UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Nutri¢ao
Programa de Pés-graduacao em Nutricao e Alimentos
Mestrado em Nutricao Alimentos

Dissertacao

Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em celiacos e seus parentes de
primeiro grau

Joao Luis Ricalde Gervasio

Pelotas, 31 de agosto de 2022.



Joao Luis Ricalde Gervasio

Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em celiacos e seus parentes
de primeiro grau

Dissertagao apresentada ao
Programa de PO6s-Graduagdo em
Nutricdo e Alimentos da Universidade
Federal de Pelotas, como requisito
para obtencdo ao titulo de Mestre em
Nutricdo e Alimentos.

Orientador: Fabiana Torma Botelho

Co-Orientador: Carlos Castilhos de Barros

Pelotas, 2022






Joao Luis Ricalde Gervasio

Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em celiacos e seus parentes de
primeiro grau

Defesa de dissertacdo, como requisito de obteng¢do de Titulo de Mestre no
Programa de P6s-Graduagao em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutrigao,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 31 de Agosto de 2022

Banca examinadora:
Carlos Castilho de Barros

Inés Shadock



Agradecimentos

Gostaria de agradecer a Dra. Fabiana, minha orientadora, por todo
aprendizado que me foi passado nesses ultimos anos, e principalmente pela sua
paciéncia e compreensao.

Ao meu co-orientador Dr. Carlos, por todos os ensinamentos na
realizagdo das analises de biologia molecular.

A colega Clédia, pela paciéncia e disponibilidade para ensinar a realizar
as analises em laboratorio.

Os meus cordiais agradecimentos a todas as professoras que
contribuiram para o0 meu crescimento académico.

Aos meus filhos Dudu e Luisa, e meus Pais Angela e Marzulo pela
compreensao da minha auséncia em viagens necessarias em busca desse
sonho.

Também a minha companheira Luciani pelo incentivo de sempre.



RESUMO

GERVASIO, Jo3do Ricalde. Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em
celiacos e seus parentes de primeiro grau. Orientador: Fabiana Torma
Botelho. 2022. 71f. Dissertagao (Mestrado em Nutrigdo e Alimentos) — Faculdade
de Nutricdo, Programa de Po6s-Graduagdo em Nutricdo e Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2022.

A doenga celiaca (DC) é caracterizada por ser uma desordem autoimune
desencadeada pela ingestdo de gluten, tendo como principal manifestagcéo
desordens a nivel intestinal. Essa desordem estaria ligada a fatores genéticos,
principalmente aqueles encontrados no Sistema Leucocitario Humano (HLA),
classe Il (HLADQ), sendo eles os alelos HLA- DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201)
e HLA- DQ8 (DRB1*04), responsaveis por codificar as proteinas DQ2 e DQ8.
Sabe-se que esses alelos estdo presentes entre 25 a 30% da populagédo chega
até 95%, e os outros 5% dos celiacos teriam desencadeado a doenga devido a
outros fatores genéticos, sendo assim, foi incluido o rastreamento do HLA-DQ
dentre as etapas do diagndstico da DC, utilizando-se principalmente para
pacientes assintomaticos e também para rastreio de grupos de risco para DC.
Portanto, o objetivo desse estudo é analisar a frequéncia e a prevaléncia dos
alelos DQ2 e DQ8 em celiacos, parentes de primeiro grau e pessoas em
investigacao. No total das amostras coletadas, n = 78, obteve-se n=67 analises
e questionarios analisados, conferindo um total de 85,9% do total, sendo que
deste total 37 amostras (55,2%) com diagnostico de DC, 13 amostras de
parentes de celiacos (19,4 %) e 17 amostras em investigagao de DC (25,4%), e
9 amostras perdidas que ndo conseguimos retorno dos participantes (14,1%).
Quanto aos gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 e DQ2 A + B + DQ8 A dos
celiacos avaliados (n=37) 23 (62%) tinham pelo menos 1 alelo, sendo DQ2 A
(n=3) 13,1%, DQ2 B (n=8) 34,8%, DQ2 AB (n=12) 52,1%, ja para o alelo DQ8
(n=7) 30,4% apresentavam-se positivos, e (n=11) 37,8% nao apresentaram alelo
nenhum. Em relag&o ao teste genético, a maioria das pessoas em todos os trés
grupos tinham pelo menos um dos alelos, entretanto, o grupo das pessoas em
investigacdo apresentaram maior porcentagem dos alelos, com menor
porcentagem de nao ter os alelos estudados entre os grupos. O gendtipo DQ2
AB foi 0 mais encontrado em todos os grupos.



Os celiacos apresentaram maior numero de sintomas, patologias e realizag&o
de biopsia e testes sorolégicos para busca de diagnostico correto entre os
grupos, entretanto, a DC deve ser investigada nos grupos de parentes de
celiacos e pessoas em investigagdo da doencga, visto que a maioria tinha
parentes celiacos e relataram sintomas e doencgas relacionadas a DC, sendo
classificados como grupo de risco. Mesmo que esses individuos ndo tenham
sintomas classicos de DC, a realizacdo de bidpsia € necessaria pois pode-se
tratar de individuos assintomaticos, evitando assim no futur maiores complicagao

relacionados a essa patologia.

Palavras-chave: Doenga celiaca; Gluten; Fatores genéticos; Alelos;
Diagnéstico.



ABSTRACT

GERVASIO, Joéo Ricalde. Frequency of HLA-DQZ2 and HLA-DQ8 alleles in celiac
patients and their first-degree relatives. Advisor: Fabiana Torma Botelho. 2022.
71f. Dissertation (Master in Nutrition and Food) — Faculty of Nutrition,
Postgraduate Program in Nutrition and Food, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2022.

Celiac disease (CD) is characterized by being an autoimmune disorder triggered
by the ingestion of gluten, with intestinal disorders as its main manifestation. This
disorder would be linked to genetic factors, mainly those found in the Human
Leukocyte System (HLA), class Il (HLADQ), namely the HLA-DQ2 (DQA1*0501
and DQB1*0201) and HLA-DQ8 (DRB1*04) alleles. , responsible for encoding
the DQ2 and DQ8 proteins. It is known that these alleles are present between 25
to 30% of the population, reaching up to 95%, and the other 5% of celiacs would
have triggered the disease due to other genetic factors, therefore, HLA-DQ
screening was included among the stages of CD diagnosis, being used mainly
for asymptomatic patients and also for screening risk groups for CD. Therefore,
the aim of this study is to analyze the frequency and prevalence of DQ2 and DQ8
alleles in celiac patients, first-degree relatives and people under investigation. In
the total of samples collected, n = 78, n=67 analyzes and analyzed
questionnaires were obtained, giving a total of 85.9% of the total, of which 37
samples (55.2%) were diagnosed with CD, 13 samples from relatives of celiac
patients (19.4%) and 17 samples under investigation for CD (25.4%), and 9 lost
samples that we could not return from the participants (14,1 %). As for the
genotypes DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 and DQ2 A + B + DQ8 A of the celiac
patients evaluated (n=37), 23 (62%) had at least 1 allele, being DQ2 A (n=3)
13.1%, DQ2 B (n=8) 34.8%, DQ2 AB (n=12) 52.1%, while for the DQ8 allele (n=7)
30.4% were positive, and ( n=11) 37.8% did not present any allele. As for the
genotypes DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 and DQ2 A + B + DQ8 A of the celiac
patients evaluated (n=37), 23 (62%) had at least 1 allele, being DQ2 A (n=3)
13.1%, DQ2 B (n=8) 34.8%, DQ2 AB (n=12) 52.1%, while for the DQ8 allele (n=7)
30.4% were positive, and ( n=11) 37.8% did not present any allele. Regarding
genetic testing, most people in all three groups had at least one of the alleles,

however, the group of people under investigation had a higher percentage of



alleles, with a lower percentage of not having the alleles studied between the
groups. The DQ2 AB genotype was the most found in all groups. Celiac patients
had a greater number of symptoms, pathologies and biopsy and serological tests
to search for a correct diagnosis between the groups, however, CD should be
investigated in the groups of relatives of celiacs and people under investigation
of the disease, since most had celiac relatives and reported symptoms and
diseases related to CD, being classified as a risk group. Even if these individuals
do not have classic symptoms of CD, a biopsy is necessary because it can treat
asymptomatic individuals, thus avoiding further complications related to this
pathology in the future.

Keywords: Celiac disease; Gluten; Genetic factors; alleles; diagnoses.
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1. Introducao

A Doencga Celiaca (DC), durante muito tempo foi vista como uma patologia
geralmente pediatrica, no entanto, atualmente é definida como uma doencga
imunologica com manifestagdes sistémicas que afetam todas as idades,
afetando cerca de 1% da populagdo mundial, sendo mais comum em individuos
do sexo feminino. O consumo de alimentos contendo gluten, juntamente com a
suscetibilidade genética através do Sistema Leucocitario Humano (HLA), sédo os
fatores desencadeantes do desenvolvimento da doenca.

Durante o desenvolvimento da doenca, a mucosa perde suas vilosidades
absorventes e ocorre hiperplasia das criptas entéricas, levando a uma reduzida
capacidade de absorver nutrientes.

As manifestagdes da DC variam, podendo ocorrer desde diarreia, retardo
do crescimento, anemia ferropriva, osteoporose, dermatite, até algumas
neoplasias. O diagnéstico depende da suspeita clinica, levando a exames
laboratoriais com testes de sorologia positiva de imunoglobulina A-
transglutaminase tecidual (IgA-tTG), que se positivo deve ser confirmado por
bidpsia duodenal e histologia, revelando a atrofia vilositaria da mucosa intestinal,
meétodo considerado o padrao ouro. A DC, no entanto, pode ser assintomatica,
principalmente em parentes de primeiro grau dos individuos portadores, o que
pode ser confirmado por genotipagem do antigeno leucocitario humano (HLA)
para HLA-DQ2 e HLA-DQS8, alelos que estao relacionados com a patogenicidade
da doenca, técnica menos invasiva que vem crescendo nos ultimos anos. A DC,
vai além dos sintomas gastrintestinais, podendo ocorrer um aumento do risco
de malignidade e maior mortalidade.

Existe um consenso que ainda ha um grande numero de celiacos sem
diagndstico, provavelmente pelo amplitude das suas manifestagbes e também
pelo conhecido ICEBERG celiaco. O desafio atualmente é conseguir estabelecer
diagndsticos mais precoces, reduzindo o numero e o grau de complicagdes da
DC, estabelecendo assim uma melhor qualidade de vida dos pacientes.

A DC com sua susceptibilidade genética, constituidas pelos alelos HLA-

DQ2 e HLA-DQ8, os parentes de primeiro grau dos celiacos poderiam apresentar



um maior risco para desenvolverem essa patologia.(WALKER & TALLEY, 2011;
CATASSI et al. 2015). (MEGIORNI & P1ZZUTI, 2012).

Com base no que foi descrito, este estudo avaliou a frequéncia desses
alelos de risco em celiacos, parentes de primeiro grau de celiacos e pacientes
em investigagdo da DC, em participantes que frequentavam a ACELBRA do Rio

de Janeiro-RJ



2. Capitulo | — Projeto de Pesquisa

2.1 Definigao

A DC foi descrita pela primeira vez em 1888 por Samuel Gee, no entanto
foi em 1953 que o gluten foi descrito como importante fator etiologico dessa
patologia (PARZANESE; 2017).

A DC entdo passou a ser definida como uma enteropatia autoimune
mediada por anticorpos através de células T desencadeada pelo gluten, com
manifestagcbes intestinas e extra-intestinais, resultando em atrofia das
vilosidades, hipertofia das criptas, inflamagdo e danos ao revestimento do
intestino delgado, em individuos portadores do antigeno leucocitario humano,
HLA DQ2 / DQ8 (LUDVIGSSON et al., 2013; SHARMA et al., 2020).

Considerado fator ambiental, o gluten € uma mistura de proteinas
individuais classificadas em dois grupos, as prolaminas e as gluteinas. As
prolaminas téxicas para celiacos sdo as gliadinas do trigo, as secalinas do
centeio, as hordeinas da cevada e as aveninas da aveia. No trigo, o gluten
contribui com aproximadamente 85% do teor das proteinas, restando 15% para
as albuminas e globulinas. O teor de prolamina no gluten €& geralmente
considerado 50% (ABREU et al.,, 2006). Essas prolaminas apresentam
propriedades imunogénicas semelhantes, resultando essa exposicdo em um
grau variavel de lesao intestinal (LUDVIGSSON, 2013).

A predisposigao genética tem um papel muito importante na DC, pois
sabe-se que a mesma esta fortemente associada a genes de classe Il do major
complex of histocompatibility (MHC), HLA DQ2 (95%) e HLA DQ8, localizados
no cromossoma 6p21; a presenga de um ou ambos 0s genes € necessaria para
o desenvolvimento da doencga, mas nao suficiente per se e o risco estimado é de
cerca de 40% (FERREIRA, 2018).

Esta fragéo proteica é largamente utilizado na industria de alimentos, nos
setores como panificagdo, massas, cervejas, entre outros, tendo a fungédo de
conferir elasticidade, aderéncia e estrutura ao alimento. O consumo desta
proteina por individuos geneticamente predispostos, caracteriza um processo
inflamatorio envolvendo a mucosa do intestino delgado, levando a atrofia das
vilosidades intestinais, ma absorcdo de nutrientes e uma variedade de

manifestagdes clinicas nestes individuos. Estas proteinas sao resistentes as



enzimas digestivas, podendo levar a uma resposta imunogénica em pacientes
com DC (SILVA, 2010).

2.2 Fisiopatologia

A DC, é caracterizada por um processo inflamatorio do intestino delgado
mediada por linfécitos T, em que o paciente acometido expressa um aumento da
infiltracdo dos linfocitos nas células epiteliais chegando a uma proporgéo de
25/100 células. Na mucosa intestinal os peptideos derivados das prolaminas,
resistentes as proteases humanas, passam intactas no luimem do intestino
delgado, chegando na mucosa intestinal, esses peptideos desencadeiam
ativagbes imunoldgicas capazes de estimularem interleucinas 15, que por sua
vez estimulam os linfécitos intraepiteliais causando os danos epiteliais. Os
peptideos do gluten, na submucosa, sofrem entdo desaminagéo pela enzima
transglutaminase tecidual (ITG). Essa desaminagao é que permite a ligagdo com
o HLA-DQ2/DQ8 associados a DC, levando a ativagao das células T, causando
morte celular e remodelag&o do tecido com atrofia das vilosidades e hiperplasia
das criptas e/ou também a maturacédo dos plasmacitos, produzindo anticorpos
ani ITG tTG e anti gliadina, levando assim as manifestacbes clinicas e
subclinicas dessa patologia. estudos recentes sobre a patogénese da DC,
destacaram que interagdes cruzadas entre CD4 * especifico para gluten, as
células T e a interleucina-15 (IL-15), ativam os linfécitos intra-epiteliais
citotoxicos, desencadeando assim as lesdes epiteliais (RASHTAK & MURAY,
2012; CIESUNSKI, Z 2016; LUDVIGSSON et al.,, 2012; YUAN et al., 2013;
MALAMUT, 2019).

