Doenca Celiaca
Rastreamento de polimorfismos para diagndstico
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DO LABORATORIO PARA O CONSULTORIO

A Medicina Personalizada se utiliza dos novos métodos de anélise molecular do genoma humano
permitindo que tanto critérios diagndsticos quanto a terapia medicamentosa assumam um cardter
individualizado, desta forma, a sequéncia genédmica de cada paciente torna-se determinante para
a tomada de decisdes clinicas.!

A partir de dados do sequenciamento do DNA humano, constatou-se que, apesar das profundas
diferencas existentes entre os individuos quanto a seus fendtipos (cor da pele, peso, altura), seus
genomas apresentam similaridade de cerca de 99,9%. A pequena variagéo interindividual de 0,1%
se dd, principalmente, por meio de variacdes na sequéncia do DNA conhecidas como polimorfismos
de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism; SNP), que existem aos milhdes no genoma
humano. Muitas vezes, os SNPs podem levar a mudancas na estrutura, fungdo, quantidade
ou localizagdo das proteinas codificadas, alterando inUmeros processos fisiolégicos. Além de

interferirem em caracteristicas fisicas,

os SNPs também podem influenciar
o risco para doencas crénicas ndo-
transmissiveis, necessidades de nutrien-

tes e resposta aos alimentos.?



Figura 1. Polimorfismo de nudleotideo tnico (single nucleotide
polymorphism: SNP).4

Com relacgo & terminologia, SNP descreve uma
variagd@o genética que existe na populagéo humanaem
frequéncia = 1%, enquanto que o termo MUTACOES

corresponde & variagdes genéticas existentes em < 1%

da populacéo humana.?

Duas sequencias de fragmentos do DNA
de diferentes individuos demonstrando uma
variacdo na localizacao de um nucleotideo
Unico (polimorfismo C-T)

TESTES GENETICOS EM AMOSTRA DE SALIVA POSSUEM SENSIBILIDADE E PRECISAO
SEMELHANTES AO TESTE PADRAO COM AMOSTRA DE SANGUE

Os testes genéticos sdo realizados em uma variedade de amostras bioldgicas, incluindo sangue, saliva,
fezes, tecidos corpéreos, ossos ou cabelos.®

Estudos epidemioldgicos para desenvolvimento de biobancos de DNA tem utilizado métodos de coleta
menos invasivos, como as células epiteliais bucais coletadas da saliva.?”

O DNA isolado de amostras da saliva em comparacdo ao DNA isolado do sangue ndo apresenta
quantidade e pureza significativamente diferentes. Entretanto, o rendimento do DNA extraido da saliva
é significativamente menor quando comparado ao extraido do sangue. Isto ocorre por conta do maior

volume de sangue coletado (8.5 ml) em comparagdo com o volume de saliva (0.5 ml).5
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DNA Pureza (A260/A280)
Sangue (n = 45) 1.85 + 0.004
Saliva (n= 42) 1.85 = 0.02
T-test P-value 0.709

Rendimento (ug)

253.63 = 26.6
21.09 = 3.64

1.32142x10™"

Tabela 1. Pureza e rendimento do DNA
coletado de amostras de sangue em
comparacdo com amostras de saliva®

Apesar do menor rendimento do DNA extraido da saliva, a concordéncia genotipica para todos os

marcadores analisados por Microarray é alta, com concorddncia de 98,7% em ambos os tecidos.®

No estudo de comparacéo do desempenho genotipico entre DNA extraido da saliva e o extraido do sangue,

a maioria das amostras de saliva (90%), contendo 31,3% de DNA humano amplificavel, tiveram uma

porcentagem de gendtipos vélidos (genotyping call rate) superior a 96%.°

Um outro estudo comparativo demonstrou que a
porcentagem de genétipos vdlidos (genotyping
call rate) para o DNA extraido do sangue foi
de 99%, compardvel com a porcentagem de
gendtipos vdlidos para o DNA extraido da

saliva, de 97%.6

FIGURA 2. Associacdo entre a porcentagem de DNA
humano na saliva e a porcentagem de gendtipos vélidos®

-

o

o
\

95 1
90 1

85 1 cee ®
801 °®
75 1 .

