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RESUMO

A doenca celiaca (DC) é classificada como uma enteropatia imuno-mediada que afeta o
intestino delgado em pacientes com alelos HLA-DQAL e DQB1 predisponentes, 0s quais
codificam os heterodimeros do MHC de classe Il, HLA-DQ2 e HLA-DQ8. Estes
pacientes podem ser sintomaticos ou assintomaticos. Para um correto diagnostico dessa
enteropatia, deve-se basear ndo so no perfil genético, mas também em exames sorolégicos
e histologicos. O diagnostico de DC é de alta complexidade devido ao fato que os sinais
e sintomas ndo sdo patognomoénicos para a patologia. Portanto, o presente estudo
objetivou-se a identificacdo de outro marcador genéticos associados a suscetibilidade da
doenga em questdo, tendo o intuito facilitar a diagnose. Relacionou-se, entdo, o
polimorfismo-894 G/T da eNOS com o grupo de 45 celiacos, comparando-se com o grupo
de 50 pacientes sadios. Foi extraido o DNA genémico de todos individuos pertencentes a
estes grupos e também foram colhidas informacdes clinicas e pessoais dos pacientes, tais
como nome do paciente, idade, sexo, estado civil, data do registro da patologia estudada,
perfil genotipico e o grau de lesdo duodenal. Todo o DNA extraido foi submetido a PCR,
e logo ap6s a digestdo enzimatica, e foi possivel notar por andlise estatistica, que a
homozigose recessiva esteve presente somente em pacientes do grupo caso e, podendo
entdo a eNOS ser um possivel candidato a gene para avaliacdo da predisposi¢do a doenga.

Palavras Chave: Polimorfismo. eNOS. Doenca autoimune. Doenga Celiaca.



ABSTRACT

Celiac disease (CD) is classified as an immune-mediated enteropathy that affects the
small intestine in patients with HLA-DQA1 and DQBL1 predisposing, which encode the
heterodimers MHC class Il HLA-DQ2 and HLA-DQ8. These patients may be
symptomatic or asymptomatic. For an adequate diagnosis of this enteropathy, cannot be
based only on genetic profile, but also in serological and histological examinations. The
diagnosis of CD is highly complex because signs and symptoms are not pathognomonic
for the disease. Therefore, this study aimed to identify other genetic marker associated
with disease susceptibility in question, with the aim to facilitate the diagnosis. Then, was
related the polymorphism-894 G / T eNOS with a group of 45 celiac patients, comparing
with the group of 50 healthy patients. The genomic DNA of all individuals belonging to
these groups was also extracted from the subjects, and personal patient information such
as patient name, age, sex, marital status, date of registration of pathology studied,
genotypic profile and the degree of duodenal lesion. The entire extracted DNA was
subjected to PCR, and soon after enzymatic digestion, and it was noticeable by statistical
analysis, that the recessive homozygosis was present only in patients in the case group,
and then eNOS may be a possible candidate gene for review from predisposition to
disease.

Key words: polymorphism. eNOS. autoimmune disease. celiac disease.
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1. INTRODUCAO COM REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DOENCA CELIACA

A doenga celiaca (DC) é classificada como uma enteropatia imuno-mediada, tendo
como principal sinal patoldgico a inflamacéo do intestino delgado em pacientes geneticamente
predispostos. As manifestacdes clinicas dessa patologia sdo desencadeadas pelo consumo de
um complexo proteico denominado gluten, além da propensdo genética citada. Esse complexo
é encontrado em alimentos cereais como trigo, cevada e centeio (GUJRAL; FREEMAN,;
THOMSON, 2012; HUSBY et al., 2012; MAKI; COLLIN, 1997). Existem relato de pessoas
que desenvolveram DC em resposta a ingestdo de aveia, contudo existem controvérsias sobre
essa afirmacédo (DI SABATINO; CORAZZA, 2009).

Sabe-se também que a maioria dos pacientes celiacos apresentam um perfil genético
predisponente e essa predisposicao estd intimamente ligada aos genes HLA (Human Leucocyte
Antigen) DQ2 e DQ8, mais especificamente os alelos DQA1*05:01, DQB1*02:01,
DQA1*05:05, DQB1* 02:02 (presentes no gene DQ2), DQA1*03:01 e DQB1*03:02
(localizado no gene DQB8). Esses alelos codificam diferentes formas espaciais do heterodimero
MHC de classe 2 presentes na membrana de células apresentadoras de antigenos. E importante
ressaltar também que todos esses genes estdo localizados no bragco curto do cromossomo 6
(ABBAS et al. 2003; GUJRAL et al., 2012; HUSBY et al., 2012).

Para o diagnostico dessa enteropatologia recorre-se aos testes soroldgicos,
principalmente, tais como a imunofluorescéncia indireta e os métodos imunoenzimaticos
(ELISA), para deteccdo de anticorpos anti-endomisio e anti-transglutaminase, respectivamente.
Essas imunoglobulinas citadas se direcionam principalmente contra enzimas e tecidos
conjuntivos do proprio paciente celiaco, conferindo a essa patologia o carater de autoimune
(ABADIE et al., 2011).

Os estudos histoldgicos também tém grande relevancia na triagem de Doenca
Celiaca. A biopsia intestinal € uma metodologia usada para confirmag&o do diagndstico de DC,
sendo usada para avaliacdo de atrofia das vilosidades, da hipertrofia das criptas da mucosa
intestinal e da infiltracdo linfocitaria na mucosa do intestino delgado (NIVELONI et al., 2007).

Os testes de genotipagem dos alelos para DC sdo preconizados pelas diretrizes

estabelecidas pela Sociedade Europeia de Gastroenterologia Hepatologia e Nutri¢do Pediatrica




3
Introducdo

(HUSBY et al., 2012), para diagnostico de celiacos assintomaticos, sendo classificado como
um teste de valor preditivo negativo préximo a 100%, ou seja, é um teste cuja a probabilidade
de ndo se ter Doenca Celiaca, perante um perfil genotipico incompativel com a enteropatia,
aproxima-se de 100%. (GUJRAL et al.,, 2012; HUSBY et al., 2012; WOLTERS E
WIJMENGA, 2008). J& os exames para investigacao de DC indicado nessa diretriz, é a pesquisa
sorologica especifica para DC, que s&o anti-endomisio (EMA) e anti-tTG (BAI et al., 2013;
CROVELLA etal., 2007; NIVELONI et al., 2007; TURSI et al., 2001).

Apbs o diagnostico e a confirmacao de Doenca Celiaca, o tratamento de pacientes
celiacos se resume em uma dieta sem glaten, que muitas vezes ndo é de facil adeséo ja que isso
significa: uma terapia para vida toda, aumento do custo alimentar, j& que alimentos sem glaten
s80 mais caros que 0s outros e uma importante limitagdo social, considerando que a maioria
dos alimentos processados apresentam o gluten em sua composicdo (GUJRAL et al., 2012).
Contudo, a realizacdo dessa dieta de forma rigorosa resulta na remissdo dos sintomas dessa
doenca autoimune, reestabelecendo o tecido da mucosa intestinal e consequentemente
melhorando a absorcéo de nutrientes, além de diminuir o processo inflamatério da patologia
(FASANO; CATASSI, 2012; GASBARRINI; MANGIOLA, 2014).

1.1.1 HISTORIA DA DOENCA CELIACA

O primeiro relato de Doenca Celiaca foi descrito por um fisico Grego, chamado
Aretaeus, entre o século 1 e 2 aC. Este cientista foi o primeiro a classificar DC como uma
doenca cronica, causada por um “alimento indigerivel”, que desencadeava diarreia, ma
absorcéo alimentar, em criancas e adultos, particularmente em mulheres (ABADIE et al., 2011).

Em 1887, Samuel Gee reafirmou a teoria de Arateus de que DC era uma doenca
crbnica. Acrescentou ainda outros sintomas da patologia como fraqueza muscular, distensédo
abdominal e as caracteristicas das fezes (LOSOWSKY, 2008).

Um grande passo de Gee, foi o delineamento do tratamento para a doenca, o qual
ele afirmava que a cura do paciente estava relacionada com a dieta que esse fazia. Tendo essa
teoria como base, surgiram varios outros pensamentos sobre restrigdo alimentar como profilaxia
dos sinais e sintomas de DC. Em 1908, Herter afirmou que a ingestdo de gordura por pacientes
celiacos era mais toleravel que o consumo de carboidratos (LOSOWSKY, 2008).

Os estudos de Still, em 1918, giravam em torno da baixa tolerancia dos celiacos ao

pdo, basicamente, a mesma coisa sugeria o cientista Howland, em 1921, que afirmar que os
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sintomas da enteropatia estava ligado a intolerancia aos carboidratos. Ja em 1924, Haas indicou
uma dieta a base de banana e carboidratos, restringindo apenas os a ingestdo de cereais.
Contudo, o grande um dos grandes avancos no tratamento de Doenca Celiaca foi dado por Wim
Dicke, que defendeu em sua tese de doutorado, que exclusdo de trigo, aveia e centeio da
alimentacdo de pessoas com DC, melhorava claramente o quadro clinico desses individuos e
diminuia a excrecdo de gordura nas fezes. Toda a teoria de Dicke foi comprovada por meio da
administracdo de mingau de trigo ou de derivados de plantas em criangas. Além disso Wim
Dicke, deu inicio a uma série de estudos que envolviam compostos proteicos de cereais como
indutores dos sintomas de DC, ao afirmar que amido de trigo ndo causava nenhum tipo de dano
aos pacientes (LOSOWSKY, 2008).

Em outro estudo Dicke e French fizeram a determinacdo quimica de gordura nas
fezes e correlacionou as dietas livres de trigo, aveia e centeio com a diminuicao de adiposidade
fecal (DICKE; WEIJERS; VAN DE KAMER, 1953; FRENCH; HAWKINS, 1957).

Ainda na década de 50, Paulley descreveu varios tipos de altera¢cBes no intestino
delgado, observando amostras obtidas em cirurgia. A partir de entdo, inicia-se 0s estudos
histoldgicos por uma técnica de bidpsia denominada per-oral (PAULLEY, 1954; SHINER,
1956). As biopsias permitiram estudar as anormalidades intestinais, ou seja, alteracbes como
atrofia das vilosidades, deformacBes na mucosa intestinal e até infiltracdo linfocitica na peca
histol6gica em questdo. Contudo, esses sinais duodenais ndo sdo considerados patognomonicos
para DC. (LOSOWSKY, 2008).

A partir da década de 70, iniciavam-se as teorias que correlacionavam as alteracoes
clinicas e histologicas com a predisposicdo genética a enteropatia. Um dos primeiros estudos
de prevaléncia genética mostrou em seu delineamento de caso-controle que 88% dos pacientes
celiacos, nascidos na Inglaterra e nos Estados Unidos, apresentavam o alelo HLA-B8 do gene
HLA, diferentemente do grupo controle que apresentou uma prevaléncia de 22% (FALCHUK;
ROGENTINE; STROBER, 1972; STOKES etal., 1972). Outros estudos ainda mostravam uma
forte associacdo de DC com os genes HLA-DR3 e HLA-DQ2 (EK et al., 1978; KEUNING et
al., 1976; TOSI et al., 1983).

Percebendo que predisposicdo genética para DC estava relacionada intimamente
com os genes HLA, os estudos cientificos se voltaram, consequentemente, ao complexo MHC
do tipo 2. No final da década de 80 e inicio da de 90, comprovou-se que o complexo citado era
codificado nos genes HLA-DQ2 e HLA-DQ8 e que esses eram 0s reais causadores dessa doenca

autoimune. Com essa teoria consolidada, o foco passou a ser os estudos moleculares, que
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tentavam relacionar os principais compostos imunogénicos do gluten, a patogénese da doenca
e 0s genotipos HLA (ARENTZ-HANSEN et al., 2000; KIM et al., 2004; SOLLID et al., 1989;
SPURKLAND etal., 1992; TYE-DIN etal., 2010; VAN DE WAL et al., 1998).

Juntamente com a descoberta da associa¢do dos genes HLA com Doenca Celiaca,
intensificava-se os estudos em Imunologia Clinica da doenca. Alguns estudos apontaram que
essa enteropatologia tinha como principal fator desencadeante das manifestacfes clinicas da
doenca, a indugdo de resposta imunologica linfécito dependente no intestino delgado, mediante
epitopos do glaten. Esses embasamentos imunoldgicos conseguiram correlacionar as alteracdes
histologicas, predisposicdo genética com os marcadores sorologicos e inflamatdrios do
distarbio autoimune (FERGUSON et al., 1975; MACDONALD; FERGUSON, 1976).

Um grande marco dos estudos soroldgicos, foi deteccdo de anticorpos anti-
endomisio, uma imunoglobulina da classe IgA que interagia fortemente com proteinas do
mausculo liso do esdfago de macacos (CHORZELSKI et al., 1983). Em 1997, descobriu-se que
0 antigeno endomisio era similar aos epitopos da enzima transglutaminase, principal fator
imunogénico de DC. Logo, comprovou-se que existe grande semelhanca entre anticorpos anti-
endomisio e anti-transglutaminase (DIETERICH et al., 1997; DIETERICH et al., 1998;
WEITZ et al., 2003). A partir desse fato, determinou-se DC como uma doenca autoimune, ja
que alguns anticorpos sdo criados contra uma enzima enddgena (tTG), responséavel pela
deaminacdo do complexo proteico gliuten (DIETERICH et al., 1997).

1.1.2 FATORES DE RISCO SINAIS E SINTOMAS DE DOENCA CELIACA

A Doenca celiaca é classificada como uma patologia multifatorial, que envolve a
combinacdo de fatores ambientais e genéticos, para o seu desenvolvimento dessa enteropatia.
O principal fator ambiental envolvido no desenvolvimento de DC é o consumo de alimentos
ricos em gluten. Alguns estudos afirmar que partir da frequéncia de consumo desse complexo
proteico é possivel definir paises, estados e cidades onde a prevaléncia de DC serd maior
(ABADIE et al., 2011; CATASSI; GATTI; FASANO, 2014).