A Figura 1 apresenta a visao classica sobre a patogénese da DC. Os
peptideos de gluten na dieta aumentam a permeabilidade epitelial ativando a via
de sinalizagao da zonulina, permitindo que os peptideos de gluten atravessem a
barreira epitelial. A transglutaminase tecidual 2 (TG2) desamida peptideos de
gluten, facilitando para as células apresentadoras de antigenos positivos para
HLA-DQZ2 / DQ8 (APC). Com a ativagéo da APC., a célula T CD4 + restrita ao
HLA-DQ2 / DQ8, que por sua vez produz citocinas para atrair linfécitos
intraepiteliais CD8 + (IEL) para atacar a mucosa intestinal, resultando em
inflamacédo dos tecidos, apoptose enterocitaria e atrofia das vilosidades. As
células B sao ativadas pelas células T CD4 + para produzir anticorpos de auto-



imunidade, incluindo anticorpos tTG, anticorpos endomisiais e anticorpos de
gliadina. O papel da interleucina 15 (IL 15) € essencial na patogénese da doencga
celiaca (ZHU et al., 2019).
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Figura 1: Patogénese da doenca celiaca.

2.3 Fatores Genéticos

A doenca celiaca é caracterizada por respostas restritas a HLA-DQ2/DQ8
de células T CD4 + a proteinas de gluten de cereais. O HLA-DQ é o principal
locus mediador do efeito ligado ao HLA na doenga celiaca, a variante DQ2
(DQAT *05/DQB1 * 02), esta presente em 95% dos individuos com DC, e
apenas 5% dos pacientes carrega o DQ8 ( DQA1 *03/DQB1* 0302). Comparado
com outras doengas associadas ao HLA, a evidéncia para a associag&o primaria
desta é fortemente associada para DC (SOLLID, 2005).

2.4 Estrutura genetica e proteica de HLA-DQ

Os genes que codificam as moléculas de HLA s&do encontrados no
complexo MHC no cromossomo 6. As moléculas de HLA envolvidas na DC s&o
codificadas em uma regido conhecida como classe Il no loco do DQ (outros



genes da classe Il incluem DR e DP). Os loci HLA-DQA1 e DQB1 codificam
para as cadeias a e [3, respectivamente, que se associam como heterodimeros
na superficie da APC, formando uma fenda que liga antigenos peptidicos. APC,
célula apresentadora de antigeno; HLA, antigeno leucocitario humano; MHC,
principal complexo de histocompatibilidade.

Chromosome 6

——
Class | Class Il Class Il

— N

DR loci DP loci

Peptide
& —

Figura 2. Estrutura de HLA - DQ

2.5 HLA-DQ2 e DQ8 na patogénese da DC

As moléculas de HLA-DQ sao responsaveis pela apresentacdo de
antigenos peptidicos as células T CD4 *. Cada tipo de HLA apresenta um
conjunto diferente de antigenos peptidicos, com base na sequéncia de
aminoacidos presente na regido de ligagao peptidica do heterodimero, sendo
assdimo HLA-DQ2 e o DQ8 apresentam peptideos especificos derivados do
gluten, antes de se ligar ao DQ2 ou DQ8, os peptideos de gluten nativos séo
convertidos em particulas carregadas negativamente no intestino, na qual é
chamada de desaminacéo feita pela transglutaminase 2 do tecido (TG2 ). As
células apresentadoras de antigeno apresentam gluten desamidado ligado ao
HLA-DQ2 ou DQ8 para provocar uma resposta de células T CD4 * especifica ao
gluten , iniciando a inflamagéo e gerando a DC, no entanto esse processo
patogénico ndo € ativo na maioria dos individuos que codificam DQ2 ou DQS8,
pois apenas aproximadamente 3% dos individuos positivos para DQ2 ou DQ8



desenvolvem doencga celiaca. Nos casos em que ambos DQ2 e DQ8 forem
detectados, a DC pode ser descartada, pois nao ha codificagdo nenhum desses
alelos. Individuos que apresentam como positivos para DQ2 ou DQS8, significa
gue o paciente € apenas permissivo para DC, essa positividade indica que o
individuo € capaz de ter ou desenvolver doenga celiaca. Portanto, o alto valor
preditivo negativo da tipagem HLA se torna uma parte importante da investigagcéo
da DC ( BROWN, 2019).

2.6 Aplicacao clinica do teste de HLA

O teste HLA deve ser considerado para exclusao da doencga, para apoiar
o diagndstico da DC e para identificar parentes de primeiro grau em risco,
mostrando-se presentes mesmo em uma dieta sem gluten. Um resultado de
HLA-DQ2 e / ou DQ8 ¢é sugestivo para a doencga celiaca, no entanto exames
adicionais sdo necessarios para diagnosticar esta doenca. Porém atualmente
sabe-se que se o HLA-DQ2 ou DQS8 estiver ausente, a DC €& improvavel e a
triagem de anticorpos néo é necessaria (BROWN, 2019; SCIURTI, 2018).

2.7 Epidemiologia

A DC, tem se mostrado mais frequente em toda populagdo mundial com
incidéncia de aproximadamente de 1% desta populacdo. Estudos recentes
mostraram que a DC também € uma doenga comum nos paises em
desenvolvimento como Oriente Médio, Sul da Asia, Africa e América do Sul. No
Brasil, a prevaléncia de DC mostrou variagdo significativa, provavelmente devido
aos diferentes graus de miscigenagao étnica que compdem essa populagéo. Os
estudos realizados durante a ultima década em distintas regides brasileiras
mostraram taxas de prevaléncia variando de 1: 214 a 1: 681 em doadores de
sangue presumivelmente saudaveis e de 1: 119 a 1: 417 na populagéo geral. A
variagdo geografica nas taxas de prevaléncia também pode ser devida a
diferengas no background genético, diferencas de exposicdo ao gluten
relacionadas a idade e / ou a alteragdes nos fatores de risco ambientais. Devido
ao padrdo amplamente variavel de seu espectro clinico, o diagnostico
confirmatorio de DC pode néo ser feito em um primeiro momento, ficando o

paciente sem diagnoéstico por varios anos (ALMEIDA, 2013).



A FIGURA 3, demonstra bem esse quadro epidemiolégico, onde apenas
uma parte dos doentes possui a doenga clinica realmente diagnosticada, levando
a essa evolugao de afirmagdes da crescente mundial. Como a maioria dos
individuos apresentam a DC silenciosa e assintomatica tornando o diagnostico
mais dificil. A doenga celiaca, geralmente acomete mais criangas de 6 meses a
5 anos de idade, no entanto pode ocorrer em qualquer idade, sendo mais comum
nos adultos a partir da quinta década. O sexo feminino € o mais afetado tendo
uma prevaléncia de 3:1em relagdo ao sexo masculino. (QUEIROZ et al., 2004;
RITO NOBRE, 2007; PARZANESE, 2017;).

Silent

Natura! intestinal
| villi

Figura 3: O "modelo de iceberg" idealizando a interagdo entre a composi¢cao
genética da doencga celiaca e a exposigdo ao gluten, o gatilho ambiental da
doenca (WALKER & TALLEY, 2011; CATASSI et al. 2015)

2.8 Diagnéstico

Os disturbios relacionados ao gluten, desde a DC, alergia ao trigo e
sensibilidade n&do celiaca ao gluten, apresentam uma epidemiologia bem
relevante, com uma prevaléncia global estimada de aproximadamente
5%. Embora esses disturbios tenham vias patogenéticas bem caracteristicas no
seu desenvolvimento, apresentam manifestacdes clinicas muito semelhantes, o
que tornam seus diagnosticos dificeis. Para chegar num diagnostico
efetivamente correto, € necessaria uma abordagem bem especifica, combinando

a historia clinica do paciente, sintomas, testes soroldgicos e histoldgicos.

A DC pode ter o diagnostico tardio, o que pode influenciar de forma
negativa a ades&do dos portadores a terapia nutricional, ja que representa

inumeros alimentos nocivos. A taxa de diagndstico da DC esta aumentando em



todo o mundo, devido a grande parte de uma maior valorizagdo da variabilidade
na apresentacdo clinica. Até a década de 1950, a DC era diagnosticada com
base em observagdes clinicas focadas em caracteristicas de ma absorcgao,
apartir de 1955/1956, com o desenvolvimento da biopsia intestinal € que houve
uma mudanga substancial no paradigma do diagnéstico da DC. Desde entéo, a
enteropatia dependente de gluten, com base na avaliagao histolégica da mucosa
intestinal, tem sido o “padrao ouro™ e definitivo para o diagnoéstico da DC.

Na década de 1980, foram desenvolvidos testes sorologicos sensiveis e
especificos dos niveis de anticorpos para a doenca celiaca, que sao a anti-
transglutaminase 2 (anti-TG2) e antiendomisio (anti-EMA) e caso necessario
para anti-gliadina (anti-DGP), essa no entanto € menos especifica.

Atualmente estes testes sdo usados como o primeiro critério de analise
quando ha suspeita de DC, caso os individuos apresentem esta sorologia
positiva € que devem ser submetidos a analise de bidpsia intestinal, onde
alteragdes histoldgicas caracteristicas como atrofia das vilosidades e hiperplasia
das criptas. Ha também os marcadores genéticos HLA-DQ2 e / ou HLA-DQS,
antigenos leucocitarios presentes nos individuos com DC. KASWALA, 2015;
KELLY, 2015; POPP, 2019).

A DC se manifesta de diferentes maneiras, desde sintomas
gastrointestinas sem causa aparente, como também aqueles individuos que
apresentam sindrome do intestino irritavel, diarreia crénica, dermatites, anemia
ferropriva sem causa aparente, sdo candidatos a uma investigagdo mais
detalhada sobre o possivel diagnostico positivo para DC (FORD, 2009).

Durante o exame de endoscopia digestiva alta, sdo realizadas pelo
menos quatro bidpsias duodenais, as alteracdes microscopicas encontradas sao

classificadas em uma analise histoldgica e alteragbes compativeis com DC s&o
avaliadas e descritas de acordo com a infiltragao linfocitaria, padrao das criptas
e a atrofia vilositaria. Para realizar esta classificacdo ¢é utilizada os critérios de
Marsh, proposta em 1992, e € a mais utilizada ainda hoje.

Os sintomas do paciente frequentemente correlacionam-se com o grau de
lesao tecidual. As alteracdes descritas séo:

*Marsh I: lesdo infiltrativa; arquitetura vilosa e mucosa normal; aumento

de LIE (>30-40 linfocitos por 100 enterdcitos contados).



*Marsh II: lesdo hiperplasica; semelhante ao Marsh |, mas apresenta
também hiperplasia de criptas.

*Marsh lllI: lesédo destrutiva; subdividido em llla - atrofia vilosa parcial; lllb
- atrofia vilosa subtotal e lllc - atrofia vilosa total. (SILVA, 2010; U VOLTA, 2011.)

Em contrapartida em 2012, foi proposto pela Sociedade Européia de
Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo (ESPGHAN), que para
diagnosticar a DC em pacientes pediatricos com sintomas consistentes de DC,
sem a necessidade de confirmagdo pela bidpsia, utilizasse o algoritmo
ESPGHAN, onde este sugere que valores 10 vezes acima de IgAtTG normal,

assim como marcadores genéticos HLA DQ2 e DQ8, ja seriam suficientes para
tal diagnostico (HUSBY et al., 2012).




Figura 5. Imagem real do duodeno acometido com Doenga Celiaca. Fonte: DOS SANTOS,
2020.(imagens cedidas)

2.9 Classificacao e tratamento

A classificagao da DC, sao variaveis dependendo do individuo, com isso
pode receber, além da classificagdo de Marsh, uma distincdo de acordo com os
tipos de sintomas declarados. Portanto a DC pode ser classificada como :

1. Doenga celiaca classica tipica: os sintomas dessa forma de DC s&o
encontrados em <50% dos pacientes, como diarreia, perda de peso, dor
e desconforto abdominal e fadiga, manifestando-se entre 6 a 24 meses
de idade.

2. Doenga celiaca atipica: normalmente os portadores de DC nessa
condicdo ndo apresentam disturbios gastrointestinais e sim
extraintestinais como deficiéncia de ferro, fadiga, enzimas hepaticas
elevadas ou infertilidade. Acredita-se que a forma de DC atipica €&
responsavel pela maior propor¢do dos pacientes diagnosticados,
ocorrendo principalmente entre criangas com idade superior a 24 meses,
adultos e idosos.

3. Doenca celiaca silenciosa: forma de DC assintomatica apesar de
apresentar evidéncia soroldgica e histolégica de DC, normalmente esta
presente em individuos com antecedentes familiares de DC, doencas
autoimunes associadas como Diabetes Mellitus tipo 1 , disturbios
genéticos como sindrome de Down, Turner ou Williams. Existe um
consenso que esta forma esteja presente em pelo menos 20% dos
individuos portadores dessa patologia, na qual na grande maioria das
vezes sao diagnosticados através de rastreamentos populacionais.

4. Doenga celiaca nao responsiva: mesmo com uma dieta livre de gluten
os sintomas clinicos como também anormalidades laboratoriais tipicas
da DC aparecem inalterados ou recorrentes.

5. Doenca celiaca refrataria: diagnostico especifico dentro da categoria de
DC nao responsiva, mantem a persisténcia dos sintomas clinicos e
anormalidades histologicas apds pelo menos 6 meses de uma dieta livre
de gluten, bem como auséncia de outros fatores predisponentes,



acomete cerca de 1% dos portadores de DC. (LUDVIGSSON et al., 2012;

LIONETTI et al., 2011; TULLY et al., 2008; PARZANESE et al., 2017).

Nos ultimos anos pesquisas realizadas a outras formas de tratamento da
DC que né&o a Dieta Livre de Gluten (GFD) estdo sendo estudadas, no entanto a
GFD continua sendo o unico tratamento eficaz disponivel até o momento
(ITZLINGER, 2018).

