pois, como mostram diversos estudos populacionais (GANDOLFI et al, 2000;
CROVELLA et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2007), a prevaléncia de DC no Brasil, embora
significante, ndo € expressiva como a encontrada na Europa. Pratesi et al (2003) anteriormente
realizaram um estudo em Brasilia com um grupo populacional semelhante e encontraram uma
prevaléncia de 0,34% (1:294) para DC. Essa discrepancia entre a presenca de um risco genético
aumentado e baixa prevaléncia de DC em nossa populacéo poderia ser parcialmente explicada
pelo baixo consumo de glaten no Brasil. A principal refeicdo bésica brasileira é constituida
predominantemente por arroz e feijdo, consequentemente a ingesta de gluten ndo é muito
elevada (53,5 kg/ano per capita) quando comparada ao consumo de trigo na Europa (144,2
kg/ano per capita) (FAOSTAT, 2009). Outra possivel explicacdo, sugerida por Pratesi et al
(2003), € a mortalidade aumentada em um grupo etario mais jovem, e a falta de diagnostico
paraa DC.

Nosso estudo ndo esteve isento de limitagdes. Embora as contaminagdes de amostras de
RNSs pelo material sanguineo materno ndo pareceu ser um problema significativo, a frequéncia
exata dos gendtipos HLA-DQ2 e DQ8 deve ser determinada no futuro em amostras de sangue
obtidas diretamente das criangas (REWERS et al, 1996). Ademais, embora tenhamos afirmado
anteriormente que a populagdo de Brasilia é uma boa representacdo da populacéo brasileira,
essa afirmagdo estd parcialmente correta. Apesar de 49,6% da populacdo de Brasilia ser
formada por migrantes de todas as regides do pais, a maioria veio das regifes Centro-Oeste

(60%) e Nordeste (23%) (IBGE, 2010). Essas duas regides receberam elevada contribuicéo
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genética de afrodescendentes e amerindios, quando comparadas as outras regides do Brasil
(GODINHO et al, 2008).
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6. Conclusao

Este é o primeiro estudo realizado no Brasil de prevaléncia dos genes HLA
predisponentes para DC na populacéo geral. Como ja previamente citado, apesar do estudo ter
sido efetuado em populagédo do Distrito Federal, levando em consideracdo o grande fluxo
migratério das diferentes regides do pais para a capital, o grupo estudado pode ser considerado
bastante representativo da populacdo geral do Brasil. Espera-se que novos estudos venham
complementar as conclusdes aqui obtidas, principalmente enfocando grupos populacionais
menos representados na presente pesquisa, como € o caso de populacdes das regides sudeste e
sul do pais. A prevaléncia encontrada dos dois heterodimeros, HLA-DQ2 completo (DQA1*05,
DQB1*02) e/ou DQ8 completo (DQA1*03, DQB1*03:02) foi de 33,44%, 0 que é relativamente
similar & encontrada na populagdo europeia, onde a prevaléncia varia entre 20 a 30%, nas
diferentes regides. Os quatro alelos que codificam esses dois heterodimeros, quando herdados
em conjunto (DQAL1*05 em conjunto com DQB1*02, DQA1*03 em conjunto com
DQB1*03:02 ou os quatro alelos juntos), sdo considerados os alelos de maior risco para a
eclosdo da doenga celiaca ao longo da vida. Adicionalmente, este estudo permitiu a adogéo e
padronizacdo da técnica de qPCR, que foi validada por testes efetuados com kit comercial
baseado na técnica de PCR-SSP de reconhecida exatiddo e reprodutibilidade. A padronizacdo
da técnica de qPCR, seguida de sua validacéo, resultou em maior praticidade e velocidade no