Outra condicdo ambiental para o desenvolvimento da patologia sdo as infecgOes
intestinais. Essas infeccOes podem aumentar a permeabilidade intestinal, tendo como

consequéncia disso um “up-regulation” e uma maior liberacdo de transglutminases, o que
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aumenta o risco de se desenvolver DC (DI SABATINO; CORAZZA, 2009). Alguns estudos
apontam que as infec¢bes por rotavirus podem aumentar as chances de ser acometido pela
enteropatia, ja que existe uma homologia entre a enzima transglutaminase e a proteina VP7,
que € produzida pelo corpo humano para neutralizacdo do virus em questdo (STENE et al.,
2006; ZANONI et al., 2006).

Outros dois fatores importantes para o desenvolvimento da doenca é o consumo de
medicamentos e a idade com que se tem contato com glaten. Existem alguns relatos sobre o
consumo de medicamentos como Interferon e Olmesartan, e o desenvovimento de DC
(CAMMAROTA et al., 2000; TRAN; LI, 2014). Com relagéo a idade com que se tem contato
glaten, um estudo prospectivo de 1994 a 2004, realizado nos Estados Unidos, mostrou que
guanto mais cedo criangas menores de 5 anos eram expostas a dietas que continham gliten
maior era o risco de se desenvolver DC (IVARSSON et al., 2002; NORRIS et al., 2005).

Tomando por base que DC é uma doenca multifatorial, é possivel dividir, entdo, os
pacientes celiacos em trés grandes grupos, os que apresentam Doenca Celiaca Maior (também
denominada de Doenca celiaca em pontecial), Doenca Celiaca Menor (denominada de Doenca
Celiaca latente) e a Doenca Celiaca Silenciosa. Basicamente, a diferenca entre esses conjuntos
citados esta nas manifestacdes clinicas, nos parametros soroldgicos e no perfil genotipico (DI
SABATINO; CORAZZA, 2009; HUSBY et al., 2012).

Os Celiaco Maiores ou em Potencial apresentam compatibilidade soroldgica e genética
com DC, porém ndo sdo observadas alteracdes no tecido duodenal, ou seja, o paciente pode vir
a desenvolver ou ndo os sintomas da enteropatia (HUSBY et al., 2012). Ja aqueles que sdo
incluidos nos sintomaticos menores, também denominados de Celiacos Latentes ou Atipicos,
sdo aqueles com HLA compativel para DC, que podem apresentar ou sorologia especifica
alterada ou manifestagdes clinicas inespecificas. Os principais sinais e sintomas que podem ser
citados sdo: anemia idiopatica, infertilidade, disturbios neuroldgicos, baixa estatura, alteracées
no esmalte dentario, dermatite herpetiforme, osteoporose, hipertransaminasemia idiopatica,
dispepsia, inchaco abdominal, alteragdes intestinais lembrando a sindrome do intestino irritavel.
Normalmente, esses pacientes ja apresentaram em algum momento da vida alguns sinais e
sintomas da enteropatia dependente de gluten (DI SABATINO; CORAZZA, 2009; HUSBY et
al., 2012). Por ultimo, aqueles classificados como assintomaticos ou como portadores de
Doenca Celiaca Silenciosa sdo aqueles que apresentam sorologia especifica para DC,
predisposicdo genética e biopsia compativel com o quadro da enteropatia, sendo que nédo
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apresentam manifestacdes clinicas que levam a suspeitar de DC (IWANCZAK;
MATUSIEWICZ; IWANCZAK, 2013).

Além disso, existem alguns autores que levantam a existéncia de DC refrataria (DCR),
que é caracterizada como a enteropatia ja diagnosticada, porém mesmo com a restricdo do
gluten na dieta do paciente por mais de 12 meses, ainda apresenta-se na biopsia uma atrofia
vilositéria, seguido sintomas provenientes da ma absorc¢ao de nutrientes. Esse tipo de DC, pode
ser classificada em: tipo 1, aquela cujo o exame histolégico aponta uma infiltracdo normal de
linfécitos na porgéo intraepitelial do intestino delgado, e a tipo 2, que é caracterizada por uma
infiltracdo anormal de linfdcitos sem proteinas de superficie como receptores para células T, ou
CD3 ou CD4 (FASANO; CATASSI, 2012; MALAMUT,; CELLIER, 2014, WOODWARD,
2013). A DCR do tipo 1 esta muito relacionada ao desenvolvimento de um sina¢ raro
denominado linfoma, ja DCR do tipo 2 esta relacionado a recorréncia jejunite ulcerativa
(MALAMUT; CELLIER, 2014; SHARAIHA etal., 2012).

Embasando-se nessas classificacbes fica evidente que o diagndstico é de alta
complexidade, tendo em vista que existem muitas variacdes relacionadas as manifestacdes
clinicas e as alteragdes soroldgicas. E possivel observar na FIGURA 1 o Iceberg Celiaco, que
evidencia as distribuicdes em porcentagem dos principais tipos de DC. Acredita-se que 14 —
33% dos pacientes celiacos sdo sintomaticos e os quadros clinicos classicos de DC podem se
estabelecer desde a infancia até a idade adulta, 7% apresentam algum sintoma atipico, 64% DC
Silenciosa e apenas 1% sdo celiacos em potencial. O nivel de 4gua da figura abaixo separa 0s
pacientes que sdo diagnosticados por sorologia, métodos genéticos e estudos histoldgicos,
daqueles que ndo apresentam um padrdo Imunoldgico, genotipico ou anatomopatoldgico para
a enteropatia (HUSBY et al., 2012; MUSTALAHTI et al., 2002; NENNA et al., 2013).
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FONTE: NENNA, R. etal., 2013

FIGURA 1 — Iceberg Celiaco

Os sinais e sintomas de Doenca Celiaca podem ser divididos em extraintestinais e
gastrointestinais. Vale ressaltar que muitas manifestac@es clinicas extraintestinais, aparecem
em decorréncia dos sinais gastrointestinais, como por exemplo a méa absorcéo de nutrientes. O

QUADRO 1 mostra as principais manifestacdes clinica, conforme apontado na literatura:
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QUADRO 1- Manifestagdes Clinicas da Doenca Celiaca

Tipos de Manifestagoes
Clinicas Sinais e Sintomas

Referéncia Bibliogréafica

Anemia Ferropriva

(ERTEKIN; TOZUN; KUCUK,
2013; UCARDAG et al., 2009)

Anemias idiopaticas

(VILPPULA et al., 2008)

Anorexia

(BOTTARO et al., 1999;
RICCA et al., 2000)

Baixo crescimento

(BOZZOLA et al., 2014)

Distensdo Abdominal
Extraintestinais

(GARAMPAZZ] et al., 2007)

Dor Abdominal

(SAPS et al., 2013)

Fadiga Cronica

(ISASI et al., 2014)

Irritacdo

(BOTTARO et al., 1999)

Perda de Peso

(DICKEY et al., 1997)

Hipertransanemia idiopatica

(HOFMANN et al., 2001;
ZANINI et al., 2014)

Constipacéo

(GARAMPAZZ] et al., 2007)

Diarréia

(GARAMPAZZ] et al., 2007)

Gastrointestinais Flatuléncia

(EMAMI et al., 2008)

Funcionamento Irregular do
Intestino

(GARAMPAZZI et al., 2007,
SAPS et al., 2013)

VVomitos

(BOTTARO et al., 1999)

Percebendo a complexidade para diagnostico de DC, a Sociedade Europeia de

Gastrenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatricas (HUSBY et al.) elaborou algoritmos para

auxiliar na identificacdo de Doenca Celiaca (HUSBY et al., 2012). Esses algoritmos encontram-

se na FIGURA 2.
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FIGURA 2 — Algoritmos para Diagnose de DC
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Ainda no contexto de diagnostico de DC, se faz necessario a diferenciacdo de um quadro
sensibilidade ao gluten, alergia ao trigo e Doenga Celiaca. A sensibilidade ao glaten é um
disturbio inflamatdrio do intestino delgado ndo dependente dos genes HLA-DQ2 ou DQ8. Os
sintomas desse acometimento sdo iguais aos da Doenca celiaca, podendo ser tanto
gastrointestinais ou extragastrointestinais e aparecerem horas ou dias apos a ingestdo gluten. A
resposta imune dessa sensibilidade é classificada somente como inata, o que leva a afirmar que

esse quadro clinico ndo é uma enteropatia auto-imune. (CATASSI et al., 2013)

Um quadro de alergia ao trigo tem sinais patognomdonicos classicos de outros tipos de
hipersensibilidade, tais como eosinofilia (nesse caso pode ser observado também no tecido
intestinal), um aumento sérico das IgE e rea¢do imunoldgica imediato ao alérgeno. Além disso,
esse quadro alérgico independe também dos alelos do gene HLA. Contudo, as caracteristicas
sintomatologicas sdo bem parecidas com DC. (FASANO; CATASSI, 2012)

A FIGURA 3 apresenta o algoritmo que indica as principais diferencas soroldgicas e
histoldgicas, culminando em um diagnastico correto de sensibilidade ao gluten, alergia ao trigo

ou Doenga Celiaca.
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Intervalo entre o aparecimento

dos sintomas e a exposigdo ao
composto imunogénico

;—l

—
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l l

s ~, s

Alergia ao trigo-
positivo

Alergia ao trigo-
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Anti-tTG, EMA ou Anti- Anti-tTG, EMA ou Anti-
gliadina - positivo gliadina - negativo
Endoscopia e Biopsia
Marsh 0-1 Marsh 2 ou 3

b

Sensibilidade ao
gluten - positive
A SN A

‘ DC Positivo

FIGURA 3 — Algoritmo para diferenciacéo de sensibilidade ao gluten, alergia ao

trigo ou Doenga Celiaca.

O desenvolvimento de DC pode estar relacionado também a outras doencas autoimunes.

Estudos apontam que a prevaléncia de DC pode chegar entre 3 — 12 % em pacientes com

Diabetes Mellitus do tipo 1 (ROSTOM et al., 2004). Outras pesquisas apontam, ainda, que

criancas com sindrome de Turner ou sindrome de Down tem grande chance de desenvolverem

a enteropatia, 0 que comprova que DC pode ser também uma comorbidade de outras doengas,
que ndo autoimunes (BONAMICO et al., 2002). A TABELA 1 mostra as principais morbidades

que estdo correlacionadas com o desenvolvimento de DC.
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TABELA 1 — Prevaléncia de DC relacionada a outras Morbidades

Prevaléncia em DC

Morbidades (%)
Artrite Crénica Juvenil 15-25
Sindrome de Down 0,3-55
Sindrome de Turner 6,5
Sindrome de Williams 9,5
Doenca Berger 4
Deficiéncia de IgA 3
Doencas Autoimune da tireoide 3
Doenga Autoimune do figado 13,5

FONTE: Adaptado de HUSBY et al., 2012
Portanto, a diagnose de Doenca Celiaca demanda a observancia de varios fatores, tais
como o quadro sintomatolégico do paciente e os pardmetros histologicos, sorolégicos e
genéticos. Porém, mesmo depois de confirmado um quadro clinico de DC, se faz necessario o
acompanhamento dos fatores citados e também a assisténcia ao paciente por uma equipe
multidisciplinar, composta de médico, nutricionistas, dentistas, entre outros profissionais.
Atentando-se a todos esses requisitos e seguindo fielmente a restricdo de ingestdo de glaten, o

paciente pode ter seu quadro clinico e imunoldgico estabilizado. (BAI et al., 2013)

1.1.3 PATOGENESE DA DOENCA

O principal composto imunogénico patogénico da Doenca celiaca seja o glaten,
composto rico em glutamina e prolina (GASBARRINI; MANGIOLA, 2014; SRINIVASAN
et al., 2013). Peptideos que apresentam em sua composi¢do quimica o aminoacido prolina,
conferem resisténcia a protedlise enzimatica e assim permite a passagem do composto
imunogénico de DC para a lamina prépria, podem entdo induzir uma resposta imunologica
(GUJRAL et al., 2012). Além disso, o gluten é uma mistura de proteinas, que séo as gliadinas
e gluteninas, quando presente no trigo e hordeinas e secalinas, quando no centeio ou na cervada
(SOLLID; JABRI, 2013).
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A de se lembrar que a digestdo do glaten acontece em todo trato gastrointestinal e que
esse composto é o principal substrato da tTG, enzima que medeia 0 processo de deaminacao
das glutaminas em acido glutdmico, presentes no composto proteico imunogénico. Ao sofrer
esse processo enzimatico, o gluten apresentard uma carga ibnica negativa, que por sua vez pode
interagir com os residuos de lisina na posicdo 6 do Complexo de histocompatibilidade do tipo
2 codificado pelo gene HLA-DQ?2 ou interagir na posic¢do 1 e 9 no MHC 2 codificado por DQ8.
(ABADIE et al., 2011; MERESSE; MALAMUT; CERF-BENSUSSAN, 2012). Representado
na FIGURA 4 esta o processo de deaminacdo do gluten e a consequente interacdo desse

composto com as moléculas DQ2 e DQ8 do MHC.