A adesdo a GFD leva a melhora dos sintomas intestinais e extra-
intestinais, também a auséncia de autoanticorpos, juntamente o retorno do
crescimento das vilosidades intestinais, bem como um efeito protetor parcial para
varias complicagdes. Esta dieta pode, no entanto além de oferecer as vantagens
descritas acima, também oferecer algumas desvantagens como redugao da
qualidade de vida, gerada pela aceitagdo a doencga, a restricdo alimentar e
disturbios psicoldgicos relacionados ao medo de contaminag¢do involuntaria,
através do consumo de alimentos contaminados, sejam eles pela forma de
armazenamento, como também atraves da producdo sem o devido controle
necessario. Por esse motivo, a GFD deve ser prescrita somente quando o
diagnostico de DC for estabelecido por meio de sorologia e histologia duodenal
conforme protocolo baseado nas evidéncias. Em individuos com CD sintomatica
a dieta deve ser reservada aqueles que referem sintomas, pois existe o risco de
desenvolverem as complicacdes e consequéncias comuns da DC que véao
desde o risco de osteoporose, ma absorgao até tumores malignos, enquanto os
assintomaticos podem ser mantidos em uma dieta contendo gluten, pois a
literatura atual n&o oferece evidéncias suficientes para retirada de gluten total da
dieta, no entanto & necessario manter o acompanhamento regular (TYE-DIN,
2018).

Ultimamente, cientistas buscam além da GFD, outras formas de
tratamento a DC, muitos estudos estdo sendo realizados, como o acetato de
larazotida e proteases especificas ao gluten, que teriam como mecanismo de
acao impedir que o gluten atravesse a barreira intestinal. Ja as proteases
visariam a degradacao do gluten em fragmentos menores no estbmago, antes
destes chegarem ao duodeno. Também existem estudos com anticorpos
monoclonais da IL-15 e também uma vacina como estratégias terapéuticas para

promover a reducéo a sensibilidade ao gluten pelos peptideos de gliadina.



Apesar desses estudos apresentarem alguns beneficios aos individuos
com DC, eles apresentam alguns efeitos colaterais importantes e também
nenhum deles tem uma eficacia totalmente satisfatoria a ponto de sugerir que
estes individuos passem a ter uma dieta contendo gluten sem o risco de

apresentarem sintomas e altera¢des da doenga (CAIO, 2019).



3- Justificativa

A genotipagem do HLA-DQ é indicada pela ESPGHAN, para rastreamento
de possiveis candidatos a DC. Sabe-se que a distribuicdo desse marcador
genético varia entre 30- 40% na populagao em geral, no entanto em celiacos a
prevaléncia pode ser de até 95%, e outros fatores genéticos completariam a
predisposicado a esta patologia. Estudos estdo emergindo com o propoésito de
elucidar a real contribuicdo do HLA-DQ no desenvolvimento da DC em diferentes
grupos populacionais de celiacos. Aléem de, buscar associagdo de fatores
genéticos que possuem maior associagdo com o desenvolvimento da doenga,
bem como, investigar associagdo com grau de lesdo intestinal. O esclarecimento
dos fatores genéticos envolvidos e a sua prevaléncia entre celiacos podem
determinar o mecanismo pelo qual a DC se desenvolve em diferentes
populagdes. Além disso, tragar um perfil de prevaléncia de fatores genéticos
predisponentes pode fomentar uma maior utilizacdo destes testes, bem como o
conhecimento de uma possivel relagado dos alelos com a gravidade da doencga

possam auxiliar na pratica clinica.



4- OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia dos gendtipos HLA-DQ2 (DQA1*0504 e
DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) e associar a presenga dos alelos com o
grau de lesdo intestinal em celiacos e sintomatologia em parentes de primeiro

grau.

4.2 Objetivos Especificos

Verificar a frequéncia dos alelos HLA- DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e HLA-
DQ8 (DRB1*04) e em celiacos e seus parentes de primeiro grau;

Verificar associagao entre os haplotipos DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e

DQ8 (DRB1*04) e grau de lesao intestinal (Classificacdo de Marsh) em celiacos;

Verificar associagao entre os haplotipos DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e
DQ8 (DRB1*04) e outras doengas auto-imunes em celiacos;

Verificar associagao entre os haplotipos DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e
DQ8 (DRB1*04) e sintomatologia de Doenga Celiaca em parentes de primeiro
grau de celiacos;

Verificar associagao entre os haplotipos DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e
DQ8 (DRB1*04) e outras doengas auto-imunes em parentes de primeiro grau de

celiacos.



5- Materiais e Métodos
5.1 Populagio Alvo e Aspectos Eticos

Trata-se de um estudo descritivo, do tipo transversal, que sera realizado
na Associacgao de Celiacos do Brasil do Rio de Janeiro (ACELBRA-RJ), entidade
de iniciativa popular e sem fins lucrativos. Sera realizado o rastreamento de
alelos HLA-DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) entre os
celiacos cadastrados na associacdo e que frequentam as reunides da
ACELBRA- RJ. Sera realizado convite por e-mail e divulgagdo em meios de
comunicagdo, tais como, o site da ACELBRA-RJ. Sera esclarecido aos
participantes e/ou responsaveis os objetivos do estudo e parédmetros éticos,
sobre a confidencialidade, para manter a privacidade dos sujeitos e os dados
obtidos foram mantidos em sigilo e somente os resultados serdo usados para
fins de pesquisa. Também sera informado de que ndo existem riscos no estudo
e o0 beneficio de participar na pesquisa é o fato de auxiliar no embasamento da
utilizacdo da genotipagem para predisponentes a DC. Os participantes seréo
selecionados de forma nao aleatoria, por critério de conveniéncia. Para o calculo
do tamanho da amostra sera feito contato com a ACELBRA/RJ para verificar
quantos celiacos estdo cadastrados, e sera calculado de acordo com o programa
G*Power, serdo incluidos individuos de qualquer idade, desde que apresente
diagnostico confirmado de DC parentes de celiacos e também individuos em
investigacdo. Sera explicado o objetivo e todas as etapas do estudo a diretoria
da ACELBRA/RJ (APENDICE A) o qual, concordando, o presidente da
associagado assinara a Carta de Anuéncia, consentindo com a realizagdo da

pesquisa no local.

A participagdo dos celiacos neste estudo sera voluntaria e poder-se-ia
interrompé-la a qualquer momento. Estando ciente de que a identidade dos
celiacos e/ou responsaveis permaneceram confidenciais durante todas as
etapas do estudo, aqueles que aceitarem participar apos as explicagdes,
assinaramum termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE; APENDICE B),
regulamentando a participacéo no estudo. O projeto de pesquisa ja foi submetido
ao Comité de Etica em Pesquisa da Medicina, de acordo com as normas

estabelecidas pela Resolugéo 466 de 12 de dezembro de 2012 e visou atender



ao codigo de Etica dos Nutricionistas que dispde que as atividades sejam
executadas com cautela a prevenir a ocorréncia de riscos ou prejuizos aos

individuos.

A pesquisa e coleta de dados s sera realizada apds aprovagéao do projeto
pelo CEP e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
pelos celiacos ou responsaveis. Segundo a Resolugdo n° 466, de 12 de
dezembro de 2012, sera garantido o respeito pela dignidade humana e pela
protecao devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres
humanos e em utilizar o material de dados obtidos na pesquisa exclusivamente
para a finalidade prevista ou conforme o consentimento do participante. Os
dados serdo mantidos por 5 (cinco) anos em pasta protegida, sem identificacéo
de qualquer participante, seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de

pesquisas envolvendo seres humanos.
6.2 Avaliagao do Perfil Clinico

A fim de avaliar o perfil dos celiacos do estudo foi adaptado um
questionario ja validado e testado na mesma populagéo, constituido de questdes
abertas e fechadas (CASSOL et al., 2007; APENDICE C). O questionario aborda
dados de identificacdo, bem como critérios de investigagcdo sobre origem dos
participantes. Também foi questionado sobre a sintomatologia apresentada
pelos celiacos antes do diagndstico e patologias associadas a DC. Para avaliar
a fidelidade do diagndstico da DC nesses pacientes, também foi questionado o
meétodo pelo qual o paciente obteve o diagndstico: biopsia, testes soroldgicos e
genotipagem de alelos HLA. O questionario foi aplicado por pesquisador
previamente treinado, juntamente com coleta da saliva, apds preenchimento do
termo do TCLE.

6.3 Coleta da Amostra

Todos os celiacos que concordarem em participar do estudo e assinarem
o TCLE, teréo suas salivas coletadas no momento das reunides da ACELBRA/RJ
ou local previamente definido. Para a coleta de saliva, o individuo enxaguara a
boca com agua tratada e esfregara o swab varias vezes entre as duas

bochechas. Apss, o swab sera fechado e identificado com o niumero do individuo



e armazenado em caixa térmica com gelo. Esse procedimento de coleta de saliva
deve ser realizado em duplicada para eventuais necessidades de repetir as
analises. Neste mesmo momento foi aplicado o questionario, previamente

validado, com o objetivo de caracterizar a amostra.
6.4 Extracao do GDNA

O swab contendo a saliva e células de descamacao do participante sera
encubado em um tubo de 2mL, com 600 yL de solugdo de lise e 8 uL de
proteinase K por 40 minutos a 55 °C. Apds este processo sera realizada a
centrifugagédo a 16000 por um minuto e em seguida é retirado o algod&o. Apds,
adicionam-se 200 pL de solucdo de precipitagao de proteina e leva-se ao vortex
durante 20 segundos e em sequéncia a amostra é centrifugada a 16000 por trés
minutos. O sobrenadante é salvo em um novo tubo de 1,5 mL. A precipitacao
dos acidos nucléicos é feita pela adicdo de 600 puL de isopropanol, seguida de
centrifugacdo a 16000 g por 15 minutos. O pellet formado é lavado
sequencialmente duas vezes pela adigdo de etanol 70% e centrifugagdo. Apos
secar a temperatura ambiente por 10 minutos, o DNA ¢é diluido com 30 pL de
solugdo de hidratagdo. Desta amostra, de 1 a 5 yL s&o suficientes para a
realizacao da analise dos polimorfismos pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) usando primers especificos para o reconhecimento para os alelos de
Doencga Celiaca. Método de extragdo de gDNA adaptado do método descrito por
MILLER, DYKES e POLESKY (1988).

6.5 Amplificagdo do DNA (PCR)

Os alelos que serao amplificados neste estudo serao o DQA1*0504 e
DQB1*0201 (DQ2) e DRB1*04 (DQ8). A reagédo de amplificacao sera realizada
em volume final de 25 pl contendo 0.2mmol/L de dNTPs, 2.0mmol/L de MgClI2,
0.4umol/L de cada iniciador, 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 100ng
de DNA gendmico. As amostras serdo inicialmente desnaturadas a 95 °C por 5
minutos e, em seguida, submetidas a 35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 45
segundos, anelamento a 56 °C por 1 minuto e extenséo a 72 °C por 30 segundos
seguidos de extensédo final de 72 °C por 30 segundos. Para confirmagé&o do



tamanho do fragmento amplificado, 10ul do produto da PCR serao aplicados em
gel de agarose a 1% e submetidos a eletroforese horizontal em tampao de
corrida TBE. Como marcador de peso molecular, serdo utilizados 100pb DNA
Ladder® (Biolabs). A visualizagdo do DNA sera realizada com Syber Safe
(Invitrogen®) em transiluminador com luz ultravioleta. Método de amplificagcéo de
DNA baseado no método descrito por CAMBIEN et al. (1992). Os primers que
foram utilizados estao representados na Tabela 1.

Comprimento dos

Pri Sequénci
rimer equencia produtos da PCR (bp)

DQA1*0501 5'-AGCAGTTCTACGTGGACCTGGGG-3 144

5'- GGTAGAGTTGGAGCGTTTAATCAGA-3'

- AAG-3'
DQB1*0201 5'-CGCGTGCGTCTTGTGAGCAGAAG-3 o

5'-GGCGGCAGGCAGCCCCAGCA-3'

DRB1*04 5'- GGTTAAACATGAGTGTCATTTCTTAAAC-3 177
5-GTTGTGTCTGCAGTAGGTGTC-3'

AC-1 5'-CGAAACCCAGTCCCCACCCG-3' 238
5'-CCTTCCATACCCCAGTGCCC-3'

AC-2 5'-GCAGAGTACCTGAAACAGGA-3' 491
5'-CATTCACAGTAGCTTACCCA-3' *

pb: pares de base; * DQA1*0501 e DQB1*0201 para DQ2;* DRB1*04 para DQS8;
AC1 e AC2 usado para controle de amplificagdo. Adaptado de Sacchetti, 1997.

6. 6 Retorno dos Resultados e Orientagoes

Apos a anadlise dos resultados, os dados serdo repassados aos
participantes, primeiro por e-mail individualmente, com o resultado de cada
participante, depois por palestra sobre os dados encontrados na pesquisa,
realizando uma comparagcido do que foi encontrado em outros estudos e
populagdes, por meio de palestra. Neste mesmo momento, serdo abordados
ainda, temas relevantes para a qualidade na alimentagdo, enfatizando a
importancia de uma dieta isenta de gluten e o cuidado com contaminagéo

cruzada.



6.7 Analise Estatistica

A analise de dados sera realizada por meio do software STATA® e
Microsoft Office Excel® 2010. As frequéncias dos alelos serdo comparadas

usando o teste de Fisher. O nivel de significancia estabelecido foi de p<0.05.

7- CRONOGRAMA

A programacao das atividades do projeto estd ilustrada na Tabela 3. A revisédo
bibliografica ocorrera durante todo o periodo da pesquisa com propdsito de atualizagao
sobre novas evidéncias em relacdo ao tema abordado. Inicialmente o projeto sera
qualificado e enviado ao comité de ética em pesquisa, dada a apreciacao, se iniciara a
coletas das amostras de saliva e aplicagdo dos questionarios. Apos a conclusao desta
etapa serdo realizadas as analises estatisticas e inicio da elaboragédo do artigo para
publicagdo e da dissertagdo. Concluida a parte tedrica do projeto, sera realizada a

defesa.