processo de detecgdo destes alelos, sem perda da exatid&o.
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8. Anexos
8.1 Anexo |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Seu(sua) filho(a) est sendo convidado(a) a participar do projeto “Prevaléncia dos alelos HLA DQ2
e DQ8 predisponentes para doenga celiaca em recém-nascidos no Distrito Federal”. Para isso,
gostariamos de convida-la a autorizar a participacéo do(a) seu(sua) filho(a). Esse projeto é um estudo sobre
a doenca celiaca, que é uma doenca provocada por uma sensibilidade ao gluten. O gluten é uma proteina
contida no trigo, cevada e centeio, por isso, quando a pessoa com doenca celiaca come péo, biscoito, bolo,
massas e outros alimentos que contém gluten, ela pode vir a apresentar manifestagdes como: diarreia, perda
de peso, vomitos, barriga distendida, fraqueza e irritacdo. A doenca celiaca tem ligagdo com genes
chamados HLA DQ2 e DQ8, portanto, se seu(sua) filho(a) apresentar esses genes tera chances de
desenvolver a doenca celiaca, mas ndo é certeza, pois muitas pessoas tém esse gene e ndo séo celiacas.

O objetivo desta pesquisa é: encontrar a frequéncia dos alelos HLA DQ2 e DQ8 em grupo
populacional de Brasilia. Esses alelos sdo genes que quase todos os celiacos possuem.

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

A participacdo do(a) seu(sua) filho(a) sera através de uma coleta de sangue do corddo umbilical apos
0 parto, que é um procedimento que ndo causara dor ou desconforto ao seu(sua) filho(a) e que tem risco
minimo para a salde. O sangue sera coletado na Unidade de Neonatologia do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB), na data combinada com um tempo estimado para sua realizagdo: 10
minutos. Informamos que o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que Ihe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa
em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacéo é voluntéria, isto é, ndo
h& pagamento por sua colaborag&o.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados no Laboratério de Pesquisa em Pediatria e Centro de
Pesquisa em Doenga Celiaca da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, podendo ser
publicados posteriormente. No caso do resultado do exame dar positivo, haverd uma assisténcia continuada
pelo médico do Servico de Gastroenterologia do HUB. A sua recusa em participar da pesquisa ndo implicara
em qualquer prejuizo na prestagdo da assisténcia. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a
guarda do pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apos isso serdo destruidos ou mantidos
na instituicéo.

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

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

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com
a senhora.

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel

Brasilia, ___ de de
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8.2 Anexo Il

Aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade de Brasilia
Futuldade de Cigneias da Saide
Comité de Etica om Pesquisa - CEF/FS

PROCESSC DE ANALISE DE FROJETO DE PESOTUISA

Registro do Projeto: 132/2008

Timlo do Projeto: Rastreamento sorol6gice e determinagdo da presenca de HLA
predisponentes (DO)Z e DOE) em criangas sem evidéncia clinica pama docnes celinca.

Pesquisadors Responsivel: Rodrigo Coutinho de Almeida

Thata de entrada: 16092008

Com base nas Resolucdes 19606, do CNE/MS, que regulamenta a ética da pesquisa
e seres humanos, o Comité de Ctica em Pesquisa com Scres Humanes da Faculdade de
Cidreias da Sadde da Universidade de Brasilia, apds andlise dos aspectos éticos e do
contexio lécnizo-cientificn, resoivey APROYVAR o projetc 13272008 vom o tlo
“Bastreamento soroidgice ¢ determinesdin da presenga de HLA predisponentes (DO2 e
D)8} em crianges sert evidéncia clinica para doenga celiaca”, analisado na % Reunido
Crlinaria realizads no dis 14 de Outubro de 2008,

O pesquisador responsavel fiew desde jé, notificadn da obrigatoriedade da
apresentaghe de wumo relatorie semestral e relmdrio final sucinto e objetivo sobre o
deservolvimento do Projeto, no prozo de 1 (um) ano a contar da presente data (item V1113
da Resolugdn 196/96).