L 65
60 1
55 1
50

Genotyping call rate on DMET array
(%, Fixed Genotype Boundary)

701 ©®e° )

0 10

20 30 40 50 60 70 80

90 100 110
Human amplifiable DNA in saliva-derived DNA (%)

.o



FIGURA 3. Plot Tagman da amplificagdo representativa para SNP
(polimorfismos de nucleotideo Gnico) ilustrando a correspondéncia
da forca do sinal e da definicéio dos clusters para o DNA de
ambas as fontes, sangue e saliva®
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A andélise do DNA extraido da saliva possui vdrias vantagens em relacdo ao padréo ouro de coleta em
sangue, dentre elas: menor custo, facilidade da coleta, facilidade de manuseio das amostras, estabilidade

das amostras coletadas em temperatura ambiente, procedimento néo invasivo.3”
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ASPECTOS GENETICOS ASSOCIADOS A DOENCA CELACA

A suscetibilidade genética da doenca celiaca (DC) é determinada pelo antigeno de histocompatibilidade -
HLA (Human leukocyte antigen). Os genes do sistema HLA estdo presentes no brago curto do cromossomo
6 (6p21.3) e sdo divididos em trés classes: |, Il e lll. Os genes HLA de classe | e Il codificam proteinas MHC
de classe | e Il que apresentam antigenos peptidicos para reconhecimento pelos linfécitos T. J& os genes HLA
de classe lll codificam proteinas do sistema complemento.?

Os genes HLA que originam as moléculas MHC de classe Il e est@o associados a DC, codificam heterodimeros
formados por duas cadeias a e B que formam a molécula de MHC presente na membrana de células
apresentadoras de antigenos ou (Antigen Presenting Cells - APCs).%?

Esses genes HLA compreendem trés conjuntos de genes polimérficos denominados HLA-DR (HLA-DRA e HLA-
DRB1), HLA-DP (HLA-DPA1 e HLA-DPB1) e HLA-DQ (HLA-DQAT e HLA-DQBT1). A designacéo do loci dos
genes HLA de classe Il no cromossomo 6 consiste de trés letras: a primeira (D) indica a classe (l1), a segunda

(Q, P ou R) a familia, e a terceira (A ou B) indica a cadeia do heterodimero (o ou B, respectivamente).9:1°

Predisposigiio Genetica & Doenga Celiaca®©™M?

A suscetibilidade genética para DC estd associada aos heterodimeros HLA-DQ2 e HLA DQ8. O heterodimero
DQ2 é codificado pelos alelos DQA1*05 (cadeia o) e DQB1*02 (cadeia B); j& o DQS8 é codificado pelos alelos
DQA1*03:01 (cadeia a) e DQB1*03:02 (cadeia B).2710

Pelo menos 95% dos pacientes com DC estdo associados com o HLA-DQ?2, enquanto que o resto, que néo

apresenta HLA DQ2, apresenta HLA do tipo DQ8.7:10.11:12
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TABELA 2. Risco de Predisposicéio Genética & Doenca Celiaca?oNM2

Condigdo Risco
Populagdo geral 1/100
Individuos com HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 1/5
Parentes de primeiro-grau com HLA desconhecido 1/10
Parentes de primeiro grau com DQ2 ou DQ8+ 1/3
Parentes de segundo-grau com HLA desconhecido 1/39
Gémeos idénticos 75%
Pacientes assinftomaticos 1/56
Grupos sem risco 1/133
Portadores de Diabetes Tipo 1 8a 10%
Portadores de Diabetes Tipo 1 +DQ2/DQ2 33%
Sindrome de Down ou de Williams ou de Turner 5a10%

Aplicabilidade dlinica do teste genético para a DCH?

Vale ressaltar que a DC é uma doenga autoimune que é desencadeada somente em presenca de gliten na
dieta. A presenca dos genes associados (HLA DQ2/DQ8) a DC néo pode ser considerado um diagnéstico
definitivo desta doenca, porém a sua auséncia essencialmente exclui o diagnéstico da DC. A andlise
molecular ndo substitui a biépsia de intestino delgado que continua sendo a propedéutica padréo ouro
para o diagnéstico de DC. Mais de 95% dos celiacos sintomdticos diagnosticados pelo padréo ouro

possuem o perfil genético HLA DQ2/DQ8 associado & DC.'"12

@



“A DC é uma importante candidata
a triagem neonatal, do ponto de

vista satde-pUblica, baseando-se
nos alelos HLA-DQ".