Tabela 2: Cronograma das atividades do projeto

2020 2021

M A M JJAS OND J FMAM
Revisao Bibliografica X X X X X X X X X X
Qualificagédo X
Envio para Comite de Etica X

Extragao de DNA

Identificagdo dos alelos

Analises estatisticas X

Elaboragao do artigo X
Elaboragao da Dissertacao X

Defesa X




8 - ORCAMENTO

Os custos com os materiais necessarios ao projeto de pesquisa serao buscados nos
orgéos de fomento a pesquisa, por meio de editais e por recursos proprios. O

delineamento dos custos do projeto pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 3: Orgamento dos custos do projeto

Materiais Custos
Primers e reagentes da PCR R$ 2000,00
Reagentes
R$ 150,00
Swabs R$ 200,00
Xerox R$ 30,00

Total R$ 2380,00
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APENDICE A
Carta de autorizacdao da ACELBRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS B
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO E ALIMENTOS

OFICIO PARA AUTORIZACAO DE PESQUISA PARA REALIZACAO DE
DISSERTACAO NA ASSOCIACAQO DE CELIACOS DO BRASIL

Prezado (a) Senhor (a):

Venho por meio deste solicitar sua autorizagao para a realizacdo do estudo
intitulado: “Analise da Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em celiacos e seus
parentes de primeiro grau” nessa institui¢ao.

.Esse estudo sera desenvolvido por alunos e professores do Programa de Pos-
Graduacgdo em Nutricdo e Alimentos da UFPel, sob orientagdo da Professora Dra.
Fabiana Torma Botelho e Professor Dr. Carlos Castilho de Barros. O objetivo desse
estudo é rastrear a presencga de alelos HLA DQ2 e DQ8 da Doenga Celiaca (DC) entre
os celiacos e seus parentes de primeiro grau. A analise dos alelos sera realizada pela
coleta de saliva dos celiacos vinculados a ACELBRA, que serdo encaminhadas para o
Laboratério de Nutrifiogendmica da Faculdade de Nutrigdo/UFPel, para posterior
analises dos alelos no DNA. Realizando as analises dos alelos, teremos a prevaléncia
dos genes envolvidos na DC dentre os participantes. Esses resultados irdo contribuir
para determinar a prevaléncia dos genes entre os celiacos estudados, além de
possibilitar comparagcdo com achados de outros estudos, bem como, elucidar o papel
da genotipagem como uma ferramenta nas etapas da investigagcdo da DC. Teremos o
compromisso ético de preservar os sujeitos envolvidos no estudo, assim como a
instituicdo. A pesquisa ndo apresenta nenhum risco para os individuos e para a
instituicdo e os dados/resultados do estudo serao retornados para os seus participantes.

Na certeza de contar com vosso apoio, desde ja agradec¢o colocando-me ao seu
inteiro dispor para outros esclarecimentos.

Atenciosamente,

Jodo Luis Ricalde Gervasio - Mestrando do Programa de Pds-Graduagao em Nutricao
e Alimentos, UFPel. Telefone: (53) 99705-6988, e- mail: jlgervasio@yahoo.com.br,
Fabiana Torma Botelho — Prof. da Faculdade de Nutricdo da UFPel. Telefone: (53)
8105.0759, e-mail: fabibotelho@hotmail.com e Carlos Castilho de Barros — Prof. da
Faculdade de Nutricdo da UFPel, e-mail: barrosccpel@gmail.com.

Considerando as informag¢des acima, confirmo ter sido informado (a) por escrito e
verbalmente dos objetivos desta pesquisa. Desta forma, Eu
,responsavel pela Associacao Brasileira de
Celiacos do Brasil, Rio de Janeiro (ACELBRA-RJ), autorizo a realizagdo desta pesquisa
nessa instituicao.

Assinatura e carimbo

APENDICE B



Termo de consentimento livre e esclarecido para celiacos ou responsaveis

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Jodo Luis Ricalde Gervasio, Fabiana Torma Botelho e
Carlos Castilho de Barros. Instituicao: Universidade Federal de Pelotas. Enderego:
Rua Gomes Carneiro, n° 1. Centro. Pelotas — RS Telefone: (53) 8105.0759.

Concordo que meu (minha) filho (a) OU participe do estudo “Analise
da Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em celiacos e seus parentes de
primeiro grau”. Que tem por objetivo determinar a prevaléncia dos gendtipos HLA-
DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) e associar a presenca
dos alelos com o grau de lesao intestinal em celiacos.

O rastreamento dos alelos sera realizado pela coleta de saliva para posterior
identificagdo em laboratério. Para isso, no primeiro encontro meu filho(a) OU
precisara coletar saliva que ira consistir em enxague da boca com agua
tratada e posterior coleta de saliva com cotonete de cabo alongado, esfregando varias
vezes nas bochechas e responderei a um questionario sobre meus dados clinicos.

Fui informado que a justificativa para realizagdo desse estudo se baseia na necessidade
da identificagao de fatores genéticos prevalentes na DC com o propdsito de evidenciar
fatores desencadeadores envolvidos. Fui ainda, informado que receberei retorno sobre
as analises dos alelos realizadas, bem como orientagdes nutricionais que possibilitem
melhoria na qualidade de vida, por meio de palestra. Recebi a informacao de que nao
existem riscos no estudo e o beneficio de participar na pesquisa é o fato que os
resultados serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situagoes
de ensino-aprendizagem, além de contribuir para uma maior divulgagdao da DC. Como
ja me foi dito, a participagdo de meu (minha) filho(a)ou neste estudo
sera voluntaria, ndo havendo nenhuma forma de recompensa lucrativa em participar da
pesquisa e poderei interrompé-la a qualquer momento e que os resultados serao
usados somente para fins de pesquisa, sendo que as nossas identidades permanecerao
confidenciais durante todas as etapas do estudo.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicagdes sobre o estudo, todas registradas neste
formulario de consentimento. Os investigadores do estudo responderam e responderao,
em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas perguntas, até a minha completa
satisfagdo. Portanto, estou de acordo que meu(minha) filho(a) participe do estudo. Este
formulario de consentimento pré-Informado sera assinado por mim e arquivado na
instituicdo responsavel pela pesquisa

Nome da crianga/adolescente:

Representante legal:

Vinculo Familiar ou Legal do representante:

Identidade do representante:

Assinatura: Data:_ / [

Testemunha nome e assinatura:
Data: / [




Além de autorizar que meu (minha) filho (a) ou participe da pesquisa,
com coleta de saliva e preenchimento de questionario, autorizo também os
pesquisadores a armazenar o questionario e saliva concedidos por mim para analises
posteriores.

Assinatura do responsavel

Testemunha: Data: / [/

DECLARAGAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a natureza,
objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposigao para perguntas e
as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha explicagao e aceitou,
sem imposigdes, assinar este consentimento. Tenho como compromisso utilizar os
dados e o material coletado para a publicagdo de relatérios e artigos cientificos
referentes a essa pesquisa.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Jodo Luis Ricalde Gervasio, contatos: (53)
99705-6988 ou por e-mail jlgervasio@yahoo.com.br, Carlos Castilho de Barros e
Fabiana Torma Botelho (Faculdade de Nutricdo. Campus Porto. Rua Gomes Carneiro,
n° 1), contatos: (563) 8105.0759/8405.5627 fabibotelho@hotmail.com.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL:

DATA. /| /|

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina UFPel. (53)3284-4960

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Jodo Luis Ricalde Gervasio, Carlos Castilho de Barros
e Fabiana Torma Botelho. Instituigao: Universidade Federal de Pelotas. Endere¢o:
Rua Gomes Carneiro, n° 1. Centro. Pelotas — RS Telefone: (53) 8105.0759.

Eu concordo em
participar da pesquisa “Estudo prevaléncia dos alelos de risco do complexo HLA DQ2
(DQA1*0504 e DQB1*0201) e DQ8 (DRB1*04) em pacientes celiacos do sul do pais”.
Que tem por objetivo determinar a prevaléncia dos gendtipos HLA-DQ2
(DQA1*0504 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) e associar a presenca dos
alelos com o grau de lesdo intestinal em celiacos.

O rastreamento dos alelos sera realizado através da saliva para posterior analise em
laboratorio. No primeiro encontro , sera preciso coletar minha saliva, apds um enxague
da boca com agua tratada e posterior coleta de saliva com cotonete de cabo alongado,
esfregando varias vezes nas bochechas e responderei a um questionario sobre meus
dados clinicos. Terei um segundo encontro, onde irei obter os resultados e orientagdes
educativas.




Fui informado que a justificativa para realizagdo desse estudo se baseia na necessidade
da identificagao de fatores genéticos prevalentes na DC com o propdsito de evidenciar
fatores desencadeadores envolvidos. Fui ainda, informado que receberei retorno sobre
as analises dos alelos realizadas, bem como orientagdes nutricionais que possibilitem
melhoria na qualidade de vida, por meio de palestra. Recebi a informacao de que nao
existem riscos no estudo e o beneficio de participar na pesquisa é o fato que os
resultados serao incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situacdes
de ensino-aprendizagem, além de contribuir para uma maior divulgagdao da DC. Como
ja me foi dito, a minha participagao sera voluntaria, ndo havendo nenhuma forma de
recompensa lucrativa em participar da pesquisa e poderei interrompé-la a qualquer
momento e que os resultados serdo usados somente para fins de pesquisa, sendo que
as nossas identidades permanecerdo confidenciais durante todas as etapas do estudo.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicagdes sobre o estudo, todas registradas neste
formulario de consentimento. Os investigadores do estudo responderam e responderéo,
em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas perguntas, até a minha completa
satisfagdo. Portanto, estou de acordo em participar do estudo. Este Formulario de
Consentimento Pré-Informado sera assinado por mim e arquivado na instituicao
responsavel pela pesquisa.

ASSINATURA: DATA: /| |

Testemunha: Data:  / [

Além de me disponibilizar para coleta de saliva e responder o questionario, autorizo
também os pesquisadores a armazenar o questionario e saliva concedidos por mim para
analises posteriores.

Assinatura

Testemunha: Data: / [/

EEEEEEEEEE N EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER
DECLARAGAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a natureza,
objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposigao para perguntas e
as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha explicacao e aceitou,
sem imposicdes, assinar este consentimento. Tenho como compromisso utilizar os
dados e o material coletado para a publicagdo de relatérios e artigos cientificos
referentes a essa pesquisa.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Jodo Luis Ricalde Gervasio, contatos: (53)
99705-6988 ou por e-mail jlgervasio@yahoo.com.br, Carlos Castilho de Barros e
Fabiana Torma Botelho (Faculdade de Nutricdo. Campus Porto. Rua Gomes Carneiro,
n° 1), contatos: (563) 8105.0759/8405.5627 fabibotelho@hotmail.com.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL:

DATA. /| /|

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina UFPel. (53)3284-4960




APENDICE C
QUESTIONARIO



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PROGRAMA DE POS- GRADUACAO EM NUTRICAO E ALIMENTOS
PESQUISA: "Analise da Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQS8 em celiacos e seus parentes de

primeiro grau

Pesquisadores responsaveis: Prof Dr. Carlos Castilho de Barros e Prof® Dra. Fabiana Torma Botelho
Pesquisadores Principais: Jodo Luis Ricalde Gervasio

1- Nome do associado:

2- Data de nascimento:  / /

3- Sexo: () masculino ( ) feminino

4- Cor: ( )branca ( ) mulata ( ) negra ( ) amarela

5- Vocé considera sua origem:

() italiana () brasileira ( ) alema () portuguesa

() espanhola ( ) asiatica ( ) outras: () nao sei

6- Vocé tem algum familiar com doenca celiaca? () sim () ndo ( ) ndo sei
Se sim, qual o grau de parentesco?

7- Qual era sua idade na época em que foi diagnosticada a doenca celiaca:

8- Quanto tempo vocé levou para obter o diagnéstico da doenca celiaca (da investigacio ao diagnéstica

9- Assinale se vocé apresentou esses sintomas antes do diagnéstico:

( )aftas ( )anemia

( ) diarréia ( ) emagrecimento

( ) dor abdominal ( ) barriga inchada

() constipagdo (“prisao de ventre”) (' )lesoes de pele

() dificuldade em ganhar peso () ndo apresentava nenhum sintoma
() dificuldade em ganhar altura () outros — Quais?

10- J4 realizou biépsia do intestino delgado? ( ) sim ( ) ndo ( ) ndo sei
11- Se sim, quantas vezes?
* Dessas, quantas foram com dieta contendo gliten?
* E quantas foram em dieta sem glaten ?

12- Caso tenha realizado biospia intestinal , qual foi o resultado da bidpsia no qual obteve diagnostico

(grau de lesdo intestinal/Marsh em dieta com guten)?

13- Vocé ja realizou testes genéticos para doenca celiaca? () sim ( ) nfo ( ) ndo sei

Se sim: () positivo DQ2 () positivo DQ2 e DQS8

() positivo DQ8 () negativo () outros. Quais?

14- Assinale se vocé realizou algum dos exames abaixo na época do diagnéstico e qual o resultado:

( ) dosagem de anticorpos anti-gliadina IgA: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro

( ) dosagem de anticorpos anti-gliadina 1gG: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro

( ) dosagem de anticorpos anti-endomisio: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro

( ) dosagem de anticorpos anti-transglutaminase: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro

( )n3osei

15- Assinale se vocé possui ou possuia alguma das doengas abaixo:

) Hipotireoidismo () Infertilidade

) Diabetes Mellitus tipo 1 ( ) Abortos de repeticdo

) Sindrome de Tunner ( ) Dermatite herpetiforme

) Sindrome de williams ( ) Deficiéncia de IgA
(
(
(
(

)Sindrome de Down

) Osteopenia

) Doenga auto-imune de tiredide
) Doenga auto-imune de figado

) Intolerdncia a lactose

) Osteoporose

) Intolerdncia a proteina do leite de vaca
)Outras — Qual/Quais?
) Ndo possuo ou possuia nenhuma dessas doencgas

P .

10. Relatério de campo



O presente estudo apresentou algumas dificuldades, pois iniciou-se a
coleta de dados antes da pandemia COVID-19, e com a pandemia o tempo em
recesso das atividades académicas prejudicou entre outros fatores a concluséo
dentro do cronograma pré estabelecido.



11. Capitulo Il — Artigo cientifico

Titulo: Perfil genético-clinico de celiacos, parentes de celiacos e pessoas
em investigagao de Doenga Celiaca que frequentavam a ACELBRA do Rio
de Janeiro — RJ.

Trabalho de dissertagado apresentado em formato de artigo cientifico para a
Revista de Nutricdo.