Brasiliu, 21 de Noverbre de 2008, } Z

Mrof. Yolnei Garrafa
. Coaordenadar do CEP-FS/1nB

Cimind de Eticn emr ?s.:juju.urr Sevs Bumiens - Feculdade do Cidress da Saide — Unisersdace de Bragilia - Camms
Tniversitirie Taney Ribeira - ep: G009 0-900 - Teiefone: 41-33073700
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8.3 Anexo Il

Gmail

byGoogle

Fwd: Submission Confirmation

Riccardo Pratesi <pratesir@gmail.com> 26 de novembro de 2013 14:50
Para: Yanna Nobrega <yannanobrega@gmail.com>, "nandacouts ." <nandacouts87@gmail.com>

—— Forwarded message ——

From: Human Immunology <js1040@columbia.edu>
Date: 2013/10/15

Subject: Submission Confirmation

To: pratesiunb@gmail.com, pratesir@gmail.com

Dear Pratesi,

Your submission entitled "Prevalence of celiac disease predisposing alleles HLA-DQ2 and -DQ8 in Brazilian newboms" has
been received by Human Immunology

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System as an author. The URL is
http://ees.elsevier.com/him/.

Your username is: pratesiunb@gmail.com
If you need to retrieve password details, please go to:

http://ees.elsevier.com/him/automail_query.asp

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Elsevier Editorial System
Human Immunology

For further assistance, please visit our customer support site at http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you
can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EES via
interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any further assistance from one of our
customer support representatives.
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Abstract

Forty percent of the genetic susceptibility to celiac disease (CD) is associated with class Il
HLA-DQ2 and -DQ8 genes, with the other 60% being shared by an unknown number of non-
HLA genes. The prevalence of DQ2 and DQ8 genes has shown significant variations among
different world regions and has not been previously determined among the highly interbred
Brazilian population. We typed DQ2 and DQ8 genes in 329 newborns using gPCR and
confirmed the results using a PCR-SSP kit. The prevalence of DQ2 and/or DQ8 heterodimers
was 33.44%, which is comparable to results obtained in European screening studies. However,
only considering the presence of at least one of the CD predisposing alleles, an increased
percentage of high-risk alleles could be observed among the Brazilian newborns. In conclusion,
the prevalence of DQ2 and/or DQ8 heterodimers in our population can be considered
comparable to that observed in Italian population screening studies, although the prevalence of
high-risk susceptible alleles is increased among Brazilian subjects. Additionally, an increased
prevalence of CD has not been observed in screening performed in this same city focusing on
a similar ethnic and socioeconomically comparable population. Possibly the lower consumption

of gluten in Brazilian staple diet could partially explain this discrepancy.

Key-words: Celiac disease, prevalence, HLA-DQ genes, newborn, Brazilian population.

Introduction

Celiac disease (CD) is an immune-mediated inflammatory disease of the small intestine
that is mainly triggered and maintained by the storage proteins (gluten) of wheat, barley, and
rye in genetically predisposed individuals [1]. Accurate epidemiologic studies have disclosed
that CD affects approximately 1% of the general population, both in Europe and North America
[2, 3]. The prevalence of CD in developing countries has shown significant variations, being
rare in some and very common in others [4] most likely due to the difference in wheat
consumption and the frequency of specific HLA class Il MHC molecules in different
populations [5]. Screening studies in Brazil have shown uneven CD prevalence rates in different
regions of the country, ranging from 1:119 to 1:417 in the general population [6, 7] and 1:214
to 1:681 in presumably healthy blood donors [8, 9].

Genetic susceptibility to CD is associated with class Il HLA DQ2 (DQA1*05:01 and
DQB1*02:01) and DQ8 (DQA1*03:01 and DQB1*03:02) alleles [10]. Approximately 95% of
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celiac patients carry the HLA-DQ?2 alleles, and the remaining 5% carry HLA-DQ8 [11]. These
genes are responsible for only 40% of the familiar risk of CD but are also carried by roughly a
third of the population [10, 12], thus suggesting that HLA is only partly the cause of the
condition. The other 60% of the genetic susceptibility to CD is shared between an unknown
number of non-HLA genes, each of which is estimated to contribute only with a small risk
effect [13].