Antigen Gluten
MHC class 11 HLA-DQz
molecule HLA-DQs8
Posttranslational U
dificati 6O 0
modihcation , = Glutamine
H":‘ (CH,); C\ (neutral)
N-H NH,
H

2~ | Deamidation
Transglutaminase 2

(TGZ2)
Ca*|
NH,
|
C=0
! f/D Glutamate
H_':;'_[CH-‘ —C\ (- charged)
N—H o
I
MHC class 11-peptide Fre P yi

complexes

DGz DRa.1

(2] Pa Pe PT P 2] Pa Ps P Py

DQs | p, fa hs By [T

FONTE: Adaptado de ABADIE et al., 2011

FIGURA 4 — Processo de deaminacao Gluten e interagdo com o0 MHC 2

O MHC 2 esta presente, principalmente, na membrana das células apresentadoras
de antigenos, que podem ser macrdéfagos ou células dendriticas. Existem dois caminhos
imunoldgicos para eclosdo dos sintomas de DC, que s&o a imunidade adaptativa e humoral.
Todos esses caminhos se iniciam com uma célula apresentadora de antigeno (APC), mais
especificamente com as células dendriticas, apresentando os peptideos de glaten deaminados

aos linfocitos CD4+, através das moléculas DQ2 e/ou DQ8 do complexo de
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histocompatibilidade do tipo 2. Os linfocitos apresentados séo ativados ndo s6 pelo epitopo
imunogénico, mas também pelo IFN-a liberado pelas APCs. (DI SABATINO; CORAZZA,
2009; FALLANG et al., 2009).

O resultado desses estimulos € a ativacdo de Th1l, através de uma alta producéo de
citocinas pro inflamatérias, resultando, entéo, na liberacdo de IFN-y pelas células T helper 1. O
IFN-y tem a fungdo de aumentar a expressdo de MHC 1 e 2 e ativacéo de fibroblastos e células
Natural Killers (NK), o que implica em um maior efeito citotdxico, que gera apoptose dos
enterdcitos intermediada por IL-15 e metaloproteinases de matriz. Todo esse segmento
imunoldgico confere ao individuo os sinais histoldgicos intestinais, ou seja, 0 tecido intestinal
apresentara atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas. (GUJRAL et al., 2012; QIAO;
SOLLID; BLUMBERG, 2009)

Dentro da patogénese de DC a IL-15 tem duas grandes func¢des, a intermediacéo de
apoptose celular e a ativacdo dos IEL. Essas células T presentes no tecido intestinal, quando
acionadas por mecanismos pro inflamatdrios apresentam atividade citotdxica que resultard em
lesGes epiteliais locais. (ABADIE; JABRI, 2014)

O outro caminho imunoldgico, que ndo seja o humoral supracitado, é a ativacdo de
células T helper 2 pelos linfocitos CD4+. A ativacdo dos Th2 ira induzir essa célula a liberar
citocinas, que promovem a estimulacdo de células B e sua expanséao clonal. Os linfécitos B,
entdo, irdo se diferenciar em plasmaocitos, que serdo os principais produtores de anticorpos
contra tecidos conjuntivos (EMA), anti-tTG, anti-gliadina e anti gliadina-tTG. Os anticorpos
anti-tTG podem opsonizar tanto as enzimas extracelulares como as intracelulares aos
enterdcitos. No caso das intracelulares, a resposta imune adaptativa gerara a alteracdo do
citoesqueleto dos enterdcitos (DI SABATINO; CORAZZA, 2009; FALLANG et al., 2009;
GUJRAL et al., 2012; QIAQO; SOLLID; BLUMBERG, 2009). A FIGURA 5 sintetiza a

patogénese da Doenca Celiaca
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FIGURA 5 — Patogénese da Doenca Celiaca

1.1.3.1 GENES HLA E O COMPLEXO DE HISTOCOMPATIBILIDADE
DO TIPO 2

O complexo de histocompatibilidade (MHC) é uma proteina de superficie celular
codificada em regiGes genéticas altamente polimdrficas, tendo um papel de grande importancia
na inducdo de respostas imunoldgica. Esse complexo é responsavel pela apresentacdo de
antigenos, através das APCs, aos linfocitos, que ndo conseguem reconhecer um corpo estranho
na forma livre ou solGvel, mas sim no formato ndo covalente ligado a este complexo. Existem
trés tipos de MHC codificados no ser humano, o tipo I, 11 e I11. Definido esses tipos é importante
ressaltar que o MHC 1 é responsavel por ativar especificamente as células T CD8+, jA 0 MHC
Il apresenta antigenos aos linfocitos T CD4+ e o MHC 111 esta relacionado a producéo de
proteinas do sistema complemento (ABBAS et al. 2003).

Os principais genes relacionados ao MHC sdo HLA-A, -B, —C (codificam o0 MHC
1), -DP, DQ e DR (genes codificadores do MHC 2). Cada gene citado tem um conjunto de
alelos, os quais sdo denominados de haplotipo MHC e cada alelo recebe uma designacao

numérica. Além disso, os haploticos herdados podem ser predisponentes ou protetores a
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doencas autoimunes (FERREIRA et al. 2001). A FIGURA 6 mostra a organizacdo de um dos
loci do MHC humano.

4— REGIAOD _>

B Ciassel doMHC B ciasse Il do MHC

FONTE: Adaptado de ABBAS et al. 2003

FIGURA 6 — Mapa esquematico do MHC humano

O MHC é um heterodimero composto de duas cadeias polipeptidicas denominadas
de o e B, sendo esses peptideos codificados no brago curto do cromossomo 6. A cadeia o possui
um peso molecular entre 32 a 34 kDa, ja a B € a menor cadeia possuindo peso entre 29 a 32
kDa. Como é possivel observar na FIGURA 7, as cadeias do complexo de histocompatibilidade
do tipo 2 possuem dominios extracelulares e intracelulares. Os extracelulares sdo divididos em
dois segmentos, que possuem 90 residuos de aminoacidos e sdo definidos como al, a2 e fl e
B2. Os segmentos al e Bl sdo regides altamente polimorficas e sdo aqueles que se ligam aos
compostos imunogénicos. (ABBAS et al. 2003)
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FONTE: Adaptado de ABBAS et al. 2003

FIGURA 7 — Estrutura Molecular do MHC
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Os principais alelos relacionados a suscetibilidade genética para DC sdo DQA1*05
e DQB1*02, que formam o gene HLA-DQ2, além dos DQA1*03:01 e DQB1*03:02 que
constituem o gene HLA-DQ8. Conforme observado cada loci genético tem uma designacéo,
gue seguem a seguinte logica: a primeira letra (D) indica a classe do MHC, a segunda (Q, P ou
R) denomina a familia, a terceira (A ou B) relaciona-se com a cadeia o (A) ou B (B)
(MEDRANO et al., 2012).

Os alelos do gene HLA-DQ?2 séo herdados em blocos, e eles podem codificar as
conformac@es cis ou trans dos heterodimeros. Quando os alelos sdo herdados em um mesmo
cromossomo o heterodimero teré a estrutura cis e o haplétipo responséavel por essa expressao é
0 DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02. Ja a forma trans é expressada pelos haplétipos
DRB1*11/12-DQA1*05-DQB1*03:01 e DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02, quando esses
alelos se apresentam em diferentes cromossomos. O gene HLA-DQ8 codifica apenas a for cis
através do haplétipo DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03:02(JODA et al., 2014; MEDRANO et
al., 2012).

1.1.4 METODOS DE DIAGNOSTICO E CONFIRMACAO

O diagndstico de doenca celiaca é de alta complexidade e baseia-se em um conjunto
de evidéncias clinicas. A TABELA 2 mostra os principais exames sorolégicos e genético,
evidenciando os parametros de sensibilidade e especificidade de cada teste. A biopsia é um

exame confirmatorio e pouco usado na diagnose de DC.

TABELA 2 — Testes para Diagnostico de DC

Testes para Diagndstico de

DC Sensibilidade (%) Especificidades (%0)
IgA anti-tTG > 95,0 > 95,0
IgG anti-tTG 12,6 - 99,3 86,3 — 100
EMA > 90,0 98,2
IgA anti-gliadina deaminada > 90,0 > 90,0
HLA DQ2 ou DQ8 91,0 54,0

FONTE: Adaptado de FASANO; CATASSI, 2012
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1.1.4.1 METODOS SOROLOGICOS

Os principais marcadores sorolégicos para DC sdo: anticorpos contra tecidos
conjuntivos (EMA), anti-tTG, anti-gliadina e anti gliadina-tTG. Os métodos sorologicos tém
por funcéo dosar anticorpos no soro de pacientes e no caso de diagnostico de doenga celiaca
quantificar os marcadores supracitados na forma de IgA e 1I9G (SCHUPPAN; ZIMMER, 2013).
Para monitoramento de pacientes com DC se usa basicamente trés principais marcadores, o IgA
anti-tTG, anti-gliadina deaminada e o IgA anti-endomisio. Os testes para detec¢do de anti-
endomisio sdo classificados como semi-quantitativos.

A dosagem de anticorpos IgA anti-tTG é realizada normalmente pelo método de
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e conforme mostrado na TABELA 2 esse
ensaio possui uma sensibilidade e especificidade maior que 95% (FASANO; CATASSI, 2012).
Esse teste quantitativo utiliza a tTG recombinante humana como antigeno para captacdo
imunoglobulinas A do soro do paciente analisado e, atualmente, a execucéo e interpretacéo
dessa metodologia esta totalmente automatizada (HUSBY et al., 2012). Existem relatos de
resultados falso positivos em pacientes que apresentaram um quadro de Doenca de Crohn,
insuficiéncia cardiaca, artrites, doencas hepéticas e patologias inflamatorias intestinais
(HARRIS et al., 2012). Apesar de ser o primeiro teste indicado para o “screening” de Doenga
Celiaca, esse exame pode ser substituido pelo 1gG anti-tTG, caso se desconfie de alguma
deficiéncia na producdo de anticorpos IgA (FASANO; CATASSI, 2012).

O IgA-EMA é identificado por imunofluorescéncia indireta, teste caracterizado por
uma alta especificidade. Esse método além de qualitativo é, também, quantitativo e seu
principio se baseia na reacdo dos anticorpos IgA anti-endomisio com 0s antigenos presentes no
esdfago de macaco ou no corddo umbilical humano. Além disso, 0 EMA é muito utilizado no
monitoramento de pacientes celiacos, ja que esse exame € 0 primeiro a ser negativado quando
o0 individuo esta fazendo uma dieta livre de gluten (HARRIS et al., 2012).

Por ultimo, esta a quantificacdo de anticorpos anti-gliadina. Recorre-se cada vez
mais a quantificacdo de anticorpos 1gG ou IgA anti-gliadina deamidada (anti-DGP), j& que séo
bem mais sensiveis e especificos que ensaios anti-gliadina. Outras vantagens relacionadas aos
métodos anti-DGP sdo: auxilio no diagndstico de DC em criangas e em pacientes que possuem
EMA e anti-tTG negativos. (FASANO; CATASSI, 2012; HARRIS et al., 2012; HUSBY et
al., 2012)
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1.1.4.2 METODOS GENETICOS

A expressdo da Doenca Celiaca, além dos fatores ambientais, depende fortemente
dos alelos dos genes HLA-DQ. Esse locus genético é também denominado de CELIAC 1 e
encontra-se no cromossomo 6, posi¢do 21 do brago curto. Esse locus é responsavel pela
codificacdo do MHC 2, que é um heterodimero com cadeia a e B relacionado a imunogénese
desse enteropatia (WOLTERS; WIJIMENGA, 2008). A FIGURA 8 mostra 0s principais
haplotipos do gene HLA e alteracdo da afinidade do antigeno pelo heterodimero induzida pela
expressao de diferentes conformacdes do complexo de histocompatibilidade pelos alelos
predisponentes para DC.

HLA-DQ2 HLA-DQ2 Predisposition
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FIGURA 8 — Haplotipos HLA-DQ e a afinidade MHC 2 - antigeno

A verificacdo da presenca de marcadores genéticos que predispde a DC se da
normalmente pelos varios métodos que derivam da PCR convencional ou por metodologias de
hibridizacdo. Quando se fala dos genes HLA codificantes de Doenca Celiaca, fala-se que a PCR

possui um Valor Preditivo Negativo proximo a 100%, ou seja, quando se traca o genotipo DQ2
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e/ou DQ8 e verifica-se que o individuo ndo possui esses HLAS predisponentes, as chances dele
nédo desenvolver a enteropatia pode chegar a 100% (VIVES-PI et al., 2013).

Um estudo realizado na populacdo italiana, em 2009, relacionou os diferentes alelos
dos genes HLA-DQ com o risco de se ter doenca celiaca. Foi verificado que a apresentacéo dos
dois genes HLA- DQ2 e DQ8 estava ligado a um alto risco de se desenvolver a enteropatia
(MEGIORNI et al., 2009). A TABELA 3 correlaciona os principais alelos HLA-DQ com o
gradiente de risco de se desenvolver DC:

TABELA 3 - Gradientes de risco de DC baseado na distribuicéo genética

Genétipo Risco
opfDQ2/aBDQS 1:7
opfDQ2/B homozigose 1:10
afD8/BDQ2 1:24
BDQ2 homozigose 1:26
opfDQ2/B heterozigose 1:35
apDQ8 1:89
BDQ2 heterozigose 1:210
aDQ2 1:1842
Outros 1:2518

Outros marcadores genéticos relacionados a suscetibilidade a DC sdo: locus
CELIAC2, locus CELIACS, locus CELIAC4 e 0 CTLAA4. O locus CELIAC2 encontra-se no
cromossomo 5¢31-33e € um gene que tem a expressao contrala por citocinas e pode ter grande
influéncia na resposta inflamatéria e imune, contudo ndo foi comprovado relacdo entre
alteracdes no gene com a enteropatia (GRECO et al., 2001; GRECO et al., 1998). Ja o CELIAC
3 esté localizado no cromossomo 233, que contém os genes reguladores de linfocitos CD28,
ICOS e CTLA4 (HOLOPAINEN et al., 2004). Os CTLA4 sdo moléculas que estimulam a
atividade linfocitica, contudo ndo se encontrou uma forte correlagdo desse gene com DC
(POPAT etal., 2002; VAN BELZEN; MULDER; et al., 2004). Por ltimo o CELIAC locus 4,
que se encontra no cromossomo 19p13.1 e codifica um tipo de miosina denominada de 1XB.
Esse gene e denominado de MYQO9B que tem por funcao codificar uma molécula de miosina
ndo convencional, que age remodelando as moléculas de actina nos enterdcitos,
comprometendo entdo a barreira intestinal e permitindo a entrada de compostos imunogénicos
como os peptideos de gluten (VAN BELZEN et al., 2003). Estudos apontam uma forte
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correlagdo do MYQO9B com doengas inflamatorias intestinais, tais como Doenca de Crohn, e
colites ulcerativas, e muito provavelmente pode estar correlacionada com outras enteropatias
(VAN BODEGRAVEN et al., 2006).

