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Resumo

SILVA, Clédia Silveira Flores. Frequéncia dos alelos HLA associados com a
doenca celiaca em portadores de doencas autoimunes da tireoide. Orientadora:
Fabiana Torma Botelho. 2019.82f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) -
Programa de Poés- Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricéo,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A doenca celiaca (DC) € uma enteropatia imunolégica caracterizada por
histopatologia intestinal tipica com atrofia das vilosidades e hiperplasia de cripta da
mucosa do intestino delgado, ocasionada pela ingestdo de gliadinas de trigo em
individuos geneticamente predispostos. A etiologia da DC € composta por fatores
ambientais e genéticos. Em relacdo aos fatores genéticos, o Human leukocyte
antigen (HLA), confere 40% da variancia genética. Esta susceptibilidade esta
associada ao sistema HLA, principalmente com os alelos DQA1*05 e DQB1*02, que
codificam a molécula DQ2 e os alelos DQB1*0302 e DRB1*04, que codificam a
cadeia beta da molécula DQ8. O teste HLA-DQ tem relevancia diagndstica por
causa do alto valor preditivo negativo em grupos com risco de DC, incluindo
parentes de primeiro grau e individuos com diabetes mellitus tipo 1, doencas
autoimunes da tireoide, sindrome de Down, sindrome de Turner, sindrome de
Williams ou dermatite herpetiforme. O European Society of Paediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) propds recentemente novos
critérios para o diagnéstico de DC. Entre esses, o rastreio para a presenca de HLA-
DQ2.5 e HLA-DQ8 em pacientes com risco de DC, sendo este um método simples,
menos invasivo e confidvel. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a prevaléncia dos alelos HLA em portadores de doencas autoimunes da
tireoide que frequentam os Ambulatérios de NutricAo e Endocrinologia da
Universidade Federal de Pelotas. Depois de realizado os esclarecimentos e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, os individuos
responderam a um questionario sociodemografico e questdes sobre sua saude.
Posteriormente, o DNA gendmico foi extraido das células da mucosa bucal. Para a
genotipagem dos alelos DQA1*0501, DQB1*0201 e DRB1*04, foram utilizadas
reacdes em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores nucleotidicos especificos.
Participaram deste estudo 110 portadores de DAT. Observou-se que 66,4% dos
individuos carregavam pelo menos um dos alelos estudados e que 58,2% dos
individuos eram positivos para pelo menos um dos alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 e
DQB1*0201). Com relacdo ao HLA-DQ8 (DRB1*04), 21,82% da populacao estudada
eram positivos para esse alelo e 3,6% eram positivos tanto para o HLA-DQ2
(DQA1*0501 e DQB1*0201) quanto para o HLA-DQ8 (DRB1*04). O rastreamento
genético nessa populacao de risco é importante, pois o diagnostico precoce evita
morbidades e melhora a qualidade de vida.

Palavras-chaves: doencga celiaca; HLA; hipotireoidismo; ESPGHAN.



Abstract

SILVA, Clédia Silveira Flores. Frequency of HLA and non-HLA alleles with celiac
disease in patients with autoimmune thyroid disease. Advisor: Fabiana Torma
Botelho. 2019. 82f. Dissertation (Master in Nutrition and Food) - Graduate Program in
Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2019.

Celiac disease (CD) is an immunological enteropathy characterized by typical
intestinal histopathology with villous atrophy and small bowel mucosa crypt
hyperplasia caused by ingestion of wheat gliadin in genetically predisposed
individuals. The etiology of CD is composed of environmental and genetic factors.
Regarding genetic factors, Human leukocyte antigen (HLA), gives 40% of the genetic
variance. This susceptibility is associated with the HLA system, mainly with the DQA1
*05 and DQB1*02 alleles, which encode the DQ2 molecule and the DQB1*0302 and
DRB1*04 alleles, which encoding the beta chain of the DQ8 molecule. The HLA-DQ
test has diagnostic relevance because of the high negative predictive value in groups
at risk for CD, including first-degree relatives and individuals with type 1 diabetes
mellitus, autoimmune thyroid disease, Down syndrome, Turner syndrome, Williams
or dermatitis herpetiformis. The European Society of Pediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) recently proposed new criteria for the
diagnosis of CD. Among these, screening for HLA-DQ2.5 and HLA-DQS8 in patients
at risk for CD is a simple, less invasive and reliable method. Thus, the present study
aimed to evaluate the prevalence of HLA alleles in patients with autoimmune thyroid
disease attending the Nutrition and Endocrinology Outpatient Clinics of the Federal
University of Pelotas. After the clarification and signing of the Informed Consent
Form, the individuals answered a sociodemographic questionnaire and questions
about their health. Subsequently, genomic DNA was extracted from buccal mucosa
cells. For genotyping the DQA1*0501, DQB1*0201 and DRB1*04 alleles, polymerase
chain reactions (PCR) with specific nucleotide primers were used. A total of 110
patients with DAT participated in this study. 66.4% of the individuals carried at least
one of the studied alleles and 58.2% of the individuals were positive for at least one
of the HLA-DQ2 alleles (DQA1*0501 and DQB1*0201). Regarding HLA-DQS8
(DRB1*04), 21.82% of the population studied were positive for this allele and 3.6%
were positive for both HLA-DQ2 (DQA1*0501 and DQB1*0201) and HLA-DQS8
(DRB1*04). Genetic screening in this at-risk population is important because early
diagnosis avoids morbidity and improves quality of life.