The prevalence of DQ2 and DQ8 genes has also shown significant variations among
different populations [14]. Screening to determine the prevalence of CD predisposing alleles in
the Brazilian population has not been previously performed. Consequently, the aim of the
present study was to determine the prevalence of HLA-DQ2 and HLA-DQ8 alleles in a

representative group of newborns in the city of Brasilia, Brazil.

Methods
Ethics Statement

The study complied with the principles of the latest Declaration of Helsinki (2008) and
was approved by the Research Ethics Committee on Medical Sciences of the University of
Brasilia School of Medicine (protocol n° 132/2008).

Study population

Mothers-to-be admitted to the maternity ward of the Brasilia University Hospital during
the period February 2012 to March 2013 received extensive exposition of the research
objectives and provided written consent for the participation of their forthcoming newborns in
the study protocol. The Brasilia University Hospital is a general hospital pertaining to the
Brazilian Unified Health System that mainly attends to a low-income class population
originating from different neighborhoods and the outskirts of the city of Brasilia. All newborns
were eligible for screening; however, newborns with low birth weight, prematurity, or severe
congenital abnormalities were excluded from the study to avoid overburdening the medical
team with additional tasks during difficult deliveries. At the time of birth, immediately after the
collection of umbilical cord blood (UCB) samples for blood group typing, a second sterile
EDTA-coated tube was filled with approximately 10 ml of the newborn blood. DNA extraction

was performed within the first 48 hours after collection using an Illustra™ Blood genomic Prep
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Mini Spin kit (Healthcare, Buckinghamshire, UK) according to the manufacturer’s instructions.
Concentrations of DNA samples were adjusted to 15 ng/ug after being quantified at 260 nm
using the Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE,
USA).

gPCR HLA-DQ typing

DQA1*05:01, DQB1*02:01 (DQ2) and DQA1*03:01, DQB1*03:02 (DQ8)
amplification was performed using qPCR (Step One Real Time PCR System; Applied
Biosystems, Life Technologies™, Carlsbad, CA, USA). Hybridization was accomplished using
sequence-specific primers for DQA1*05:01, DQB1*02:01 and DQA1*03:01 as described by
Olerup et al [15], and primers for DQB1*03:02 as described by Profaizer et al [16]. Primers for
human growth factor (HGF) hormone were used as an internal control [16]. Each primer was

used at a concentration of 10 puM.

Four separate reactions were performed to test each allele individually. Reactions for
HLA-DQ alleles were mixed as follows: 1 puL of 5’DQ-specific primer, 1 uL of 3’DQ-specific
primer, 10 pL of Absolute gPCR SYBR Green Rox Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Vilnius,
Lithuania), 2 puL of genomic DNA and 6 pL of ultra-pure water (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Vilnius, Lithuania) for a total volume of 20 pL per reaction. Reactions for the HGF control
samples were mixed as follows: 1 pL of 5’HGF-specific primer, 1 uL of 3’HGF-specific
primer, 10 pL of Absolute gPCR SYBR Green Rox Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Vilnius,
Lithuania), 2 puL of genomic DNA and 6 pL of ultra-pure water (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Vilnius, Lithuania) for a total volume of 20 uL per reaction. The PCR reactions were added to
a 48-well plate (Applied BioSystems, Life Technologies™, Carlsbad, CA, USA) and then
centrifuged for 1 min at 1300 rpm. The plate was loaded onto the Step-One Instrument (Applied
BioSystems - Life Technologies™, Carlshad, CA, USA). Table 1 describes the specific g°PCR
conditions. A known positive sample was used as a control for each experiment. Additionally,
a negative DNA sample was run in each reaction as a control for contamination. Amplified

products were analyzed using a melting curve (Table 1).
Table 1

Typing of the DQB1*03:02 allele was performed using a touchdown technique [17],

employing an initial annealing temperature above the projected melting temperature with
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progressive transition to lower temperatures over the course of successive cycles as described

