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Resumo 

O sistema imune do trato gastro-intestinal é um sistema complexo que tem a função de 

autoproteção contra invasão de potenciais patógenos e é permissivo a produtos de digestão com 

alto poder imunogênico. Um grande número de patologias atinge este órgão, dentre elas, as de 

origem autoimune como a doença celíaca, a doença de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU), 

estas duas últimas chamadas de doenças inflamatórias intestinais (DII) 

Apesar de clinicamente distintas, estas doenças parecem ter um background genético em 

comum, uma vez que ambas já foram assciadas a região de HLA e a genes que controlam as 

reações imunológicas mediadas por células, principalmente por células T. Além disso, algumas 

doenças autoimunes como diabetes tipo 1, espondilite anquilosante e doença de Graves têm 

incidência aumentada tanto em celíacos quanto em pacientes com DII. 

Nosso trabalho teve como objetivo analisar os polimorfismos do gene NOD2/CARD15, do 

gene MDR-1, do gene CTLA-4 e os haplótipos de HLA DQ2 e DQ8 no intuito de avaliar se tais 

marcadores estão associados com uma susceptibilidade comum a estas doenças. Além disso, 

desenvolvemos uma técnica baseada em mini-sequenciamento para tipagem dos haplótipos DQ2 e 

DQ8, de baixo custo, rápida e automatizável, podendo assim ser utilizada em laboratórios clínicos 

para triagem populacional ou auxílio diagnóstico além de uma técnica de extração de DNA 

proveniente de papel usado no teste do pezinho que possa ser utilizada em conjunto com a técnica 

de tipagem de HLA. 

Nossos resultados mostraram que os polimorfismos do gene NOD2/CARD15, do gene MDR-

1, do gene CTLA-4 e os haplótipos de HLA DQ2 e DQ8 parecem não estar associados a 

predisposição genética à DII. Entretranto, estes mesmos polimorfismos podem influenciar na idade 

de manifestação da mesma. 

Os polimorfismos do gene NOD2/CARD15, do gene MDR-1 e do gene CTLA-4 não se 

mostraram associados à predisposição genética à doença celíaca, nem parecem influenciar na 

idade de manifestação da mesma. Entretanto, os haplótipos DQ2 e DQ8 mostraram-se altamente 

freqüentes em celíacos, confirmando assim os dados da literatura. 

A técnica de extração de DNA, assim como a técnica para a identificação dos haplótipos 

DQ2 e DQ8 desenvolvidas em nosso trabalho, mostraram-se confiáveis, reprodutíveis e 

automatizáveis, tendo assim um provável uso em laboratórios clínicos. 
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Abstract 

The immune system of the gastrointestinal tract is a complex system that has 

autoprotection function against invasion of potentials pathogens, whereas is permissive 

digestion  products with high immunogenic value. A great number of pathologies reaches this 

organ, among them, the ones with autoimmune origin, such as celíac disease, Crohn disease 

(CD) and ulcerative colitis ulcerative (UC), the last two also called inflammatory bowel diseases 

(IBD).  

In spite of being clinically different, CD and UC seem to have a genetic background in 

common, since both were already associated to the HLA region and to genes that control the 

cell-mediatted immunological reactions, mainly by T cells. Moreover, some autoimmune 

diseases such as diabetes type 1, espondilitis anquilosantis and Grave’s disease are common in 

celiac patiens and in patients with IBD.  

Our study aimed to analyze polymorphisms of the genes NOD2/CARD15, MDR-1, CTLA-

4 and of the DQ2 and DQ8 haplotypes in order to evaluate if such markers were associated to a 

common susceptibility to such diseases. We were also able to develop a technique based in 

primer extension for typing of the DQ2 and DQ8 haplotypes, with low cost, fast results and wih a 

possibility for to automation, to be used in clinical laboratories for population screening or to aid 

diagnosis. It is also our goal to develop a technique of extracting DNA from the same kind of 

paper used in the neonatal screening, which can be used together with the technique of HLA 

typing.  

Our results pointed out that genes NOD2/CARD15, MDR-1, and CTLA-4’s 

polymorphisms and HLA DQ2 and DQ8 seem not to be associated to genetic predisposition to 

IBD. However, these polymorphisms were able to influence the age onset of these diseases.  

The results were not able to find an association between gene’s polymorphisms 

NOD2/CARD15, MDR-1 and CTLA-4’s polimorphisms with genetic predisposition to celiac 

disease, nor do these polymorphisms seem to influence the age of onset of this disease. 

Nevertheless, DQ2 and DQ8 haplotypes were found frequently in celíac patiens, confirming 

current literature data.  

The technique for the identification of DQ2 and DQ8 haplotype, developed in our work 

proved to be reliable, and could potentially be used in clinical laboratories.  
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1. Introdução 

 

O sistema imune do trato gastro-intestinal é um sistema complexo que tem a função de 

autoproteção contra invasão de potenciais patógenos e é permissivo a produtos de digestão 

com alto poder imunogênico, assim como a própria microbiota. Apesar disso, um grande 

número de patologias atinge este órgão, como, por exemplo, as patologias que envolvem 

distúrbios nos mecanismos imunológicos fundamentais (JAMES, 2005). 

Entre as principais doenças de origem autoimune que afetam o trato gastro-intestinal 

podemos citar três, levando em conta o número de pessoas afetadas em todo o mundo e 

também as severas conseqüências para os pacientes: a doença celíaca, a doença de Crohn 

(DC) e a retocolite ulcerativa (RCU), estas duas últimas chamadas de doenças inflamatórias 

intestinais (DII). Mesmo sendo entidades clínicas bem distintas, de maneira interessante, vários 

estudos demonstram uma relação entre essas doenças do ponto de vista de predisposição 

genética, uma vez que ambas já foram associadas a região de HLA e ao gene CTLA-4, e de 

incidência mútua, sendo que a incidência de DII entre os indivíduos celíacos é maior que na 

população de um modo geral (COTTONE et al., 2003; YANG et al., 2005; LEEDS et al., 2007;) 

 

1.1  Doença celíaca 

 

A doença celíaca é uma enteropatia sensível ao glúten ou, como é mais conhecida, é 

uma doença inflamatória autoimune que acomete o intestino, precipitada por ingestão de glúten, 

um componente do trigo, em indivíduos geneticamente susceptíveis. Nesses pacientes ocorre 

uma destruição da mucosa intestinal (Figura 1), principalmente da parte proximal do intestino 

delgado, causando um quadro de má absorção intestinal, o que gera sintomas e achados 

clínicos secundários, como desnutrição crônica (Figura 2) (DICKIE et al., 1953; SCHUPPAN, 

2002).  

 

 

 

 

 

A 

B 

Figura 1. Achado histológico típico em paciente com doença 
celíaca. A - vilosidades intestinais íntegras e B – vilosidades 
intestinais com achatamento, provocado pela destruição das 
vilosidades. 
Fonte - DAVID A. NELSEN JR in Gluten-Sensitive 
Enteropathy (Celiac Disease): More Common Than You Think 
Am Fam Physician 2002;66:2259-66,2269-70. 
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O pediatra alemão Willem Dicke foi o primeiro pesquisador a descrever a doença celíaca 

como uma doença causada por componentes da alimentação, quando identificou que alguns 

pacientes tiveram um melhora significativa do quadro clínico durante o período em que 

estiveram nos campos de batalha da Segunda Guerra Mundial, período este em que os 

indivíduos passaram por escassez alimentar. Surpreendentemente esses pacientes pioraram o 

quadro clínico ao retornarem dos campos de batalha e retomarem a dieta normal. Devido a 

essas observações, este mesmo pesquisador concluiu que proteínas derivadas do glúten eram 

as responsáveis pelos sintomas típicos da doença celíaca, que são diarréia, desnutrição, 

retardo no crescimento e inflamação no intestino delgado, além de esteatorréia, dermatite 

herpetifome, aborto, etc. (DICKIE et al., 1953; SCHUPPAN, 2002; FARREL et al., 2002; JABRI 

et al., 2006). 

 

1.1.1 Genética 

 

Existe uma forte associação da doença celíaca com susceptibilidade genética, sendo 

75% a taxa de concordância da doença entre gêmeos idênticos (GRECO et al., 2002). 

É importante salientar o fato de que parentes de primeiro grau de pacientes com biópsia 

positiva para doença celíaca têm aproximadamente 4% a 12% de probabilidade de desenvolver 

a doença. Os parentes de segundo grau também possuem maior probabilidade de desenvolver 

a doença do que a população em geral. Além disso, sabe-se que pacientes com diabetes 

Figura. 2: Desnutrição provocada pela doença celíaca. Em A, paciente com quadro de desnutrição 
crônica. Em B, mesmo paciente mostrando recupareção do quadro de desnutrição seis meses 
após retirada do  glúten na alimentação.  
Fonte - Dr. Stephen Malnick, Kaplan Medical Center, Rehovot, Israel & Perkin Elmer - Finlândia 

A B 
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mellitus tipo 1 tem prevalência de doença celíaca na faixa de 3% a 8%. Em pacientes com 

Síndrome de Down, a prevalência de doença celíaca chega a ser de 5% a 12%. Além disso, a 

doença celíaca está associada com a síndrome de Turner, a síndrome de William’s, a doença 

de Addison, a deficiência de IgA e várias desordens autoimunes (COLLIN et al., 2002; O’LEARY 

et al., 2002). 

Vários trabalhos indicam uma forte associação entre a doença celíaca e a região de HLA 

(Antígeno Leucocitário Humano) (TOSI et al., 1986; SACHS et al., 1986, LOUKA & SOLLID, 

2003, BOURGEY et al., 2007). A região de HLA é um cluster de genes presentes no 

cromossomo 6 que codificam glicoproteínas encontradas na superfície da maioria das células. 

São essas proteínas que auxiliam o sistema imunológico a distinguir o que é próprio do 

organismo (por exemplo, células beta do pâncreas) do que é exógeno (por exemplo, proteínas 

de vírus e bactérias) (BELL et al., 1985, KORMAN et al.,1985, ERLICH et al., 1986). 

 Os genes de HLA codificam proteínas do chamado “complexo maior de 

histocompatibilidade” ou MHC. Existem duas classes principais de proteínas MHC: o MHC de 

classe I, presente no interior das células, e o MHC de classe II, expressas na superfície celular. 

Em teoria, as células do sistema imunológico, em especial as células T, auxiliadas pelas 

proteínas codificadas por genes de HLA, deveriam ligar-se apenas a proteínas exógenas. 

Entretanto, em algumas ocasiões, essas células acabam ligando-se a proteínas próprias do 

organismo, ocasionando as chamadas doenças autoimunes, como diabetes tipo 1 (BELL et al., 

1985, KORMAN et al., 1985, ERLICH et al., 1986). 

A doença celíaca é restrita a populações que possuem os fenótipos de HLA DQ2 e DQ8, 

comumente encontrados na Europa, Índia, norte da África, América do Norte e em populações 

miscigenadas como a brasileira (GRECO et al., 2002), sendo que 95% dos pacientes possuem 

o fenótipo DQ2, codificado pelos alelos DQA1*0501 e DQB1*0201, e uma pequena 

porcentagem possuem o fenótipo DQ8, codificado pelos alelos DQA1*0301 e DQB1*0302 

(KARREL et al.,2003; MAZZARELLA et al., 2003; BOURGEY et al., 2007). A freqüência desses 

alelos em indivíduos não celíacos varia de população para população, sendo em média 30% a 

freqüência encontrada para o haplótipo DQ2, e 4% a 10% para o haplótipo DQ8 (BOURGEY et 

al., 2007).  

Testes in vitro mostram que peptídeos antigênicos do glúten, principalmente os ricos em 

prolina, quando ligados à moléculas de HLA-DQA1*0501/B1*0201 estimulam células T de 

pacientes com doença celíaca (MAZZARELLA et al., 2003, HENDERSON et al.,2007; KIM et 

al., 2004). A associação do HLA com a doença celíaca pode ser explicada pela maior habilidade 

dos haplótipos DQ2 e DQ8 em se ligar a estes peptídeos ricos em prolina, que não foram 



 17
 

totalmente digeridos pelo sistema gastrointestinal e que foram desaminados pela enzima 

transglutaminase tecidual (MAZZARELLA et al., 2003, HENDERSON et al.,2007; KIM et al., 

2004). 

 Apesar da forte associação do sistema HLA na doença celíaca, sabe-se que os 

haplótipos DQ2 e DQ8 são necessários, mas não suficientes para causar a doença. Outros 

genes, fora do sistema HLA, foram descritos como possíveis genes associados ao surgimento 

da doença (KING et al., 2002; MORA et al., 2003; SUSI et al.,2001; AMUNDSEN et al., 2004).  

A região CD28/CTLA1/ICOS, presente no cromossomo 2q33 (CELIAC3) tem sido 

identificada como fator de predisposição à doença celíaca em diversas populações estudadas 

(KING et al., 2002; MORA et al., 2003; AMUNDSEN et al., 2004). 

Esses três genes estão envolvidos diretamente na regulação da resposta imune 

mediada por linfócitos T, exercendo um papel de modulador da resposta imune. O fato de a 

ativação pelo glúten das células T presentes nas mucosas ser fator crítico no desenvolvimento 

da doença, faz com esta região seja forte candidata à susceptibilidade à doença celíaca. As 

evidências de associação entre a região CD28/CTLA-4/ICOS têm sido obtidas principalmente 

de estudos de associação e dados de estudos de ligação (AMUNDSEN et al., 2004). Dentre 

esses genes, o CTLA-4, apresenta-se como um dos mais importantes na susceptibilidade 

genética às doenças imunes medidas por células T, como o diabetes tipo 1, doença de Graves 

e doença celíaca (ABE et al., 2001; MORA et al., 2003, ZALLOULA et al., 2004). 