Keywords: celiac disease; HLA; Hypothyroidism; ESPGHAN.
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1. Introducéo

A doenca celiaca (DC) é caracterizada por uma enteropatia autoimune
desencadeada por ingestdo de gluten em individuos geneticamente
predispostos portadores de haplétipos do Human leukocyte antigen (HLA)
(FREIRE et al, 2019), a qual desencadeia uma série de sintomas
gastrointestinais, como ma absor¢do de nutrientes, constipacdo cronica e dor
abdominal além de linfomas intestinais de células T (RUBIO-TAPIA et al.,
2013). A etiologia da DC € composta por fatores ambientais e genéticos,
sendo que o HLA confere 40% da variancia genética. Grande parte dos
pacientes carregam heterodimeros DQ2 (90%) codificados pelos alelos
DQA1*05/DQB1*02 e uma minoria (5%) carrega DQ8 codificado por alelos
DQA1*03/DQB1*0302/DRB1*04 e (5%) pelo menos um dos dois alelos DQ2
(geralmente o DQB1*0201) (SELLESKI et al., 2015). A tipagem de HLA tem
sido usada como uma ferramenta de rastreamento para populagdo de alto
risco, como portadores de diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Down,
sindrome de Turner e doencas autoimunes da tireoide (DAT). A incidéncia de
DC em pacientes com DAT pode chegar até dez vezes mais comparado com a
populacdo em geral (ALMEIDA et al., 2016).

Acredita-se que essas populacbes com desordens autoimunes possuam
esse risco maior para o desenvolvimento da doenca devido a tipagem
compartilhada de HLA (GUJRAL et al.,, 2012). Portanto, a investigacdo da
presenca dos fatores de risco genético para DC pode auxiliar os portadores de
DAT em um possivel diagnéstico de DC e, consequentemente, apds adesdo ao
tratamento com dieta sem gluten, podera reduzir a dosagem da medicacao
utilizada para tratar a DAT e melhorar sua qualidade de vida (ELFSTROM et
al., 2008).



2. Reviséo Bibliogréfica

A DC é uma enteropatia imunolégica caracterizada por histopatologia
intestinal tipica com atrofia das vilosidades e hiperplasia de cripta da mucosa
do intestino delgado, ocasionada pela ingestdo de gliadinas de trigo em
individuos geneticamente predispostos (CATASSI et al., 2007; WOLTERS et
al., 2008; BRATANIC et al., 2010).

O glaten é uma proteina encontrada em grados de cereais como trigo,
centeio e cevada. O gluten é rico em glutaminas e prolinas, € digerido de forma
incompleta por peptidases de borda gastrica, pancreatica e escova, restando
peptideos com até 33 aminoacidos de comprimento (SHAN et al., 2002). Sendo
constituido por componentes proteicos basicos como os polimeros de glutenina
e mondémeros de gliadina. As gluteninas sdo subdivididas em proteinas de
baixo e alto peso molecular e a gliadina pode ser do tipo a, B, y € w (NIKULINA
et al., 2004; SERENA et al., 2015). Tanto as gluteninas como as gliadinas séao
compostas por uma grande quantidade de prolinas (20%) e glutaminas (40%)
gue as protegem da degradacdo completa no trato gastrointestinal assim,
tornando dificil a digestdo (SKOVBJERG et al., 2004; SERENA et al., 2015).

Na DC, a gliadina, atinge o intestino delgado e desencadeia uma
resposta inflamatéria representada por atrofia das vilosidades e infiltracao de
células inflamatérias do epitélio e da lamina propria (GREEN et al., 2007;
KAMBOJ et al., 2017). Esta resposta inflamatoria é mediada tanto pelo sistema
imune inato quanto pelo sistema adaptativo. A resposta adaptativa ocorre na
lamina propria, é mediada pelos linfocitos T CD4+ que reconhecem e
respondem aos peptideos de gliadina produzindo citocinas pro-inflamatérias,
como o interferon y (NILSEN et al.,1998; GREEN et al., 2007). Os peptideos de
gliadina sdo apresentados pelas Antigen Presenting Cells (APCs), que
possuem na sua membrana a moélecula do Major Histocompatibility Complex
(MHC) o0 HLA-DQ2 e DQ8 (SOLLID et al., 2002; GREEN et al., 2007). Ainda na
lamina propria, a enzima transglutaminase tecidual através da reacdo de
desaminacao possibilita que os residuos de glutamina sejam desaminados a
acido glutamico, tornando os peptideos de gliadina com carga parcial negativa.
Essas modificacdes quimicas aumentam a afinidade de ligacdo dos peptideos