Contudo, ndo existem somente esses marcadores supracitados. Estudos apontam
que existem pelo menos 13 novos loci génicos relacionados a DC (DUBOIS et al., 2010). Segue

na TABELA 4 os principais genes que podem estar associados com Doenca Celiaca.
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TABELA 4 — Provéaveis Marcadores Genéticos que predispde a DC

Provaveis Marcadores Genéticos Associados a DC

Locus Gene
1p31.3 NFIA
1p36.11 RUNX3
1p36.23 PARK7, TNFRSF9
1p36.32 TNFRSF14, MMEL1
1g24.2 CD247
1g24.3 FASLG, TNFSF18, TNFSF4
1g31.2 RGS1
2pla PLEK
2pl6.l REL, AHSA2
2qg12.1 IL18RAP, IL18R1, IL1RL1, IL1IRL2
2931.3 ITGA4, UBE2E3
2933.2 CTLA4, ICOS, CD28
3pl4.1 FRMD4B
3p21.31 CCR1, CCR2, CCRL2, CCR3, CCR5, CCR9
3p22.3 CCR4
3q913.33 CD80, KTELC1
3925.33 IL12A, SCHIP1
3928 LPP
4q27 KIAA1109, ADAD1, IL2, I1L21
6p21.32 HLA-DQA1, HLA-DQB1
6p25.3 IRF4
6915 BACH2, MAP3K7
6022.33 PTPRK, THEMIS
6923.3 TNFAIP3
6025.3 TAGAP
7pl4.1 ELMO1
10g22.3 ZMIZ1
11g24.3 ETS1
12¢24.12 SH2B3, ATXN2
14q24.1 ZFP36L1
16p13.13 CIITA, SOCS1, CLEC16A
18p11.21 PTPN2
21g22.3 ICOSLG
22q11.21 UBE2L3, YDIC
Xp22.2 TLR7, TLR8

FONTE: Adaptado de ABADIE et al., 2011
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Portanto, é possivel observar a existéncia de duas classes de marcadores genéticos
importantes, os genes HLA e os ndo HLA. Os ndo HLA estdo envolvidos com as reagoes
inflamatdrias de DC, ja os HLA induzem o gatilho para a ecloséo da patogénese da enteropatia.
Todos esses genes e as diversas mutacGes relacionadas a eles podem ser identificados pelas

diversas metodologias de PCR.

1.1.4.3 METODOS HISTOPATOLOGICOS

A biopsia intestinal € um método histopatoldgico requerida para confirmacdo do
diagnostico de DC. Nesse exame sdo avaliados o grau de atrofia das vilosidades intestinais do
paciente e a hipertrofia das criptas da mucosa intestinal, classificando o observado em escala
Marsh-Oberhuber ou Marsh. Além disso, é possivel observar infiltracbes de linfdcitos T,
plasmécitos, mastocitos, eosinofilos e basofilos no epitélio intestinal em resposta ao
autoantigeno transglutaminase-2 associado a peptideos da gliadina. Contudo, todas essas
alteragbes podem ser observadas em varias outras enteropatia (NIVELONI et al., 2007;
GUJRAL et al., 2012; HUSBY et al., 2012)

A primeira classificacdo histolégica para as lesbes intestinais celiacas foi criada por
Marsh, que criou quatro tipos de alteragdes teciduais observadas. O tipo 1, também denominada
de M1, € caracterizado por lesGes infiltrativas, ou seja, a mucosa intestinal permanece intacta,
contudo se observar a infiltracdo linfocitaria intraepitelial. J& o tipo 2 ou M2, séo as lesdes
hiperplasicas, que sdo aquelas com aumento das criptas da mucosa, sem alteracdes vilositarias.
O tipo 3 ou M3 sdo as lesdes destrutivas, as quais sdo definidas como ferimentos intestinais
com atrofia vilositaria e hipertrofia das criptas. Por ultimo, o tipo 4 ou M4, que sdo 0s
ferimentos hipoplasicos, ou seja, aqueles em que descreve uma atrofia das vilosidades
intestinais, criptas de tamanho normal e linfocitose intraepitelial (contagem de linfocitos acima
de 25 para cada célula epitelial). (CORAZZA; VILLANACCI, 2005)

A classificagdo fundada por Marsh foi modificada por Oberhuber, surgindo a
caracterizacdo Marsh-Oberhuber. As lesdes do tipo 3 passaram a ter subclassificagcdes em 3a,
3b e 3c, que indicavam o grau de achatamento das vilosidades. Com essas alteracdes foi

possivel englobar todos os tipos de lesdes celiacas. Contudo, esses estudos histologicos nao
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podem ser avaliados isoladamente, ou seja, deve-se considerar tanto a ingestdo de glaten pelo

paciente como seus parametros sorologicos.

Em 2005, foi proposta outra classificacdo, com intuito de simplificar essas classificagcdes
e tornar o trabalho do patologista mais facil e uniforme. Basicamente, essa classificacdo
histoldgica é dividida em dois tipos, as ndo atréficas (tipo A) e as atroficas (Tipo B). As lesdes
do tipo B se dividem em B1 e B2, sendo que esse relaciona-se a ndo deteccédo de vilosidades e
aquele constata-se vilosidades, contudo se observa uma relacdo cripta-vilosidade menor que
3:1. Outra peculiaridade dessa qualificacdo tecidual, € a eliminacdo do Tipo 4 da escala Marsh-
Oberhuber, que foi considerada obsoleta j& que s6 observada em casos extremos, tais como
linfomas intestinais, jejuno-ileites ulcerativas, entre outros. (CORAZZA; VILLANACCI,
2005). A TABELA 5 correlaciona a classificacdo Marsh-Oberhuber com a outra proposta em
2005.

TABELA 5 — Correlagéo entre as classificacdes das lesdes observadas em biopsia

do intestino delgado

Classificagbes

Marsh-Oberhuber CORAZZA; VILLANACCI, 2005
T_|po 1 A
Tipo 2
Ti
!po 3a B1
Tipo 3b
Tipo 3c B2
Tipo 4 Classificacdo Retirada

Como ja foi falado, a biopsia do intestino delgado néo é totalmente especifica para DC.
Existem alguns métodos para melhorar essa deficiéncia desse método que sdo 0s exames de
imunohistoquimica e biopsia por parafina. A imunohistoquimica tem por fungdo quantificar os
linfécitos Tyd ou determinar a razdo entre as células yd e as CD3 na mucosa intestinal. Para se
realizar esse tipo de teste € necessaria que a amostra tecidual esteja congelada e livre de fixacao
por algum composto quimico. Ja a biopsia por parafina, tem por finalidade garantir uma melhor

contagem de linfocitos intraepitelial no tecido intestinal estudado. (HUSBY et al., 2012)

Segundo a Sociedade Europeia de Gastroenterologia Hepatologia e Nutricao Pediatrica,

as metodologias mais indicadas para se realizar as biopsias intestinais sdo: biopsia por
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endoscopia ou por sucgdo em capsula (HUSBY et al., 2012). A biopsia por endoscopia é a mais
indicada devido as seguintes vantagens: menor duracdo do procedimento, coleta de varias
amostras histologicas e a ndo necessidade de compostos radioativos (BRANSKI et al., 1998).
O fato de se colher varios fragmentos intestinais permite uma melhor observacao do tipo de
lesdo induzido pela enteropatia. E comprovado que um sé fragmento pode apresentar varios
tipos de danificacéo histoldgica, por isso a ESPGHAN recomenda a coleta de quatro fragmentos
da segunda e terceira por¢do do duodeno e por Gltimo deve se colher outra amostra do bulbo
duodenal. (HUSBY etal., 2012; RAVELLIetal., 2010). A FIGURA 9 demonstra as diferentes
lesbes induzidas pela enteropatia, sendo que a A indica uma lesao infiltrativa ndo atrofica, B

sdo as lesbes destrutivas e C sdo lesGes destrutivas com maior grau de atrofia vilositaria

FONTE: DI SABATINO; CORAZZA, 2009

FIGURA 9 - Biopsias Duodenais — Figura representativa de alteragdes histoldgicas
duodenais induzidas por DC, aumentadas em 60x. (A) Indica lesdo nado atréfica
infiltrativa, em coloracdo hematoxilina-eosina e CD3. (B) Lesdo destrutiva com uma
pequena atrofia vilositaria, em coloracdo hematoxilina-eosina. (C) Lesdo destrutiva com

consideravel atrofia vilositaria, em coloragdo hematoxilina-eosina.

1.1.5 PREVALENCIA DA PATOLOGIA

Acreditava-se que Doenga Celiaca era uma patologia que se restringia a pessoas
europeias e brancas, porém sabe-se que esta doenca esta distribuida por todo mundo. Vérios
estudos comprovam que DC era uma doenca subdiagnosticada, ja que foi possivel confirmar

que em continente que eram considerados livre da enteropatia, tais como Oriente Médio, Asia,
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América do Sul e Africa, apresentaram casos dessa doenca. Com isso, foi possivel constatar
que a prevaléncia mundial de DC é diretamente proporcional aos habitos alimentares de cada
pais. (BAl et al., 2013; CATASSI et al., 2013; CATASSI et al., 2014; FASANO et al., 2003;
GUJRAL etal., 2012). A FIGURA 10 mostra a prevaléncia da Doenca Celiaca, dos haplotipos
DR3-DQ2 e DR4-DQ8 e distribuicdo do consumo de trigo por pais.
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FIGURA 10 - Prevaléncia da Doenca Celiaca, dos haplotipos DR3-DQ2 e DR4-

DQ8 e distribuicdo do consumo de trigo por pais

O advento dos testes genéticos e soroldgicos influenciou diretamente nos resultados dos
estudos epidemiologicos. Além disso, essas determinagcfes tiveram grande importancia na
associacao de fatores ambientais e genotipicos com a propria prevaléncia de CD. Prova disso é
que 25% a 30% da populagéo geral carregam os alelos HLA predisponentes para DC,
entretanto, apenas uma pequena proporcao (cerca de 4%) desses individuos desenvolve a
doenca (WOLTERS E WIJMENGA, 2008)

Assim como as outras doencas autoimunes, a Doenca Celiaca é mais frequente em
mulheres, podendo chegar a ser duas vezes no sexo feminino (DI SABATINO; CORAZZA,
2009; FASANO; CATASSI, 2012; THOMAS et al., 2009). No Brasil, esse dado
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epidemioldgico varia de 1:214 e 1:417 em adultos e 1:184 em criancas, essa varia¢do pode ser
explicada devido a grande miscigenacdo étnica que aqui existe (CROVELLA et al., 2007;
MELO et al., 2006; PEREIRA et al., 2006; PRATESI et al., 2003).

A maioria dos estudos epidemioldgicos que tem enfoque em DC determinam a
prevaléncia genética da doenca, dada a importancia desse fator. Um exemplo disso, séo
pesquisas que comprovam qual o alelo mais frequente em celiacos e atualmente se sabe que
90% dos celiacos carregam os alelos do HLA-DQ2 (DQA1*05:01 e DQB1*02:01), outros 5%
carregam os alelo do gene HLA-DQ8 (DQA1*03:01 e DQB1*03:02) e por ultimo 5% carregam
apenas um alelo de DQ2, que codifica o heterodimero 3 (KARELL et al., 2003; MEGIORNI
et al., 2009). Outra correlacdo associa o0 risco familiar com a enteropatia, estimasse que as
chances do desenvolvimento da DC tendo um dos genes citados, em grupo familiar, é de 40%
e de até 86% em gémeos monozigoticos (BEVAN et al., 1999; VAN BELZEN; KOELEMAN,;
et al.,, 2004; WOLTERS; WIIMENGA, 2008). Outros estudos apontam ainda, que 60% da
suscetibilidade genética familiar para DC estdo associados a genes desconhecido que possuem
pequeno efeito no risco (TRYNKA et al., 2011).

Basicamente, existem dois tipos de estudos genéticos epidemioldgicos os de ligacdo e
os de associacdo. Normalmente as pesquisas de ligacdo estudam marcadores genéticos e 0s
polimorfismos pontuais, em um grupo familiar que se apresenta a doenca, pois assim é possivel
estudar as regifes de algum cromossomo que é afetado. Realizado a ligacdo se faz entdo a
associacao para identificacdo de um gene patolégico especifico, em grupo de individuos
doentes. (WOLTERS; WIIMENGA, 2008)

Portanto, a epidemiologia é uma importante ferramenta para determinacdo de
marcadores genéticos para Doenca Celiaca, evidenciar que essa enteropatia é multifatorial e
que essa doenca ndo depende de um Unico gene para sua expressao.
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1.2 OXIDO NITRICO (MONOXIDO DE NITROGENIO OU MONOXIDO DE
AZOTO)

1.2.1 SINTESE DO OXIDO NITRICO E SEUS EFEITOS BIOLOGICOS

O oxido nitrico (NO) é um gas que se difunde facilmente por meio das membranas
celulares e o tempo de meia vida desse composto no corpo humano é de alguns segundos. Esse
composto tem o peso molecular de 30 Da e sua sintese depende, basicamente das enzimas 6xido
sintetase (NOS). Existem trés isoformas das NOS drescritas no ser humano que sdo as nNOS
(6xido sintetase neuronal), eNOS (0xido sintetase endotelial) e INOS (6xido sintetase indutivel)
(IGNARRO, 2010).