Vários polimorfismos foram descritos nesta região (Figura 3), sendo que dentre estes 

destacam-se a transição de uma adenina para uma guanina (A→G) na posição 49 no primeiro 

exon do gene CTLA-4 e um microssatélite do tipo (AT)n na extremidade 3´ do mesmo.  Apesar 

de ambos polimorfismos alterarem a função da molécula de CTLA-4, os prováveis mecanismos 

são diferentes.  O plomorfismo (A→G) na posição 49, gera uma substituição de um aminoácido 

na molécula protêica e o polimorfismo (AT)n na extremidade 3´ do mesmo parece estar 

associado à instabilidade de RNA mensageiro(KING et al., 2002, FAJARDY et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Localização de polimorfismos genéticos na 

região CELIAC3 presente no cromossomo 2q33. Em A, os 

vinte e dois polimorfismos já descritos na região. Em B, os 

principais polimorfismos do gene CTLA-4. 
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1.1.2 Epidemiologia  

 

A incidência da doença é de aproximadamente 1% da população nos Estados Unidos e 

Europa, mas presume-se que grande parte dos pacientes não são diagnosticados devido ao 

fato de não apresentarem sintomas claros. Desta forma, podemos estimar um total de 3 milhões 

de pessoas afetadas na Europa e outras três milhões afetadas nos Estados Unidos, 

constituindo assim a maior prevalência mundial de doença (FERGU SON et al.,1993; FASANO 

et al.,2003). 

Existe apenas uma população cuja incidência é maior do que a encontrada nas 

populações da américa do norte e da Europa que são os Saharawui, grupo étnico que habita o 

norte da África, cuja prevalência de doença celíaca pode chegar a 5% ou mais (YACHA et 

al.,1993). 

Um fato que merece destaque é que nos países do leste asiático a prevalência da 

doença celíaca certamente está subestimada tendo em vista os hábitos alimentares das 

populações que lá habitam e que são baseados mais em arroz do que em trigo e em cevada 

(RODRIGO, 2006). Como estimativa, se assumirmos a população da China como sendo de 1 

bilhão de pessoas, podemos chegar ao número de 10 milhões de celíacos neste país 

(considerando prevalência de 1%) (RODRIGO, 2006). 

A doença celíaca também possui alta prevalência nos países e regiões do Oriente 

Médio, como Anatolia (sul da Turquia), Líbano, Síria, Palestina e Iraque (ROSTAMI et al., 2004). 

Pelo exposto, pode-se observar que a doença celíaca possui uma alta prevalência em 

várias regiões e países do mundo, sendo isto um problema de saúde pública principalmente em 

países em desenvolvimento onde os métodos de diagnósticos e os alimentos livres de glúten 

não são de fácil acesso (RODRIGO, 2006). 

 

1.1.3 Diagnóstico 

 

Desde os anos 50, vários métodos têm sido desenvolvidos para diagnosticar e entender 

a patogênese da doença celíaca, sendo que, atualmente, testes sorológicos e a biópsia  
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intestinal têm sido utilizados rotineiramente para diagnóstico laboratorial da doença 

celíaca (SDEPANIAN et al.,1999; DIETERICH et al.,1998). De uma maneira geral, o diagnóstico 

segue o fluxograma apresentado na figura 4 (RODRIGO, 2006). 

Entre os testes sorológicos necessários para o diagnóstico de doença celíaca, a 

dosagem do anticorpo antigliadina IgA (AGA) foi utilizada durante anos, mas atualmente está 

praticamente abandonada devido a sua baixa sensibilidade e especificidade (cerca de 50%). 

Em 1997, a enzima transglutaminase tissular 3 (tTG) foi estabelecida por Dieterich e 

colaboradores (DIETERICH et al.,1998) como sendo o autoantígeno para os anticorpos 

antiendomísio e desde então este marcador, IgA para tTG, é o mais utilizado no diagnóstico 

clínico devido ao fato de possuir uma boa sensibilidade (maior que 90%) e especificidade (cerca 

de 95%), apesar das variações existentes entre os kits comerciais (FERNANDEZ et al., 2005).  

É importante chamar a atenção ao fato de que, 1,7% a 2,6% dos pacientes com doença 

celíaca apresentam deficiência de IgA, e neste caso, a mensuração de IgG para tTG é 

recomendado (CATALDO et al.,1998). 

Figura 4. Fluxograma de diagnóstico de doença celíaca. Após suspeita clínica de doença celíaca 
sevem ser realizados os testes sorológicos para gliadina e tTG. Em caso de resultado positivo, é 
realizado uma endoscopia de multiplas biópsias onde já pode ser obtido o diagnóstico provisório. O 
diagnóstico definitivo só é obtido após melhora clínica com de dieta livre de glúten. Em alguns casos, 
mesmo com resposta negativa dos anticorpos IgA, a endoscopia também é indicada 
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Entretanto, a presença desses anticorpos correlacionados com o grau de atrofia das 

vilosidades intestinais e vários outros estudos têm claramente mostrado que a sensibilidade do 

teste de tTG diminui em pacientes com biópsias duodenais normais ou com mudanças 

histológicas moderadas (RODRIGO, 2006). 

É importante salientar que, o diagnóstico de doença celíaca baseado somente em testes 

sorológicos não é aceito, uma vez que tais testes podem apresentar resultados falso positivos e 

falso negativos. Sendo assim, a verificação das mudanças da mucosa duodenal, através de 

exame endoscópio, é necessária antes da introdução da chamada “dieta livre de glúten” 

(RODRIGO, 2006). 

Como conclusão, pode-se afirmar que na prática clínica, testes sorológicos são 

freqüentemente usados para identificar tanto indivíduos sintomáticos quanto indivíduos 

assintomáticos de risco, que necessitarão de biópsia intestinal para confirmar o diagnóstico 

(SDEPANIAN et al.,1999; RODRIGO, 2006). Tal biópsia baseia-se na análise de três 

fragmentos de intestino, coletados em procedimento de endoscopia gastro-intestinal na 

segunda porção do duodeno. Nos fragmentos de biópsias de pacientes celíacos, podem ser 

observados infiltrado inflamatório de células T, atrofia das vilosidades intestinais e finalmente 

uma recuperação destas vilosidades após a retirada de glúten (RIESTRA et al.,2006). 

Os achados da biópsia intestinal devem ser analisados em detalhe por patologistas 

experientes e interpretados de acordo com os critérios de Marsh’s, que estratificam a doença 

em quatro tipos de estágios: o estágio zero, com biópsia duodenal normal; o estágio 1, com 

aumento acima de 30% do percentual de linfócitos intraepiteliais; o estágio 2, com presença de 

hiperplasia críptica e infiltrado inflamatório na lâmina própria, mas com vilosidades preservadas; 

o estágio 3, em que já se encontra atrofia nas vilosidades divididas em três níveis (médio, 

moderado e total ou subtotal); e finalmente o estágio 4, caracterizado pela hipoplasia total da 

mucosa, condição raramente vista (RIESTRA et al.,2006). 

Vale a pena ressaltar o fato de as anormalidades histológicas da doença celíaca 

poderem ser completamente resolvidas com uma dieta livre de glúten em longo prazo, fazendo 

com que pacientes submetidos a este tipo de dieta tenham resultados negativos de biópsia. Da 

mesma maneira, os títulos dos autoanticorpos podem também diminuir e até se tornarem 

negativos nos testes sorológicos em pacientes submetidos a este tipo de dieta (ABDULKARIM 

et al., 2002, CULLIFORD & GREEN, 2003). 

Esses últimos fatos fazem com que testes laboratoriais, tanto sorológicos quanto 

imunológicos sejam comprometidos dependendo do tipo de dieta ao qual o paciente esteja 

submetido (JAMES, 2005). 
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 Os testes baseados na tipagem de HLA podem ser muito úteis na triagem de indivíduos 

assintomáticos, mas que apresentam riscos de desenvolver a doença (parentes de indivíduos 

celíacos) e no auxílio diagnóstico de indivíduos submetidos a dieta livre de glúten, uma vez que 

a ausência dos HLAs DQ2 e DQ8 geralmente exclui a possibilidade da doença. Esses 

haplótipos de HLA (DQ2 e DQ8) estão presentes em 35% a 40% da população em geral, sendo 

que em indivíduos celíacos esta freqüência chega a ser de 90% a 95% (SACHS et al.,1986; 

BOURGEY et al., 2007) 

 A determinação ou tipagem de HLA pode ser realizada de várias maneiras: testes 

envolvendo citotoxicidade, a citometria de fluxo e métodos de biologia molecular (International 

Histocompatibility Working Group, 2006; KAUKINEN et al.,1997; DEWAR et al.,2004). 

 Várias metodologias e kits comerciais têm surgido e vêm sendo oferecidos para a 

tipificação dos alelos e haplótipos de HLA sendo que as metodologias mais utilizadas no 

momento são o PCR-SSP (Reação em Cadeia da Polimerase utilizando primers com seqüência 

específica) e o chamado PCR-SSO (Reação em Cadeia da Polimerase – Oligonucleotídeos 

sequência específicos). 

 Com base nessas duas metodologias, várias empresas oferecem aos laboratórios que 

realizam tipagem de HLA kits comerciais contendo conjuntos de primers para detecção de 

vários HLAs. Alguns destes kits oferecem um conjunto de primers para tipagem dos HLAs A, B, 

DR, DQ e DP através da metodologia PCR-SSP (Dynal®, Molecular Probes®, etc.). Outros kits 

podem ser conseguidos com a metodologia PCR-SSO cujos “oligos” podem ser marcados com 

moléculas emissoras de luz cuja emissão pode ser detectada por fluorômetros (Wallac Perkin 

Elmer®). 

 Apesar da facilidade de uso e da comodidade de tais kits, uma grande desvantagem 

apresentada pelos mesmos é o alto custo das genotipagens, principalmente quando não se 

quer determinar o perfil completo de HLA de um indivíduo, mas sim identificar um determinado 

alelo ou haplótipo de HLA. Como exemplo, para se determinar se um indivíduo tem ou não o 

HLA B27, alelo associado à doença espondilite anquilosante, o uso do kit obriga o laboratório a 

genotipar praticamente todo o HLA B do indivíduo. A mesma situação se aplicaria na 

identificação dos HLAs envolvidos na doença celíaca. 

 Baseado nesse fato, vários autores têm proposto metodologias para genotipagem de 

HLA, em que seja possível tipificar HLAs específicos levando em consideração sua finalidade 

(diagnóstico de doenças específicas) e seu custo para o usuário (KAUKINEN et al.,1997; 

REINTON et al., 2006; OLERUP et al., 1993). 
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 Entretanto, vale ressaltar que a grande maioria dessas metodologias propostas envolve 

processos manuais, como eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida, hibridação em 

suporte sólido etc, que dificilmente podem ser utilizadas em triagens nas quais é necessário 

genotipar um grande número de indivíduos (International Histocompatibility Working Group, 

2006).  

   

1.1.4 Tratamento 

 

O tratamento da doença celíaca baseia-se na exclusão do glúten da dieta por longo 

prazo. Tal dieta substitutiva é chamada clinicamente “dieta livre de glúten”, podendo ser 

encontrada na literatura também como GFD (do inglês gluten free diet). Os alimentos que 

contém glúten são geralmente substituídos por outros à base de, principalmente, arroz, milho e 

seus derivados (JAMES, 2005; SCHUPPAN, 2002). 

Leite e derivados devem ser evitados nas primeiras semanas da dieta livre de glúten 

para não ocasionar intolerância à lactose secundária à doença celíaca. Além disso, cerveja, 

whisky e outras bebidas que envolvam cereais no processo de fermentação devem ser 

completamente evitados (JAMES, 2005; SCHUPPAN, 2002; POLANCO et al., 2008). 

Vale ressaltar que a dieta livre de glúten é uma dieta completa e saudável e é o único 

tratamento que os pacientes com doença celíaca precisam em longo prazo. A adesão à dieta é 

o fator de complexidade, pois a farinha de trigo está presente na maioria dos alimentos e 

aditivos alimentares. Pacientes que não respondem à dieta livre de glúten devem ser 

reavaliados clinicamente (POLANCO et al., 2008). 

Apesar dos benefícios da dieta livre de glúten, sua implementação é difícil nas 

sociedades ocidentais incluindo os países em desenvolvimento, onde o consumo de cereais 

vem crescendo ao longo dos anos e grande parte da dieta da população é baseada em cereais, 

especialmente trigo. Várias organizações e associações multi-profissionais são formadas com o 

intuito de orientar os pacientes celíacos na composição de sua dieta e também para prover 

apoio médico e psicológico. Com a retirada do glúten, observa-se a remissão de todos os 

sintomas a partir da segunda semana (POLANCO et al., 2008). 
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1.2 Doença Inflamatória Intestinal (DII) 

 

As doenças inflamatórias crônicas intestinais idiopáticas são doenças caracterizadas, 

basicamente, por inflamação e ulceração no intestino e são prodominantemente divididas em 

duas: doença de Crohn (DC) e retocolite ulcerativa (RCU) (PODOLSKY, 1991; PODOLSKY, 

2002; THORENSON & CULLEN, 2007). 

As condições clínicas destas doenças, mostram claramente um exemplo clássico de 

desordem multifatorial, com uma hipótese de predisposição genética com manifestação de 

fenótipo após exposição a um ou uma série de fatores ambientais (PODOLSKY, 1991; 

CALKINS & MENDELOFF, 1995; ALLAN et al., 1997; PODOLSKY, 2002; THORENSON & 

CULLEN, 2007). 

Estas duas doenças são entidades clínicas distintas, tendo sinais, sintomas e 

características microscópicas direfrentes. Entretanto devido a várias similaridades, incluindo o 

processo inflamatório no sistema gastrointestinal, serão consideradas juntas em vários pontos 

em nosso trabalho. 