antigenos com as moléculas de MHC de classe Il (HLA-DQ2 e HLA-DQ8) nas



APCs (SHAN et al., 2002). Sendo assim, a enzima transglutaminase tecidual
provoca a desaminacdo dos peptideos de gliadina, aumentando sua
imunogenicidade (MOLBERG et al.,, 1998; GREEN et al.,, 2007). No epitélio
intestinal, a resposta imune inata caracteriza-se pelo aumento da expressao de
interleucina-15 pelos enterdcitos, resultando na ativacdo de linfocitos T CD8+
intraepiteliais que expressam o receptor ativo NKG2D, marcador das células
Natural Killer (NK) (MENTION et al., 2003; GREEN et al., 2007), essas células
guando ativadas tornam-se citotoxicas provocando a apoptose ao enterocitos
gue expressam na sua superficie o complexo de histocompatibilidade de classe
| associado a cadeia A (MIC-A), antigeno induzido pelo estresse (MERESSE et
al., 2004; HUE et al., 2004; GREEN et al., 2007). Esse processo inflamatoério da
mucosa intestinal libera metaloproteinas, pertencentes a familia das proteases
neutras capazes de degradar a matriz extracelular, os componentes da
membrana basal e participam da remodelacdo de componentes no dano
inflamatorio, induzindo a atrofia das vilosidades e hiperplasia de criptas,
principais caracteristicas da DC (MOHAMED et al., 2006; GREEN et al., 2007).

Os individuos portadores de DC podem apresentar sintomas
gastrointestinais como perda de peso, retardo de crescimento, osteoporose,
anemia, ma absorcdo de nutrientes, constipacdo crénica e dor abdominal
(SCHUPPAN et al., 2013; MOHAMMDIBAKHSH et al., 2017). A lesao da
mucosa do intestino delgado provocada pelo gluten diminui a area de absor¢ao
intestinal e interfere na absorcdo de micronutrientes como: vitaminas
lipossoluveis, ferro, vitamina B12 e &cido félico (REILLY et al., 2012; CASTILLO
et al., 2015).

O distarbio metabdlico comum na DC é a diminuicdo da massa éssea,
devido a ma absorcao de calcio e vitamina D. Em criancas, isso pode resultar
no raquitismo, enquanto em adultos pode levar a diferentes graus de
osteopenia e osteoporose (KEMPPAINEN et al., 1999; MEYER et al., 2001,
CASSOL et al.,, 2007), aumentando o risco de fraturas, especialmente em
idosos (VAZQUEZ et al.,, 2000; CASSOL et al., 2007). Além dos sintomas
gastrointestinais, a DC também pode causar sintomas extraintestinais como

artralgia/artrite, alopecia, fadiga, dor de cabeca, anemia, feridas na boca, dores



musculares, depressdo, erupcbes cutaneas, neuropatia, baixa estatura,
puberdade tardia, osteoporose e infertilidade (DE RE et al., 2017).

O diagndstico da DC € considerado dificil, pois a doenca pode ser
confundida com outras enteropatias e, além disso, a multiplicidade dos
sintomas gastrointestinais e extraintestinais, podendo postergar o diagnostico
(HUSBY et al.,, 2012). O diagndstico da DC é realizado através de uma
combinacdo de testes soroldgicos, bidpsia do intestino delgado e resposta a
uma dieta sem glaten. Diferentes testes de anticorpos soroldgicos podem ser
utilizados como testes iniciais em pacientes com DC clinicamente suspeita. Por
causa da sua baixa sensibilidade e especificidade, os anticorpos anti-gliadina
nao sao mais recomendados para testes iniciais. O teste para anticorpos
endomisiais tem maior sensibilidade e especificidade, mas tem alto custo e o
teste de transglutaminase tecidual (ITG) é de alta sensibilidade e
especificidade, mas ndo é tdo oneroso. Assim, IgA tTG é atualmente o teste de
escolha para diagnostico sorolégico e monitoramento de DC (ROSTOM et al.,
2002; NIH,2004; AGA,2006; RUBIO-TAPIA et al., 2013; PELKOWSKI et al.,
2014). Entretanto, a deficiéncia de IgA é conhecida como causa da ocorréncia
de resultados sorologicos falso-negativos, que € comum entre os individuos
com DC (1:40) comparado com a populacdo em geral (1:400) (VENTURA et al.,
2014). Sendo assim, o padréo-ouro para diagnosticar a DC na idade adulta € a
bidpsia intestinal revelada pela endoscopia (VILLANACI et al., 2011; MILLS et
al., 2016). Através desta avaliacdo histologica é possivel verificar os diferentes
sinais como: atrofia das vilosidades, hiperplasia de criptas, diminuicao da altura
dos enterdcitos e a presenca de infiltrados inflamatérios na mucosa do intestino
delgado (VILLANACI et al., 2011).