by Profaizer et al [16].
PCR-SSP HLA-DQ typing

All positive samples obtained on the previous qPCR typing additionally underwent
further testing using the DQ-CD Typing Kit Plus (BioDiagene, Palermo, Italy) according to the
manufacturer's recommendations. The DQ2 heterodimer was identified by the presence of the
alleles DQA1*05:01 and DQB1*02:01, and the DQ8 heterodimer was identified by the
presence of DQA1*03:01 and DQB1*03:02. DQ?2 alleles are commonly found in the haplotype
DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 (in cis) or in the haplotypes DRB1*11/12-DQA1*05-
DQB1*03:01/04; DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02 (in trans). DQ8 alleles are found in the
DQ8 haplotype DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03:02 (in cis). Furthermore, the kit contains

primers for the identification of DQB1*02 allele homozygosis.
Statistical methods

Data analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS
Statistics for Windows, Version 17.0. Chicago: SPSS Inc, U.S.A.) and Microsoft Office Excel
2010.

Results

Of a total of 329 newborns admitted to the study (143 males and 186 females), 187
(56.84%) (77 males and 110 females) disclosed HLA predisposing alleles. Analysis of the
results showed 5 (1.52%) newborns carrying both DQ2 and DQ8 heterodimers, 58 (17.63%)
were positive for DQ2 (DQA1*05 and DQB1*02), and 47 (14.29%) were positive for DQ8
(DQA1*03 and DQB1*03:02). Table 2 shows the prevalence of CD predisposing HLA alleles
using gPCR.

Table 2

Results obtained by gPCR technique were confirmed by the PCR-SSP method that, in
addition to the identification of the four alleles previously tested, also detected DQB1*02

homozygosis and allowed the differentiation of the haplotype combinations in cis and trans.

The results of five samples in which both DQ2 and DQ8 heterodimers were detected by
gPCR were also confirmed by the PCR-SSP method. Furthermore, no disagreement was
observed between the results obtained using the two techniques among the 58 newborns
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characterized by the presence of a single DQ2 heterodimer. However, applying the PCR-SSP
method made it possible to detect homozygosis of the DQ2 B-chain (DQB1*02/02) in 18

newborns, and heterozygosis of the same chain in 40 newborns (DQB1*02/x) (Table 3).
Table 3

A total of 77 samples showed incomplete DQ2 (Table 2). The chain aDQ2 (DQA1*05)
was identified in 43 samples by qPCR and was confirmed by the PCR-SSP kit (DQ-CD Typing
Plus), which additionally detected the chain fDQ2 as DQB1*0301/04 (Table 2). Similarly, in
the remaining 34 samples, also showing incomplete DQ2 by gPCR and characterized by the
single presence of the chain fDQ2 (DQB1*02), the use of the PCR-SSP kit (DQ-CD Typing
Plus) allowed the identification of aDQ2 as DQA1*02:01, and the determination of
homozygosis in four BDQ2 samples (DQB1*02/02) and heterozygosis of the other 30 DQ2
samples (DQBL1 * 02/x) (Table 3).

Of 47 samples that disclosed DQS8 alleles, 37 showed afDQ8 (DQA1*03 and
DQB1*03:02), and the other 10 showed the same alleles in association with the chain fDQ2
(DQB1*02). These results were similar using both gPCR and PCR-SSP methods (Tables 2 and
3).

Among the 58 neonates who were exclusively positive for the DQZ2 heterodimer,
encoded by DQA1*05 and DQB1*02 alleles, 42 disclosed these alleles in the cis configuration
(DRB1*03- DQA1*05-DQB1*02) and 16 in trans configuration on DR5/DR7 haplotypes
(DRB1*11/12-DQA1*05-DQB1*03:01/04; DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02).

Discussion

As formerly mentioned, we could not identify any previous screening study to determine
the prevalence of CD predisposing alleles in the Brazilian population. We performed the current
study using UCB obtained at the time of delivery from a group of unselected newborns.
Collection of UCB for screening of HLA markers in newborns has been previously successfully
used in research studies, including large screening programs, to determine the genetic risk for
diabetes type 1 [18, 19]. Using a careful collecting technique, the chance of maternal blood
contamination is negligible [20].