A DC é uma síndrome de causa desconhecida caracterizada por uma inflamação crônica 

e recorrente do trato gastrointestinal. Esta inflamação pode acometer qualquer parte do tubo 

digestivo, entretanto é mais comumente localizada no íleo terminal, cólon e intestino delgado 

(THORENSON & CULLEN, 2007; PODOLSKY, 1991; PODOLSKY, 2002). A DC pode acometer 

toda espessura da parede intestinal e levar a complicações sérias, como fístulas e estenoses do 

intestino e freqüentemente requer tratamento cirúrgico. Os sintomas mais comuns são diarréia, 

dor abdominal, fadiga, perda de peso, dor retal, febre, náusea, vômito, retardo de crescimento 

em crianças, dispepsia, artralgias e lesões na pele (pyoderma gangrenosun) (JAMES, 2005; 

PODOLSKY, 2002, ALLAN, 1997). Acomete homes e mulheres na mesma proporção, sendo 

que o surgimento da doença em relação à faixa etária geralmente é bimodal, com um pico na 

adolescência e idade adulta jovem, onde surgem a maioria dos casos e outro após os cinquenta 

anos ou mais (ALLAN, 1997). 

A RCU é caracterizada por um processo inflamatório não infeccioso do trato 

gastrointestinal, limitado ao reto e ao cólon, onde a inflamação acomete apenas a mucosa e a 

submucosa do intestino. Diferentemente da DC, o processo inflamatório se manifesta de 

maneira contínua, proximamente a partir do reto, sendo os principais sintomas o sangramento 

retal, a diarréia, a dor abdominal e a perda de peso. O figura 3 apresenta as principais 

diferenças entre DC e RCU. 
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Tanto a DC quanto a RCU têm grande impacto financeiro no sistema de saúde pública, 

uma vez que, tanto o diagnóstico, quanto o tratamento são de alto custo para o Estado. É 

importante salientar que não é raro os pacientes com estas doenças se excluírem do convívio 

social e do trabalho, tanto devido à clínica das doenças, quanto à fatores psicológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1 Epidemiologia 

 

Os principais dados epidemiológicos da DC e da RCU estão apresentados na tabela 1. 

Dados DC RCU 

Incidência (por 100.000 hab.) 0,5 a 13 0,08 a 7 

Prevalência (por 100.000 hab.) 35 a 100 10 a 100 

Idade Entre 20 a 40 anos; com 2° pico entre 50 e 80 anos 

Etnia Brancos  > negros > asiáticos 

Nível sócio econômico Atinge mais indivíduos com nível socioeconômico mais alto, 

frequentemente que trabalham em ambientes fechados 

Paises Maior incidência e prevalência em países desenvolvidos do que em 

países em desenvolvimento. 

 

Figura 5. Principais diferenças entre a RCU e a DC no que se refere a área afetada pela doença, 

distribuição do processo inflamatório, achados histológicos e sintomas típicos 

Tabela 1. Principais dados epidemiológicos descritivos da doença inflamatória intestinal 

RCU DC

Área afetada Cólon Boca ao ânus

Distribuição Contínua Descontínua

Achados Histológicos Úlceras superficiais, atinge

mucosa e submucosa

Úlceras aftosas,

granuloma transmural

Síntomas típicos Sangramento retal, diarréia,

dor abnominal, perda de peso

Dor abdonominal, diarréia,

febre, perda de peso,

fístulas
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Múltiplos achados sugerem que a DII resulta de interações entre vários genes de 

susceptibilidade, alterações imunológicas da mucosa e da microbiota do intestino. Alguns 

modelos animais, como, por exemplo, animais deficientes de receptor de células T, 

desenvolvem inflamação intestinal crônica naturalmente. Na maioria dos modelos animais, a 

doença é dominada por perfil de citocinas TH1, e de uma maneira interessante, condições que 

aumentam citocinas TH2, como infecção intestinal de parasitas, tendem a melhorar o quadro 

inflamatório, o que reforça a tese de que o estilo de vida de países industrializados, com 

melhora das condições sanitárias e diminuição das parasitoses, contribui para o aumento da 

incidência da DC (MOREELS et al., 2004, NASER et al., 2004; DARFEUILLE-MICHAUD et al., 

2004).  

 

1.2.2 Genética 

 

Existe uma importante contribuição genética relacionada ao surgimento da DC e da 

RCU. Esta contribuição pode ser demonstrada pela maior prevalência da doença em parentes  

de pacientes com DC e RCU, sendo que esta prevalência chega a ser de 2 a 13 vezes maior do 

que na população geral. Além disso, estudo de gêmeos demonstram uma concordância de 20% 

a 50% para DC em gêmeos monozigóticos, e de 16% em gêmeos dizigóticos (CALKINS & 

MEDELOFF, 1995; KUSTER et al, 1989). 

Através de estudos de ligação, foi demonstrada a associação entre a DII e uma região 

do cromossomo 16, localizada em 16q12, identificada como o gene NOD2/CARD15, que foi 

denominada IBD1 (Inflamatory Bowel Disease 1) (HUGOT, et al., 1996). O gene 

NOD2/CARD15 é responsável pela codificação de uma proteína intracelular conhecida como 

NOD2, presente nas células apresentadora de antígenos como macrófagos, células dendríticas, 

células epiteliais, etc., células estas que compõem o sistema imune inato, primeira barreira de 

proteção do sistema gastrointestinal (HUGOT, et al., 1996; HUGOT, et al., 2001). 

A identificação do IBD1 foi realizada por clonagem posicional com uma demonstração 

inicial em que três alelos do locos NOD2/CARD15, presentes no cromossomo 16, eram co-

segregados com a doença em indivíduos afetados por DC em famílias européias (HUGOT, et 

al., 1996). Estes três alelos, Arg702Trp, Gly908Arg, 980fs981, mostraram freqüências 

aumentadas em indivíduos afetados (0.11, 0.06 e 0.12 respectivamente) em comparação com 

seus parentes não afetados (0.04, 0.01 e 0.02 respectivamente), com risco relativo ao genótipo 

para todos os três alelos de 3 para heterozigotos, 38 para homozigotos e 44 para heterozigotos 

compostos (HUGOT, et al., 2001; OGURA et al., 2001; SHAOUL et al., 2004). 
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Aproximadamente 50% dos pacientes com DC apresentam mutações nesse gene, que 

parece estar envolvido na imunidade ligada a peptídeoglicanos de bactérias (OGURA et al., 

2001; SHAOUL et al., 2004). Esse mesmo gene, parece também estar associado à RCU, tendo 

sido demonstrado um risco relativo a doença menor ao encontrado na DC. Na RCU os alelos 

Arg702Trp, Gly908Arg tem em média um risco relativo de 7,52 e 4,31 respectivamente 

(GAZOULI, et al., 2005) 

Outros genes têm sido descritos em associação com a DC e RCU, como um cluster de 

citocinas localizado em 5q31, e a região de HLA, onde o genótipo DRB30301/DRB11302 

parece estar associado à susceptibilidade genética à doença de Crohn (CARIAPA et al., 1998). 

Recentemente, um membro da superfamília ABCB1 (adenosine triphosphateY binding 

cassette superfamily), conhecido como MDR-1, uma P-glicoproteína (PGP)-170, tem sido 

associado ao surgimento de DII com base na sua localização em uma região sugestiva de 

ligação genética localizada no cromossomo 7q (PANWALA et al., 1998, ARDIZZONE et al., 

2007). 

PGP-170 é expressa em várias células e tecidos humanos, incluindo linfócitos do 

sangue periférico e células epiteliais da membrana apical do jejuno e cólon. A PGP-170 exerce 

uma função na proteção e prevenção de apoptose assim como na imunidade mediada por 

células, por promoverem a migração de células apresentadoras de antígenos do sangue 

periférico para os linfonodos, iniciando a resposta de linfócitos T (SMYTH et al., 1998, 

RANDOLPH et al., 1998, HOFFMEYER et al. 2000) 

O gene ABCB1 tem aproximadamente 200.000 bases e possui 28 exons com dois sítios 

de início de transcrição e tem se mostrado altamente polimórfico. Recentemente o polimorfismo 

de base única (SNP) C3435T no éxon 26 tem sido foco da atenção de vários pesquisadores 

principalmente pelo fato de estar associado com o nível de atividade e expressão da PGP-170 

(RANDOLPH et al., 1998). 

 

1.2.3 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da DII é baseado em achados clínicos, laboratoriais, radiológicos, 

endoscópio e anatomopatológicos (PODOLSKY, 1991; CALKINS & MENDELOFF, 1995; 

ALLAN et al., 1997; PODOLSKY, 2002; THORENSON & CULLEN, 2007) resumidos na figura 6. 
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1.2.4 Tratamento 

 
O tratamento das doenças inflamatórias intestinais é extremamente complexo e envolve 

geralmente o uso de imunomoduladores. As drogas disponíveis para tratamento são os 

aminossalicilatos (como sulfassalazina e ácido 5-aminossalicílico), corticóides e 

imunomoduladores (como azatioprina, 6 mercaptopurina, ciclosporina, metotrexato e tracolimus) 

PODOLSKY, 2002; THORENSON & CULLEN, 2007) 

Recentemente a chamada terapia biológica tem se mostrado como grande avanço no 

tratamento da DII. As drogas desta categoria atualmente disponível é o Infliximabe, um 

anticorpo monoclonal quimérico anti-TNF e o andalinumabe, um anticorpor humanizado anti-

TNF (THORENSON & CULLEN, 2007). 

 Em ambas as doenças, RCU e DC, a abordagem cirúrgica ainda é usada em um grande 

número de pacientes (PODOLSKY, 1991; CALKINS & MENDELOFF, 1995; ALLAN et al., 1997; 

PODOLSKY, 2002; THORENSON & CULLEN, 2007). 

 

2. Doença celíaca e DII 

 

 A doença celíaca e a DII, são entidades clínicas diferentes do ponto de vista de 

sintomatologia, achados micro e macroscópicos e tratamento. Entretanto alguns fatores 

importantes falam a favor de ambas terem um “background” genético em comum (RODRIGO, 

2004, JAMES, 2005) 

Figura 6 - Esquema mostrando as diferentes análises realizadas para o diagnóstico da DII. O 
diagnóstico é feito analisando a sintomatologia clínica, resultados de endoscopia, anatomia patológica, 
radiologia e provas laboratoriais. 
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 Neste sentido, ambas já foram associadas a região de HLA e a genes que controlam 

atividade de células T, como o gene CTLA-4, o NOD2/CARD 15 e o gene MDR-1. Além disso 

de uma maneira interessante, existe uma maior incidência de DII em pacientes com doença 

celíaca (NEUHAUSEN, 2008). 

 Outro ponto interessante é o fato de que, algumas doenças de natureza autoimune, 

como espondilite anquilosante, diabetes tipo 1, tireoidite e doença de Graves, serem mais 

comuns em pacientes com doença celíaca e DII (RODRIGO, 2005; HADITHI, 2007). 

 Desse modo, torna-se importante verificar se os genes descritos como predisponentes 

ao surgimento de uma delas (à doença celíaca por exemplo) são importantes no surgimento da 

DII e vice-versa. 

 Além disso, alguns dos genes citados neste trabalho, são usados na prática clínica como 

auxílio diagnóstico da DII em alguns países da Europa. Faz-se necessário então, verificar se, 

tais genes são importantes no surgimento dessa doença em pacientes brasileiros. 

 Finalmente, devido ao fato de um dos genes associados a ambas doenças ser da região 

de HLA, e devida alta incidênciade doença celíaca em várias populações, o estabelecimento de 

uma metodologia para tipagem de HLA, de baixo custo e com capacidade de automação torna-

se importante tanto do ponto de vista técnico, quanto do ponto de vista financeiro. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

 Estudo de predisposição genética a doença celíaca e a doença inflamatória intestinal 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Estabelecer uma metodologia para determinação dos alelos de risco de desenvolvimento de 

doença celíaca (DQB1-0201, DQB1-0302, DQA1-05 e DQA1-03) de custo mais baixo do 

que as metodologias de seqüenciamento, SSP, SSO e PCR em tempo real, que possa ser 

usada em larga escala tanto para auxílio diagnóstico quanto para screening neonatal. 

2. Estabelecer uma metodologia de extração de DNA de baixo custo, que possa ser usada 

para extrair DNA de qualidade de gotas de sangue colhidas em papel de filtro, sistema 

usado hoje para triagem neonatal ou “teste do pezinho”. 

3. Avaliar a freqüência de alguns polimorfismos de base única (SNPs) associados à regulação 

do sistema imunólogico em indivíduos portadores de doença celíaca e em familiares destes 

indivíduos. Especificamente serão analisados os polimorfismos Arg702Trp, Gly908Arg, 

980fs981, do gene NOD2/CARD15, assim como o polimorfismo (A→G) na posição 49 no 

primeiro exon do gene CTLA-4 e o polimorfismo C3435T do gene de resistência múltipla a 

drogas (MDR-1). 

4. Avaliar a freqüência dos polimorfismos de base única (SNP) supramencionados em 

indivíduos não celíacos e sem história familiar de doença celíaca. 

5. Determinar o grau de associação dos SNPs e da doença celíaca através da determinação 

de Odds Ratio (OR), baseado nas freqüências alélicas e genotípicas encontradas.  

6. Avaliar a freqüência de alguns polimorfismos de base única (SNPs) supramencionados em 

indivíduos portadores de DII (DC e RCU) e em familiares destes indivíduos.  

7. Avaliar a freqüência de alguns polimorfismos de base única (SNPs) supramencionados em 

indivíduos não portadores de DII e sem história familiar de doença inflamatória intestinal.  
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8. Determinar o grau de associação dos SNPs e da DII através da determinação de Odds 

Ratio (OR), baseado nas freqüências alélicas e genotípicas encontradas. 

9. Verificar se algum dos SNPs supramencionados pode estar associado à idade de 

surgimento da doença celíaca e da doença inflmatória intestinal. 
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4. Materiais e Métodos 

 

 O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais sob o número CAAE - 0577.0.203.000-05. 

 

4.1 Material Biológico 

 

A coleta de material biológico para nosso estudo foi realizada em todos os grupos 

envolvidos, após orientação verbal e assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (Anexo II). 

O material biológico coletado foi de duas espécies: Sangue total colhido em 

anticoagulante EDTA e swab bucal colhido através de escovas apropriadas, acondicionados em 

tubos Eppendorf® de 2mL, contendo 1,5 mL de álcool comercial. 