A etiologia da DC é composta por fatores ambientais e genéticos. Em
relacdo aos fatores genéticos, o HLA (antigeno leucocitario humano) confere
40% da variancia genética (LUNDIN et al., 2014; SERENA et al., 2015), esses
genes HLA codificam os heterodimeros formados por duas cadeias a e 3 que
dao origem a molécula de MHC presente na membrana das APCs (DELVES et
al., 2000). O gene HLA-DQ no complexo HLA esta localizado no bracgo curto do
cromossomo 6p21 (HOWELL et al., 1986; KAUR et al., 2017),



Os genes HLA possuem trés conjuntos de genes polimérficos
denominados HLA-DR (HLA-DRA e HLA-DRB1), HLA-DP (HLA-DPA1 e HLA-
DPB1) e HLA-DQ (HLA-DQAL1 e HLA-DQB1) (SHIINA et al., 2009; MEGIORNI
et al., 2012). A designagéo do loci dos genes HLA de classe Il no cromossomo
6 consiste de trés letras: a primeira (D) indica a classe (ll), a segunda (Q, P ou
R) a familia, e a terceira (A ou B) indica a cadeia do heterodimero (a ou 3,
respectivamente) (DELVES et al., 2000).

6p21.31

F
A
c Classel
B
TNF

Classelll
DR
pa Classell
P

hromosome 6 Génes du
Comnlaye HIA

Figura 1. Localizagao do complexo HLA no cromossomo 6.
Adaptado de Roujon et al., 2013.

O MHC classe Il HLA-DQ2 e DQ8 conferem maior susceptibilidade a DC
(LIONETTI et al.,, 2014; SERENA et al., 2015). Esta susceptibilidade esta
associada ao sistema HLA, principalmente com os alelos DQA1*05 e DQB1*02,
gue codificam a molécula DQ2 e o alelo DQB1*0302, que codifica a cadeia
beta da molécula DQ8. No entanto, possuir um risco maior ou menor de
desenvolver a doenca depende da presenca ou auséncia desses alelos, sua
combinacdo e/ou o nimero de copias (MEGIORNI et al., 2009; FERNANDEZ-
CAVADA-POLLO et al., 2013).

Os heterodimeros DQ2 séo codificados em cis pelos alelos DQA1*0501
e DQB1*0201. Existe um desequilibrio de ligacdo, portanto, esses alelos sé&o
transmitidos juntos para o alelo DRB1*03, na regido DR. Este haplétipo é
chamado DR3-DQ2. Todavia, os alelos posicionados em cromossomos

homodlogos, também podem codificar o heterodimero DQ2. Este é o caso dos
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haplétipos DRB1*07- DQA1*0201- DQB1*0202 (DR7-DQ2) e DRB1*11-
DQA1*0505-DQB1*03 (DR11-DQ2) (MEARIN et al., 1983; MORELLINI et al.,
1988; SOLLID et al., 1989; MUNIZ et al., 2016). Os heterodimeros DQ8 sé&o
codificados por alelos DQA1*0301 e DQB1*0302 devido ao desequilibrio de
ligacdo, sdo transmitidos juntamente com o alelo DRB1*04, formando o
haplétipo conhecido como DR4-DQ8. Tendo em vista, que a maioria dos
pacientes com DC apresentam heterodimeros DQ2 e DQ8, esses marcadores
genéticos juntos possuem um alto valor preditivo negativo (SPURKLAND et al.,
1992; LIU et al., 2002; VAN HEEL et al., 2005; MUNIZ et al., 2016). Grande
parte dos pacientes carregam heterodimeros de DQ2 (90%) codificadas pelos
alelos DQA1*05/DQB1*02 e uma minoria (5%) carrega DQ8 codificado por
alelos DQA1*03/DQB1*0302 e (5%) pelo menos um dos dois alelos DQ2
(geralmente o DQB1*0201) (ABADIE et al., 2011; LIU et al., 2014; LIONETTI et
al., 2014).

HLA-DQ2
Heterodimero Predisposicao para

Doenca Celiaca

Haplétipo

DR3-DQ2 Muito Alta

DR5-DQ7 Muito Alta

DR7-DQ2

DR7-DQ2 Muito Baixa

DQB1* DQAT1* DRB1*

HLA-DQ8

DR4-DQ8 Alta

DQB1* DQA1* DRB1*

Figura 2. Antigeno Leucocitario Humano (HLA) associado com a DC.
Adaptado de Abadie et al., 2011.