A sintese de NO tem como principal precursor a L-Arginina, que ao ser oxidada
tem como produtos a L-Citrulina e o proprio 6xido nitrico. Grande parte desse gas é produzido
pelas isoformas indutiveis, por outro lado as eNOS sdo responsaveis pela producédo de pequenas
quantidades de éxido NO por um espaco de tempo menor (CHOUDHARI et al., 2013).

Os efeitos bioldgicos do monoxido de nitrogénio variam consideravelmente quando
se observar o local de producdo desse composto, a quantidade sintetizada e os principais alvos
dentro do ambiente na qual € liberado. Por exemplo, 0 mondxido de azoto tem um papel
inflamatdrio, quando interage com os perdxidos de hidrogénio, formando o peroxinitrito, que
por sua vez é um composto proteolitico, que danifica desde células induzindo apoptose até
acidos nucleicos. J& no tecido endotelial, o 6xido nitrico, no tecido endotelial, tem a funcéo de
induzir o relaxamento da musculatura lisa por meio da ativacdo da guanilato ciclase e,
consequentemente do aumento do GMPc. Dentre outras funcdes desse gas estdo: inibicdo da
agregacdo plaquetaria, agente microbicida e diminuir o recrutamento de leucoticos para os sitios
inflamatorios. (ABRAMSON et al., 2001)

Conforme todas as informacdes acima, o grande ponto em se estudar NO esta no
papel dual que esse composto tem no corpo humano, e assim € possivel afirmar que o monoxido
de azoto tem um papel tanto anti-inflamatério quanto pro-inflamatorio. (TAQDDUS et al.,
2014)
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1.2.2 FUNCOES DA eNOS E SUA RELACAO COM A DISFUNCAO
ENDOTELIAL

A eNOS ¢ uma proteina expressa nas células endoteliais, neurdnios e células do
miocardio. A producdo de NO por essa enzima é induzida por acetilcolina, trombina, adenosina
difosfato, fator de crescimento endotelial e pelas altera¢gdes do fluxo sanguineo. (CLANCY;
AMIN; ABRAMSON, 1998)

Dentre as funcbes relacionadas a isoforma endotelial estd a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade, inibicdo da agregacdo plaquetaria e adesdo leucotitaria e
relaxamento da musculatura lisa. (FARRELL; BLAKE, 1996; TAQDDUS et al., 2014)

Partindo da indug&o do relaxamento da musculatura lisa é possivel associar a eNOS
com as propriedades de vasodilatacdo. Esse tipo de relaxamento é resultado da estimulacéo do
oxido nitrico sintetase endotelial pela acetilcolina, culminando na liberacdo de NO. Essa
propriedade pode ser facilmente avaliada, por meio da administracdo de vasodilatadores como
nitroglicerina. Essa avaliacdo permite averiguar se algum paciente estd com a produgdo NO
pela eNOS normatizada. (KAPLAN; MCCUNE, 2003)

Partindo-se do principio que um paciente possui um disturbio de vasodilatagéo,
comprovado pelo teste supracitado, pode-se confirmar que esse individuo ird apresentar
também uma estimulacdo da atividade de coagulacdo e uma inibicdo do efeito anti-
inflamatorio. Todas essas alteracGes estdo correlacionadas a disfungédo endotelial.

A disfuncéo endotelial (DE) estd muito relacionada com doencas vasculares como
aneurisma, acidente vascular encefalico, pré-eclampsia, infartos, entre outras. Contudo existe
outros estudos que apontam que DE tem uma relagdo muito forte com patologias autoimunes
como Artrite Reumatoide, Doenga de Crohn, Diabetes Mellitus, Doenca celiaca, Lupus
eritematoso, entre outras. (DELLI MUTI et al., 2014; HERBRIG et al., 2006; LEE etal., 2012;
OKANIWA et al., 2014)

O endotelio € o principal 6rgéo responsavel por manter um equilibrio entre reposta
pro inflamatdria e anti-inflamatdria, na proliferacdo celular, permeabilidade vascular e no
balanco hemostatico. Quando esse 6rgdo estd com seu funcionamento normal ele tem por
funcdo, também controlar, a coagulagdo e o sistema vasomotor através da liberacdo de
mediadores vasodilatadores (NO, prostaciclina, bradicinina e o fator hiperpolarizante
endotelial) ou de vasoconstritores (endotelina-1, angiotensina 2 e tromboxano), contudo as

células endoteliais estdo mais correlacionadas a vasodilatacdo devido ao efeito agonista da
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acetilcolina nelas. Todas essas funcdes sdo controladas pelas forcas de cisalhamento que o
sangue induz sobre o tecido endotelial IGNARRO, 2010).

1.3 POLIMORFISMO E GENE eNOS

1.3.1 ORIGEM DOS POLIMORFISMOS

Entende-se por polimorfismo genético a presenca de pelo menos dois alelos em um
determinado gene, sendo que o alelo menos raro deve ter uma frequéncia maior do que 1% na
populacdo. Esse conceito ganhou maior evidéncia a partir da década 1950, quando foi possivel
estudar diferentes formas da mesma proteina, por meio da técnica de eletroforese em gel de
amido, que separa proteinas pela sua carga e tamanho molecular (SMITHIES, 1955). A partir
da década de 1980, a diversidade genética humana passou a ser mais estudada e intimamente
ligada aos polimorfismos genéticos, gracas ao grande advento das técnicas moleculares, que
permitiram estudar a molécula do DNA mais detalhadamente. (CAVALLI-SFORZA, 1997).

Dentre os principais tipos de polimorfismos de DNA destacam-se 0s VNTRs/STRs
e 0s SNPs. Os VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) sdo maltiplas copias de DNA
organizadas em arranjos in tandem, sendo que as sequéncias repetitivas que apresentam de 11-
60 pb (pares de base) sdo conhecidas como minissatélites (NAKAMURA et al., 1987) e aquelas
com 2-6 pb, sdo as STRs (Short Tandem Repeats) ou microssatélites (EDWARDS et al, 1991).

O tipo mais comum de polimorfismo genético sdo os SNP, que podem ocorrer nos
éxons, nos introns, em regibes promotoras, regides reguladoras e regides intergénicas.
Inicialmente foram descrito mais de 1.4 milhdes de SNP foram identificados no
sequenciamento inicial do genoma humano, mas acredita-se que aproximadamente sete milhdes
de SNP com freqliéncia maior que 5% na populagéo (e mais 4 milhdes com freqiiéncia entre 1
e 5%) (ABECASIS, et. Al.; 2012).Dentre esse numero total de SNP, estudos mostram que
aproximadamente ~60.000 dos SNP conhecidos encontram-se em regides codificantes, e apenas
cerca de 30.000 desses SNP resultam em troca de aminoacidos nas proteinas expressas, 0S
outros ~30.000 estdo em regides codificantes, mas nao alteram a sequéncia de aminoacidos da
proteina e sdo denominados SNP sinbnimos.

Os polimorfismos pontuais podem alterar tanto a taxa de expressdao como a
composicdo de uma proteina, levando a alteragdes nas respostas biolégicas induzidas pelo

peptideo mutado, o que associado a fatores ambientais, pode conferir ao paciente uma maior ou
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menor predisposicdo a desenvolver doencas complexas. Além disso, os SNPs podem formar
polimorfismos denominados RSPs (Restriction Site Polymorphisms), caracterizados enté&o,
pelos alelos que possuem ou ndo um determinado sitio de restricdo, e, portanto, apresentardo
um polimorfismo de sitio de restricdo (STRACHAN; READ, 2002).

Além da questdo dos polimorfismos, genes e ambiente interagem entre si gerando
as caracteristicas do individuo. Se a caracteristica for expressa por apenas um gene é chamada
de monogénica, se forem vérios genes interagindo e com efeitos maltiplos, poligénica. As
doencas de etiologia complexa resultam de uma interacdo de diversas variantes genéticas e

exposicao a fatores ambientais.

1.3.2 GENE eNOS

O gene eNOS encontra-se no cromossomo 7, mais especificamente no brago longo
deste cromossomo na regido 7g35-36 (LEE et al., 2012). A primeira descri¢cdo desse gene foi
em 1993, apontando as caracteristicas das regibes promotoras, exons e introns (WANG;
WANG, 2000). Desde entdo é sabido que o cromossomo em questdo codifica um RNA
mensageiro de 4052 nucleotideos e 26 exons (FARRELL; BLAKE, 1996).

Estuda-se, geralmente, trés polimorfismos nesse gene, séo eles: - 786 (T/C) na
regido promotora do gene, o Glu298Asp (894 G/T) no exon 7 e um VNTR (Variable Number
of Tandem Reapeats) de 27 pares de bases no intron 4. A FIGURA 11 mostra a organizacao do

Cromossomo 7 e as principais regides estudadas.
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T ™| [Intrond | Exon 7

FONTE: TANUS-SANTOS, et. Al., 2001

FIGURA 11 - ORGANIZACAO DO CROMOSSOMO 7 E A REGIAO DOS
PRINCIPAIS POLIMORFISMO ESTUDADOS

A relacédo dos polimorfismos desse gene com a predisposicdo a doencgas autoimunes
estd sendo muito estudada. Esses polimorfismos estdo diretamente ligados a uma DE na
producéo basal de NO e consequentemente a um descontrole na reposta imune, na proliferacéo
celular e na permeabilidade vascular, podendo gerar algumas disfun¢bes nos 6rgdos dos
pacientes acometidos. Todo esse descontrole se da ndo so pela DE, mas também pela alta
producdo de oOxido nitrico pela enzima iNOS, que medeia processos como apoptose,
citotoxidade e maior liberagdo de marcadores inflamatdrios. A producdo exacerbada mondxido
de nitrogénio leva a formacao de peroxinitrito e endotelina-1. A endotelina tem por fungdo mais
importante induzir a liberacdo de marcadores inflamatérios como IL-1, IL-6 e IL-8, j& a
peroxinitritro € um composto citotdéxico que medeia processos de lesdo proteica, lipidica e a
acidos nucleicos, alem de ser um estimulador da expressdo de moléculas de adesdo, p-selectina
e NF-xB (IGNARRO, 2010).

Todo esse descontrole na producdo de NO, gera uma lesdo de tecidos e 6rgaos, o
que foi comprovado com estudo realizado com pacientes com Lupus eritematoso, cuja a
hipoatividade da eNOS foi correlacionada com o desenvolvimento de glomerulonefrites
(VAZGIOURAKIS et al., 2007). Outra pesquisa mostrou a correlacdo de nefrite lGpica com o
polimorfismo 4b/a da eNOS e predisposi¢do da doenca com a alteragdo 786 (T/C) na regido
promotora do gene (LEE et al., 2012).

Ja as doencas autoimunes intestinais, se correlacionam com DE através do aumento

da permeabilidade epitelial, da adesdo celular e com a diminuicdo da perfusdo do intestino.
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Tudo isso ira culminar com a perpetuacdo do chamado ciclo crénico da inflamagdo. Um estudo
desenvolvido no Japdo comprovou a importancia do polimorfismo 786 (T/C) do gene eNOS em
colites ulcerativas, afirmando que a expressdo desse gene poderiam ser um marcador de
prognostico e alvo terapéutico. Além disso, a pesquisa aponta a possivel associagdes da eNOS
com doencas como Doenca Celiaca e Doenca de Chron (IGNARRO, 2010; OKANIWA et al.,
2014).

O polimorfismo Glu298Asp (— 894 G/T) é o alvo dessa pesquisa e ele tem uma
importancia singular na funcionalidade do 6xido nitrico sintetase endotelial. Sabe-se que a
substituicdo do glutamato pelo aspartato na posicao 298 da eNOS aumenta a suscetibilidade da
clivagem por proteinas, em consequéncia disso se tem a diminuicdo da producdo de 6xido
nitrico basal, que é responsavel por manter a homeostase corporal (CHOUDHARI et al., 2013;
YU et al., 2006)
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2 JUSTIFICATIVA

Cerca de 25% a 30% da populacao geral carregam os alelos HLA predisponentes para
DC, entretanto, apenas uma pequena proporc¢ado (cerca de 4%) desses individuos desenvolve a
doenga (WOLTERS E WIJIMENGA, 2008). Ja prevaléncia de Doenca celiaca no Brasil varia
entre 1:214 e 1:417 em adultos e 1:184 em criangas, essa flutuacdo pode ser explicada devido
a grande miscigenacdo étnica que aqui existe (CROVELLA et al., 2007; MELO et al., 2006;
PEREIRA et al., 2006; PRATESI et al., 2003).

Sabe-se ainda, que a definicdo de um quadro clinico de DC é de dificil constatacdo ja
gue os sinais e sintomas podem ser ou ndo classicos para a enteropatia, ou seja, 0 quadro

sintomatologico de um paciente pode ser gastrointestinal ou extraintestinal.

Considerando tanto a prevaléncia de Doenca Celiaca quanto a distribui¢do genética dos
alelos codificantes da enteropatia e a complexidade do diagnostico de DC, se faz necessario a
identificacdo de mais marcadores genéticos associados a suscetibilidade da doenca em questéo,
com intuito de prevenir complicagdes ou a evolugdo do quadro clinico da patologia. Os genes
ndo HLA também devem ser melhor estudados, pois eles se relacionam diretamente as reagdes
inflamatdrias que acometem os pacientes celiacos. Dentre os genes ndo HLA estudados e
correlacionados com a predisposicdo a DC estdo os marcadores inflamatérios como: IL-6
(DEMA et al., 2009; MYSLIWIEC et al., 2008), NF-kB (RUEDA et al., 2006), moléculas de
adesdo celular (ABEL et al., 2006; KAUR et al., 2006).