 

4.2 Grupo controle 

 

Como grupo controle para doença celíaca e para DII foram utilizados 100 indivíduos sem 

as patologias em questão, caracterizados tanto clínica como laboratorialmente. Além disso tais 

indivíduos foram triados quanto histórico familiar dessas doenças através de questionários. A 

idade média para este grupo foi de 29 ±8 anos. 

 

4.3 Portadores de doença celíaca e familiares 

 

Os 52 indivíduos portadores de doença celíaca e seus familiares foram encaminhados 

pela ACELBRA (Associação de Celíacos do Brasil). A coleta foi realizada nas dependências do 

Instituto Hermes Pardini (quando feita na cidade de Belo Horizonte) ou por laboratórios 

indicados pela instituição supramencionada, quando os voluntários residiam em outras cidades 

do Brasil. 

 

4.4 Portadores de doença Inflamatória Intestinal 

 

Os 48 indivíduos portadores de DII e seus familiares foram encaminhados 

principalmente pela AMDII (Associação Mineira de Portadores de Doença Inflamatória 
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Intestinal). A coleta foi realizada nas dependências do Instituto Hermes Pardini (quando feita na 

cidade de Belo Horizonte) ou por laboratórios indicados pela instituição supramencionada, 

quando os voluntários residiam em outras cidades do Brasil. 

 

4.5 Extração de DNA 

 

4.5.1 Swab bucal 

 

O material foi coletado em swab bucal do tipo brush. A escova foi fricionada na mucasa 

bucal de cada indivíduo durante  30 segundos e agitada no tubo eppendorff contendo 1,5 mL de 

álcool comercial. Os tubos foram centrifugados a 500 g durante 5 minutos.  

Em seguida o sobrenadante foi descartado e os tubos contendo o pellet de células 

invertidos em papel toalha para secagem durante 15 minutos. 

Após este tempo, foi adicionado aos tubos 1,0 mL de solução de NaOH 0,1M. Os tubos 

foram então, aquecidos em banho seco a 95 °C durante 15 minutos; após este tempo foi 

adicionado 0,5 mL de solução de Tris HCl 0,5M pH 8,0 a 4°C.  

Após este procedimento, as amostras foram armazenas em refrigerador de 4°C a 8°C 

até o momento do uso. 

 

4.5.2 Sangue Total em EDTA 

 

O sangue colhido em EDTA foi submetido a dois processos de extração de DNA. 

O primeiro processo foi baseado na técnica de precipitação alcoólica utilizando o kit 

PUREGENE (GENTRA SYSTEMS, EUA), de acordo com o seguinte protocolo: 1 mL de 

sangue total foi adicionado à 600 µL de solução de lise hemácias e incubado por 10 minutos. 

Após centrifugação por um minuto à 14.000 rpm e retirada do sobrenadante, o pellet de células 

brancas foi ressuspendido com 400µL solução de lise de células leucocitárias. Adicionou-se a 

100 µL de solução de precipitação de proteínas e após centrifugação à 14.000 rpm durante três 

minutos, o DNA foi precipitado em 600 µL isopropanol concentrado. Posteriormente, este 

material foi lavado com etanol 70% e hidratado com solução fornecida pelo kit. O DNA extraído 

foi armazenado à temperatura de -70°C, até o momento de sua utilização para os testes. 

Durante a manipulação deste material sua conservação foi à temperatura de -20°C.  
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O segundo processo de extração foi desenvolvido em nosso trabalho e visava obter 

DNA de amostras semelhantes às utilizadas em testes de triagem neo-natal, ou teste do 

pezinho. 

Para tanto, utilizando uma pipeta de pasteur, foi gotejado sangue em papel de filtro 

convencional, normalmente utilizado no tipo de teste supramencionado. 

As gotas de sangue foram então secadas em temperatura ambiente e armazenadas por 

diferentes períodos ( 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 15 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias) 

antes da extração de DNA. 

O intuito destes diferentes períodos é simular várias condições em que o material do 

teste do pezinho fica armazenado rotineiramente nos laboratórios que realizam este teste. Ao 

término de cada período, o papel de filtro contendo o sangue impregnado foi submetido ao 

seguinte procedimento: 

O papel filtro foi colocado em recipiente plástico e coberto com solução de lavagem 

composta de 5 mL de SDS a 10% diluídos para 1000mL de água tipo 1, perfazendo uma 

solução de concentração final de SDS igual a 0,05%. Foi deixado em agitação por 10 minutos. 

Em seguida a solução de lavagem foi descartada em recipiente próprio.  

Logo depois o papel de filtro foi coberto com água tipo 1, no mesmo recipiente da primeira 

lavagem, e agitado por dez minutos. A água então foi descartada em recipiente próprio, sendo a 

operação repetida uma vez.  

O papel de filtro, em seguida, foi levado à estufa a 56ºC até secar ou a temperatura 

ambiente “overnight”. 

Após este processo o papel de filtro contendo o DNA impregnado pode ser armazenado 

em temperatura ambiente até o momento do uso. 

Todo o material biológico não utilizado foi descartado em sacos plásticos de cor branca e 

encaminhado à coleta de lixo hospitalar, seguindo todas as normas da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA). 

 

4.6 Validação da Extração de DNA 

 

Para validar a técnica de extração de DNA através do papel de filtro comum, realizamos 

a amplificação de parte do Gene Glicose-6-fostato desidrogenase (G6PD). 

Para tal amplificação foram utilizados os seguinte iniciadores: 

• Forward- 5´ CAGCCACTTCTAACCAC 3´  

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 

 

Metodologia submetida à pedido de patente. 



 34
 

• Reverse- 5´AACCAGGCTGGGGGAG 3 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada de acordo com o seguinte 

protocolo: Desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C de 

desnaturação por 45 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto, 72°C por 30 segundos e 

extensão final de 72°C durante 10 minutos.  

A reação foi realizada em 25 µL, sendo que o produto da PCR, cujo tamanho esperado é 

de 320 pares de base, foi corrido em gel de agarose 1% e visualizado em luz ultra-violeta após 

coloração com brometo de etídeo. 

 

4.7 Genotipagem de HLA 

 

A técnica desenvolvida para identificação dos alelos de predisposição a doença celíaca 

é baseada no mini-sequenciamento. 

O mini-seqüenciamento gênico baseia-se em uma reação em cadeia da polimerase em 

dois estágios (amplificação externa e hibridação interna) e depende de pelo menos três primers 

com tamanhos específicos. Cada primer deve ter uma base a menos que o nucleotídeo 

correspondente ao códon de interesse. Após a reação em cadeia da polimerase, um 

oligonucleotídeo anela-se imediatamente antes do polimorfismo de interesse e na presença do 

dNTP e ddNTP; estende-se uma ou duas bases dependendo da seqüência do sítio polimórfico, 

produzindo dois produtos alelo específicos conforme a figura 3. Depois da extensão, os 

produtos alelos específicos podem ser visualizados em seqüenciadores automáticos ou por 

cromatografia líquida de alta performance desnaturante (dHPLC) (HOOGENDOON et al.,1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Diagrama esquemático mostrando  

o  princípio do mini seqüenciamento.  

A – Dependendo da seqüência do 

polimorfismo gera-se fragmentos com 

composição ou tamanhos diferentes.  

B – Representação de eletroferograma 

gerado por cromotografia líquida de alta 

performance desnaturante. 

Fonte: Hoogendoorn et al., 1999 
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O mini-seqüenciamento apresenta-se como metodologia de rastreamento segura, de 

menor custo e mais rápida realização (12 minutos), quando comparado ao seqüenciamento 

genético tradicional. Como desvantagem, necessita de prévio conhecimento das mutações a 

serem pesquisadas para a confecção dos primers específicos na análise (HOOGENDOON et 

al.,1999). Entretanto, tal desvantagem apenas aplica-se a triagens de genes desconhecidos, o 

que não é o caso das tipagens de HLA, da qual as seqüências gênicas são amplamente 

conhecidas e publicadas. 

 A técnica consiste em amplificar a região gênica de DQA1 e DQB1, que contém os 

polimorfismos que caracterizam os alelos DQB1-0201 e DQA1-05 (formadores do haplótipo 

DQ2), e DQB1-0302 e DQA1-03 (fomadores do haplótipo DQ8). 

Após a amplificação das regiões DQA1 e DQB1, iniciadores internos foram utilizados 

para diferenciar os alelos usando a abordagem da extensão de base única. Ao final os 

fragmentos foram separados por cromatografia líquida de alta performance, e os alelos 

identificados de acordo com o tamanho. 

Os primers descritos na tabela 2 foram usados para amplificar a região gênica do DQB1 

e DQA1. 

 

Região de HLA Seqüência de iniciadores para 

amplificação  

Seqüência de oligos para discriminação alélica 

DQB1 DQB1F-GGATTTCGTGTACCAGTTTAA    

DQB1R - CCTTCTGGCTGTTCCAGTACTC 
DQB1*0201 

b0201int1 AGTGCTACTTCACCAACGGGAC 

b0201int2 TCTCGGTTATAGATG 

DQB1*0302 

b0302int1 AATCTCGGTTATAGATGT 

b0302int2 AAACCAGCGGCGTCACCGCCCG 

b0302int3 GCTGGGGCCGCCTG 

DQA1 DQA1F-GTGTAAACTTGTACCAG   

DQA1R-GGTAGCAGCGGTAGAGTTG 

 

DQA1*05 

b0201int1 AGTGCTACTTCACCAACGGGAC 

b0201int2 TCTCGGTTATAGATG 

DQA1*03 

a03int1 GTCCCTCTGGGCAGTACA 

 

 

A reação de mini-seqüenciamento foi realizada em duas etapas, sendo a primeira a 

amplificação da região gênica de interesse e a segunda chamada de reação de extensão.  

Tabela 2: Seqüência dos iniciadores e oligonucleotídeos usados na detecção dos haplótipos DQ2 e DQ8 

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 

 

Metodologia submetida à pedido de patente. 
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A amplificação das regiões de HLA DQA1 e DQB1 foram feitas em volume final de 60 

µL, 2mM de MgCL2, 0,1mM de cada primer (DQB1F e DQB1R para HLA DQB1 e DQA1F e 

DQA1R para HLA DQA1) , 0,25mM de dNTP, 3,6 U de Taq Platinum® (Invitrogen) e tampão 

Platinum® 1X (Invitrogen). 

As reações de extensão foram realizadas de acordo com o programa descrito no quadro 

1.  

Temperatura Tempo Número de Ciclos 
94°C 5 minutos 1 ciclo 
94°C 1 minuto  
54°C 45 segundos 40 ciclos 
72°C 1 minuto  
72°C 10 minutos  
4°C 10 minutos 1ciclo 
10°C ...  

 

 

Após a etapa de amplificação, os produtos de PCR foram submetidos a um processo de 

limpeza utilizando a enzima EXOSAP (GE Health Care). Para isso, 1,7µL da enzima é 

adicionada a 8 µL do produto de PCR. A reação é levada para termociclador e aquecida a 37°C 

por 30 minutos, seguida de uma desnaturação a 80°C por 15 minutos. 

As reações de extensão foram realizadas em volume final de 25 µL utilizando tampão 

Thermo Sequenase (GE Health Care) 1X, 0,5mM de cada oligo, 0,5mM de cada 

dideoxinucleotídeo necessário, 9 U de Thermo sequenase (GE Health Care). 

A reação de extensão foi realizada de acordo com o protocolo descrito no quadro 2: 

 

Temperatura Tempo Número de Ciclos 
94°C 10 segundos 1 ciclo 
94°C 10 segundos  
50°C 10 segundos 55 ciclos 
60°C 1 minuto  
 

 

 

 

 

 

 

Quadro 1 – Programa usado para amplificação por PCR das regiões HLA DQA1 e DQB1 

Quadro 2 – Prograrma de extensão de base única utilizado para discriminação alélica 
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4.8 Detecção dos alelos de HLA por Cromatografia Líquida de Alta Performance 

desnaturante (dHPLC): 

A análise por dHPLC foi realizada no sistema de análise de fragmentos WAVE DNA 

(Transgenomic, Santa Clara, Calif., USA) equipado com coluna DNASep (Transgenomic, Santa 

Clara, Calif., USA).  

15 µl da reação de primer extension foi aplicada na DNASep (Transgenomic, Santa 

Clara, Calif., USA) e os produtos foram eluídos da coluna usando um gradiente linear dos 

eluentes A e B a um fluxo constante de 0.9 mL por minuto. A composição do eluente A é de 

0.1M TEAA (pH 7), 0.1mM Na4EDTA e do eluente B, 25% acetonitrila em 0.1 M TEAA (pH 7). O 

gradiente foi criado usando o sistema de dispensa de eluente Dynamax modelo SD 200.  

As condições de corrida em dHPLC são apresentadas no quadro 3. Na tabela 3, estão 

apresentadas as previsões dos tamanhos de fragmento observados em dHPLC, de acordo com 

os primers utilizados: 

Primer EX-DQ  
(utilizado para a corrida do Beta 0201 int 1  

e Beta 0201 int 2) 
 Tempo (min) A% B% 

Start gradient 0.1 82 18 
Stop gradient 9.1 55 45 
Taxa de fluxo 0.9 mL/min   
Temperatura 70º C   

Primer extension (utilizado para a corrida Alfa 05 int 2) 
 Tempo (min) A% B% 

Start gradient 0.1 82 18 
Stop gradient 7.1 60 40 
Taxa de fluxo 0.9 mL/min   
Temperatura 50º C   

Primer 0302 int3 (utilizado para a corrida Alfa 05 int 1) 
 Tempo (min) A% B% 

Start gradient 0.1 88 12 
Stop gradient 7.1 68 32 
Taxa de fluxo 0.9 mL/min   
Temperatura 70º C   

 

 

Os fragmentos foram visualizados usando lâmpada UV/visível através do software 

WAVE System (Transgenomic, Santa Clara, Calif., USA). 