A predisposicao a DC esté atribuida a expresséo de heterodimeros,
como por exemplo, individuos homozigotos para o haplétipo DR3-DQ2 ou
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heterozigotos para DR3-DQ2/DR7-DQ2 expressam altos niveis de
heterodimeros DQ2.5, os quais sdo considerados de risco muito elevado para o
aparecimento da DC (VADER et al.,, 2003; ABADIE et al., 2011). Em
contrapartida, o heterodimero HLA-DQ2.2, uma outra variante da molécula de
HLA-DQ2, codificada pelos alelos HLA-DQA1*0201 e HLA-DQB1*02, confere
um risco muito baixo para a DC. Entretanto, individuos DQ2 negativos
expressam HLA-DQS8 o qual configura um risco elevado de predisposi¢céo para
a DC (KARELL et al., 2003; ABADIE et al., 2011). Portanto, as moléculas de
HLA-DQ2 e HLA-DQ8 realizam funcdo importante na inducdo da DC,
apresentam os peptideos de gliadina que alcangcam a lamina propria e 0s
peptideos de gliadina desaminados aos linfocitos T CD4+. A relacdo entre a
DC e o HLA-DQ foi demonstrada isolando células T reativas a gliadina da
mucosa intestinal. Uma parte importante dessas células T ativadas reconheceu
o gliten quando colocado em contato com o heterodimero HLA-DQ,
demonstrando a associacao das células T-HLA-DQ com a DC (LUNDIN et al.,
1993; KAUR et al., 2017). Por esse motivo, o teste HLA-DQ tem relevancia
clinica devido ao alto valor preditivo negativo em grupos com risco de DC,
incluindo parentes de primeiro grau e individuos com diabetes mellitus tipo 1
(DM1), doencas autoimunes da tireoide (DAT), sindrome de Down, sindrome
de Turner, sindrome de Williams ou dermatite herpetiforme (SOLLID et al.,
2005; VAN BEEK et al, 2013). O European Society of Paediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) propds recentemente
novos critérios para o diagnéstico de DC. Entre esses, foi citado o rastreio para
a presenca de HLA-DQ2.5 e HLA-DQ8 em pacientes com risco de DC (HUSBY
et al., 2012; VAN BEEK et al., 2013).

Apo6s a confirmac@o do diagnéstico com a bidpsia intestinal revelada
pela endoscopia, o tratamento eficaz para DC é baseado na adesao de dieta
sem gluten, pois atualmente ndo ha medicamentos que possam prevenir com
seguranca o dano da mucosa causado pela exposicdo ao glaten. Portanto, o
termo "sem glaten” implica a remocéo completa de todas as fontes dietéticas
gue possuam a proteina, tornando-se um desafio devido a contaminagcéo de
alimentos com vestigios de gluten (AKOBENG et al., 2008; RUBIO-TAPIA et

al., 2013). A contaminagéo cruzada pode ocorrer por meio das areas de
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producdo compartilhada, utensilios de cozinha higienizados de forma imprépria
e através de procedimentos inadequados realizados pelos funcionarios dos
estabelecimentos (ARAUJO et al., 2010; FARAGE et al., 2017). Estudos
revelaram a contaminacdo por glaten em produtos industrializados e
preparacdes de servigos alimentares (LAUREANO et al., 2010; OLIVEIRA et
al.,, 2014; FARAGE et al.,, 2017), dificultando a alimentacdo dos pacientes
celiacos, pois a manutencdo da proteina na dieta leva a persisténcia dos
sintomas gastrointestinais (SAPONE et al.,, 2012; FARAGE et al.,, 2017).
Sendo assim, o termo "sem gluten” indica uma dieta que contém glaten a um
nivel tdo baixo que é considerado inofensivo, sugerindo que menos de 10 mg
por dia ndo causam danos na maioria dos pacientes (AKOBENG et al., 2008;
RUBIO- TAPIA et al., 2013).

A definicdo de alimentos sem gluten segundo o Codex Alimentarius sao
alimentos que tem menos de 20 p.p.m. de gluten. A adesao a dieta proporciona
a resolucédo dos sintomas e reparacdo do dano intestinal ao longo do tempo,
em contrapartida, a falta de adesdo traz riscos para a saude e aumenta a
mortalidade. H4& um risco aumentado de doencas malignas (por exemplo,
adenocarcinoma de intestino delgado, cancer de esbéfago, linfomas de células B
e células ndo-Hodgkin) e linfomas intestinais de células T (LUDVIGSSON et al.,
2012; RUBIO-TAPIA et al., 2013). Estudos mostraram que a dieta sem glaten
melhorou os parametros nutricionais em adultos e criangas sintomaticas com
DC (CORRAO et al., 2001; WEST et al., 2004; RUBIO-TAPIA et al., 2013).

2.1 Prevaléncia da DC no Brasil

Estudos populacionais demonstraram a prevaléncia da DC entre 1:120 e
1:300 na populacdo geral, tanto europeia quanto norte-americana. No Brasil,
estudos com doadores de sangue mostraram a prevaléncia de 1:681
(Brasilia/DF), 1:273 (Ribeirdo Preto/SP) e 1:214 (Sao Paulo/SP), sugerindo que
a DC néao é uma doenca rara em nosso pais (NOT et al., 1998; GANDOLFI et
al., 2000; MELO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

A populacdo brasileira possui uma grande heterogeneidade genética
resultante de mais de quinhentos anos de cruzamentos entre trés etnias: os

europeus, amerindios e africanos. Além disso, nos ultimos dois séculos,
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sucessivas migracdes de italianos, espanhois, alemaes, japoneses, libaneses e
sirios aumentaram ainda mais a miscigenacdo racial da nossa populacdo. A
andlise de marcadores informativos de ancestralidade de uma amostra
representativa da populacéo brasileira apresentou uma contribuicdo importante
dos europeus (0.771%), seguido por africanos (0.143%) e amerindios (0.085%)
(LINS et al., 2010; ALMEIDA et al., 2016). Apesar da grande diversidade étnica
das macrorregides distintas do Brasil, a frequéncia de diferentes haplétipos em
pacientes celiacos brasileiros € relativamente estavel. Estudos utilizando testes
sorologicos e biopsia intestinal mostraram que o HLA-DQ2.5 e/ou DQ8
estavam presentes em 93,1% dos pacientes celiacos da regido Nordeste do
Brasil, onde a miscigenacdo com africanos e amerindios € alta (CASTRO-
ANTUNES et al., 2011; ALMEIDA et al., 2016). Na regido Sul, onde predomina
a ascendéncia caucasiana, foi possivel observar a frequéncia de 91,1%
(KOTZE et al., 2014; ALMEIDA et al., 2016).