11.1 Resumo

Introdugao: A doenca celiaca (DC) € caracterizada por ser uma desordem
autoimune desencadeada pela ingestdo de gluten, tendo como principal
manifestacdo desordens a nivel intestinal. Essa desordem estaria ligada a
fatores genéticos, principalmente aqueles encontrados no Sistema Leucocitario
Humano (HLA), classe Il (HLADQ), sendo eles os alelos HLA- DQ2 (DQA1*0501
e DQB1*0201) e HLA- DQ8 (DRB1*04), responsaveis por codificar as proteinas
DQ2 e DQ8. Sabe-se que esses alelos estdo presentes entre 25 a 30% da
populagado. chega até 95%, e os outros 5% dos celiacos teriam desencadeado a
doenga devido a outros fatores genéticos, sendo assim, foi incluido o
rastreamento do HLA-DQ dentre as etapas do diagndstico da DC, utilizando-se
principalmente para pacientes assintomaticos e também para rastreio de grupos
de risco para DC. Objetivo: Analisar Perfil genético-clinico de celiacos, parentes
de celiacos e pessoas em investigacdo de Doencga Celiaca que frequentavam a
ACELBRA do Rio de Janeiro — RJ. Métodos: Aplicou-se um questionario
relacionado aos sintomas e doencas associados a DC. O DNA gendmico foi
extraido por meio da coleta das células da mucosa bucal. Os alelos (DQA1*0501
e DQB1*0201) e (DRB1*04) foram identificados por meio da reacdo em cadeia
da polimerase. Resultados: Participaram 78 individuos, obetendo-se 67
analises e questionarios analisados, conferindo um total de 85,9% do total, sendo
que deste total 37 amostras (55,2%) com diagnostico de DC, 13 amostras de
parentes de celiacos (19,4 %) e 17 amostras em investigagao de DC (25,4%), e
9 amostras perdidas que ndo conseguimos retorno dos participantes (14,1%).
Quanto aos gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 e DQ2 A + B + DQ8 A dos
celiacos avaliados (n=37) 23 (62%) tinham pelo menos 1 alelo, sendo DQ2 A
(n=3) 13,1%, DQ2 B (n=8) 34,8%, DQ2 AB (n=12) 52,1%, ja para o alelo DQ8
(n=7) 30,4% apresentavam-se positivos, e (n=11) 37,8% nao apresentaram alelo
nenhum. Em relag&o ao teste genético, a maioria das pessoas em todos os trés
grupos tinham pelo menos um dos alelos, entretanto, o grupo das pessoas em
investigacdo apresentaram maior porcentagem dos alelos, com menor
porcentagem de nao ter os alelos estudados entre os grupos. O gendtipo DQ2
AB foi o mais encontrado em todos os grupos. Conclusao: Os celiacos
apresentaram maior numero de sintomas, patologias e realizagdo de bidpsia e
testes soroldgicos para busca de diagndstico correto entre os grupos, entretanto,
a DC deve ser investigada nos grupos de parentes de celiacos e pessoas em
investigacédo da doenga, visto que a maioria tinha parentes celiacos e relataram
sintomas e doencgas relacionadas a DC, sendo classificados como grupo de
risco. Mesmo que esses individuos ndo tenham sintomas classicos de DC, a
realizacdo de biopsia € necessaria pois pode-se tratar de individuos
assintomaticos, evitando assim no futuro maiores complicacéo relacionados a
essa patologia.

Palavras-chave: Doenga celiaca; Gluten; Fatores genéticos; Alelos;
Diagnéstico.



1.2 Abstract

Introduction: Celiac disease (CD) is characterized as an autoimmune disorder
triggered by the ingestion of gluten, whose main manifestation is intestinal
disorders. This disorder would be linked to genetic factors, mainly those found in
the Human Leukocyte System (HLA), class Il (HLADQ), namely the HLA-DQ2
(DQA1*0501 and DQB1*0201) and HLA-DQ8 (DRB1*04) alleles. , responsible
for encoding the DQ2 and DQ8 proteins. It is known that these alleles are present
between 25 to 30% of the population, reaching up to 95%, and the other 5% of
celiacs would have triggered the disease due to other genetic factors, therefore,
HLA-DQ screening was included among the stages of CD diagnosis, being used
mainly for asymptomatic patients and also for screening risk groups for CD.
Objective: To analyze the genetic-clinical profile of celiac patients, relatives of
celiac patients and people undergoing investigation of Celiac Disease who
attended ACELBRA in Rio de Janeiro - RJ. Methods: A questionnaire related to
symptoms and diseases associated with CD was applied. Genomic DNA was
extracted by collecting cells from the oral mucosa. The alleles (DQA1*0501 and
DQB1*0201) and (DRB1*04) were identified by polymerase chain reaction.
Results: 78 individuals participated, obtaining 67 analyzes and analyzed
questionnaires, giving a total of 85.9% of the total, of which 37 samples (55.2%)
were diagnosed with CD, 13 samples from relatives of celiac patients ( 19.4%)
and 17 samples under investigation for CD (25.4%), and 9 lost samples that we
could not return from the participants (14.1%). As for the genotypes DQ2 A, DQ2
B, DQ A+B, DQ8 and DQ2 A + B + DQ8 A of the celiac patients evaluated (n=37),
23 (62%) had at least 1 allele, being DQ2 A (n=3) 13.1%, DQ2 B (n=8) 34.8%,
DQ2 AB (n=12) 52.1%, while for the DQ8 allele (n=7) 30.4% were positive, and (
n=11) 37.8% did not present any allele. Regarding genetic testing, most people
in all three groups had at least one of the alleles, however, the group of people
under investigation had a higher percentage of alleles, with a lower percentage
of not having the alleles studied between the groups. The DQ2 AB genotype was
the most found in all groups. Conclusion: Celiac patients had a greater number
of symptoms, pathologies and biopsy and serological tests to search for a correct
diagnosis between the groups, however, CD should be investigated in the groups
of celiac relatives and people under investigation of the disease, since the most
had celiac relatives and reported symptoms and diseases related to CD, being
classified as a risk group. Even if these individuals do not have classic symptoms
of CD, a biopsy is necessary because it can treat asymptomatic individuals, thus
avoiding further complications related to this pathology in the future.

Keywords: Celiac disease; Gluten; Genetic factors; alleles; diagnoses.

11.3 Introducgao



A Doencga Celiaca (DC), durante muito tempo foi vista como uma patologia
geralmente pediatrica, no entanto, atualmente é definida como uma doencga
imunologica com manifestagdes sistémicas que afetam todas as idades,
afetando cerca de 1% da populagdo mundial, sendo mais comum em individuos
do sexo feminino. O consumo de alimentos contendo gluten, juntamente com a
suscetibilidade genética através do Sistema Leucocitario Humano (HLA), sédo os
fatores desencadeantes do desenvolvimento da doenca.

Durante o desenvolvimento da doenca, a mucosa perde suas vilosidades
absorventes e ocorre hiperplasia das criptas entéricas, levando a uma reduzida
capacidade de absorver nutrientes.

As manifestagdes da DC variam, podendo ocorrer desde diarreia, retardo
do crescimento, anemia ferropriva, osteoporose, dermatite, até algumas
neoplasias. O diagnéstico depende da suspeita clinica, levando a exames
laboratoriais com testes de sorologia positiva de imunoglobulina A-
transglutaminase tecidual (IgA-tTG), que se positivo deve ser confirmado por
bidpsia duodenal e histologia, revelando a atrofia vilositaria da mucosa intestinal,
meétodo considerado o padrao ouro. A DC, no entanto, pode ser assintomatica,
principalmente em parentes de primeiro grau dos individuos portadores, o que
pode ser confirmado por genotipagem do antigeno leucocitario humano (HLA)
para HLA-DQ2 e HLA-DQS8, alelos que estao relacionados com a patogenicidade
da doenca, técnica menos invasiva que vem crescendo nos ultimos anos. A DC,
vai além dos sintomas gastrintestinais, podendo ocorrer um aumento do risco
de malignidade e maior mortalidade.

Existe um consenso que ainda ha um grande numero de celiacos sem
diagndstico, provavelmente pelo amplitude das suas manifestagbes e também
pelo conhecido ICEBERG celiaco. O desafio atualmente é conseguir estabelecer
diagndsticos mais precoces, reduzindo o numero e o grau de complicagdes da
DC, estabelecendo assim uma melhor qualidade de vida dos pacientes.

A DC com sua susceptibilidade genética, constituidas pelos alelos HLA-
DQ2 e HLA-DQ8, os parentes de primeiro grau dos celiacos poderiam apresentar
um maior risco para desenvolverem essa patologia.(WALKER & TALLEY, 2011;
CATASSI et al. 2015). (MEGIORNI & P1ZZUTI, 2012).



Com base no que foi descrito, este estudo avaliou o perfil genético-clinico
de celiacos, parentes de celiacos e pessoas em investigacdo de Doenga Celiaca

que frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro — RJ

11.4 Metodologia

Populacgao alvo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo transversal analitico, que foi realizado no
Ambulatério de Nutricdo e no Ambulatério de Endocrinologia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). Os participantes foram selecionados de forma nao
aleatoria, por critério de conveniéncia. Foi realizado o calculo da amostra, com
nivel de confianga de 95% através do programa estatistico G*Power, sendo
obtida uma amostra de conveniéncia de 110 individuos. Para inclusdo no estudo,
os individuos deveriam ser pacientes do Ambulatério de Nutricdo ou do
Ambulatério de Endocrinologia da UFPel, possuir qualquer idade e serem
portadores de alguma DAT com diagnostico médico e/ou uso de medicamentos
para o tratamento das DAT descritos no prontuario ambulatorial.

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), de acordo com as normas estabelecidas pela Resolugéo n°® 466 de 12 de
dezembro de 2012 e visando atender ao Cdédigo de Etica dos Nutricionistas,
sendo aprovado pela plataforma Brasii sob o numero CAAE
02227718300005316. A pesquisa e coleta de dados foram executadas apos
aprovagao do projeto pelo CEP e assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) pelos portadores de DAT.

Coleta do material genético e aplicacao do questionario

Foram coletados dados dos prontuarios dos individuos que frequentavam
os ambulatérios escolhidos para o estudo e, durante um periodo de trés meses,
foi feita a abordagem convidando os pacientes para participarem do estudo e
assim, se obteve 110 pacientes. Posteriormente, foram realizadas as coletas das
células da mucosa bucal em todos os individuos que aceitaram participar do
estudo e assinaram o TCLE. Para tal, o individuo deveria enxaguar a boca com
agua potavel e esfregar o swab varias vezes entre as bochechas. Em seguida,
o swab foi guardado em sua embalagem estéril e devidamente identificado com



o numero do individuo, ficando armazenado diretamente no gelo, mantido em
caixa térmica para o transporte até o laboratério, onde foi armazenado em
freezer até o momento da realizacédo das analises. O procedimento de coleta de
células da mucosa bucal foi executado em duplicata para que em caso
circunstancial pudessem ser repetidas as analises. Apds a extracao do material
genético foi aplicado um questionario adaptado do questionario de Cassol et al.
(23) composto por questbes sociodemograficas e sobre sintomas
gastrointestinais, extraintestinais e doencas relacionadas com a DC aos
participantes do estudo.

Extragao do DNA gendémico e amplificagao do DNA

Foi utilizado o método de extragdo de DNA genémico adaptado do método
descrito por Miller et al. (24). Os alelos amplificados neste estudo foram
DQA1*0501/DQB1*0201 (HLA-DQ2) e DRB1*04 (HLA-DQ8). O método de
amplificacdo de DNA utilizado foi baseado no método descrito por Cambien et
al. (25). Os primers que foram utilizados estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas de primers utilizados para PCR.

Primer Sequéncia Comprimento dos
produtos da PCR

DQA1*0501 5'-AGCAGTTCTACGTGGACCTGGGG-3' 144 bp

5-GGTAGAGTTGGAGCGTTTAATCAGA-3'
DQB1*0201 5'-CGCGTGCGTCTTGTGAGCAGAAG-3' 110 bp
5-GGCGGCAGGCAGCCCCAGCA-3'
DRB1*04 5-GGTTAAACATGAGTGTCATTTCTTAAACS3' 5'- 217 bp
GTTGTGTCTGCAGTAGGTGTC-3'
ECAf 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3' 190 bp
ECAr 5'-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3' 490 bp

bp = pares de base; DQA1*0501 e DQB1*0201 para HLA-DQ2; DRB1*04 para HLA-DQ8; hECAf e hECAr = controles
de amplificagao.

Para confirmagao do tamanho do fragmento amplificado, 10ul do produto
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram aplicados em gel de agarose a
3% e submetidos a eletroforese horizontal em tamp&o de corrida TBE. Como
marcador de peso molecular, foram utilizados 100 pares de base DNA Ladder®
(Biolabs).



A visualizacdo do DNA foi realizada com Sybr Safe (Invitrogen®) em
transiluminador com luz ultravioleta. Para a primeira reacdo (DQA1*0501 e
DQB1*0201), eram esperados dois produtos um de 144 e outro de 110 bp, na
segunda reagao (DRB1*04), esperava-se que um unico produto de 217 bp fosse
observado.

Analise estatistica

As frequéncias das respostas nos questionarios e dos alelos encontrados
foram realizadas utilizando Microsoft Office Excel® 2010 e a analise de dados
foi realizada por meio do software STATA 14.0, utilizando o teste de Qui-
quadrado com teste exato de Fisher para analisar as prevaléncias dos alelos
(DQA1*0501 e DQB1*0201 e DRB1*04) em relagdo aos sintomas e doencgas.
Para a comparagao entre os pacientes que tinham sintomas gastrointestinais
com a presenca ou nao dos alelos que codificam o HLA-DQ2 e HLA-DQS8,
utilizou-se o teste de Qui-quadrado no programa Graph Pad 6.0. Todos os

resultados das analises foram considerados significativos quando p foi <0.05.

11.5. Resultados e Discussao

A doenga celiaca (DC), também conhecida como espru celiaco,
enteropatia por gluten ou espru n&o tropical € um disturbio autoimune,
caracterizado pela intolerancia a ingestao de gluten, presente, por exemplo, no
trigo, cevada, centeio e alimentos derivados destes. Para que a doenga se
expresse € necessario que haja susceptibilidade genética, presenga de fatores
imunoldgicos e ambientais, além do consumo de gluten e derivados.