Os polimorfismos dos genes codificantes de eNOS tem grande potencial de se tornar
um parametro genético relevante para a enteropatologia, contudo os resultados da literatura
ainda séo escassos. Outro ponto que justifica a realizacdo desse trabalho é que os marcadores
genéticos podem variar de acordo com a constituicdo genotipica de cada populacgéo, logo se faz
necessario um estudo especifico em nossa populagdo. Além disso, existe grande relevancia
desse gene no controle de reacdes inflamatorias (TANUS-SANTOS; DESAI; FLOCKHART,
2001).
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3 OBJETIVOS

3.2 OBJETIVO GERAL

Verificar polimorfismos geneticos pontuais no gene eNOS e sua associagdo com

individuos portadores de Doenca Celiaca.

3.3 OBJETIVO ESPECIFICO

Identificar a frequéncia do polimorfismo — 894 G/T no gene eNOS em pacientes
com DC atendidos no Hospital Universitario de Brasilia (SRINIVASAN et al.)
Comparar as frequéncias de polimorfismos genéticos do presente estudo, em

paciente portadores da enteropatia e um grupo de individuos sadios.
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4 METODOLOGIA

4.2 APROVACAO EM COMITE DE ETICA

Com a aprovacdo do presente trabalho no comité de ética (ANEXO A), iniciou-se
entdo a coleta de dados dos pacientes celiacos usando-se uma ficha de identificacdo (ANEXO
B). Esta ficha descrevia as seguintes variaveis: Nome do participante, idade, Sexo, estado civil,
data do registro da patologia estudada, perfil genotipico DQ e biopsia.

O perfil genotipico e a biopsia sdo dados que comprovam que 0s participantes da
pesquisa apresentam um quadro de doenca celiaca. N&o foi realizado, no presente estudo,
nenhum procedimento de biopsia intestinal ou métodos para tracar o perfil genotipico DQ,
apenas foi procedeu-se com a coleta de dados pela ficha citada.

A biopsia é uma variavel a ser analisada antes do paciente entrar em dieta sem
glaten, para se evidenciar a real lesdo histoldgica induzida pela enteropatia. Reitera-se que 0s
estudos histoldgicos sdo confirmatorios para a diagnose de DC e que classificacdo
histopatoldgica usada foi a Marsh. E muito importante saber o grau de lesdo tecidual do
intestino, pois esse parametro revela a intensidade da resposta inflamatoria cronica local, sendo
um reflexo dos pardmetros soroldgicos e da hipoatividade da eNOS.

A classificacdo Marsh baseia-se em 4 tipos de lesdes o tipo 1, também denominada
de M1, que sdo lesdes infiltrativas, caracterizadas por uma mucosa intestinal intacta, com
infiltracdo linfocitaria intraepitelial; tipo 2 ou M2, que séo as lesdes hiperplasicas, aquelas com
aumento das criptas da mucosa, sem alterac@es vilositarias; o tipo 3 ou M3 que séo as lesbes
destrutivas, as quais sdo definidas como ferimentos intestinais com atrofia vilositaria e
hipertrofia das criptas e por Gltimo, o tipo 4 ou M4, que sdo os ferimentos hipoplasicos, que se
observa uma atrofia das vilosidades intestinais, criptas de tamanho normal e linfocitose
intraepitelial (contagem de linfocitos acima de 25 para cada célula epitelial).

Outro dado coletado dos pacientes celiacos foi o perfil genotipico para DC, que
reuni os diferentes alelos dos genes HLA-DQ2 e DQ8. Esses alelos codificam o complexo de
histocompatibilidade do tipo 2, o principal responsavel por apresentar o glaten, a
transglutaminase, a gliadina e o complexo tTG-gluten para linfécitos Th 1 e Th2, e assim
induzir toda a fisiopatologia da doenca. Os alelos relacionados a predisposicdo de doenca
celiaca sd0: DQA1*05, DQB1*02 (HLA-DQ2), e DQA1*03, DQB1*03:02 (HLA-DQ8).

Outros parametros coletados pela ficha e que também foram relevantes, foram sexo

do paciente, idade e a idade de digandstico. Sabe-se que doenca celiaca é muito mais prevalente
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em mulheres, podendo estar correlacionado também com uma maior frequéncia do
polimorfismo — 894 G/T do gene eNOS, caso esse marcador genético tenha alguma influéncia
na predisposicdo a DC (MEGIORNI et al., 2008). Outra variavel é a idade de diagnostico da
doenca ja que a imunoatividade e consequentemente a desenvolvimento de sinais e sintomas
podem variar de acordo com a idade do paciente, podendo essa vairacdo imune estar
relacionado também a eNOS.

4.3 PARTICIPANTES DA PESQUISA

A inclusdo de pacientes nesse estudo obedeceu 0s seguintes critérios:

e Ambos os sexos, com idade maior ou igual a 18 anos (n = 50). Individuos
que diagnosticados com Doenca Celiaca e que recebem acompanhamento
médico do Hospital Universitario de Brasilia (SRINIVASAN et al.)

e Individuos que ndo apresentem qualquer doenca crénica diagnosticada.

Ja os critérios de exclusdo de paciente foram os seguintes:

e Menores de 18 anos

e Individuos que ndo desejaram participar da pesquisa

4.4 TERMOS DE CONSENTIMENTO

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes do presente estudo (ANEXO C).

Foi comunicado a todos participantes, antes da coleta do material bioldgico, sobre
o significado e o uso dos resultados obtidos nessa pesquisa. Além disso, foi oferecido aos
sujeitos analisados a opcao de escolher entre serem informados ou ndo sobre os resultados de

Seus exames.

4.5 TERMOS DE GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO

O Termo de Guarda de Material Bioldgico foi obtido de todos pacientes estudados.

Além disso, os participantes tiveram a escolha de autorizar ou ndo o armazenamento de dados
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e materiais bioldgicos coletados no &mbito de pesquisa. Todo individuo analisado tem o direito
de acessar, a qualquer momento, seus dados genéticos obtidos com o presente estudo. Também
é direito dos analisados retirar seus dados do banco de armazenamento de dados do Centro de
Pesquisa, Diagndstico, Tratamento e apoio aos pacientes com Doenca Celiaca da Universidade

de Brasilia.

4.6 PROCEDIMENTOS LABORATORIAS

46.1 COLETA DE MATERIAL PARA ANALISE

As amostras de sangue total dos pacientes foram coletadas por pun¢édo venosa, cerca
de 5 mL, com material novo e descartavel, no Ambulatério de Doenca Celiaca, localizado no
corredor Azul, do Hospital Universitario de Brasilia. O sangue coletado foi distribuido em tubos
evacuados com EDTA como anticoagulante, conforme requisitado na norma H1-A3 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), adotada pelo Centro de Pesquisas em Doenca
Celiaca da Universidade de Brasilia (UnB), local onde as amostras serdo processadas e
armazenadas. Enfatiza-se que todo o material biol6gico (sangue) dos pacientes celiacos esta
estocado no Centro de Pesquisas em Doenga Celiaca da Universidade de Brasilia (UnB).

4.6.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos presentes no sangue, das amostras
armazenadas, utilizando o método Salting Out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988), usando-
se o Kit comercial (lllustraTM Blood genomicPrep Mini Spin, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) obedecendo a todas as recomendacdes do fabricante. Realizado esses
procedimentos, a amostra de DNA passa por uma avaliacdo quantitativa (analise da
concentracdo da amostra por espectrofotometria) e qualitativa (apreciacdo da pureza da
amostra), no aparelho Nanovue Plus (GE Healthcare, UK), por meio de leitura
espectrofotométrica nas DO 260 e 280nm. O parametro para avali¢cdo qualitativa foi a razdo das
densidades odticas (A260/A280), sendo que esse numero deveria ser maior ou igual a 1,8. O
passo seguinte foi 0 armazenamento das amostras de DNA genémico em microtubo de 1,5 mL

estéril e o congeladomento a -20°C.
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4.6.3 PCR QUALITATIVA

A técnica de PCR Qualitativa permite que uma regido do DNA genémico seja
amplificada milhGes de vezes, o que permite um estudo minucioso do acido nucleico citado.
Baseando-se nesse fato, usou-se essa metodologia para avaliacdo do polimorfismo: 894 G/T do
gene eNOS.

As sequéncias de oligonucleotideos que foram utilizadas para avaliar o
polimorfismo eNOS: 894 G/T (regido do exon 7, do gene eNOS) foram (frabricante: IDT
Technologies):

Senso 5'-CCCCTCCATCCCACCCAGTCAATCC-3’

Antisenso 5’- AGGAAACGGTCGCTTCGACGTGCTG -3’ (YU et al., 2006)

As condicdes de termociclagem foram: 95°C por 4 minutos (denaturacdo inicial),
seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 45 segundos, acompanhada de 63 °C por 45
segundos e 72°C por 45 segundos para o anelamento dos oligonucleotideos. Por Gltimo, foi
realizada o processo de extensdo a 72°C por 7 minutos, obtém-se, entdo um fragmento de 151
pb. O equipamento utilizado foi termociclador Techne modelo TC-512.

Em cada reacdo, foi utilizado: 4,0 uL de DNA gendmico na concentracdo de 2,5
ng/uL, descongelado; 3 UL de tampdo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,75 pL de MgCI2
(Fermentas), 2 pL de dNTPs (2,5mM; LGC); 0,4 pL de Tag-Polimerase (Fermentas, 5U/uL);
1 uL de cada oligonucleotideo foward e reverse (10uM); completando com agua Milli-Q para

um volume final de 25 pL por reagéo.

4.6.4 DIGESTAO ENZIMATICA

Realizado a PCR e tendo como produto o fragmento de 151 pb, partiu-se para o
processo de digestdo enzimatica. A enzima usada na digestdo foi a Sau3Al (Jena, USA), sendo
que esse processo foi realizado a 37°C por 2 horas. O alelo 1 (G/G) ndo sofreu clivagem pela
enzima, portanto obteve-se um fragmento de 151 pb. O alelo 2 (T/G) apresentou um novo sitio
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de restri¢do, ou seja, o fragmento de DNA foi clivado em trés fragmentos um de 102 pb, outro
de 49 pb e outro de 151 pb. Ja o alelo 3 (T/T), também apresentou um sitio de clivagem, sendo
o fragmento dividido em outros dois, um de 49 pb e outro de 151. A vista disso, o polimorfismo
pode ser dividido em genotipo de ndo clivagem (GG), heterozigoto (TG) e genotipo de clivagem
(TT).

A montagem do sistema de digestdo utilizados, foi a seguinte: 10,0 pL da PCR,;
2,0uL de tampédo 10x NEB4 (Biolabs); 1 pL de enzima Sau3A1 (10U/uL), completando com
agua Milli-Q para um volume final de 20 pL por reacéo.

Os produtos da digestdo foram submetidos a uma corrida eletroforética em um gel
de agarose a 3%, com brometo de etidio em uma poténcia de 100W por um tempo de 90

minutos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

4.7.1 ESTIMATIVA DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS

As frequéncias genotipicas foram estimadas, usando-se o programa SPSS versao
20.0, por contagem direta, sendo essas expressadas como porcentagem do nimero de alelos.
Além disso, foi aplicado o teste do qui-quadrado, de forma a comparar as distribuicGes das
frequéncias e também realizar associacfes com os alelos, genotipos e haplétipos entre os 2
grupos avaliados (caso e controle). Serdo consideradas associacdes com probabilidades
menores que 5% (P<0,005)
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5 RESULTADOS

5.2 CARACTERISTICAS DOS SUJEITOS

Na TABELA 6 e TABELA 7 estdo descritas caracteristicas dos sujeitos de pesquisa
analisados conforme o grupo. Foi observado que, em relacdo ao sexo, 36 sujeitos do grupo
controle (72,0%) eram mulheres, e que esta distribuicdo percentual ndo era diferente
estatisticamente (P = 0,694) do grupo portador de doenca celiaca, com 34 mulheres (75,6%).
Para a anéalise das caracteristicas quantitativas dos sujeitos, ndo foi observada uma diferenca
significante na proporc¢éo de individuos com relacdo a idade (P =0,299), e, portanto, os sujeitos
do grupo controle e portadores de doenca celiaca, apresentavam, em média, a mesma idade.

TABELA 6 - Distribuicéo da frequéncia e da porcentagem dos grupos estudados (doenca

celiaca e controle) segundo o sexo. Brasilia-DF, 2014.

Grupo

Doenca celiaca Controle Total

N % N % N % pt
feminino 34 75,6 36 72,0 70 73,7

SEXO masculino 11 24,4 14 28,0 25 26,3 0,694

Total 45 100,0 50 100,0 95 100,0
lteste qui-quadrado

TABELA 7 - Estatistica-resumo (média e erro padrao) da idade dos grupos controle e

doenca celiaca.

Grupo
Doenga celiaca Controle Total
Média =0 Media  ET0 Media BN p!
padrdo padréo padréo
Idade 26 2 30 2 28 2 0,299

1Conforme o teste estatistico: teste t de Student
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Na TABELA 8, tem-se a estatistica descritiva de outras caracteristicas dos sujeitos
portadores de doenca celiaca. Foi observado que, o alelo DQA1*05:01 estava presente em 36
sujeitos estudados (80% do grupo caso); o alelo DQB1*02:01, em 95,6%; o alelo DQA1*03:01
em 24,4%; e o alelo DQB1*03:02, em 17,8%. Com isto, ao se descrever o genotipo HLA-DQ,
foi possivel identificar que 75,6% dos individuos possuiam o genétipo DQ2. Outra anotagéo
clinica foi a biépsia do intestino delgado, e, assim, 72,4% dos sujeitos eram portadores de lesdo

destrutiva.