Com base na literatura, a prevaléncia é de 1,5 a 2 vezes maior entre as
mulheres do que entre os homens e é elevada entre as pessoas que Sao
consideradas de alto risco como parente de primeiro grau afetado (10 a 15%),
DM1 (3 a 16%), tireoidite de Hashimoto (5%) ou outras doencas autoimunes
incluindo doencas hepéaticas autoimunes, sindrome de Sjogren, nefropatia por
imunoglobulina A (IgA), sindrome de Down (5%), sindrome de Turner (3%) e
deficiéncia de IgA (9%) (LENHARDT et al., 2004; RUBIO-TAPIA et al., 2008;
FASANO et al., 2012).

A epidemiologia da DC foi conceituada com eficacia através do modelo
de iceberg. O numero total de casos de DC é do tamanho do iceberg, que nao
€ unicamente influenciado pela frequéncia dos genotipos predisponentes na
populacdo, e pelo consumo de glaten. Os casos de DC tipicos séao
diagnosticados devido a queixas sugestivas e integram a parte visivel do
iceberg celiaco, em termos quantitativos, expressos pela incidéncia da doenca.
Em paises desenvolvidos, no entanto, para cada caso diagnosticado de DC,
uma meédia de cinco casos permanece nao diagnosticada (a parte submersa do
iceberg), geralmente devido a queixas atipicas, minimas ou mesmo ausente
(LIONETTI et al., 2011; LIONETTI et al., 2015). Esta representacédo revela que

poucas pessoas sdo diagnosticadas corretamente e que muitas pessoas
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possuem a doenca, mas nao detém conhecimento. Esse fato precisa ser
superado, pois pacientes sem diagndsticos tendem a apresentar complicacfes
relacionadas a qualidade de vida (ARAUJO et al, 2010). Estudos
epidemiologicos mostraram que até 75% dos pacientes ndo sao devidamente
reconhecidos (WEST et al., 2014; ALTOBELLI et al., 2014; LAU et al., 2017),
assim obtendo complicagbes como desnutricdo, osteoporose e linfoma no
intestino delgado (GRAY et al., 2010; LAU et al., 2017).

A DC pode ser diagnosticada clinicamente em: forma classica ou tipica,
forma atipica, forma silenciosa ou assintomética, forma latente, forma potencial
e forma refrataria. A forma tipica da doenca é caracterizada por sintomas
clinicos comuns relacionados a absorcéo intestinal anormal. Geralmente ocorre
entre 6 e 18 meses de idade, ap6s desmame quando ocorre a introducao de
alimentos contendo prolaminas. A histologia mostra a presenca de atrofia das
vilosidades e a hiperplasia da cripta (TULLY et al., 2008; PARZANESE et al.,
2017). Entretanto, a forma atipica possui prevaléncia de sintomas
extraintestinais podendo estar acompanhada de poucos ou da auséncia dos
sintomas gastrointestinais. Normalmente, formas atipicas sdo encontradas em
criancas e idosos (PARZANESE et al., 2017).

A forma silenciosa ou assintomatica é caracterizada por anormalidades
soroldgicas e histoldégicas sem evidéncia de sintomas clinicos. Este subtipo é
frequentemente observado em individuos com antecedentes familiares de DC,
pacientes com doencas autoimunes associadas, ou seja, DM1 ou disturbios
genéticos (como sindrome de Down, Turner ou Williams) (PARZANESE et al.,
2017). A forma latente € representada por duas formas: na primeira forma
fazem parte os pacientes com diagnéstico prévio de DC que responderam a
dieta sem glaten e apresentaram histologia normal ou aumento de linfécitos
intraepiteliais; na segunda forma sdo aqueles individuos com mucosa intestinal
normal, sob dieta, incluindo glaten, que posteriormente irdo desenvolver DC
(PRESUTTI et al., 2007; TORRES et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Por sua vez, a forma potencial sédo individuos que n&@o possuem
diagnostico de DC, mas tem presenca de fator genético apropriado (HLA-
DQ2/DQ8), sorologia positiva, com histologia normal ou suavemente anormal
(PARZANESE et al., 2017). E a forma refrataria € definida pela presenca de
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sintomas mal- absortivos e atrofia das vilosidades que persistem um ano apos
uma dieta rigorosa sem gluten. Dois diferentes subtipos de DC refrataria foram
reconhecidos: "tipo 1", possui contagem normal de linfécitos intraepiteliais e
"tipo 2" apresenta linfocitos intraepiteliais anormais (PARZANESE et al., 2017).