Os fatores genéticos, dado pelos marcadores de superficie HLA DQ2 e
HLA DQS8 sédo encontrados em alto indice na populagdo geral. (BONATTO,
2015). No total das amostras coletadas, n = 78, obteve-se n=67 analises e
questionarios analisados, conferindo um total de 85,9% do total, sendo que deste
total 37 amostras (55,2%) com diagnostico de DC, 13 amostras de parentes de
celiacos (19,4 %) e 17 amostras em investigacdo de DC (25,4%), e 9 amostras
perdidas que ndo conseguimos retorno dos participantes (14,1%).

Em relagao as caracteristicas sécio demograficas dos celiacos estudados,
observou-se que a maioria eram do sexo feminino (94,6 %) e maioria da raga
branca (78,4 %) (Tabela 1)



Tabela 1. Caracteristicas socio demograficas dos celiacos que frequentavam a
ACELBRA do Rio de Janeiro /RJ, 2019 (n=37).

Caracteristicas N %
Estado de origem

Rio de Janeiro 19 51,4
Parana 8 21,6
Minas Gerais 3 8,1
Sao Paulo 2 5,4
Rio Grande do Sul 2 54
Bahia 1 2,7
Espirito Santo 1 2,7
Distrito Federal 1 2,7
Sexo

Masculino 2 57
Feminino 35 94,3
Familiar com DC

Sim 9 24,4
Nao 28 75,6
Cor

Branca 29 78,4
Negra 4 10,8
Parda 4 10,8
Idade do

diagnostico

Até 40 anos 22 59,4
Acima de 40 anos 15 40,6

Em relagc&o aos sintomas intra e extra intestinas nos celiacos estudados
observou-se que dor abdominal (n=30) 81,7 % para intra intestinal e aftas (n=10)
27% para extra intestinal foram os mais expressivos.



Tabela 2. Presenca de sintomas intra e extra intestinais dos celiacos que
frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ

N %
Sintomas
Intra intestinais 37 100,0
Extra intestinais 31 83,7
Intra intestinais
Diarreia 25 67,5
Dor Abdominal 30 81,0
Constipagao 3 8,1
Distensdo abdominal 26 70,2
Extra intestinais
Aftas 10 27,0
Dificuldade em ganhar peso 8 21,6
Dificuldade em ganhar 4 10,8
altura
Emagrecimento 7 18,9
Lesdo de pele 9 24,3

Em relagdo aos exames para o diagnostico da DC, observou-se a sorologia
(n=27) 73% como importante ferramenta para iniciar a investigacao da DC.

Tabela 3. Exames para Diagnostico de Doenga Celiaca celiacos que
frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ;

N %
Exames
Biopsia 37 100,0
Genético 7 18,9
Sorologia 27 73%

A presenga de patologias associadas a DC, nos celiacos estudados mostrou
intolerancia a lactose (n=25) 67,5% e hipotireoidismo (n=17) 45,9% como as
mais frequentes neste grupo.



Tabela 4. Presenca de outras patologias dos celiacos que frequentavam a
ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ;

N %
Presenca de
patologia
sim 34 91,9
Nao 3 8,1
Patologia
Hipotireoidismo 17 45,9
Osteopenia 15 40,5
Intolerancia lactose 25 67,5
Doengas no figado 5 13,5
Dermatite 3 8,1
Aborto 2 54
Willian 1 27

Quanto aos gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 e DQ2 A + B + DQ8
A dos celiacos avaliados (n=37) 23 (62%) tinham pelo menos 1 alelo , sendo
DQ2 A (n=3) 13,1%, DQ2 B (n=8) 34,8%, DQ2 AB (n=12) 52,1%, ja para o alelo
DQ8 (n=7) 30,4% apresentavam-se positivos, e (n=11) 37,8% n&o apresentaram
alelo nenhum.

Em relagdo as caracteristicas soOcio-demograficas dos parentes de
celiacos pesquisados (n=13) que frequentavam a ACELBRA, observou-se que a
maioria eram do sexo feminino (n=9) 69,2% e maioria da raga branca (n=8)
61,5%



Tabela 5. Caracteristicas socio-demograficas dos parentes de celiacos que
frequentavam a acelbra do Rio de Janeiro /RJ, 2019 (n=13)

Caracteristicas N %
Estado de origem

Rio de Janeiro 10 76,9
Sao Paulo 2 15,4
Piaui 1 7,7
Sexo

Masculino 4 30,8
Feminino 9 69,2
Parentesco

1 grau (mae, pai, irmao (a) 11 84,6
2 graus (tio (a), sobrinho (a) 2 15,4
Cor

Branca 8 61,5
Negra 2 15,4
Parda 3 231

Em relagéo aos sintomas intra e extra intestinas nos parentes de celiacos
estudados observou-se que distensdo abdominal (n=5) 38,4 % para intra
intestinal e anemia (n=1) 30,8 % para extra intestinal foram os mais expressivos.



Tabela 6. Presenga de sintomas intra e extra intestinais dos parentes de celiacos
que frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ.

N %
Sintomas
Intra intestinais 4 30,7
Extra intestinais 3 23,0
Nao apresentaram 6 46,3
sintomas
Intra intestinais
Diarreia 3' 23,0
Constipagao 2 15,4
Distensdo abdominal 5 38,4
Extra intestinais
Artrite 2 15,4
Anemia 4 30,8
Enxaqueca 2 15,4
Lesdo de pele 1 7,7

Em relagdo aos exames para o diagnostico da DC, observou-se o teste genético
(n=10) 76,9% como importante ferramenta para iniciar a investigacao da DC.

Tabela 7. Exames para Diagnostico de Doenga Celiaca nos parentes de celiacos
que frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ.

N %
Exames
Biopsia 1 7,7
Genético 10 76,9
Sorologia 3 23,0

A presenga de patologias associadas a DC n, nos celiacos estudados
mostrou intoleréncia a lactose (n=4) 30,7% e doencgas relacionadas ao gluten
(n=7) 53,8% como as mais frequentes neste grupo.



Tabela 8. Presenga de outras patologias dos parentes de celiacos que
frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ.

N %
Presenca de patologia
sim 7 53,8
Nao 6 46,2
Patologia
Hipotireoidismo 1 7,7
Osteopenia 3 23,0
Intolerancia lactose 4 30,7
Doencas relacionadas ao 7 53,8

gluten

Quanto aos gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 e DQ2 A + B + DQ8
A dos parentes de celiacos avaliados (n=13) 8 (61,5%) tinham pelo menos 1
alelo, sendo DQ2 A (n=1) 7,7%, DQ2 B (n=4) 30,7%, DQ2 AB (n=3) 23%, ja para
o alelo DQ8 (n=4) 30,7% apresentavam-se positivos, e (n=5) 38,4% né&o
apresentaram alelo nenhum.

Em relagdo as caracteristicas socio demograficas das pessoas em
investigacdo pesquisados (n=17) que frequentavam a ACELBRA, observou-se
que a maioria eram do sexo feminino (n=14) 82,3% e maioria da raga branca
(n=9) 53%.

Tabela 9. Caracteristicas socio demograficas das pessoas em investigagdo que
frequentavam a acelbra do Rio de Janeiro /RJ, 2019 (n=17)

Caracteristicas N %
Estado de origem

Rio de Janeiro 13 76,48
Sao Paulo 1 5,88
Piaui 1 5,88
Bahia 1 5,88
Parana 1 5,88
Sexo

Masculino 3 17,7
Feminino 14 82,3
Cor

Branca 9 53,0
Negra 4 23,5

Parda 4 23,5




Em relagdo aos sintomas intra e extra intestinas das pessoas em
investigacéo estudadas observou-se que distensdo abdominal (n=9) 52,9 % para
intra intestinal e enxaqueca (n=3) 17,65 % para extra intestinal foram os mais
expressivos.

Tabela 10. Presenca de sintomas intra e extra intestinais das pessoas em
investigacédo que frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ.

N %
Sintomas
Intra intestinais 7 41,20
Extra intestinais 8 47,00
Nao apresentaram 2 11,80
sintomas
Intra intestinais
Diarreia 4' 23,55
Constipagao 4 23,55
Distensdo abdominal 9 52,90
Extra intestinais
Artrite 2 15,40
Anemia 9 23,50
Enxaqueca 3 17,65
Lesdo de pele 3 17,65

Em relagdo aos exames para o diagndstico da DC, observou-se o teste
genético (n=12) 70,6% como importante ferramenta para iniciar a investigagao
da DC.

Tabela 11. Exames para Diagnostico de Doenga Celiaca das pessoas em
investigacédo que frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ.

N %
Exames
Biopsia 3 17,65
Genético 12 70,60
Sorologia 4 23,52

A presengca de patologias associadas a DC n, das pessoas em
investigacdo mostrou intolerancia a lactose (n=6) 35,3% e doengas relacionadas
ao gluten (n=7) 53,8% como as mais frequentes neste grupo.



Tabela 12. Presenca de outras patologias das pessoas em investigagao que
frequentavam a ACELBRA do Rio de Janeiro-RJ

N %
Presenca de patologia
sim 13 76,5
Nao 4 23,5
Patologia
Hipotireoidismo 4 23,5
Osteopenia 1 5,8
Intolerancia lactose 6 35,3
Abortos 1 5,8
Diabetes | 1 5,8
Doencas relacionadas ao 7 53,8
gluten
Tireoidite de Hashimoto 1 5,8

Quanto aos gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 e DQ2 A + B + DQ8
A das pessoas em investigagao avaliados (n=17) 12 (70,5%) tinham pelo menos
1 alelo , sendo DQ2 A (n=1) 5,88%, DQ2 B (n=3) 17,6%, DQ2 AB (n=7) 41,1%,
ja para o alelo DQ8 (n=5) 29,4% apresentavam-se positivos, e (n=5) 29,4 % né&o
apresentaram alelo nenhum. Os fatores genéticos, dado pelos marcadores de
superficie HLA DQ2 e HLA DQ8 sao encontrados em alto indice na populacao
geral. (BONATTO, 2015)

No presente estudo o total das amostras coletadas , n = 78, obteve-se
n=67 analises e questionarios analisados, conferindo um total de 85,9% do total,
sendo que deste total 37 amostras (55,2%) com diagnostico de DC, 13 amostras
de parentes de celiacos (19,4 %) e 17 amostras em investigagdo de DC (25,4%),
e 9 amostras perdidas que n&o conseguimos retorno dos participantes (14,1%).

Foram analisadas algumas caracteristicas da populag&o descrita, como a
etnia, os individuos analisados apresentaram a etnia branca a maior
porcentagem (78,4%), indo de acordo com dados da literatura mundial, que a
DC acomete predominantemente individuos brancos de origem
caucasiana.(BONATTO, 2015) .

Quanto aos gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 e DQ2 A + B + DQ8
A dos celiacos avaliados (n=37) 23 (62%) tinham pelo menos 1 alelo , sendo
DQ2 A (n=3) 13,1%, DQ2 B (n=8) 34,8%, DQ2 AB (n=12) 52,1%, ja para o alelo



DQ8 (n=7) 30,4% apresentavam-se positivos, e (n=11) 37,8% n&o apresentaram
alelo nenhum. Os estudos mostram que aproximadamente 90-95% dos
pacientes celiacos sao positivos para pelo menos um alelo HLA-DQ2 e ou DQS8.
(Selleski N, 2015), no entanto neste presente estudo verificou-se que a presenca
de pelo menos 1 alelo em celiacos ja diagnosticados ficou em 62%, abaixo do
que a literatura relata, entretanto esse valor pode ser devido a pouca
amostragem que foi analisada.

Em relacdo a prevaléncia dos sintomas que estdo associados a DC,
observou-se uma grande variedade de queixas dos celiacos, neste estudo os
sintomas intra e extra intestinas nos celiacos, observou-se que dor abdominal
(n=30) 81,7 % para intra intestinal ,caracteristica essa da forma tipica da DC e
lesbes de pele (n=9) 24,3 % para extra intestinal, caracteristica de forma atipica
da DC. Cassol et al.

A presenca de patologias associadas a DC, nos celiacos estudados
mostrou intolerancia a lactose (n=25) 67,5% e hipotireoidismo (n=17) 45,9%
como as mais frequentes neste grupo, As principais manifestagdes
extraintestinais da DC, muitas vezes sem associagdo com sintomas
gastrintestinais presente neste estudo esta de acordo juntamente com outras
doencas autoimunes como hipotireoidismo descrito nos resultados, mostrados
pelos estudos de referencia. (Santos, 2014)

O estudo avaliou também os gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQS8 e
DQ2 A + B + DQ8 A dos parentes dos celiacos avaliados (n=13) 8 (61,5%) tinham
pelo menos 1 alelo , sendo DQ2 A (n=1) 7,7%, DQ2 B (n=4) 30,7%, DQ2 AB
(n=3) 23%, ja para o alelo DQ8 (n=4) 30,7% apresentavam-se positivos, e (n=5)
38,5% nao apresentaram alelo nenhum, comparando com a literatura revisada
ficou um pouco abaixo da média , porém também pode ser devido ao tamanho
da amostra, no entanto comparando os percentuais do alelo DQ2 apresentados
ficaram de acordo, como o alelo mais presente como mostrou BONATTO, 2015,
onde dentre os pacientes ndo celiacos, mas com familiares de primeiro grau
celiacos, 26 pacientes (89,7%) apresentaram os marcadores HLA, sendo 22
pacientes (76%) com apenas o HLA DQ2.

Quanto aos gendtipos DQ2 A, DQ2 B, DQ A+B, DQ8 e DQ2 A + B + DQ8
A das pessoas em investigagao avaliados (n=17) 12 (70,5%) tinham pelo menos
1 alelo , sendo DQ2 A (n=1) 5,88%, DQ2 B (n=3) 17,6%, DQ2 AB (n=7) 41,1%,



ja para o alelo DQ8 (n=5) 29,4% apresentavam-se positivos, e (n=5) 29,4 % né&o
apresentaram alelo nenhum, ficando evidente que as pessoas em investigagcéo
ou possuem a DC, necessitando assim maior investigagao ou possuem parentes
de primeiro grau com DC. Ao compararmos os grupos de celiacos, parentes de
celiacos e pessoas em investigagao que frequentavam a ACELBRA-RJ, houve
diferencga significativa entre os grupos em relagdo aos sintomas intra e extra
intestinais (p<0,000), onde o grupo de celiacos era o grupo com maior presenga
de sintomas, seguido do grupo das pessoas em investigacdo. Analisando os
sintomas separadamente, pode-se observar que também houve diferenca
significativa para os sintomas diarreia (p<0,002), dor abdominal (p<0,002) e
questdes relacionadas ao peso (p<0,083), onde os celiacos tinham a maior

prevaléncia desses sintomas.