 

 

 

Quadro 3 Condições de corrida em dHPLC para a metodologia de detecção dos haplótipos de HLA 
DQ2 e DQ8. 

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 

 

Metodologia submetida à pedido de patente. 
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4.9 Validação das genotipagens de HLA feitas por mini sequenciamento. 

 

 Como o objetivo de nosso trabalho é a montagem e validação de uma técnica molecular 

para identificação dos alelos de predisposição à doença celíaca, os resultados obtidos pela 

técnica desenvolvida foram validados através de seqüenciamento direto. 

Para a reação de seqüenciamento utilizaram-se os mesmos iniciadores das reações de 

PCR. As duas fitas de DNA foram sequenciadas em duplicata para confirmação do resultado. 

Para tanto, os produtos de PCR das regiões DQB1 e DQA1 foram amplificados de 

acordo com o protocolo previamente descrito e os produtos de PCR purificados utilizando o Kit 

GFX PCR DNA (GE) e Gel Band Purification Kit (GE) seguindo instruções do manual do 

fabricante. 

 Após a purificação, 10,0 µL do produto de PCR purificado de cada região de HLA (20 a 

30ng) foi utilizado no sequenciamento. Para isso foi utilizado o kit de seqüenciamento 

DyenamicTM ET Dye Terminator (GE). A reação foi realizada num termociclador Applied 

Biosystems (Singapura) modelo 9700, utilizando o seguinte programa: 

   25 ciclos: 95°C - 10 segundos 

        50°C - 15 segundos 

        60°C – 1 minuto e 30 segundos 

 

4.10 Seqüenciamento das amostras 

 

 Para o seqüenciamento foi utilizado um seqüenciador automático capilar da Mega 

Bace (EUA), modelo 1000, e o software Sequence Analyser para análise e comparação das 

seqüências. 

 

4.11 Genotipagem dos SNPs Arg702Trp, Gly908Arg, 980fs981 do gene 

NOD2/CARD15, A49G do Gene CTLA-4 e C3535T do gene MDR-1 

 

A genotipagem dos polimorfismos escolhidos no trabalho foi realizada através da técnica PCR-

RFLP. 
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4.11.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

A reação de PCR foi realizada em um volume final de 15 µL na presença de 100 ng de 

DNA Genômico, 0,25 mM de cada iniciador, 1,5 µL do tampão de PCR STR 10X (Invitrogen) e 

1,5 U de Taq Platinum (Invitrogen). 

A seqüência dos primers para a PCR está apresentada na tabela 3 : 

Polimorfismo Seqüência dos iniciadores Tamanho do fragmento 

SNP5 5’ AGT AGA GTC CGC ACA GAG AG 3’ 
5’ TGC CTC TTC TTC TGC CTT CC 3’ 

422 pares de base 

Arg702Trp 5’ CCC ACA CTG CAA ATG TCA AC 3’ 
5’ TTC AGA TCA CAG CAG CCT TC 3’ 

185 pares de base 

Gly908Arg 5’TCT TCA  CCT GAT CTC  CCC AA 3’ 
5’ AGC CAC TGA AAA CTC TTG G 3’ 

163 pares de base 

980fs981 5’ GAA TGT CAG AAT CAG AAG G 3’ 
5’ ATT GTA TCT TCT TTT CCA GG 3’ 

151 pares de base 

Leu1007Pro 5’ GAA TGT CAG AAT CAG AAG G 3’ 
5’ ATT GTA TCT TCT TTT CCA GG 3’ 

151 pares de base 

A49G 5’ AGT CTC ACT CAC CTT TGC AG 3’ 
5’ GCT CTA CTT CCT GAA GAC CT 3’ 

162 pares de base 

C3435T 5’ CTT ACA TTA GGC AGT GAC TCG 3’ 
5’ TTG ATG GCA AAG AAA TAA AGC 3’ 

207 pares de base 

 

 

A amplificação dos polimorfismos escolhidos foi padronizada de maneira que o maior 

número de marcadores pudesse ser amplificado no mesmo programa de PCR 

O programa está descrito no quadro 4: 

Temperatura Tempo Número de Ciclos 
94°C 3 minutos 1 ciclo 
94°C 48 segundos  
58°C 48 segundos 10 ciclos 
72°C 1 minuto  
90°C 48 segundos  
56°C 48 segundos 18 ciclo 
72°C 1 minutos  
72°C 15 minutos 1 ciclo 
4°C 5 minutos 
10°C ∞  
 

 

Tabela 4: Seqüência dos iniciadores para a reação em cadeia da polimerase com seus respectivos 
tamanhos em pares de base 

Quadro 4 – Programa de PCR para amplificação dos polimorfismos descritos na tabela 4 
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4.11.2 Digestão enzimática dos fragmentos da reação em cadeia da polimerase 

 

 A digestão enzimática foi realizada para cada polimorfismo estudado. As respectivas 

enzimas de restrição e os tamanhos dos fragmentos obtidos após a digestão e visualizados em 

gel de acrilamida a 6% e corados com corante SyberGren estão descritas na tabela 5. 

 

Polimorfismo Enzima de Restrição Nucleotídeo Tamanho do fragmento 

SNP5 Ava II 

 

C 

T 

56, 119, 247 

56, 366 

Arg702Trp Msp I 

 

C 

T 

19, 31, 38, 54, 76, 95 

19, 31, 38, 95, 130 

Gly908Arg Hha I 

 

G 

C 

352 

125, 227 

980fs981 Nla IV 

 

- 

C 

21, 90, 116 

21, 41, 76, 90 

Leu1007Pro Apa I 

 

- 

C 

151 

20, 131 

A49G Bbv I 

 

A 

G 

162 

88, 74 

C3435T BSp 1431 

 

C 

T 

207  

145, 62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5: Enzimas de restrição, nucleotídeos polimórficos e tamanhos dos fragmentos obtidos após a digestão 
enzimática do produtos de PCR e corrida em gel de poliacrilamida 6%. 
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4.12 Análises estatísticas 

 

 As análises estatísticas descritivas e o cálculo de Odds Ratio foram feitas utilizando o 

software Bioestat versão 4.0 (Bioestat®, aplicações estatísticas na área de ciências biomédicas. 

Manuel Ayres, Belém, Pará – Brasil, 2005). 

 A análise de compontes principais foi feita outilizando o software Infostat® (Infostat – 

Software estadístico, Cordoba – Argentina, 2004). 

 A análise de componentes principais foi originalmente descrita por Person em 1901 e 

desenvolvida por Hotelling em 1933. Esta análise permite que um certo número de variáveis 

sejam analisadas concomitantemente. Isto torna possível verificar as relações existentes entre 

elas, por meio de uma abordagem descritiva onde, através de um modelo gráfico, podemos 

observar o comportamento de cada variável em relação às demais. Havendo n variáveis, 

haverá um espaço de n dimensões com até n eixos principais, cada um deles correspondendo a 

uma componente principal. Normalmente a análise é feita com as três primeiras componentes 

principais – a primeira contendo um maior valor de inércia e as demais definidas 

seqüencialmente no sentido decrescente. Juntas, devem somar mais de 70% da inércia, 

segundo critério citado por Sampaio IBM; 1993, para serem consideradas significativas. 

 O resultado da análise pode ser observado através de um gráfico de três dimensões, 

correspondente aos três primeiros componentes principais. A inércia define a regularidade ou 

constância do sistema proposto, ou seja, um valor alto de inércia mostra que a associação 

encontrada é constante e regular. 

 Pela distância euclidiana (distância entre dois pontos) e a posição nos quadrantes do 

gráfico, podemos visualizar as relações entre as variáveis. Variáveis situadas em um mesmo 

quadrante e próximas entre si são fortemente associadas; variáveis situadas em quadrantes 

opostos são inversamente associadas. Variáveis distantes uma da outra, situadas no mesmo 

lado, porém em quadrantes diferentes, apresentam associação fraca (Sampaio, 1993). 
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5. Resultados: 

 

5.1 Perfil demográfico dos pacientes com doença celíaca e DII 

 

Na tabela 6 estão apresentados alguns dados demográficos dos pacientes com doença 

celíaca e com DII. 

Dados Doença celíaca DII 

Sexo 21,43 % homens 

78, 57 % mulheres 

45 % homens 

55 % mulheres 

Idade 29,70 ± 19,0 37,29 ± 15,89 

Idade ao diagnóstico 10,8 ± 13,9 para homens 

21,8 ± 19,1 para mulheres 

25,2 ± 9.2 para homens 

31,7 ± 10.2 para mulheres 

 

 

 

 Os dados da tabela 6 mostram uma distribuição desigual da doença celíaca entre 

homens e mulheres, fato não visto nos pacientes com DII. Entretanto, o fato mais importante é a 

diferença da idade ao diagnóstico na doença celíaca, onde podemos observar que nos 

pacientes que participaram do nosso estudo, os homens foram diagnosticados mais 

precocemente do que as mulheres. Utilizando o teste t Student para verificar se a diferença 

entre as médias é estatisticamente significativa (considerando um valor de p significativo < 

0,05), obtivemos um valor de p = 0,053, ou seja, pouco acima do limite de significancia.  

 A DII apresentou-se com distribuição semelhante entre homens e mulheres, com idade 

do diagnóstico também semelhante, não havendo diferença estatística na idade ao diagnóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6 – Sexo, idade e idade ao diagnóstico dos pacientes com doença celíaca e com DII. Nota-se 
pela tabela uma distribuição desigual entre homes e mulheres na doença celíaca, não vista de maneira 
significatica na DII. A idade de manifestação da doença mostra-se diferente entre homens e mulheres 
na doença celíaca, não existindo tal diferença na DII. 
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5.2 Extração de DNA a partir de papel de filtro 

 

 A figura 6 mostra o perfil de amplificação de parte do gene da glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD), que foi usado como controle de amplificação para validar a extração de 

DNA a partir de papel de filtro comum. 

 

 

 
 
 
 

 
 

Pela figura, podemos observar que a extração de DNA a partir de papel de filtro comum, 

mostrou-se eficiente e o DNA mostrou-se estável até 60 dias de armazenamento. Aos 90 dias a 

banda de amplificação já se mostra menos intensa, podendo indicar degradação de DNA. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo mostrando a amplificação de G6PD 

nos diferentes tempos de armazenamento de papel de filtro após o gotejamento de sangue total 

em EDTA. 1 – Padrão de peso molecular de 100 pares de bases; 2 a 8 - tempos de 

armazenagem do papel de filtro após gotejamento de sangue total antes do processo de 

extração (24h, 48h, 72h, 7 dias, 15 dias, 30 dias, 60 dias respectivamente). 
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5.3 Genotipagem de HLA (Pedido de Patente - Anexo I) 

 

A técnica de mini-seqüencimento foi desenvolvida para identificar os alelos DQB1-0201, 

DQB1-0302, DQA1-05 e DQA1-03. 

 A figura abaixo mostra o eletroferograma da genotipagem do alelo DQB1*0201 por mini-

seqüenciamento e deteccão por cromatografia líquida de alta performance desnaturante. 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

A figura 9 refere-se a genotipagem realizada pelo primer interno denominado “0201 int2” 

desenhado para genotipar o alelo DQB1*0201. No cromatograma é possivel visualizar três 

picos distintos, sendo o primeiro pico (com tempo de eluição menor), formado pelo primer 

interno “0201 int 02” que possui 15 bases. O segundo pico, com dezesseis bases é o pico que 

representa o alelo DQB1*0201 e o terceiro pico, de dezenove bases, corresponde a qualquer 

alelo de HLA dentre os possíveis amplificados pela nossa metodologia. 

 A figura 10 apresenta resultados de genotipagem de indivíduos com diferentes perfis em 

relação ao alelo DQB1*0201, genotipados com o primer “0201 int1”. O cromatograma do 

indivíduo 1 (linha azul) apresenta um pico do primer de 22 bases, com tempo de retenção 

menor, e apenas um pico de 23 bases, caracterizando-o como homozigoto para o alelo 

DQB1*0201. O segundo indivíduo (linha preta), possui apenas o pico do primer em seu 

cromatograma, indicando que ele não possui o alelo DQB1*0201 e nenhum dos outros alelos 

identificados pela nossa metodologia. 

 O terceiro indivíduo (linha vermelha) possui os três picos em seu cromatograma, 

indicando que ele é heterozigoto para o alelo DQB1*0201, e o quarto individuo (linha verde) 

possui o pico do primer em seu cromatograma, não possui o pico correspondente ao alelo 

Fig 9 Eletroferograma da Cromatografia Líquida de Alta Performace Desnaturante mostrando a identificação do 

alelo DQB1*0201. 

 

Primer 
0201 Outros alelos 

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 

 

Metodologia submetida à pedido de patente. 
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DQB1*0201 e possui um pico de 25 bases, indicando que ele possui um outro alelo detectato 

por nossa metodologia. 

A identificação dos HLA pela técnica de mini-seqüenciamento foi confirmada pelo 

seqüenciamento direto da região de HLA, validando assim a técnica proposta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
5.4 Freqüência dos haplótipos DQ2 (DQB1*0201 e DQA1*05) e DQ8 (DQB1*0302 e 

DQA1*03 ). 

 
 A tabela abaixo apresenta as freqüências do haplótipos DQ2 e DQ8 nos pacientes com 

doença celíaca e em seus parentes de primeiro grau, nos pacientes com DII e em seus 

parentes de primeiro grau, e nos indivíduos controle. 

 
 DQ2 DQ8 

Celíacos 92,31% 9,6% 

Parentes 1° grau celíacos 41,94 % 6,9 % 

DII 34,1% 4,4 % 

Parentes 1° grau de DII 29.2 % 3,9 % 

Controles 29,0 % 4,0% 

 
 
 
 

1 

2 

3 

4 

22 pb         23pb      25pb 

Figura 10 – Eletroferograma mostrando o perfil cromatográfico de quatro indivíduos com diferentes 
genótipos de HLA. O indivíduo 1 é homozigoto para o alelo DQB1*0201, o indivíduo 2 não possui o alelo 
DQB1*0201 nem outros alelos identificados pela técnica criada, o indivíduo 3 é heterozigoto para o alelo 
DQB1*0201 e o indivíduo 4 não possui o alelo DQB1*0201, mas, possui outros alelos identificados pela 
técnica. 