2.2 Doencas autoimunes da tireoide

As DAT sé&o consideradas desordens autoimunes frequentes e
condi¢cBes patoldgicas comuns da glandula tireoidea. As DAT possuem duas
apresentacdes clinicas principais: doenca de Graves e a tireoidite de
Hashimoto, ambas possuem infiltragdo linfocitica do parénquima da glandula
tireoideia (ANTONELLI et al., 2015).

Na doenca de Graves, a infiltragcéo linfocitica proporciona a ativacao de
células B reativas aos receptores de tireotropina (TSH) com a producao de
anticorpos, levando a manifestacdo do hipertireoidismo (HASHAM & TOMER,
2012). Portanto, a doenca de Graves é definida como uma doenca né&o
destrutiva causada diretamente por anticorpos que se ligam e estimulam o
receptor de TSH. Entretanto, a tireoidite de Hashimoto é caracterizada por uma
desordem destrutiva através das células T visando a enzima tireoperoxidase,
provocando ferimentos na glandula tireoidea (VAIDYA & PEARCE, 2014; ROY
et al.,, 2016). A tireoperoxidase é a principal enzima tireoidiana que catalisa
tanto a iodacdo quanto a reacdo de acoplamento para a sintese do hormonio
da tireoide. Oxidando ions de iodeto para atomos de iodo que seréo
adicionados na tireoglobulina para a producao de tiroxina (T4) ou triiodotironina
(T3), horménios tireoidianos. A tireoperoxidase é ligada a membrana, podendo
ser encontrada no citoplasma e em alta concentracdo na superficie microvilar
apical dos tireécitos (MCLACHLAN & RAPOPORT,1992; IDDAH & MACHARIA,
2013). Assim, a caracteristica da tireoidite de Hashimoto é a presenca do
hipotireoidismo clinico (HASHAN & TOMER, 2012).

A prevaléncia das DAT é estimada em 5% (VANDERPUMP et al., 1995;
JACOBSON et al., 1997; ANTONELLI et al., 2015), porém, a prevaléncia de
anticorpos anti-tireoidianos sem a doenca clinica pode ser ainda maior
(PEARCE & LEECH, 2004; ANTONELLI et al., 2015). As DAT sao mais
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frequentes entre as mulheres do que nos homens, com uma proporgéo
feminino: masculino variando de 5:1 a 10:1 (EFFRAIMIDIS & WIERSINGA,
2014; DONG & FU, 2014).

O diagnéstico das DAT € fundamentado por caracteristicas clinicas e
laboratoriais. O paciente pode apresentar eutireoidismo, hipotireoidismo ou
hipertireoidismo dependendo do tipo e do estdgio da doenca. A DAT é
identificada pela medicdo de anticorpos circulantes como anticorpos anti-
tireoperoxidase (TPO) e anticorpos tireoglobulina (TG). Teste negativo para
ambos os anticorpos exclui o diagnéstico de DAT, pois 98% dos pacientes sao
positivos para qualquer dos anticorpos. Os anticorpos TPO sdo mais
especificos e sensiveis do que os anticorpos TG no diagnostico de
hipotireoidismo autoimune. O padrédo ouro para o diagndéstico de tireoidite de
Hashimoto € TSH elevado juntamente com anticorpos TPO (IDDAH &
MACHARIA, 2013).

A etiologia das DAT €& multifatorial e abrange fatores genéticos e
ambientais. A etiologia é complexa, pois se deve ao desenvolvimento da
autoimunidade contra os antigenos da tireoide e pela exposicdo a fatores
ambientais. Desse modo, as DAT sao doencas autoimunes especificas de
orgaos prototipicos, porém 0s mecanismos subjacentes que provocam essas
respostas autoimunes nao sdo nitidamente conhecidos (PEARCE & LEECH,
2004; DONG & FU, 2014).

O locus do gene do MHC, situado no cromossomo 6p21, é uma regido
genética altamente polimorfica e codifica as glicoproteinas HLA. A regido HLA
possui genes de resposta imune que séo relacionados a inumeros disturbios
autoimunes, por essa questdo, foi a primeira regido genética a ser estudada
(JACOBSON et al., 2008; HASHAM & TOMER,2012). Entre os genes de
susceptibilidade das DAT que foram identificados e caracterizados estédo o
locus do gene HLA-DR (TOMER & TERRY, 2003; HUBER et al., 2008).

Zamani et al., (2000), examinaram os polimorfismos do gene HLA
classe Il para predisposicdo na doenca de Graves em um grupo de individuos
da Bélgica. Observaram que os alelos DRB1*0301 e DQA1*0501 conferiram
uma susceptibilidade significativa no haplotipo DRB1*0301-DQA1* 0501. O

alelo DRB1*0301 foi o alelo de susceptibilidade priméaria para doenca de
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Graves, pois a susceptibiidade proporcionada por DQA1*0501 foi
provavelmente pelo desequilibrio na ligagdo com DRB1*0301. Os genotipos
DRB1*0701/x e DQA1*0201/x e o haplétipo DRB1*0701-DQA1*0201
forneceram protecao.