Alelos Perfil n Percentual
DQA1*0501 A 3 3,8%
DQB1*0201 B 20 25%

DQA1*0501 e DQB1*0201 AB 27 34,1%
DRB1*04 DR 20 25%
DQA1*0501 + DRB1*04 A +DR 0 0%
DQB1*0201 + DRB1*04 B + DR 7 8,8%
DQA1*0501 e DQB1*0201 + DRB1*04 AB + DR 7 8,8%
Nenhum dos alelos _ 24 30,3%
Total alelos HLA-DQ2 _ 50 63,3%
Total alelos HLA-DQS8 _ 67 84,8%

Figura 1 - toda amostra analisada (os 3 grupos)

Tais resultados eram esperados para os grupos analisados, como
mostraram diferentes estudos sobre celiacos e a presenca de sintomas que
caracterizam a DC como forma classica de manifestacdo (LYU et al, 2014;
KRZYWICKA et al., 2014), entretanto, existem outras formas de manifestacao

da DC, principalmente a forma assintomatica, entdo, pacientes que n&o



apresentam sintomas classicos de DC, ndo poderiam ser descartados, caso
estejam em grupos de risco e precisam ser investigados (LUDVIGSSON et al.,
2012; LIONETTI et al., 2011). Houve também diferenga significativa entre a
realizacao de bidpsia intestinal, onde todos os celiacos analisados no presente
estudo tinham realizado biopsia para ter o diagndstico (p<0,000), sendo que
91,67% dos celiacos tinham grau 1 na classificagdo de Marsh. Importante
ressaltar que 82,35% das pessoas em investigagao e 92,31% dos parentes de
celiacos nao tinham realizado ainda a bidpsia, o que pode ser preocupante, visto
que essas pessoas podem estar consumindo gluten e comprometendo sua
saude, assim como, as mesmas podem estar sem consumir gluten para evitar
sintomas, o que pode prejudicar a realizagdo de uma bidpsia correta, pois é
preciso estar consumindo gluten no momento da realizagdo da bidpsia, para
evitar resultados falsos negativos (HUSBY et al., 2012). Ademais, parentes de
celiacos s&o considerados grupos de risco para DC e os mesmos devem buscar
investigar a presenca da DC, mesmo sem sintomas, pois podem ter a forma
assintomatica da DC (TAYLOR et al., 2015).

Em relagdo a sorologia, também houve diferenca significativa entre os
grupos, onde os celiacos tinham maior frequéncia na realizagdo de sorologia
(p<0,010) e resultados positivos para os exames de anti endomisio (p<0,002) e
transglutaminase (p<0,075). Os exames sorolégicos também sao importantes
para o rastreio da DC, portanto, individuos assintomaticos e grupos de risco para
DC também devem realizar esses exames (KELLY et al. 2015).

Quando foi analisada a presencga de patologias relacionadas a DC, houve
diferenca significativa entre os grupos, onde os celiacos tinham maior presenca
de patologias do que as pessoas em investigacdo e parentes de celiacos,
embora 41,18% das pessoas em investigagao e 38,46% dos parentes relataram
ter patologias relacionadas a DC (p<0,000). A presenga de patologias
relacionadas a DC na presenga de sintomas, pode ser um indicio para a
realizagdo de exames para investigar DC (MISHRA et al., 2016).

Analisando as patologias relacionadas a DC separadamente, foi
encontrada diferencga significativa também entre hipo (p<0,026) e intolerancia a
lactose (p<0,020), sendo essas patologias mais presentes em celiacos, no

entanto, 23,08% dos parentes de celiacos apresentavam osteoporose (p<0,010)



e 100% dos celiacos nao relataram a presencga de osteoporose e/ou osteopenia.
Essas alteragdes estao relacionadas a DC Dentre as patologias que determinam
a osteoporose secundaria, enfatiza-se a doencga celiaca, enteropatia inflamatoria
cronica do intestino delgado, imunomediada, que predispde a redu¢cdo da massa
O0ssea e a alteragcbes no metabolismo do calcio, resultando assim no seu
desenvolvimento (Machado et al., 2010)

Quando analisamos apenas 2 grupos, unindo as pessoas em investigacéo
com os parentes de celiacos em um grupo e comparamos com O grupo de
celiacos, foi observado que o sexo (p<0,08) , a cor (p<0,09)e ter familiar celiaco
(p<0,095) apresentaram diferencga significativa periférica entre os grupos. O
sexo feminino e as pessoas que se consideravam de cor branca estavam mais
presentes nos individuos celiacos e 0 sexo masculino e pessoas que se
consideravam de cor negra e pardos estavam mais presentes no grupo que
representava os parentes e os individuos em investigacdo. Em relagao a ter
familiar com DC, 62,79% dos celiacos relataram n&o ter familiares com DC,
enquanto 58,33% dos parentes e pessoas em investigagao tinham parentes com
DC.

Ao analisarmos os dois grupos com a presencga de sintomas, também foi
encontrada diferenga significativa entre ter sintomas intra e extra intestinais nos
grupos de celiacos e parentes e pessoas em investigacao (p<0,004). A presenca
de aftas (p<0,080), diarreia (p<0,000), dor abdominal (p<0,001), problemas
relacionados com o peso (p<0,029) e distensdo abdominal (p<0,050) também
mostraram diferenga significativa entre os grupos. Todos os celiacos relataram
sintomas intra ou extra intestinais, entretanto, 80% dos parentes e pessoas em
investigacdo também relataram algum sintoma. Os celiacos também tinham
mais aftas do que o grupo de parentes e pessoas em investigacdo, embora
72,97% dos celiacos também nao apresentavam esse sintoma. Dor abdominal
e distensdao abdominal, embora mais frequentes nos celiacos, estavam
presentes também em 40% e 46,67%, respectivamente, no grupo de parentes e
pessoas em investigacao.

Em relacédo a realizacdo de exames para diagndéstico, houve diferencga
significativamente entre os grupos para a realizagdo de biopsia (p<0,000),

sorologia (p<0,003), para os exames de anti endomisio (p<0,001) e anti



transaminase (p<0,025), sendo que a realizagdo de tais exames sdo mais
frequentes nos celiacos do que nos grupos de parentes e pessoas em
investigacéo, pois apenas 13,33% e 33,33% do grupo de parentes e pessoas
em investigagdo tinham realizado exames de bidpsia e sorologia,
respectivamente.

Ao analisar o exame de anti transglutaminase com a presenga de
patologias entre todos os individuos analisados, houve diferenga significativa
(p<0,000), onde 84,38% das pessoas que tinham patologias, tinham anti
transglutaminase positiva, enquanto que 15,62% das pessoas que nao tinham
patologias, eram negativas para anti transglutaminase. Ja em relagéo a presenca
de hipotireoidismo, 100% dos individuos (n=14) que tinham a doenga também
tinham anti transglutaminase positiva, com uma significAncia periférica
(p<0,091).

Em relagéo a intolerancia a lactose com os 2 grupos analisados, houve
diferenca significativa (p<0,005), pois embora os celiacos tinham frequéncia
maior de intolerancia a lactose, 33,33% do grupo dos parentes de celiacos e
pessoas em investigagdo também apresentavam tal intolerancia, sendo
necessaria investigacdo de DC. Em relagdo a presenga de osteoporose nos 2
grupos analisados, houve também diferenga significativa (p<0,022), onde 100%
dos celiacos nao relataram a doencga, enquanto que 13,33% do grupo de
parentes e pessoas em investigagdo relataram ter osteoporose, sendo
necessaria também a investigagcao de DC, ainda mais na presenca de sintomas
e relagdo de parentesco com celiacos. Além disso, o grupo de parentes de
celiacos e pessoas em investigacdo relataram ter outras patologias né&o
relacionadas a DC (26,67%) diferindo estatisticamente do grupo de celiacos
(p<0,041).

Nao houve diferencga significativa entre o perfil genético dos trés grupos
analisados com o perfil clinico, ou seja, a presenga dos alelos ndo mostrou
associacao com sintomas, doencas, além de caracteristicas de sexo e raga entre
0s grupos de celiacos, parentes de celiacos e pessoas em investigacéo de DC.
Importante salientar que o numero de amostra pequena também pode ter
influenciado na analise dos dados.

Tabela 13. Relagdo dos sintomas presentes em celiacos, parentes de
celiacos e pessoas em investigagdo na Acelbra/RJ. Pelotas, 2022.



Grupos/Sintomas Celiacos Parentes Investigacao Valor de p

Aftas 27% (10) 0% (0) 17,6 % (3) 0,103
Diarreia 67,5% (25) 23% (3) 23,5% (4) 0,002
Distensdo abdominal 70,2% (26) 38,4% (5) 52,9% (9) 0,107
Dor Abdominal 81% (30) 30,7% (4) 47% (8) 0,002
Constipacgao 8,1% (3) 15,4% (2) 23,5% (4) 0,296
Dificuldade em 21,6% (8) 0% (0) 5,8% (1) 0,083

ganhar peso

Dificuldade em 10,8% (4) 0% (0) 11,7%(2) 0,449
ganhar altura

Emagrecimento 18,9% (7) 0% (0) 17,6% (3) 0,241
Lesao de pele 24,3% (9) 7,69% (1) 17,6% (3) 0,418
Anemia 59,4% (22) 30,7% (4) 52,9% (9) 0,204

Analisando estatisticamente a tabela 13, os 3 grupos em relagdo as
patologias relacionados a DC, podemos observar que diarreia e dor abdominal
tiveram uma relevéancia significativa.

Tabela 14. Relagéo das patologias presentes em celiacos, parentes de celiacos
e pessoas em investigacado na Acelbra/RJ. Pelotas, 2022.

Grupos/Patologias Celiacos Parentes Investigacao Valor de p
Intolerancia a lactose 67,5% (25) 30,7% (4) 35,2% (6) 0,020
Osteoporose/osteopenia 40,5% (15) 23% (3) 5,8% (1) 0,010
Hipotireoidismo 45,9% (17) 7,6% (1) 23,5% (4) 0,026
Dermatite 8,1% (3) 0% (0) 0% (0) 0,280
Aborto 5,4% (2) 0% (0) 5,8% (1) 0,683
DM1 0% (0) 0 %(0) 5,8 (1) 0,225
Outras patologias 8,1% (3) 23,8% (3) 29,4% (5) 0,112




Analisando estatisticamente a tabela 14 os 3 grupos em relagéo a presenga dos
alelos relacionados a DC, podemos observar que intolerancia a lactose,
osteoporose/osteopenia e hipotireoidismo mostraram relevancia significativa.

Alelos Perfil Celiacos%(n=37) Parentes%(n=11) Investigagao%(n=19)
DQA1*0501 A 5,4%(2) 0%(0) 10,5%(2)
DQB1*0201 B 21,6%(8) 27,2%(3) 21%(4)

DQA1*0501 e DQB1*0201 AB 35,1%(13) 27,2%(3) 36,8%(7)

DRB1*04 DR 18,9%(7) 27,2%(3) 31,5%(6)
DQA1*0501 + DRB1*04 A +DR 2,7%(1) 0%(0) 0%(0)

DQB1*0201 + DRB1*04 B +DR 5,4%(2) 9,1%(1) 10,5%(2)

DQA1*0501 e DQB1*0201 +

DRB1*04 AB + DR 10,8%(4) 0%(0) 15,7%(3)
Nenhum dos alelos _ 27,8%(14) 27,2%(3) 26,3%(5)
Total alelos HLA-DQ2 _ 62,1%(23) 54,5%(6) 68,4%(13)
Total alelos HLA-DQS8 _ 18,9%(7) 27,2%(3) 31,5%(6)

Figura 1 toda amostra analisada separada pelos grupos

Comparando a frequéncia dos alelos analisados em cada grupo abaixo
(Figura 2), podemos observar que o alelo DQ2 esta presente nos individuos em
investigacéo, o que mostra grande associagao com a DC.



Comparac¢ao da Frequéncia de Alelos entre
os Grupos analisados

Total alelos HLA-DQS8

Total alelos HLA-DQ2

Nenhum dos alelos

DQA1*0501 e DQB1*0201 + DRB1*04

DQB1*0201 + DRB1*04

DQA1*0501 + DRB1*04

DQA1*0501 e DOB1*0201

DRB1*04

DQB1*0201
DQA1*0501
0 10 20 30 40 50 60 70 80
DQAL*
DQAL* DOA1*|DQB1*|0501e| | Total | Total
DQAL*| DQBL* | 0501 e DRB1*0 0501 + | 0201 +| DQBL* | “ " | alelos | alelos
0501 | 0201 |DQB1*| 4 |DRBI*OIDRB1*0/0201+| - °| HLA- | HLA-
0201 4 4 |DRB1*0 DQ2 | DQ8
4
winvestigagio| 10.5 | 21 | 36.8 | 31.5 105 | 157 | 26.3 | 68.4 | 315
m parentes 0 | 272 272|272 0 | 91 | 0 | 272 | 545 | 272
m celiacos 54 | 216 | 351 | 189 | 2.7 | 54 | 108 | 278 | 62.1 | 189

Figura 2 . frequéncia dos alelos analisados em cada grupo




11.6 Conclusao

O perfil dos participantes do evento da ACELBRA estava dividido em
celiacos, parentes de celiacos e pessoas em investigacdo de DC, sendo a
maioria mulheres, raca branca, em idade adulta média, sendo que as mulheres
tinham mais sintomas relacionados a DC do que os homens. Em relacdo aos
sintomas intra-intestinais, dor abdominal foi a mais relatada pelos celiacos,
enquanto que a distensdo abdominal foi o sintoma mais relatado pelos parentes
de celiacos e pessoas em investigagao. Entre os sintomas extra-intestinais, as
aftas foram as mais citadas pelos celiacos, enquanto que a anemia e a
enxaqueca foram as mais citadas pelos parentes de celiacos e as pessoas em
investigacéo, respectivamente. A patologia mais citada nos trés grupos foi a
intolerancia a lactose. Em relacdo aos exames realizados para a busca do
diagndstico, a maioria dos parentes de celiacos e das pessoas em investigagcéo
realizaram apenas o teste genético e nao fizeram bidpsia nem testes sorologicos,
enquanto que todos os celiacos relataram ter feito a bidpsia intestinal,
considerada padrdo ouro para diagnostico. Em relacdo ao teste genético, a
maioria das pessoas em todos os trés grupos tinham pelo menos um dos alelos,
entretanto, o grupo das pessoas em investigacdo apresentaram maior
porcentagem dos alelos, com menor porcentagem de nao ter os alelos estudados
entre os grupos. O gendtipo DQ2 AB foi 0 mais encontrado em todos os grupos.