Because we used primers that were originally designed to be used with the PCR-SSP
method [15], all gPCR results were confirmed using a PCR-SSP commercial kit. The qPCR-

based typing system, despite its incapability to determine DQB1*02 allele homozygosis, proved
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to be highly reliable with no discordant results compared with the results obtained with the
PCR-SSP method.

In the current study, the prevalence of all the HLA-DQ2 (DQA1*05:01, DQB1*02:01)
and/or DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02) alleles was 33.44%, which can be considered
comparable to results obtained in the European population in which different studies showed a
prevalence between 20 and 30% [21, 22]. However, according to Table 4, if we consider the
presence of at least one of the HLA predisposing alleles (DQA1*05, DQB1*02, DQA1*03,
DQB1*03:02), an increased percentage of several CD high-risk predisposing alleles can be
observed among the Brazilian newborns compared with 292 healthy Italian subjects recently
analyzed by Megiorni et al [21] (Table 4).

Table 4

This difference in the prevalence of specific alleles may be explained by the high degree
of heterogeneity of the Brazilian population resulting from five centuries of interbreeding
among peoples of three ethnicities: Amerindians, Europeans and Africans. In addition to this
initial ethnic contribution, during the last two centuries, successive migratory waves, mainly
comprising ltalians, Spaniards, Germans, Japanese, Lebanese, and Syrians, further increased
the racial diversity of the population. Consequently, each Brazilian has a singular, and quite
individual, proportion of these ethnic origins, which hampers his/her precise characterization
in a specific racial group [23]. Confirming the genetic heterogeneity of the Brazilian population
using an analysis of ancestry informative markers from individuals derived by birth from the
five geopolitical Brazilian regions Lins et al [24] disclosed a major contribution of European
ancestry (0.771) followed by African (0,143) and Amerindian (0.085) ancestries. The current
population of Brasilia can be considered a fairly representative sampling of the Brazilian
population at large since, during the more than fifty years that have elapsed from its foundation,
this city, with more than 2,500,000 inhabitants presently, harbors people to a minor or major
degree who have originated from all the different regions of Brazil.

The finding of an increased prevalence of risk alleles in our population was an
unexpected result because the CD prevalence in Brazil, as shown by several screening studies
performed in different regions of the country [6, 8, 9] although expressive, is generally lower

than the prevalence found in Europe. In a previous study in Brasilia, and with a similar
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population sample, we found a CD prevalence of 0.34% (1:294) [7]. We tentatively suggest that
this discrepancy between the presence of an increased genetic risk and a lower prevalence of
CD in our population could be partially explained by a lower consumption of gluten in Brazil.
The main Brazilian staple foods are rice and beans. Consequently, the intake of wheat is not
very high (53.5 kg/year per capita), well below the Italian per capita supply that reaches 144.2
kg/year [25]. Another possible reason that we had already suggested in our aforementioned
article is the existence of an increased mortality due to undiagnosed CD among the younger age

groups.

This study possessed limitations. Although contamination of NB samples by maternal
blood did not appear to be a significant problem, its exact frequency should be determined in
the future by retyping the HLA-DQ2 and -DQ8 genotypes from blood samples obtained directly
from the child [20]. Additionally, although the population of Brasilia can be considered a good
representation of the Brazilian population at large, this is only partially true because the
contribution of people coming from the Midwestern and Northeastern regions of Brazil in
which the influence of Afro-descendants and Amerindians prevail is increased compared with

people originating from the Southern states of Brazil [26, 27].