TABELA 8 - Distribuigdo das caracteristicas clinicas (presenca de alelos, Genétipo

HLA-DQ e bidpsia), nos individuos pertencentes aos grupos caso (Doencga celiaca).

Variavel N %
Alelo Presente 36 80,0
DQA1*05:01 Ausente 9 20,0
Total 45 100,0
Presente 43 95,6
DQB1*02:01 Ausente 2 4.4
Total 45 100,0
Presente 11 24,4
DQA1*03:01 Ausente 34 75,6
Total 45 100,0
Presente 8 17,8
DQB1*03:02 Ausente 37 82,2
Total 45 100,0
Gendtipo HLA- DQ2/DQS 3 6.7
DQ
DQ2 34 75,6
DQ8 8 17,8
Total 45 100,0
Biopsia leséo infiltrativa 4 13,8
lesdo hiperplasica 2 6,9
leséo destrutiva 21 72,4
lesdo hipoplasica 2 6,9

Total 29 100,0
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5.3 ANALISE DO GLU298ASP (-894 G/T) NO CROMOSSOMO 7 REGIAO Q35-36

As frequéncias dos polimorfismos estdo apresentadas na TABELA 9. Foi observado
que houve diferenca proporcional entre os grupos em relagdo gendétipo, com P=0,000. Em
relacdo ao genotipo TT, verificou-se que 42,2% dos individuos com doenca celiaca eram
portadores desta informacéo genética, contra a auséncia deste genétipo naqueles do grupo

controle.

TABELA 9 - Distribuicéo das frequiéncias genotipicas do polimorfismo 894 G/T do gene

eNOS nos diferentes grupos (controle e doenca celiaca).

Grupo
Doenca celiaca Controle
N % N % p!
GG 14 31,1% 24 48,0%
TG 12 26,7% 26 52,0% 0,000*
TT 19 42,2% 0 0,0%
Total 45 100,0% 50 100,0%

Teste qui-quadrado; * Associacdo estatistica

Na TABELA 10, tem-se a analise da associacdo estatistica dos dados do genotipo HLA-
DQ e do polimorfismo 894 G/T nos sujeitos. Verificou-se que nao ha associacdo nem para 0s
alelos, nem para o gendtipo HLA-DQ e a presenca do polimorfismo da eNOS estudado

(P>0,05).
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TABELA 10 - Distribuicdo das frequiéncias genotipicas do polimorfismo 894 G/T do gene
eNOS conforme o alelo ou genotipo HLA-DQ(controle e doenca celiaca).

Polimorfismo eNOS

GG TG TT Total
N % N % N % N % pt

presente 12 857 10 833 14 73,7 36 80,0
DQA1*05:01 ausente 2 143 2 167 5 263 9 200 0,656

Total 14 1000 12 100,0 19 100,0 45 100,0

presente 13 929 12 100,0 18 94,7 43 956
DQB1*02:01 ausente 1 7,1 0 0,0 1 53 2 4,4 0,661

Total 14 1000 12 100,0 19 100,0 45 100,0

presente 1 7,1 4 333 6 316 11 244
DQA1*03:01 ausente 13 929 8 66,7 13 684 34 7506 0,191

Total 14 1000 12 100,0 19 100,0 45 100,0

presente 0 0,0 2 167 6 316 8 17,8
DQB1*03:02 ausente 14 1000 10 83,3 13 684 37 822 0,064

Total 14 1000 12 1000 19 100,0 45 100,0

DQ2/DQ8 1 7,1 2 16,7 O 0,0 3 6,7
DQ2 13 929 8 66,7 13 684 34 7506 0,778

DQ8 0 0,0 2 167 6 316 8 178

Total 14 1000 12 100,0 19 100,0 45 100,0

Teste qui-quadrado

GENOTIPO

Por outro lado, quando avaliado a associacdo das informacfes genéticas de 29 sujeitos
e o resultado da biopsia foi possivel constatar que apenas a presenca do alelo DQB1*02:01

pode estar associada com o resultado da bidpsia encontrado, com P=0,023 (TABELA 11).
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TABELA 11 - Distribuicdo das frequiéncias genotipicas do polimorfismo 894 G/T do gene

eNOS, dos alelos e do Genotipo HLA-DQ conforme o resultado da biopsia.

Biopsia
leséo lesdo leséo leséo
infiltrativa hiperplasica  destrutiva  hipoplésica Total
N % N % N % N % N % pt

Polimorfismo GG 1 250 1 50,0 8 381 1 50,0 11 37,9
Enos TG 2 500 1 500 4 190 0 00 7 241 0,694

TT 1 250 0 00 9 429 1 50,0 11 37,9

Total 4 1000 2 100,0 21 100,0 2 100,0 29 100,0
DQA1*05:01 Presente 2 50,0 2 100,0 17 81,0 1 50,0 22 75,9

Ausente 2 50,0 0 00 4 190 1 500 7 24,1 0,373

Total 4 1000 2 100,0 21 100,0 2 100,0 29 100,0
DQB1*02:01 Presente 3 75,0 2 100,0 21  100,0 1 50,0 27 93,1

Ausente 1 250 0 00 O 00 1 500 2 69 0023+

Total 4 100,0 2 100,0 21 1000 2 100,0 29  100,0
DQA1*03:01 Presente 0 00 1 50,0 5 238 1 50,0 7 24,1

Ausente 4 1000 1 50,0 16 76,2 1 50,0 22 75,9 0,434

Total 4 100,0 2 100,0 21 1000 2 100,0 29  100,0
DQB1*03:02 Presente 0 00 O 00 3 143 1 50,0 4 13,8

Ausente 4 100,0 2 100,0 18 857 1 50,0 25 86,2 0,366

Total 4 1000 2 100,0 21 100,0 2 100,0 29 100,0
Genotipo DQ2/DQ8 0 00 1 50,0 2 95 0 00 3 10,3
HLADQ  po2 4 1000 1 500 16 762 1 500 22 759 g3

DQ8 0 00 0 00 3 143 1 500 4 13,8

Total 4 100,0 2 100,0 21 1000 2 100,0 29  100,0

Teste qui-quadrado; * Associacio estatistica




47
Discussdo

6 DISCUSSAO

O estudo de polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) sdo de grande
importancia para o delineamento de tratamentos e medidas de prevencao de doencas (CHEN
et al., 2011). Os SNPs tem uma incidéncia de 1% na populacdo mundial e essas variantes
genéticas sdo influenciadas por muitos fatores, tais como a etnia e meio ambiente (LUAN et
al., 2013).

O presente estudo foi um delineamento caso-controle, o qual comparou a frequéncia
do polimorfismo pontual Glu298Asp (-894 G/T) no cromossomo 7 regido g35-36. Tendo essa
comparacao como base foi possivel confrontar dados como prevaléncia do polimorfismo -894
G/T em pacientes celiacos, a independéncia do Glu298Asp dos alelos ods genes HLA-DQ.

A prevaléncia de DC, como ja foi explanado, é maior em pacientes mulheres podem
chegar a ser 1,5 a 2 vezes maior que nos homens, contudo essa predominancia vai caindo
quando os individuos apresentam uma idade acima de 65 anos (DI SABATINO; CORAZZA,
2009; FASANO; CATASSI, 2012; THOMAS et al., 2009). Esse dado é de suma importancia
para esse estudo ja que TABELA 6 aponta que em um grupo de 95 individuos 11 sdo homens
celiacos, o gque resulta em uma prevaléncia de aproximadamente 12%, ja as mulheres celiacas
totalizam 34 pacientes, implicando em uma prevaléncia de 36%. Portanto, é possivel confirmar
a maior prevaléncia da enteropatia em mulheres, ja que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos de caso e controle.

Outro dado observado foi que o alelo DQA1*05:01 estava presente em 36 sujeitos
estudados (80% do grupo caso); o alelo DQB1*02:01, em 95,6%; o alelo DQA1*03:01 em
24,4%; e 0 alelo DQB1*03:02, em 17,8%. Portanto, 75,6% dos apresentam um gendtipo HLA-
DQ2, 6,7% DQ2 e DQ8 e 17,8% s6 DQ8. Segundo outros estudos realizados, cerca de 95% dos
pacientes celiacos apresentam em seu genoma DQ2, mais especificamente os alelos
DQA1*05:01, DQB1*02:01, DQA1*05:05 e DQB1* 02:02, e de 2 a 4% apresentam 0 gene
DQ8 (alelos DQA1*03:01 e DQB1*03:02), sendo que todos esses expressam 0S sinais e
sintomas de DC de alguma forma (FALLANG et al., 2009; HEYMAN, 2014; WOLTERS;
WIJMENGA, 2008). Portanto, esse estudo comprova que 0s genes DQ2 estdo mais presentes e
indicam uma predisposi¢do maior a DC.

Além disso, foi observado no grupo controle que as lesdes histoldgicas destrutivas
estavam em maior frequéncia entre os pacientes celiacos, cerca de 72,4% dos 29 avaliados

apresentavam essa lesdo (TABELA 8). Esses ferimentos sdo caracterizados pela atrofia
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vilositéria e hipertrofia das criptas e, juntamente com a lesdo hiperplasica, sdo parametros para
confirmagdo de quadro de DC (HUSBY et al., 2012). A segunda lesdo que teve maior
frequéncia foram as infiltrativas (13,8% dos pacientes apresentaram essa lesdo), esse ferimento
pode estar presente em varias doencas ulcerativas, contudo, caso 0 paciente apresente algum
alelo HLA-DQ?2 e/ou DQ8, os parametros soroldgicos e a sintomatologia do paciente devem
ser acompanhados e a dieta livre de gluten deve ser indicada quando necessario.

Outro ponto a ser explicado, é a independéncia do polimorfismo dos genes HLA,
comprovada pela inexisténcia de relacdo estatistica entre os diferentes perfis genotipicos do
gene eNOS e os alelos HLA-DQ2 e DQ8, conforme mostra a TABELA 10. Os genes DQ2 e
DQ8 séo responsaveis por codificar as cadeias alfa e beta do Complexo de histocompatibilidade
do tipo 2 (MHC 2), que esta presente principalmente na superficie das células apresentadoras
de antigeno. A relacdo desses genes com DC é que eles aumentam a afinidade da gliadina pelos
seguintes compostos: gliadina, tTG e pelo complexo gliten-tTG. A partir desse ponto se
desenvolve toda a resposta imunopatoldgica da enteropatia. Tudo isso ira culminar com a
eclosdo de DC (ABADIE et al., 2011). O polimorfismo estudado esta relacionado a uma
isoforma de enzima produtora de oxido nitrico, a eNOS. O polimorfismo Glu298Asp no gene
eNOS esta mais relacionada ao efeito pro inflamatério, a alteragdes vasculares, permeabilidade
epitelial e adeséo celuar do que com a imunogénese da doenga (FARRELL; BLAKE, 1996).
Outro ponto que reafirma essa independéncia é o fato da eNOS e dos genes HLA-DQ é que
esses genes se encontram em diferentes cromossomos, sendo que um estad no cromossomo 7 e
outro no 6, respectivamente.

As variantes formas de eNOS, provindas da substituicdo do &cido glutdmico
(sintetizado pelo gendtico da eNOS néo clivado pela enzima de restricdo) pelo acido aspartico
(codificado pelo gendtipo de clivagem e heterozigoto da eNOS), estdo relacionadas a
disfungdes endoteliais. As enzimas ricas em aspartato podem ser mais facilmente clivadas e
sofrer proteodlise, o que diminuira a producdo de oxido nitrico (YU et al., 2006). Outra
informagdo importante é que o oxido nitrico tem o papel de regular as moléculas de adeséo
celular, tais como ICAM-1, VCAM-1, MadCAM-1. Essas moléculas estdo muito relacionadas
a inflamacdo cronica, principalmente por induzir a recrutamento, a adesao e 0 extravasamento
de leucdcitos para o tecido inflamado. Além disso, 0 NO tem por outras fungdes a inducao de
relaxamento muscular e inibicdo da agregacdo plaquetaria. Portanto, é possivel afirmar que o
oxido nitrico possui uma atividade anti-inflamatéria (MATSUSHITA et al., 2001; OKANIWA
etal., 2014).
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Vérios estudos apontam a correlacdo entre as colites, colite ulcerativa e doenca
celiaca com as moléculas de adesdo (BRISKIN et al., 1997; SOUZA et al., 1999) A expressao
da ICAM-1, VCAM-1 e MadCAM-1 é induzido por TNF-a e inibido pelo éxido nitrico. A
eNOS ganha importancia quando se sabe que estd enzima esta distribuida por todo endotélio
vascular o que significa que ela é responsavel por grande parte da producdo de 6xido nitrico
(FARRELL; BLAKE, 1996). Outras teorias apontam ainda que essa isoforma da 6xido nitrico
sintetase esta presente também dentro de eritrocitos, o que é suma importancia para uma reacao
anti-inflamatoria, ja que nos locais inflamados se tem uma grande concentracéo de eritrocitos
(CORTESE-KROTT etal., 2012).