Tabela 7: Freqüência dos haplótipos DQ2 e DQ8 nos diferentes grupos estudados. 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 

 

Metodologia submetida à pedido de patente. 
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Dos 52 pacientes com doença celíaca, 48 (92,31%) apresentaram o haplótipo DQ2 

(DQB1*0201 e DQA1*05) mostrando uma diferença estatística significativa em relação ao grupo 

controle, que apresentou uma freqüência de 29% para este haplótipo. 

Em relação ao haplótipo DQ8, 5 pacientes (9,6%) e 4 controles (4 %) apresentaram este 

haplótipo. 

Dentre os pacientes que apresentaram o haplótipo DQ8, 4 apresentaram também o 

haplótipo DQ8.  

Desta forma, entre os 52 pacientes com doença celíaca, os haplótipos DQ2 e DQ8 foram 

encontrados em 49 indivíduos (94,23%). 

Não foi detectada em nenhum paciente com doença celíaca, a presença dos alelos 

DQB1*0201 e DQA1*05 isolados, ou seja, todas as vezes que estes alelos foram identificados 

nos pacientes, eles estavam associados formando o haplótipo DQ2. 

Entre os parentes de primeiro grau de pacientes celíacos, a freqüência do haplótipo DQ2 

foi de 41,94%, mostrando uma diferença estatística significativa (p<0,05) em relação aos 

controles.  

Para o haplótipo DQ8, foi observada uma freqüência de 6,9% entre os parentes de 

primeiro grau dos celíacos, sendo esta diferença também significativa (p<0.05) em relação aos 

controles. 

Entre os indivíduos com DII e os parentes destes indivíduos, as freqüências dos 

haplótipos DQ2 e DQ8 não se mostraram estatísticamente diferentes do grupo controle, 

podendo indicar que tais haplótipos não contribuem para o surgimento de tal doença. 

 

5.5 Freqüência alélica e genotípica e dos polimorfismos de base única 

  
 Os polimorfismos de base única foram tipados em três grupos de indivíduos distintos: 

Pacientes com doença inflamatória intestinal, pacientes com doença celíaca e controles 

(indivíduos não portadores de ambas as doenças e sem histórico familiar destas doenças). 

 Os resultados das freqüências alélicas, genotípicas e o Odds Ratio estão apresentados 

nas tabelas a seguir. 
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Os resultados descritos nas tanelas 8, 9, 10 e 11 demostram que os os marcadores das região 

NOD2/CARD15 parecem não estar associados a predisposição genética da doença celíaca e 

nem as DII. Este fato é demostrado pelo valor de Odds Ratio (determinado comparando a 

freqüência de expostos a um certo fator entre um grupo de indivíduos que apresenta a doença – 

casos – e outro que não a tem – controle), que não obteve valor estatisticamente significativo. 

 Vale ressaltar que o polimorfismo 980fs981 não se mostrou polimórfico no grupo dos 

pacientes celíacos e também no grupo dos pacientes com DII, fator este não encontrado em 

outros estudos. 

 Através de teste de Qui-quadrado, observamos que as frequências alélicas e 

genotípicas dos polimorfismos da região NOD2/CARD15 não possuem diferenças estatísticas 

significativas entre os indivíduos afetados pelas doenças, seus familiares de primeiro grau e os 

indivíduos controle. 

 Tal resultado contraria outros artigos (HUGOT, et al., 2001; OGURA et al., 2001; 

SHAOUL et al., 2004) que mostraram alta associação da região NO2/CARD15 com as DII, 

principalmente na população européia, sendo inclusive usados em vários países como auxilio 

diagnóstico. 

 As tabelas 12 e 13 demostram que tanto o polimorfismo 49 (A→G) no gene CTLA-4, 

quanto o polimorfismo C3534T do gene MDR-1, também parecem não estarem associados a 

predisposição a doença celíaca nem com a DII. As freqüências alélicas entre o grupo de 

pacientes, seus familiares e os controles não tem diferença estatística significatica. 

 A análise dos polimorfismos genéticos em conjunto também não apresentou nenhuma 

associação com a predisposição ao surgimento das doenças aqui estudadas. 

 

 
5.6 Associação da idade de manifestação da doença celíaca e da doença 

inflamatória intestinal com o sexo dos indivíduos, haplótipo de HLA e os 

polimorfismos de base única. 

 

 A tabela 14 apresenta as coordenadas dos três componentes principais, as variáveis 

analisadas e a inércia explicada pelo sistema, ao relacionar idade de manifestação da doença 

inflamatória intestinal com os marcadores genéticos analisados. 
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Variáveis Componentes principais 

 F1 F2 F3 

HLA 0.63 0.23 -0.21 

SNP5 0.5 0.15 -0,16 

981 0.4 -0.36 -0.44 

CTLA-4 -0.43 -0.48 -0.02 

908 0.28 0.48 -0.32 

702 0.39 0.46 0.31 

MDR -0.4 0.19 -0.42 

Sexo  0.26 -0.35 0.38 

Idade 0,35 0,15 0,51 

Inércia explicada 32% 22% 17% 

Inércia acumulada 32% 54% 71% 

Tabela 14: Coordenadas dos componentes principais e inércia explicada pelo sistema em relação a DII. 
 
A representação gráfica da tabela está apresentada no gráfico 1. 
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Gráfico 1: Representação gráfica da tabela 14, onde as posições dos marcadores no terceiro eixo (F3) é 
demostrada nos pontos (o símbolo ↑ significa valores positivos e o símbolo ↓ significa valores negativos). A 
associação entre os marcadores é dada pela posição relativa nos quadrantes e a força desta associação é dada 
pela distância euclidiana. 
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De acordo com a representação gráfica da análise de componentes principais, podemos 

observar que, a idade de surgimento da doença inflamatória intestinal e os marcadores, HLA, 

SNP5, Gly908Arg e Arg702Trp, se situam no mesmo quadrante em relação a F1 e F2, 

indicando uma relação direta entre eles. Entretanto, o fato de estarem em lados opostos do 

plano (sinal trocado) indicado pelo componente F3, indica que tal associação é fraca. 

Esses dados sugerem que a presença das mutações SNP5, Gly908Arg e Arg702Trp, 

assim como a prença do DQ2 ou DQ8, podem influenciar a idade de surgimento da doença 

celíaca, fazendo esta doença se manifestar mais tardiamente quando da presença destes 

polimorfismos no paciente. 

Em contrapartida, o CTLA-4 ficou situado em um quadrante oposto a idade de 

manifestação da doença inflamatória intestinal, indicando uma relação inversa entre estas 

variáveis. Além disso estas variáveis estão em lados opostos do plano, indicando uma 

associação forte. Em outras palavras, a presença da mutação 49 (A→G) faz com que a doença 

inflamatória intestinal se manifeste mais cedo. 

Vale ressalter o fato de que a inércia total acumulada foi de mais de 70%, significando 

com isso que, as associações encontradas nesta análises são consistentes e significativas. 

Em relação a doença celíaca, a tabela 15 abaixo apresenta as coordenadas dos três 

componentes principais, as variáveis analisadas e a inércia explicada pelo sistema ao relacionar 

idade de manifestação da doença celíaca, com os marcadores genéticos analisados. 

Variáveis Componentes pricipais 

 F1 F2 F3 

HLA 0.23 0.39 0.12 

SNP5 0.47 0.23 0.34 

981 0 0 0 

CTLA-4 -0.4 -0.3 -0.01 

908 0.19 0.67 -0.16 

702 0.35 -0.10 0.66 

MDR 0.34 -0.49 -0.12 

Sexo  0.44 -0.4 -0.17 

Idade 0.44 -0.05 -0.62 

Inércia explicada 25% 21% 17% 

Inércia acumulada 25% 46% 64% 

Tabela15 : Coordenadas dos componentes principais e inércia explicada pelo sistema em relação à 
doença celíaca. 
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 De acordo com o que podemos observar na tabela, a inércia total acumulada foi de 64%, 

indicando que as relações entre os marcadores genéticos, a idade de manifestação da doença 

e o sexo dos pacientes não são consistentes e significativas. 
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 6.0 Discussão 
 
 Apesar de clinicamente distintas, a doença celíaca, a doença de Crohn e a retocolite 

ulcerativa têm várias características em comum do ponto vista imunológico e genético. Tais 

características podem ser demonstradas na prática, através da confirmação por vários autores 

de que a incidência de retocolite ulcerativa e doença de Crohn é maior em pacientes com 

doença celíaca (HADITHI et al., 2007). 

 Além disso, é possível constatar através da literatura que outras doenças autoimunes, 

como diabetes tipo 1 e tireoidite de hashimoto, também têm sua incidência aumentada nos 

portadores de retocolite ulcerativa, doença de Crohn e doença celíaca, sugerindo um 

background comum entre estas patologias (NEUHAUSEN et al., 2008). 

 Analisamos em nosso trabalho, se estas duas doenças possuem marcadores genéticos 

em comum, uma vez que existem características genéticas comuns entre elas. Ambas já foram 

associadas a região de HLA e ambas já foram associadas a polimorfismos genéticos de genes 

que têm importante papel na regulação de células T envolvidas na resposta imunológica. 

 Ao iniciarmos a investigação dos haplótipos DQ2 e DQ8, conhecidamente associados a 

doença celíaca, nos deparamos com a possibilidade de usar várias técnicas para a identificação 

destes haplótipos, indo desde um PCR alelo específico, até o seqüenciamento direto do gene. 

Além disso, na maioria das vezes, tais técnicas são caras, demoradas e proibitivas do 

ponto de vista de produção em escala (KAUKINEN et al.,1997; REINTON et al., 2006; OLERUP 

et al., 1993). Por outro lado, percebemos através da literatura que a doença celíaca possui uma 

alta incidência e alta prevalência em várias populações, incluindo a brasileira (SDEPANIAN et 

al., 1999, FARREL et al., 2002; JABRI et al., 2006). 

 Isto posto, nos propomos a desenvolver uma técnica de genotipagem de HLA, que 

tivesse custo baixo, rápida e que principalmente, pudesse ser realizada em larga escala, como 

em testes de screening neonatal (teste do pezinho). 

 Antes mesmo da padronização da técnica de genotipagem propriamente dita, fez-se 

necessário a padronização de uma extração de DNA, que tivesse os mesmos critérios citados 

anteriormente para a técnica de tipagem de HLA, ou seja, que fosse rápida, barata e pudesse 

ser feita em larga escala. 

 Como tínhamos a intenção de usar a técnica de tipagem de HLA em screening neonatal, 

padronizamos nossa extração de DNA a partir do material que hoje é colhido no teste do 

pezinho, ou seja, a partir de gotas de sangue em papel de filtro comum. 
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O resultado obtido desta padronização da extração de DNA proveniente de papel de 

filtro comum, apesar de simples do ponto de vista técnico, tem uma importância muito grande 

no aspecto econômico e financeiro do teste. 

 Esta padronização permitiu a redução de custo de extração de DNA em uma escala 

muito grande e dificilmente encontrada em kits comerciais convencionais.  

 A extração demonstrada aqui já esta implantada no Departamento de Genética Humana 

do Instituto Hermes Pardini. Esta instituição usava um kit comercial cujo custo final de extração 

era de R$ 7,32 por amostra (incluindo reagentes, papel FTA Card® - Watman e descartáveis). 

Utilizando a nova extração aqui descrita, e cuja metodologia está com requerimento de patente, 

o custo final por amostra foi reduzido para R$1,92, uma diferença de R$ 5,40 por amostra.  

 Apesar do valor absoluto unitário ser pequeno, ao pensarmos em termos de escala, o 

montante final pode representar uma grande economia para empresas que por ventura usarem 

tal técnica. 

 O segundo resultado aqui demonstrado é a montagem, padronização e validação da 

técnica de mini-sequenciamento para identificação dos haplótipos de HLA DQ2 e DQ8, 

associados com predisposição à doença celíaca. 

  A técnica de mini-seqüenciamento vem sendo utilizada para inúmeras finalidades e se 

mostra muito eficiente quando se faz necessário a genotipagem de vários polimorfismos e a 

análise de vários fragmentos de DNA (79). 

 Nos últimos anos, o mini-sequenciamento vem sendo realizado utilizando 

sequenciadores capilares e, mais recentemente, a cromatografia líquida de alta performance 

desnaturante (dHPLC) (HOOGENDOORN at al., 1999, XIAO & OEFNER, 2001). 

 A metodologia desenvolvida em nosso trabalho pode ser usada em ambos os 

equipamentos, mas por motivos didáticos e pelo caráter inovador, resolvemos focar nossos 

esforços no uso do dHPLC. Além disso, o dHPLC tem maior capacidade de produção, é 

automatizável e possui custo operacional mais baixo quando comparado com seqüenciadores 

de DNA. 

 Apesar do grande grau de dificuldade de padronização da técnica de mini-

sequenciamento em dHPLC, uma vez padronizada a técnica mostra-se reprodutível e passível 

de ser utilizada em rotinas clínico-laboratoriais (HOOGENDOORN at al., 1999, XIAO & 

OEFNER, 2001). 

 Foi encontrado um alto grau de dificuldade na construção das seqüências dos 

oligonucleotídeos internos que se constitui no passo essencial para a discriminação alélica. 

Esta dificuldade se deve principalmente ao fato da região de HLA se mostrar altamente 
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polimórfica e muitas vezes um alelo é discriminado de outros por mais de uma alteração de 

base, tornando a construção dos oligonucletídeos mais difícil. 

 Apesar disso, a técnica desenvolvida neste trabalho mostrou-se reprodutível, confiável e 

automatizável, fazendo com que ela tenha um grande potencial de uso em rotinas laboratoriais. 