In conclusion, the prevalence of CD predisposing HLA-alleles in our group of Brazilian
newborns is similar to that observed in the Italian population, although the frequency of high-
risk HLA genotypes is apparently increased among Brazilian subjects. However, an increased
prevalence of CD has not been observed in screening performed in Brasilia, focusing on a
similar ethnic and socioeconomically comparable population [7]. The cause may be the lower

consumption of gluten-containing cereals by the Brazilian population.
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Table 1. Specific gPCR cycling conditions for alleles DQA1*05:01, DQB1*02:02 and

DQA1*03:01.
Step Temperature Time Cycles
Initial denaturation 950 C 10 min 1
Denaturation 950 C 15 sec 39
Hybridization and extension 60°C 60 sec
Melt curve - step 1 95°C 15 sec
Melt curve - step 2 60° C 60 sec 1
Melt curve - step 3 95°C 15 secs

Table 2 - Prevalence of CD predisposing HLA alleles in 187 (56.84%) of 329 newborn study
participants using gPCR.

Genotype  Heterodimer Alleles N Prevalence Total
aDQ2(DQA1*05)
DQ2 and apDQ2  BDQ2(DQB1*02) . .
DQS8 ofDQ8  aDQ8(DQAL*03) > 152%  152%
BDQ8(DQB1*03:02)
aDQ2(DQA1*05)
DQ2 apDQ2 BDQ2(DQB1*02) 58 17.63% 17.63%
aDQ2  “DQ2A(DQAT*05) 43 13.07%
Incomplete BDQ2 (X) .
DQ2 aDO2 () 23.40%
0,
BDQ2 BDQ2(DOB1*02) 34 10.33%
aDQ8(DQA1*03) 0
DQ8 afDQS8 BDQ8(DQB1*03:02) 37 11.25%
DQ8 and uppos  “DQB(DQAL*03) 14.29%
Incomplete DO2 fDQ8(DQB1*03:02) 10 3.04%
DQ2 PDQ2  spQa(DQB1*02)
Total 187 56.84% 56.84%
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X = unidentified chain.

Table 3 - Prevalence of CD predisposing HLA alleles found in 187 (56.84%) of the total study
group of 329 newborns using the PCR-SSP technique (Biodiagene DQ-CD Typing Plus Kit).

Genotype Heterodimer Alleles N Prevalence Total
aDQ2(DQA1*05)
DQ?2 and apDQ2 BDQ2(DQB1*02) . .
DQ8 ofDQ8  aDQ8(DQAL*03) > 152%  1.52%
BDQ8(DQB1*03:02)
apDQ2 aDQ2(DQA1*05) .
(B homozygous) BDQ2(DQB1*02/02) 18 5.47%
DQ2 17.63%
afDQ2
aDQ2(DQA1*05) .
(B eterozygous) BDQ2(DQB1*02/X) 40 12.16%
aDQ2 aDQ2(DQA1*05)
pDQ2* BDQ2(DQB1*03:01/ 43 13.07%
04
DQ2*
?BDQQz aDQ2
Incomplete homozygous) (DQA1*02:01) 4 1.22% 23.40%
DQ2 Yo BDQ2(DQB1*02/02) '
+
?5%2 aDQ2(DQA1*02:01)
heterozygous) BDQ2(DQB1*02/x) 30 9.12%
aDQ8(DQA1*03) 0
DQ8 apDQS BDOS(DOB1%03:02) 37 11.25%
DQ8 * 14.29%
complete afDQ8 + aDQ8(DQA1*O§) 5 3.049
and DQ2 BDQ2 BDQ8(DQB1*0302) 10 .04%
incomplete PDQ2(DQB1*02)
Total 187 56.84% 56.84%

X = unidentified chain; #identify a DQ2 heterodimer not associated with CD predisposition.
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Table 4. Comparison between the prevalence (%) of HLA predisposing alleles for CD in 329

Brazilian newborns and 292 healthy Italian subjects

Italy Brazil
afDQ2/aDQ8 0.2% 1.5 %
afDQ2/B homozygous 2.4% 5.4%
apBD8/BDQ2 0.7% 3.0%
BDQ2 0.4% 1.2%
afDQ2/B heterozygous 19.2% 12.1%
apBfDQ8 6.5% 11.2%
BDQ2 heterozygous 9.7% 9.2%
aDQ2 37.9% 13.0%
Other 23.0% 43.1%
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