Embasando-se em todas as teorias supracitadas, é possivel afirmar que os pacientes
cujo o gendtipo € TG ou TT no cromossomo 7 regido 35-36, posicdo 894, apresentam
disfuncdo na producdo de 6xido nitrico pela eNOS, ja que os alelos em questdo codificam o
aspartato expdem a enzima éxido nitrico sintetase a protedlise, levando consequentemente a
um maior recrutamento, adesdo e extravasamento de leucdcitos para intestino delgado, no caso
da Doenca Celiaca. Conforme mostrado na TABELA 9, o alelo TT teve uma frequéncia de
42,2% em pacientes com DC e 0% nos pacientes controle, ou seja, € mais comum encontrar
uma DE nos pacientes celiacos do que em pacientes sem doencas crénicas. Para a confirmacéo
dessa disfuncdo endotelial os celiacos poderiam ser submetidos a outros exames, como por
exemplo a ecografia das carétidas. Portanto, é possivel afirmar, com base na frequéncia alélica
de TT, que a reacdo anti-inflamatéria induzida pela producdo basal de NO é inibida em
pacientes com DC e as reacBes inflamatorias mediadas pelas moléculas de inducdo séo
enfatizadas, o que caracteriza reacdes cronicas e exacerbadas induzidas pela isoforma iNOS.

Outros estudos relacionaram os polimorfismos da eNOS com doengas cronicas.
Ainda neste ano OKANIWA, et. Al., comprovou que o polimorfismo -786 (C/T) esta
correlacionado com colite ulcerativa, ja que 86,5% do grupo de pacientes estudados apresentou
em seu genotipo um alelo, que segundo essa pesquisa diminui em 40% a producao de NO pela
isoforma endotelial das 6xido nitrico sintetase (OKANIWA et al., 2014). Existem teorias ainda
que apontam o alelo GG do polimorfismo Glu298Asp como predisponente para a Doenga
Alzheimer (AZIZI et al., 2010; HUA et al., 2014). Além disso, estudo comparativos etnicos,
comprovaram que o alelo TT, do polimorfismo aqui estudado, tinha uma frequéncia maior em
pacientes com algum tipo de nefropatia induzida por diabetes, provindos da Asia ou Europa
(ZHOU; XU; YIN, 2013). Ademais, um estudo realizado aqui no Brasil ndo correlacionou a

predisposi¢do ao Lupus eritematoso e o polimorfismo Glu298Asp (MUCENIC et al., 2009).
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Existem poucos estudos correlacionando o gene estudado com alguma doenga intestinal
crénicas, como por exemplo Doenga Celiaca (OKANIWA et al., 2014).

Um dado também muito relevante esta explicito na TABELA 11, uma associagédo
estatistica ente o alelo DQB1*02:01 e a bidpsia, ou seja, esse alelo pode estar associado com 0
resultado da biopsia encontrado. Porém ndo foi encontrado nada na literatura que comprove

essa associagéo.
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7 CONCLUSAO

Verificou-se, no presente estudo, que a distribuicdo do polimorfismo genético no
exon 7 do gene eNOS em sujeitos com doenca celiaca, comparados com o grupo controle teve
relevancia estatistica. O alelo TT estava presente somente no grupo caso, sendo que no grupo
controle essa distribuicdo génica ndo apareceu. 1sso pode explicar o fato dos pacientes terem
uma doenca inflamatoria crénica, ja que esse alelo tem como consequéncia a diminuicdo na
producdo de NO basal, que tem um efeito anti-inflamatorio.

N&o observou-se nenhuma interacéo estatistica entre a frequéncia de Glu298Asp,
com as lesdes intestinais ou com o perfil genotipico HLA-DQ, o que ja era esperado, ja que o
perfil esta relacionado a imunogénese de DC e as lesdes se envolvem com a dieta que o paciente
estd fazendo, além da localizacdo do genoma ser diferente.

Portanto, o estudo do polimorfismo dessa pesquisa merece uma maior atencéo, ja
que esse marcador genético pode estar envolvido na predisposicdo para a enteropatia. Para
confirmar esse elo, se faz necessario uma amostragem maior, o que pode levar a obtencdo de
dados mais consolidados e a ado¢do deste marcador como auxiliar no diagndéstico de DC. Além

disso, com essa informacao pode se definir um novo esquema terapéutico da doenca.
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ANEXO A - Aprovacao do projeto pelo comité de ética em pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude (CEP-FS).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo e utilidade dos biomarcadores ndo invasivos, REG1 alfa, & IFABP no
monitoraments da destruigdo e regeneragéo do epitélic intestinal em pacientes
celiacos antes & depois da dieta sem gliten

Pesquisador: ROSA HARUMI UEMNISHI

Area Tematica:

Versio: §

CAAE: 183855513.3.0000.0030

Instituigdc Proponente: FACULDADE DE SAUDE -FS
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

MNimero do Parecer: 527 860
Data da Relatoria: 081072014

Apresentagio do Projeto:

Apresentazdo | Sumario do Projsto:

“A Doenga Celiaca (DC) & uma enteropatia imunomediada e ocorre em individuos geneticamente
predispostos sensibilizados permanentemente pelo gliten (trigo,cevada e centeio), sendo o tratamento
eficiente a exclusdo total do gliten da dieta. Pele critéric de ESPGHAMN {European Society of Pediatric
Gastroenterclogy, Hepatology And Mutrtion) estipulades em 2012 o diagnéstico da DC & estabelecida
mediante realizagdo de exames sorologicos especificos como a investigagio de anticorpos Igh-
antiransglutaminase (lgA-{TG e Igh-antiendomisio (IgA-EMA), de exame genético, a apresentagao clinica, a
bigpsia intestinal jejunal & a melhora clinica com o inicio do tratamento. A ESPGHAN de 2012 recomenda a
realizac3c de exames apds o inicio do tratamento. o soroldgicos I1gA-TG e bidpsia jejunal apds um ano do
inicio do tratamento. O pesquisador Vives-Pi e colaboradores propuseram a realizagdo de um novo
biomarcador, que possa verificar o nivel da proteina REG 1 alfa (Regenerating Gene tipe 1 alfa) expresso
durante ¢ processo de regeneragdo da mucosa tecidual ante destruigdo efetuada pelo mecanismo
fisiopatelégice da DT sem o usc de meios invasivos. Pois os marcadores IgA-tTG e IgA-EMA n3o s3o
capazes de revelar a regeneragan da parede intestinal com o inicio do tratamento. consequentemente
necessita de realizagdo de nova bidpsia jejunal para este fim. A proteina IFABF
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Balrre:  Aza More CEP: 70.340-300
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{Intestinal Fatty Acid Binding Protein) exclusive da parede intestinal, & detectada em nivel sérico quando
ocofme 3 destruicdo da parede intestinal.”

METODO: Trata-se de um estude observacional analitico de caso-controle para testar os biomarcadores
REG1 affa e IFABP em coorte de pacientes portadores de DC. Sera feita uma analise sorolégica de REG1
alfa, IFABP e IgA-tTG pelo método imunoenzimatico (ELISA) e a IgA-EMA pele método de
imunoflucresceéncia indireta em cortes criostaticos de esdéfago de primata. Sera empregado o Odds-ratio

(OR) ou a razde de produtos cruzados em gue avaliara a chance de exposigio dos grupos envolvides nesta

pesquisa. Serdo recrutados 300 participantes (150 para o estudo do caso e 150 para o grupo controle).

Analise do material: O material coletado sera estocado a -20° C até seu use e analisados no Centro de
Estudes da Doenga Celiaca. Os exames soroldgicos 1gA-tTG, REG1 e IFABF serde mensurados pelo teste
imunocenzimatico (ELISA) & o IgA-EMA pelo exame de imuncflucrescncia indireta em cortes criostaticos de

. . \ __— - . . . .
esofago de primata. Apos a realizagao dos exames sorologicos o soro sera encaminhade para incineragao.

As analises do material e dos resultados serdo realizadas no Centro de Estudos da Doenga Celiaca (Salas
B1-04/12 FS/FM - UnB). Todos os equipamentos necessarios j3 existem no laboratdrio, o que garante 3
exequibilidade técnica e econdmica do projeto. Os kits comerciais para a realizag3o dos testes
imunoenzimaticos (ELISA) dos exames de IgA-iTG, REG1, antiREG1 e IFABP e também do exame de
imunofluorescéncia indireta IgA-EMA serdo adguiridos com recursos do proprio laboratario. Os custos
estimados s3o de RS RS 0.800.00.

Critério de Inclusio: Para compor o grupo de Cases, ser3o convidados a participarem da pesquisa os
pacientes portadores de DC acompanhados pela equipe médica do Ambulatoro de Doenga Celiaca do
Hospital Universitario de Brasilia. O grupo Controle sera formado por parentes dos pacientes diagnosticados
com DC, assintomaticos e com sorologia negativa.

Critério de Exclusdo:

Em ambes os grupes (Casos e Controles), os individuos que apresentem doengas autoimunes, lesdes

dermatoldgicas extensas, problemas relacionadas com a degeneragio neural,

Objetive da Pesquisa:

"Objetve Geral:

Dreterminar o nivel de REG1 & IFABF como mecanismo de monitoramento da destruigio & regeneragio dos
enterdcitos em pacientes portadores de DC.

Proposicdo da Emenda: Pesquisar além dos marcadores REG1 alfa e IFABFP, a presenca de polimorfismo
de duas proteinas MCP-1 e CCL-2 envolvidas com inflamacdo epitelial, nas mesmas amostras do projeto.
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Continuscio do Parscer BIT.B28

Objetivos Especificos:

a) Comparar os niveis dos marcadores sorologicos IgA-TS e IgA-EMA, em pacientes celiacos no momento
de diagnestico com os niveis de REG1 e IFABP.

b} Comparar os niveis dos marcadores sorclogicos Igh-tTG e IgA-EMA, em pacientes celiacos apos no
minima de um ano de tratamento com dieta sem ghiten, com os niveis de REG1 & IFABP."

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

“Avaliacio dos riscos e beneficios:

A coleta de sangue sera efetuada em ambiente hospitalar (3 ml) &, executada por técnicos de laboratario
especializados para este fim, desta forma, minimiza-se o risce do procedimento.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Resultados Esperados:

A possibilidade de monitorar os pacientes portadores de DC de forma ndo invasiva sem a necessidade de
bidpsia endoscopica jejuna

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

TCLE.doc - postado em 15/00/2014

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pendencias do TCLE foram atendidas.

O projeto se encontra em conformidads com a Resclugdo CMNS 4682012 e suas complementares.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em acordo com a Resolugdo 465/12 CNS, itens ¥.1.- 3.b. e X1.2.d, os pesguisadores responsdveis deverdo

apresentar relatories parcial semestral & final do projeto de pesquisa, contades a partir da data de
aprovagio do protocolo de pesquisa.

Enderego: Faculdade de Clénclas da Sadde - Campus Darcy Ribein
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UF: DF Munlolplo: ERASILIA
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{Coordenador)
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ANEXO B - Ficha de ldentificacdo dos Pacientes que participaram da
pesquisa

Ficha de identificacdo dos participantes da pesquisa: Polimorfismo genético eNOS -
Glu298Asp (-894 G/T) do associado a Doenca Celiaca.

Nome do participante:
Idade:

Sexo: [1Masc. [1Fem.
Estado Civil:

Data do registro da enteropatia:

Realizou Biopsia, para confirmacdo de diagnostico: [ Sim [ Néo
e Sesim, qual a classificacdo Marsh: (1 M1 [1 M2 [1 M3 [1 M4
Realizou teste para genotipagem de HLA-DQ? [J Sim [J Néo
e Se sim, qual dos seguintes genes apresenta no perfil genotipico? [ DQ2 [1 DQ8

1 DQ2/DQ8

o Se DQ2, quais dos seguintes alelos se apresenta no perfil genotipico?
() DQA1*05 [ DQB1*02

o Se DQ8, quais dos seguintes alelos se apresenta no perfil genotipico?
[1 DQA1*03 (1 DQB1*03:02

o Se DQ2/DQ8, quais dos seguintes alelos se apresenta no perfil genotipico?
[1 DQA1*05 [1 DQB1*02 [1 DQA1*03 [1 DQB1*03:02
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ANEXO C —Termo Livre e Esclarecido (TCLE) de todos os participantes da

i

Universidade de Brasilia

pesquisa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O (a) Senhor(a) estd sendo convidado(a) a participar do projeto: Avaliacdo e utilidade
dos biomarcadores ndo invasivos, REG1 alfa, e IFABP como novo mecanismo de
monitoramento da destruicéo e regeneracdo do epitélio intestinal em pacientes celiacos antes e
depois da dieta sem glaten. E a presenca de polimorfismo de uma proteina eNOS, envolvidas
com inflamacdo do epitélio intestinal.

O objetivo desta pesquisa é: analisar um novo exame soroldgico REGL1 alfa e IFABP
para verificacdo de destruicdo e regeneracao da mucosa intestinal biépsia em pacientes celiacos,
além da presenca de polimorfismo da proteina eNOS .

O (a) Senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ndo aparecerd sendo mantido o mais rigoroso sigilo
através da omissdo total de quaisquer informacdes que permitam identifica-lo(a).

A sua participacdo sera através de uma Unica coleta de 6 ml de sangue do antebraco,
com risco minimo para o paciente, pois sera feita por técnicos de laboratério especializados e
com uso de material descartavel no Hospital Universitario de Brasilia no mesmo dia em que
concordar em participar da pesquisa.

Informamos que o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar
da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacdo
é voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracéo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia podendo ser
publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do
pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apds isso serdo destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer davida em relagdo a pesquisa, por favor telefone para:
Dr(a). Rosa Harumi Uenishi na Universidade de Brasilia telefone: 3107-1989 no horario
comercial.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia. As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os
direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1947 ou do e-
mail cepfs@unb.br.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel
e a outra com o sujeito da pesquisa.
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Anexos

Conforme previsto na Resolucdo 466/12 item IV.3, subitens g e h, e IV.4, subitem c,
caso corra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo poderei ser devidamente
indenizado, conforme determina a lei.

Nome / assinatura

Izabel Cristina Rodrigues da Silva

Pesquisador Responséavel

Brasilia, de de