Os celiacos apresentaram maior numero de sintomas, patologias e
realizacdo de bidpsia e testes sorologicos para busca de diagnostico correto
entre os grupos, entretanto, a DC deve ser investigada nos grupos de parentes
de celiacos e pessoas em investigacdo da doencga, visto que a maioria tinha
parentes celiacos e relataram sintomas e doengas relacionadas a DC, sendo
classificados como grupo de risco. Mesmo que esses individuos ndo tenham
sintomas classicos de DC, a realizacdo de bidpsia € necessaria pois pode-se
tratar de individuos assintomaticos. Ademais, novos estudos sado necessarios
para avaliar o motivo pelo qual pessoas que estdo em grupo de risco preferem
fazer o teste genético que nao serve como diagnéstico de DC do que a biopsia,
considerada o unico diagnodstico final para DC. Apenas com a correta
investigacao e realizagdo de biopsia intestinal é possivel ter certeza se a pessoa
é portadora de DC, sendo que o diagnostico € fundamental para realizagdo do
tratamento correto, melhorando a qualidade de vida e o progndstico do paciente
celiaco.
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11.8 APENDICE A
Carta de autorizacao da ACELBRA

T UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS )
¥ PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO E ALIMENTOS

OFICIO PARA AUTORIZACAO DE PESQUISA PARA REALIZACAO DE
DISSERTACAO NA ASSOCIACAQ DE CELIACOS DO BRASIL

Prezado (a) Senhor (a):

Venho por meio deste solicitar sua autorizagdo para a realizacdo do estudo
intitulado: “Analise da Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em celiacos e seus
parentes de primeiro grau” nessa institui¢cao.

.Esse estudo sera desenvolvido por alunos e professores do Programa de Pés-
Graduacgdo em Nutricdo e Alimentos da UFPel, sob orientagdo da Professora Dra.
Fabiana Torma Botelho e Professor Dr. Carlos Castilho de Barros. O objetivo desse
estudo é rastrear a presenca de alelos HLA DQ2 e DQ8 da Doenga Celiaca (DC) entre
os celiacos e seus parentes de primeiro grau. A analise dos alelos sera realizada pela
coleta de saliva dos celiacos vinculados a ACELBRA, que serdo encaminhadas para o
Laboratério de Nutrifiogendmica da Faculdade de Nutrigdo/UFPel, para posterior
analises dos alelos no DNA. Realizando as analises dos alelos, teremos a prevaléncia
dos genes envolvidos na DC dentre os participantes. Esses resultados irdo contribuir
para determinar a prevaléncia dos genes entre os celiacos estudados, além de
possibilitar comparagcdo com achados de outros estudos, bem como, elucidar o papel
da genotipagem como uma ferramenta nas etapas da investigagdo da DC. Teremos o
compromisso ético de preservar os sujeitos envolvidos no estudo, assim como a
instituicdo. A pesquisa ndo apresenta nenhum risco para os individuos e para a
instituicdo e os dados/resultados do estudo serao retornados para os seus participantes.

Na certeza de contar com vosso apoio, desde ja agradecgo colocando-me ao seu
inteiro dispor para outros esclarecimentos.

Atenciosamente,

Joédo Luis Ricalde Gervasio - Mestrando do Programa de Pds-Graduagao em Nutricao
e Alimentos, UFPel. Telefone: (53) 99705-6988, e- mail: jlgervasio@yahoo.com.br,
Fabiana Torma Botelho — Prof. da Faculdade de Nutricdo da UFPel. Telefone: (53)
8105.0759, e-mail: fabibotelho@hotmail.com e Carlos Castilho de Barros — Prof. da
Faculdade de Nutricdo da UFPel, e-mail: barrosccpel@gmail.com.

Considerando as informagdes acima, confirmo ter sido informado (a) por escrito e
verbalmente dos objetivos desta pesquisa. Desta forma, Eu
,responsavel pela Associacao Brasileira de

Celiacos do Brasil, Rio de Janeiro (ACELBRA-RJ), autorizo a realizagao desta pesquisa
nessa instituicao.

Assinatura e carimbo



APENDICE B
Termo de consentimento livre e esclarecido para celiacos ou responsaveis

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Jodo Luis Ricalde Gervasio, Fabiana Torma Botelho e
Carlos Castilho de Barros. Instituicao: Universidade Federal de Pelotas. Enderego:
Rua Gomes Carneiro, n° 1. Centro. Pelotas — RS Telefone: (53) 8105.0759.

Concordo que meu (minha) filho (a) OU participe do estudo “Analise
da Frequéncia de alelos HLA-DQ2 e HLA-DQ8 em celiacos e seus parentes de
primeiro grau”. Que tem por objetivo determinar a prevaléncia dos genétipos HLA-
DQ2 (DQA1*0504 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) e associar a presenca
dos alelos com o grau de lesao intestinal em celiacos.

O rastreamento dos alelos sera realizado pela coleta de saliva para posterior
identificagdo em laboratério. Para isso, no primeiro encontro meu filho(a) OU
precisara coletar saliva que ira consistir em enxague da boca com agua
tratada e posterior coleta de saliva com cotonete de cabo alongado, esfregando varias
vezes nas bochechas e responderei a um questionario sobre meus dados clinicos.

Fui informado que a justificativa para realizagdo desse estudo se baseia na necessidade
da identificagao de fatores genéticos prevalentes na DC com o propdsito de evidenciar
fatores desencadeadores envolvidos. Fui ainda, informado que receberei retorno sobre
as analises dos alelos realizadas, bem como orientagdes nutricionais que possibilitem
melhoria na qualidade de vida, por meio de palestra. Recebi a informacao de que nao
existem riscos no estudo e o beneficio de participar na pesquisa é o fato que os
resultados serao incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situagoes
de ensino-aprendizagem, além de contribuir para uma maior divulgagdao da DC. Como
ja me foi dito, a participagdo de meu (minha) filho(a)ou neste estudo
sera voluntaria, ndo havendo nenhuma forma de recompensa lucrativa em participar da
pesquisa e poderei interrompé-la a qualquer momento e que os resultados serao
usados somente para fins de pesquisa, sendo que as nossas identidades permanecerao
confidenciais durante todas as etapas do estudo.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicagdes sobre o estudo, todas registradas neste
formulario de consentimento. Os investigadores do estudo responderam e responderéo,
em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas perguntas, até a minha completa
satisfagdo. Portanto, estou de acordo que meu(minha) filho(a) participe do estudo. Este
formulario de consentimento pré-Informado sera assinado por mim e arquivado na
instituicdo responsavel pela pesquisa

Nome da crianga/adolescente:

Representante legal:

Vinculo Familiar ou Legal do representante:

Identidade do representante:

Assinatura: Data: [/ [

Testemunha nome e assinatura:




Data: / [

Além de autorizar que meu (minha) filho (a) ou participe da pesquisa,
com coleta de saliva e preenchimento de questionario, autorizo também os
pesquisadores a armazenar o questionario e saliva concedidos por mim para analises
posteriores.

Assinatura do responsavel

Testemunha: Data: / [

DECLARAGAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a natureza,
objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposigéo para perguntas e
as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha explicacao e aceitou,
sem imposicdes, assinar este consentimento. Tenho como compromisso utilizar os
dados e o material coletado para a publicagdo de relatérios e artigos cientificos
referentes a essa pesquisa.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Jodo Luis Ricalde Gervasio, contatos: (53)
99705-6988 ou por e-mail jlgervasio@yahoo.com.br, Carlos Castilho de Barros e
Fabiana Torma Botelho (Faculdade de Nutricdo. Campus Porto. Rua Gomes Carneiro,
n° 1), contatos: (563) 8105.0759/8405.5627 fabibotelho@hotmail.com.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL:

DATA:. /| /|

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina UFPel. (53)3284-4960

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Jodo Luis Ricalde Gervasio, Carlos Castilho de Barros
e Fabiana Torma Botelho. Institui¢ao: Universidade Federal de Pelotas. Endereg¢o:
Rua Gomes Carneiro, n° 1. Centro. Pelotas — RS Telefone: (53) 8105.0759.

Eu concordo em
participar da pesquisa “Estudo prevaléncia dos alelos de risco do complexo HLA DQ2
(DQA1*0504 e DQB1*0201) e DQ8 (DRB1*04) em pacientes celiacos do sul do pais”.
Que tem por objetivo determinar a prevaléncia dos gendtipos HLA-DQ2
(DQA1*0504 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) e associar a presenca dos
alelos com o grau de lesdo intestinal em celiacos.

O rastreamento dos alelos sera realizado através da saliva para posterior analise em
laboratorio. No primeiro encontro , sera preciso coletar minha saliva, apds um enxague
da boca com agua tratada e posterior coleta de saliva com cotonete de cabo alongado,
esfregando varias vezes nas bochechas e responderei a um questionario sobre meus
dados clinicos. Terei um segundo encontro, onde irei obter os resultados e orientagdes
educativas.




Fui informado que a justificativa para realizagdo desse estudo se baseia na necessidade
da identificagao de fatores genéticos prevalentes na DC com o propdsito de evidenciar
fatores desencadeadores envolvidos. Fui ainda, informado que receberei retorno sobre
as analises dos alelos realizadas, bem como orientagdes nutricionais que possibilitem
melhoria na qualidade de vida, por meio de palestra. Recebi a informacao de que nao
existem riscos no estudo e o beneficio de participar na pesquisa é o fato que os
resultados serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situagoes
de ensino-aprendizagem, além de contribuir para uma maior divulgagdao da DC. Como
ja me foi dito, a minha participagao sera voluntaria, ndo havendo nenhuma forma de
recompensa lucrativa em participar da pesquisa e poderei interrompé-la a qualquer
momento e que os resultados serdo usados somente para fins de pesquisa, sendo que
as nossas identidades permanecerio confidenciais durante todas as etapas do estudo.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicagdes sobre o estudo, todas registradas neste
formulario de consentimento. Os investigadores do estudo responderam e responderéo,
em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas perguntas, até a minha completa
satisfagdo. Portanto, estou de acordo em participar do estudo. Este Formulario de
Consentimento Pré-Informado sera assinado por mim e arquivado na instituicao
responsavel pela pesquisa.

ASSINATURA: DATA: /| [

Testemunha: Data: / [/

Além de me disponibilizar para coleta de saliva e responder o questionario, autorizo
também os pesquisadores a armazenar o questionario e saliva concedidos por mim para
analises posteriores.

Assinatura

Testemunha: Data: / [/

00 0000000000000 0000000000 000000000000C0OC0OCOCBOCOCFOCONONONONONONONONONONONONOOO
DECLARAGAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a natureza,
objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposigao para perguntas e
as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha explicacao e aceitou,
sem imposi¢des, assinar este consentimento. Tenho como compromisso utilizar os
dados e o material coletado para a publicagdo de relatérios e artigos cientificos
referentes a essa pesquisa.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Jodo Luis Ricalde Gervasio, contatos: (53)
99705-6988 ou por e-mail jlgervasio@yahoo.com.br, Carlos Castilho de Barros e
Fabiana Torma Botelho (Faculdade de Nutricdo. Campus Porto. Rua Gomes Carneiro,
n° 1), contatos: (563) 8105.0759/8405.5627 fabibotelho@hotmail.com.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL:

DATA. /| /|

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina UFPel. (53)3284-4960
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1- Nome do associado:

2- Data de nascimento:  / /

3- Sexo: () masculino ( ) feminino

4- Cor: ( )branca ( ) mulata ( ) negra( )amarela

5- Vocé considera sua origem:

( ) italiana ( ) brasileira ( ) alema ( ) portuguesa

() espanhola ( ) asiatica ( ) outras: () ndo sei

6- Vocé tem algum familiar com doenca celiaca? ( ) sim ( )ndo ( ) nfo sei
Se sim, qual o grau de parentesco?

7- Qual era sua idade na época em que foi diagnosticada a doenca celiaca:

8- Quanto tempo vocé levou para obter o diagnéstico da doenca celiaca (da investigacido ao diagng

9- Assinale se vocé apresentou esses sintomas antes do diagnoést to:

()afas ( ) anemia

( ) diarréia ( ) emagrecimento

( ) dorabdominal ( ) barrigainchada

() constipagdo (“prisdo de ventre”) ( )lesdes de pele

() dificuldade em ganhar peso () ndo apresentava nenhum sintoma
() dificuldade em ganhar altura () outros — Quais?

10- Ja realizou bidpsia do intestino delgado? ( ) sim ( )ndo ( ) ndo sei
11- Se sim, quantas vezes?
* Dessas, quantas foram com dieta contendo gliten?

* E quantas foram em dieta sem gluten ?
14~ Ladyu wuna jcalzauv vivdpia mesunal , yuadl 101 0 105UILAUL Ud VIV PSIa 11V uadl VULCVC

diagndstico (grau de lesdo intestinal/Marsh em dieta com guten)?

13- Vocé ja realizou testes genéticos para doenca celiaca? ( ) sim ( ) ndo ( )ndo sei
Se sim: () positivo DQ2 () positivo DQ2 e DQ8

() positivo DQ8 () negativo () outros. Quais?
14- Assinale se vocé realizou algum dos exames abaixo na época do diagnostico e qual o resultado:
( ) dosagem de ant torpos ant igliadina IgA: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro
( ) dosagem de ant torpos ant igliadina IgG: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro
( ) dosagem de ant torpos ant iendomisio: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro
( ) dosagem de ant torpos ant itransglutaminase: ( ) normal ( ) alterado ( ) ndo lembro
( ) ndosei
15- Assinale se vocé possui ou possuia alguma das doengas abaixo:
( ) Hipot reoidismo () Infertlidade
( ) Diabetes Mellitus t po 1 ( ) Abortos de repet tdo
( ) Sindrome de Tunner ( ) Dermat te herpet forme
( ) Sindrome de williams ( ) Def tiéncia de IgA
( )Sindrome de Down ( ) Osteoporose
( (
( (
( (
(

) Osteopenia ) Intolerancia a proteina do leite de vaca
) Doenca auto-imune de t redide )Outras —Qual/Quais?
) Doenca auto-imune de f gado ) Ndo possuo ou possuia nenhuma dessas doencas
) Intolerancia a lactose
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