 Vale ressaltar que os resultados de genotipagem obtidos pelo mini-seqüenciamento 

foram validados pela metodologia de seqüenciamento direto, onde foi possível observar 100% 

de concordância dos resultados. 

 Os resultados encontrados de freqüência dos haplótipos DQ2 e DQ8 (92,31% e 9,6% 

respectivamente) na população de celíacos estudada são semelhantes a outros dados 

divulgados em outras populações (TOSI et al., 1986; SACHS et al., 1986, LOUKA & SOLLID, 

2003, BOURGEY et al., 2007). O que nos chamou a atenção foi o fato de que a grande maioria 

dos pacientes que possuíam o haplótipo DQ8 já possuírem o haplótipo DQ2. 

 Esse dado nos fornece uma evidência de que pode não ser necessário a tipagem de 

ambos os haplótipos (DQ2 e DQ8) para uma eventual utilização laboratorial da tipagem de HLA 

para doença celíaca, o que tornaria o exame ainda mais barato e rápido. Na literatura, alguns 

autores já sugerem a genotipagem apenas dos alelos DQB1*0201 e DQA1*0501, que formam o 

haplótipo DQ2 (SACHETTI et al., 2001) 

 As freqüências dos haplótipos DQ2 e DQ8 nos parentes de primeiro grau dos pacientes 

celíacos (41,94% e 6,9%) mostraram-se com valor intermediário entre os valores das 

freqüências dos pacientes e dos controles (29,0% para DQ2 e 4% para DQ8). Além disso, a 

diferença entre as freqüências haplotípicas dos parentes de celíacos e os controles mostrou-se 

estatisticamente significativa, indicando que este grupo de parentes de pacientes possui um 

risco significativo ao surgimento da doença embora, por algum motivo, não manifesta a mesma. 

Este motivo pode estar associado a fatores ambientais ou até mesmo, a influência de outros 

genes fora da região de HLA, em um fenômeno de epistasia. 

 Outros marcadores genéticos foram tipados com o intuito de identificar alguma 

contribuição dos mesmos para o desenvolvimento da doença celíaca. Estes marcadores 

(Arg702Trp, Gly908Arg, 980fs981, 1007fs do gene NOD2/CARD15, assim como o polimorfismo 

(A→G) na posição 49 no primeiro éxon do gene CTLA-4 e o polimorfismo C3435T do gene 

MDR-1, já foram previamente associados com predisposição ao surgimento de doenças 

autoimunes como diabetes tipo 1, DC, RCU e a própria doença celíaca (ARDIZZONE et al., 

2007, MORA et al., 2003, HUGOT et al., 1996). É importante salientar o fato de que os genes 

NOD2/CARD15, CTLA-4 e MDR-1 estão associados à regulação do sistema imunológico, tendo 



 59
 

portanto uma possível relação funcional com doenças autoimunes (HUGOT et al., 1996; 

AMUNDSEN et al., 2004; .RANDOLPH et al., 1998) 

 De acordo com os resultados obtidos, nenhum destes polimorfismos parece estar 

associado com doença celíaca, nem individualmente nem em conjunto.  

 A falta de associação entre esses marcadores e a predisposição à doença celíaca pode 

indicar que a manifestação da doença em indivíduos brasileiros parece estar mais associada à 

região de HLA e a fatores ambientais.  

 De maneira surpreendente, no que diz respeito a DC e a RCU, o que observamos é que 

os mesmos genes também parecem não estar associados ao surgimento destas doenças nos 

pacientes testados. Do mesmo modo, a freqüência dos haplótipos DQ2 e DQ8 nos mesmos 

pacientes não se mostrou diferente em relação aos indivíduos controle. 

 Esses achados, apesar de não identificarem um fator genético de risco para o 

desenvolvimento de DC e de RCU são extremamente importantes, uma vez que principalmente 

os polimorfismos da região NOD2/CARD15 são amplamente usados em screening e até mesmo 

como exame genético de auxílio diagnóstico para RCU e DC em vários países do mundo. 

 Esta falta de associação entre os polimorfismos analisados e DII deve ser vista com 

cautela, não significando necessariamente que o gene NOD2/CARD15, o gene CTLA-4 e o 

gene MDR-1 não contribuam para o surgimento da DII.  

 Estudos feitos em várias populações mostram uma forte associação com estes genes e 

o surgimento da DII e sendo assim a análise de outras mutações nos mesmo genes pode ser 

de grande valia na identificação de polimorfismos associados à DII (HUGOT et al., 1996; 

HUGOT et al., 2001, ARDIZZONE et al., 2007, KRISTIANSEN et al., 2001) 

 Em relação a freqüência genotípica e alélica dos polimorfismos estudados e a freqüência 

dos haplótipos de HLA, não foram identificadas diferenças estatísticas significativas entre os 

pacientes com DII, seus parentes de primeiro grau, e os controles. 

 Realizamos também uma análise estatística multivariada, no intuito de identificar algum 

fator genético que pudesse influenciar na idade de manifestação da doença celíaca e da DII. 

 Essa análise torna-se interessante principalmente em pacientes com DII, onde existe 

claramente uma distribuição bimodal na idade de manifestação da doença, tendo um primeiro 

pico na adolescência e fase adulta jovem, e um segudo pico após os 50 a 60 anos de idade. 

 A análise multivariada escolhida foi a análise de componentes principais, onde é 

possível analisar uma grande variedade de fatores concomitantemente, e avaliar suas relações 

através de um gráfico em três dimensões. 
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Pela distância euclidiana (distância entre dois pontos) e a posição nos quadrantes do 

gráfico, podemos visualizar as relações entre as variáveis. Variáveis situadas em um mesmo 

quadrante e próximas entre si são fortemente associadas; variáveis situadas em quadrantes 

opostos são inversamente associadas. Variáveis distantes uma da outra situadas no mesmo 

lado, porém em quadrantes diferentes, apresentam associação fraca (HOTELING, 1933). 

A força e consistência da possível associação encontrada, é dada pela inércia 

acumulada nos três componentes principais, sendo considerada significativa uma inércia acima 

de 70% (SAMPAIO, 1993). 

De acordo com esta análise, não encontramos associação entre os marcadores 

genéticos aqui estudados e a idade de manifestação da doença celíaca, uma vez que a inércia 

acumulada nos três primeiros componentes principais foi de 64%. 

Entretanto, em relação a DII, foi possível observar uma forte associação entre o 

polimorfismo 49 (A→G) do gene CTLA-4 e a idade de manifestação da doença. Pelo fato de 

estarem em quadrantes opostos e em planos diferentes, esta associação é inversa, ou seja, 

pacientes com o polimorfismo, tendem a manifestar a doença mais precocemente do que 

aqueles que não apresentam. Esta relação teve uma inércia acumulada de 71%, demostrando 

assim que se trata de um achado significativo e consistente. 

A associação do polimorfsmo 49 (A→G) do gene CTLA-4 e idade precoce de surgimento 

da DII pode ser explicada pela importância que tal gene tem na regulação do sistema 

imunológico. O gene CTLA-4 codifica uma proteína que atua como um modulador na reação 

imunológica mediada por células T. Mais especificamente, esta molécula controla a proliferação 

de células T e a apoptose mediada por este tipo de célula. Alterações neste gene pode levar a 

uma perda nesta função regulatória, causando uma perda do controle das reações 

imunológicas e facilitando o surgimento de doenças autoimunes desde os primeiros dias de vida 

(KIM et al. 2004; KING et al., 2002). 

Este resultado reforça a necessidade do gene CTLA-4 ser investigado mais 

detalhadamente no que se refere a sua importância na predisposição ao surgimento da DII em 

pacientes brasileiros. 

O gene CTLA-4 tem sido associado com doenças autoimunes e inflamatórias, mas 

nunca tinha sido descrito associado a idade de manifestação da DII (KRISTIANSEN et al., 

2001). 

Através da análise de componentes principais, foi observado também uma associação 

direta, apesar de fraca, entre os polimorfismo SNP5, Gly908Arg e Arg702Trp assim como os 
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haplótipos DQ2 e DQ8 com a idade de manifestação da doença, indicando que pacientes que 

possuem tais polimorfimos ou haplótipos tendem a manifestar a DII mais tardiamente. 

Estes dados de associação dos marcadores genéticos com a idade de surgimento da 

DII, podem ajudar na compreenção da distribuição bimodal desta doença, e nos indica mais 

uma vez que, uma investigação mais detalhada é necessária para elucidar a real contribuição 

dos genes NOD2/CARD15, CTLA-4 e MDR-1 na predisposição genética à doença inflamatória 

intestinal. 
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7 Conclusões 

 

 De acordo com os resultados obtidos em nosso trabalho podemos concluir que os 

polimorfismo presentes nos genes CTLA-4, NOD2/CARD15 e MDR-1 parecem não influenciar 

de maneira significativa o srugimento da doença celíaca em pacientes brasileiros. 

 Estes mesmos genes, assim como os haplótipos de HLA DQ2 e DQ8, a princípio 

parecem não influenciar o surgimento da doença inflamatória intestinal. Entretanto estes genes 

parecem ter grande influência na idade de manifestação da DII, fato este visto através da 

análise de componentes principais. 

 O polimorfismo 49 (A→G) do gene CTLA-4 mostou-se altamente associado com a idade 

precoce ao surgimento da DII, sendo que este fato, pode auxiliar na compreensão da 

manifestação bimodal da doença. 

 Em relação aos haplótipos de HLA DQ2 e DQ8, tais marcadores mostraram-se 

altamente freqüentes nos pacientes celíacos, tendo uma diferença significativa em relação ao 

grupo controle e aos pacientes com DII. 

 A freqüencia dos haplótipos DQ2 e DQ8 nos familiares de primeiro grau dos pacientes 

celíacos mostrou-se elevada em relação ao grupo controle, indicando assim um risco 

aumentado ao desenvolvimento da doença. 

 Com isto, concluímos que os marcadores genéticos analisados podem não ser o elo 

genético comum entre a doença celíaca e a DII. Entretanto, estudos de outras mutações e 

polimorfismos nos genes aqui analisados são necessários. 

 A técnica de extração de DNA em papel de filtro comum e de tipicação de haplótipos de 

HLA aqui proposta, mostraram-se confiáveis, reprodutíveis e facilmente automatizáveis. Com 

estas características concluímos que ambas podem ser usadas como técnicas de rotina em 

laboratório clínico, tanto para uso em diagnóstico como para programas de screening 

populacional. 

 A técnica de extração de DNA em papel de filtro comum e a técnica de tipagem dos 

haplótipos de HLA DQ2 e DQ8 são objetos de pedido de patente (ANEXO 1), tanto 

isoladamenente quanto na forma de kit de dignóstico. 
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ANEXO 1 – PATENTE REQUERIDA  

“Método de diagnóstico para detecção de Doença Celíaca através de mini-

sequenciamento de Haplótipos de HLA”. 

 

Campo de aplicação  

A presente invenção refere-se a um método de diagnóstico para detecção de Doença Celíaca 

através de mini-sequeciamento de Haplótipos HLA.  

 

Estado da técnica  

A Doença Celíaca (DC) é basicamente causada por uma intolerância do organismo ao glúten, 

composto encontrado em alguns alimentos a base de cereais, como pães, biscoitos e farinhas 

diversas. Esta doença causa uma destruição total ou parcial das vilosidades intestinais o que 

gera um quadro de diarréia e de desnutrição (MARTIN, S. 2008. AGAINST THE GRAIN: AN 

OVERVIEW OF CELIAC DISEASE. J AM ACAD NURSE PRACT. 20:243-50).  

A patente US6703208B1 intitulada Imunological assay for deteccion of antibodies for celiac 

disease, descreve um método de detecção de anticorpos no soro via combinação de 

transaminases e outros substratos a base de glutaminas.  

O pedido de patente US20070298447A1 intitulada Method for diagnosing immunologic food 

sensitivity, descreve o diagnóstico de várias doenças tais como, doença celíaca, colite, diarréia 

crônica, hepatite, síndrome de Crown, dentre outras. O diagnóstico de tais doenças é baseado 

na detecção de anticorpos em amostras fecais dos pacientes.    

Problemas da Técnica 

A Doença celíaca pode ser diagnosticada por exames clínicos e sorológicos. O principal exame 

sorológico utilizado para o diagnóstico da doença celíaca é a detecção dos anticorpos IgA anti-

transglutaminase tecidual. Apesar de serem usados na rotina médica, tais testes apresentam 

grandes problemas de falso positivo e falso negativo além de resultados inconclusivos, sendo 

isso uma característica inerente das próprias técnicas imunológicas ou devido a fatores 

intrínsecos de cada paciente. 

A doença celíaca está associada a presença de dois haplótipos de HLA, especificamente o 

haplótipo DQ2 e o haplótipo DQ8. A detecção destes dois haplótipos por uma técnica rápida e 

de custo mais baixo pode ser de grande valia no diagnóstico precoce da doença ou em casos 

onde a clínica e os demais achados laboratoriais não são totalmente conclusivos. 

O HLA pode ser tipado por vários métodos sendo que os métodos moleculares são os que 

apresentam resultados mais confiáveis e rápidos (BASSO D, GUARISO G, FOGAR P, 
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NAVAGLIA F, ZAMBON CF, PLEBANI M. 2006. Insights in the laboratory diagnosis of celiac 

disease. Lupus 15:462-5). Entretanto os métodos moleculares disponíveis atualmente são 

onerosos como seqüenciamento ou PCR alelo específico, e geralmente partem do sangue total 

como material biológico. Além disso, as técnicas são limitadas quanto a especificidade dos 

HLAs tipados, sendo necessário muitas reações de PCR para se conseguir identificar qual HLA 

a pessoa testada possui. 

 

Vantagens da Invenção  

O objetivo da presente invenção é desenvolver e utilizar a técnica conhecida como “Primer 

Extension” ou “mini seqüenciamento” para detectar os alelos de predisposição à doença 

celíaca. 