“Se apds testes sorolégicos
negativos ainda hd forte suspeita
de DC, pode-se proceder com o
HLA do paciente. Se DQ2 ou
DQS8 estiverem presentes, deve-se
realizar a biépsia duodenal”.

“Testes soroldgicos e HLA
positivos séo apenas indicativos
de DC. A biépsia do duodeno é
que faz o diagnéstico definitivo”.

TABELA 3. Diretrizes da Sociedade Brasileira de Endoscopia Digestiva para o diagnéstico da DCR

Devido & natureza da DC e a sua alta prevaléncia

em grupos de risco (grau de parentesco, Diabetes,
Sindrome de Down. (Ver Tabela 2).

Cerca de 95 - 98% dos celiacos sinftomdaticos
diagnosticados pelo padréo ouro, possuem o perfil
genético HLA DQ2/DQ8 associado a DC. Em caso de
HLA DQ2/DQ8 positivo e sorologia negativa, o
paciente pode ter deficiéncia de IgA. Os testes
laboratoriais mais comumente encontrados no
mercado detectam IgA. O individuo pode ser IgA
negativo e, neste caso, a DC pode ser mediada por
lgG. Caso haja o perfil genético positivo em casos com
sorologia negativa, recomendam-se novos testes
sorolégicos para andlise de IgG.

Apesar da sensibilidade e da especificidade da
genotipagem do HLA para DC serem tecnicamente de
100%, existem casos de celiacos que ndo possuem este
perfil genético (<1%). Por isso, ainda se faz necessdrio
a combinacdo de mais de uma técnica de laboratério
para a confirmacéo da DC.




ANALISE DE MUTACAO DO DNA POR PCR E SEQUENCIAMENTO
DE NUCLEOTIDEOS

A partir de uma amostra de DNA gendémico de células da mucosa bucal, seguem-se os seguintes
procedimentos:
* Genotipagem de tag-SNPs associados aos alelos HLA classe Il que correspondem aos
haplétipos DQ2 (DQ2.2 e DQ2.5), DQ4, DQ7 e DQ8.
* A andlise determina:
- A presenca ou auséncia dos alelos relacionados acima no par de cromossomos do
individuo e, por isso, determina homozigose ou heterozigose.
- A genotipagem que corresponde das cadeias alfa e beta das proteinas do HLA classe I

relacionados acima.

REEMBOLSO PLANOS DE SAUDE

A tabela TUSS (Terminologia Unificada da Sadde Suplementar) foi instituida pela Agéncia
Nacional de Sadde Suplementar (ANS), através de sua Instrucéo Normativa n? 38, de 13 de
novembro de 2009 e tem por objetivo padronizar os cédigos e nomenclaturas dos procedimentos
médicos.'?

A tabela TUSS inclui o procedimento de testes genéticos, como o DNALIFE, e os classifica
pela doenca que se pretende diagnosticar ou pela tecnologia de andlise genética utilizada.
Assim, é possivel orientar o paciente para que ele solicite o reembolso dos Exames Genéticos

DNALIFE facilitando assim o acesso a esta nova tecnologia.

&



Orientagdes para solicitar reembolso

Colocar no pedido de exames:

* Os dados necessdrios do paciente;

* Especificacdo do EXAME solicitado;

* O cddigo e a descrigdo da Tabela TUSS.

Solicite que o paciente entre em contato com o seu plano de sadde e confirme a cobertura destes cédigos
e o valor do reembolso, podendo estas informacées facilitar o pedido de reembolso por parte do paciente.
Informe que o reembolso, contudo, continuaréd seguindo as mesmas normas (de acordo com a modalidade

e regulamento do plano), néo significando que o usudrio terd as despesas reembolsadas integralmente.

TABELA 4. Tabela de codificacao do Exame DNALIFE:

Nome Comercial DNALIFE Céd TUSS Descri¢ao TUSS

Doenca Celiaca por

Coneaeai oo S A 40306887 Genotipagem do Sistema HLA

N
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Caso tenha interesse em receber algum dos artigos listados acima, solicite ao representante que

o visita ou entre em contato através do email contato@dnalife.com.br
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