O mini-seqüenciamento apresenta-se como metodologia de rastreamento segura, de menor 

custo e mais rápida realização (12 minutos), quando comparado ao seqüenciamento genético 

tradicional. Como desvantagem, necessita de prévio conhecimento das mutações a serem 

pesquisadas para a confecção dos primers específicos na análise. Entretanto esta 

desvantagem apenas aplica-se a triagens de genes desconhecidos, o que não é o caso das 

tipagens de HLA, onde as seqüências gênicas são amplamente conhecidas e publicadas. 

Portanto, constitui tarefa da invenção oferecer uma metodologia mais rápida, mais barata e 

altamente eficiente de diagnóstico da doença celíaca a qual pode ser utilizada no caso de 

diagnóstico precoce e/ou tardio da doença, além de ainda em casos de laudos não-conclusivos 

sobre esta doença. Além disso, a metodologia permite a utilização de gotas de sangue em 

papel de filtro, material usado no conhecido “Teste do Pezinho”, e de saliva coletada por um 

swab bucal, o que facilitaria e muito a realização da tipagem do HLA em triagens neonatais, 

estudos populacionais e diagnóstico laboratorial. 

 

 

Descrição da tecnologia  

O mini-seqüenciamento gênico baseia-se em uma reação em cadeia da polimerase em dois 

estágios (Amplificação externa e hibridação interna) depende de pelo menos três primers com 

tamanhos específicos. Cada primer deve ter um par de bases a menos que o nucleotídeo 

correspondente ao códon de interesse em pesquisa de mutação. A extensão da reação ocorre 

mediante incorporação de dideoxinucleotídeo (ddNTP), cuja incorporação depende do genótipo 

em estudo. Após a incorporação deste nucleotídeo marcado a reação não mais ocorrerá, sendo 

possível à análise e diferenciação do códon mutado mediante uso de programa de computação 
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ou da simples visualização do eletroferograma do seqüenciador ou aparelho de HPLC (ARQ 

BRAS ENDOCRINOL METAB VOL.50 N°1 SÃO PAULO FEB. 2006). 

Recentemente foi descoberto que 98% dos indivíduos com DC apresentam os haplótipos de 

HLA DQ8 e DQ2, caracterizados pela presença dos alelos DQB1-0201, DQB1-0302, DQA1-05 

e DQA1-03.  

A técnica consiste em amplificar a região gênica de DQA1 e DQB1 (que contém os 

polimorfismos que caracterizam os alelos DQB1-0201, DQB1-0302, DQA1-05 e DQA1-03) dos 

haplótipos de HLA DQ2 e DQ8 utilizando a técnica de mini-sequenciamento, sendo que o 

resultado ou saída do teste é: presença ou ausência dos haplótipos. Utilizam-se os iniciadores 

internos para diferenciar os alelos usando a abordagem da extensão de base única. Ao final os 

fragmentos podem separados por cromatografia líquida de alta pressão ou seqüenciador 

automático e os alelos são identificados de acordo com o tamanho. 

Todos os iniciadores e etapas foram confeccionados para execução do teste (EXEMPLO 1). 

 Os seguintes iniciadores (primers) são usados para amplificar a região gênica do DQB1 

que será utilizado como molde para a reação interna de extensão (Seq ID 01 e Seq ID 02).  

 Os seguintes iniciadores são utilizados para identificar o alelo DQB1-0201 

(Seq ID 03 e Seq ID 04). 

 Os seguintes iniciadores são utilizados para identificar o alelo DQB1-0302 

(Seq ID 05 a Seq ID 07). 

 Os seguintes iniciadores (primers) são usados para amplificar a região gênica do DQA1 

que será utilizado como molde para a reação interna de extensão (Seq ID 08 e Seq ID 09).   

 Os seguintes iniciadores são utilizados para identificar o alelo DQA1-05 (Seq ID 10 e 

Seq ID 11). 

 O seguinte iniciador é utilizado para identificar o alelo DQA1-03 (Seq ID 12). 

 

Um dos potenciais usos da presente metodologia é sua utilização em triagem neo-natal ou 

o chamado teste do pezinho. Para isso padronizou-se os PCR utilizando também DNA 

proveniente de papel de filtro, que é o material utilizado para coleta do teste do pezinho. 

A técnica desenvolvida pode ser descrita de forma não limitante conforme abaixo 

(EXEMPLO 2):  

a) Identificar o papel filtro com o código de barra, nome do paciente ou número 

seqüencial.  

b) Colocar o papel filtro em recipiente plástico e cobrir com solução de lavagem (5 mL de 

SDS a 10% diluídos para 1000mL de água tipo I, perfazendo uma solução de concentração final 
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de SDS igual a 0,05%). Deixar em agitação por 10 minutos. Descartar a solução de lavagem em 

recipiente próprio.  

c) Cobrir papel de filtro com água tipo 1 e agitar por dez minutos. Descartar a água em 

recipiente próprio e repetir a operação.  

d) Colocar o papel de filtro na estufa a 56ºC até secar ou a temperatura ambiente 

“overnight”. 

e)Adicionar o “punch” ou picote do papel com tamanho de 0,1 mm com o DNA purificado e 

imobilizado ao mix de reação de PCR 

f) Armazenar o papel filtro à temperatura ambiente. 

g) Realizar o teste 

 

Exemplo1: Para identificação de amostras controles usados na validação do teste foram 

feito o seguinte procedimento: 

 Sequenciamento direto da região do HLA de vários indivíduos para identificar aqueles 

portadores dos haplótipos DQ2 e DQ8. Ao todo conseguimos identificar por sequencimento 

direto 10 indivíduos portadores do haplótipo DQ2 e cinco portadores do haplótipo DQ8. 

Em seguida retiramos as amostras utilizando a técnica proposta (mini-sequenciamento) 

sendo que os resultados se encontram descritos na tabela 1: 

Amostra Resultado 

Sequenciamento direto 

Resultado mini-

sequenciamento 

01/2008 DQ2 DQ2 

02/2008 DQ2 DQ2 

03/2008 DQ2 DQ2 

04/2008 DQ2 DQ2 

05/2008 DQ2 DQ2 

06/2008 DQ2 DQ2 

07/2008 DQ2 DQ2 

08/2008 DQ2 DQ2 

09/2008 DQ2 DQ2 

10/2008 DQ2 DQ2 

11/2008 DQ8 DQ8 

12/2008 DQ8 DQ8 

13/2008 DQ8 DQ8 
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14/2008 DQ8 DQ8 

15/2008 DQ8 DQ8 

 

Pelo exposto acima, observamos que a técnica estava realmente otimizada para tipagem 

dos HLAs DQ2 e DQ8. 

Além disso, sorteamos dentre as amostras acima cinco amostras aleatórias que foram 

enviadas para um laboratório de referência (CICLAB – Centro de Imunologia da Catalunha – 

Barcelona – Espanha). As amostras enviadas tiveram seu HLA tipado e o resultado foi 100% 

concordante com o encontrado com a técnica de mini-sequenciamento. 

 

Exemplo 2: Utilizando a técnica acima, retiramos o HLA das amostras acima e além de 

amplificarmos a região de Beta globina como controle. 

De acordo com a tabela 2, podemos observar que a amplificação do DNA proveniente de 

gotas de sangue coletadas em papel de filtro é viável, reprodutivo além de ser de baixo custo. 

 

Amostra Amplificação HLAs Amplificação Beta 

Globina 

01/2008 OK OK 

02/2008 OK OK 

03/2008 OK OK  

04/2008 OK OK 

05/2008 OK OK 

06/2008 OK OK 

07/2008 OK OK 

08/2008 OK OK 

09/2008 OK OK 

10/2008 OK OK 

11/2008 OK OK 

12/2008 OK OK 

13/2008 OK OK 

14/2008 OK OK 

15/2008 OK OK 
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REIVINDICAÇÕES 

1- MÉTODO DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA caracterizado pela tipagem de HLA 

ser feita através de mini sequenciamento.  

 

2 - MÉTODO DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA, de acordo com reivindicação 1, 

caracterizado por ser um método de detecção dos haplótipos DQ2 e  DQ8.  

 

3 - MÉTODO DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA, de acordo com as reivindicações 

1 e 2, caracterizado por ser um método capaz de identificar os alelos DQB1-0201, DQB1-0302, 

DQA1-05 e DQA1-03.  

   

4 - MÉTODO DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA, de acordo com as reivindicações 

1 a 3, caracterizado por compreender os iniciadores internos da região gênica de DQA1 e 

DQB1. 

 

5- MÉTODO DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA, de acordo com a 

 reivindicação 4, caracterizado pelos iniciadores internos da região gênica de DQA1 e DQB1 

serem as  Seq. ID nos 01 a 12. 

 

6- KIT DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA, conforme definido pelas reivindicações 1 

a 5,  caracterizado por compreender extrator de swab bucal mais iniciadores contidos nas Seq 

ID nos 01 a 12.  

 

7- MÉTODO DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA, caracterizado por ser realizado 

através do teste do pezinho, compreendendo as seguintes etapas:  

a) Identificar o papel filtro com o código de barra, nome do paciente ou número 

seqüencial; 

b) Colocar o papel filtro em recipiente plástico e cobrir com solução de lavagem, deixar em 

agitação por 10 minutos, descartar a solução de lavagem em recipiente próprio; 

c) Cobrir com água tipo 1 e agitar por dez minutos, descartar a água em recipiente próprio 

e repetir a operação;   

d) Colocar o papel filtro na estufa a 56ºC até secar ou a temperatura ambiente “overnight”; 

e) Adicionar o um fragmento de papel (picote ou punch de de 0,1 mm) com o DNA 

purificado e imobilizado à mistura de reação de PCR 
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f) Armazenar o papel filtro à temperatura ambiente; 

 

8- KIT DE DIAGNÓSTICO PARA DOENÇA CELÍACA, conforme definido pela reivindicação 7,  

caracterizado por compreender papel de filtro para teste do pezinho,  mais iniciadores contidos 

nas Seq ID nos 01 a 12, além de solução de SDS 10% .  

 

 

LISTAGEM DE SEQÜÊNCIAS  

Seq ID 01  

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 21 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 GGATTTCGTG TACCAGTTTA A   21 

Seq ID 02  

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 22 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 CCTTCTGGCT GTTCCAGTAC TC  22 

 

Seq ID 03 
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Metodologia submetida à pedido de patente. 
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Características da seqüência: 

 a) tamanho: 22 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 AGTGCTACTT CACCAACGGG AC 22 

 

Seq ID 04 

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 15 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 TCTCGGTTAT AGATG15 

 

Seq ID 05 

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 18 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 
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 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 AATCTCGGTT ATAGATGT 18 

 

Seq ID 06 

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 22 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 AAACCAGCGG CGTCACCGCC CG 22 

 

Seq ID 07  

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 14 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 GCTGGGGCCG CCTG 14 

 

Seq ID 08  

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 17 bases 

 b) Tipo: DNA 

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 
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 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 GTGTAAACTT GTACCAG  17 

Seq ID 09 

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 21 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 GGTAGCAGCG GTAGAGTTG 19 

 

Seq ID 10 

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 14 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 CTACGTGGAC CTGG 14 

 

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 

registro junto ao Instituto Nacional de propriedade Intelectual. 
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Seq ID 11 

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 18 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 AAAAACATAA CTTGAACA 18 

Seq ID 12 

Características da seqüência: 

 a) tamanho: 18 bases 

 b) Tipo: DNA 

 c) Conformação da fita (se nucleotídeo): Simples 

 d) Topologia: Linear 

Características da molécula seqüenciada: 

 a) Tipo: DNA 

 b) Nome: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 c) Produto do gene: Antígeno Leucocitário Humano - HLA 

 

1 GTCCCTCTGG GCAGTACA 18 

 

Resumo  

A doença celíaca está associada a presença de dois haplótipos de HLA, especificamente o 

haplótipo DQ2 e o haplótipo DQ8. O presente método consiste em uma genotipagem de HLA 

onde é possível identificar especificamente os alelos DQB1-0201, DQB1-0302, DQA1-05 e 

DQA1-03 dos haplótipos DQ2 e DQ8 de uma maneira mais rápida e barata. A detecção destes 

dois haplótipos por uma técnica rápida e de custo mais baixo pode ser de grande valia no 

diagnóstico precoce da doença ou em casos onde a clínica e os demais achados laboratoriais 

não são totalmente conclusivos.                                                                         

 

 

 

 

 

 

Metodologia indisponível temporariamente até a obtenção de 
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Anexo II  

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Projeto: Predisposição genética a doença celíaca e a doença inflamatória intestinal 

 

 A doença celíaca, doença de Crohn e colite ulcerativa são doenças que afetam o trato gastro 

intestinal e que causam um quadro de diarréia com conseqüente desnutrição crônica em 

Algumas situações, o diagnóstico diferencial entre estas doenças torna-se difícil pois elas 

possuem vários sintomas em comum. Por possuírem um caráter genético, este trabalho tem 

como objetivos: identificar genes que possam influenciar no desenvolvimento da doença de 

auxiliar no diagnóstico diferencial destas  

Fica garantido a todos o sigilo sobre os dados clínicos e laboratoriais, e a proteção de sua 

identidade em caso de publicação na imprensa científica. Não recairá sobre os participantes da 

pesquisa nenhum ônus ou despesa financeira. 

A coordenadoras do projeto é a Profa. Dra. ANA LÚCIA BRUNIALTI GODARD e será 

desenvolvido no Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. 

Todo o material biológico, após a extração de DNA, será descartado segundo normas da 

Vigilância Sanitária. 

Eu, ______________________________________________________, concordo em participar 

do trabalho “Determinação e identificação de predisposição genética a doença celíaca, doença 

de Crohn e colite ulcerativa  em indivíduos com quadro de desnutrição crônica”. Eu declaro que 

fui orientado das finalidades da pesquisa e que não terei nenhum ônus em participar desta Eu 

concordo com a coleta de sangue em mim ou em membros da minha família para o estudo 

acima citado.  

Assinatura: _________________________________________________  

Data: ___ / ___ / ___ 

 

 
 
 
Prof. Dra. Ana Lúcia Brunialt Godard 
Coordenadora do projeto 
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
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Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
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