Alguns estudos focaram na associacdo dos principais grupos de alelos
HLA-DR com as DAT para entender a estrutura molecular do pocket de ligacéo
ao peptideo e sua associacdo com a doenca (BAN et al., 2004; MENCONI et
al., 2008; TOMER, 2010). Os linfocitos T reconhecem e respondem aos
antigenos peptidicos que sédo apresentados pelas APCs, as quais estdo ligadas
aos pockets de ligacdo de HLA de classe Il. Sendo assim, existe a suposicao
de que certos alelos HLA-DR aceitam que os peptideos autoantigenos
(tireoglobulina, tireoperoxidase e receptor de tireotropina) encaixam no pocket
de ligacao peptidica, apresentando-se de forma eficiente aos linfécitos T (FAAS
& TRUCCO, 1994; TOMER, 2010).

Na DM 1, verificou-se que o residuo de aminoacido na posi¢cao 57 da
cadeia DQb desempenha um papel fundamental na susceptibilidade genética a
doenca (AITMAN &TODD,1995; TOMER & HUBER, 2009). Logo, foi
descoberto um mecanismo parecido e importante para a etiologia das DAT.
Identificou-se que o aminodcido arginina na posicdo 74 da cadeia HLA-DRb1
(DRb-Arg74) como aminoacido DR critico que confere susceptibilidade a
doenca de Graves (BAN et al., 2004; TOMER, 2010). Esta mudanca estrutural
Unica, tridimensional, no pocket de ligacdo do peptideo ao HLA-DR,
provavelmente permite que 0s peptideos patogénicos se liguem a molécula
HLA e seja reconhecida por células T autorreativas, conferindo susceptibilidade
a doenca. Por outro lado, a presenca de glutamina na posicéo 74 desta ligacao
de peptideo foi vista como conferindo protecdo para doenca, propondo que a
posicdo 74 é critica para o inicio da doenca de Graves (SIMMONDS et al.,
2005; HASHAM & TOMER, 2012).

Os haplétipos HLA na tireoidite de Hashimoto ainda ndo estdo definidos
comparados com a doenca de Graves. Devido a definicdo da doenca, pois
tireoidite de Hashimoto engloba um conjunto de manifestagdes, que vao desde
a presenca de autoanticorpos tireoidianos até a presenca de tireoidite atrofica,

caracterizada por insuficiéncia grave da tireoide (DAVIES & AMINO, 1993;
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JACOBSON et al., 2008). Algumas pesquisas observaram a associacdo de
tireoidite de Hashimoto com HLA-DR5 (FARID et al.,, 1981; MENCONI et al.,
2008) e de tireoidite de Hashimoto atréfica com DR3 (MOENS et al.,1978;
MENCONI et al., 2008). Posteriormente, estudos relataram associacdes de
tireoidite de Hashimoto com DR4 (PETRONE et al., 2001; MENCONI et al.,
2008).

No estudo de Menconi et al.,(2008), foi identificado os aminoacidos que
conferiram alto risco para tireoidite de Hashimoto, assim como na doenga de
Graves, 0 aminoacido do pocket principal também foi DRb-Arg74. De acordo
com a analise estrutural observou-se que este aminoacido resultou em uma
estrutura de pocket Unica que pode influenciar na ligacdo e na apresentacao de
peptideos patogénicos as ceélulas T (MENCONI et al., 2008). Assim como foi
demonstrado por Jacobson et al.,(2009), que identificaram peptideos de
tireoglobulina, os quais poderiam ser apresentados aos pockets HLA-DR
contendo arginina na posigéo beta 74. Verificaram que a estrutura de pocket de
ligacdo peptidica desempenha um papel importante na etiologia das DAT
(JACOBSON et al., 2009). Como mencionado, a substituicdo do aminoacido
glutamina por arginina na posicao beta 74 no pocket de ligacao do peptideo ao
HLA-DR é de importancia relevante para a etiologia da doenca de Graves e
tireoidite de Hashimoto.

Porém, outros genes também mostraram susceptibilidade as DAT. Como
o CTLA-4 (antigeno 4 associado aos linfocitos T citotoxicos), CD40, PTPN22
(proteina tirosina fosfatase-22), CD25, genes de tireoglobulina e receptor de
tireotropina (TOMER & HUBER, 2009). O CD40 é um gene que corresponde a
resposta imune, desempenha papel fundamental na relacdo entre APCs e as
células T. CD40 fornece um sinal crucial na proliferacdo, diferenciacdo e na
mudanca para a producdo de imunoglobulina G nos linfécitos B (JACOBSON et
al., 2007). A regulagdo ascendente do CD40 por single nucleotide
polymorphism (SNP) C/T, rs1883832, pode atuar de maneira eficaz diminuindo
o limiar para a ativagéo de células B, levando ao inicio da doenga autoimune.
Observou-se que ativacdo de CD40 nos tiredcitos, aumentou a secrecdo de
citocinas (como a Interleucina-6) juntamente com a ativacdo de células T

residentes, desencadeando uma resposta de inflamacgao local e autoimunidade.
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Contudo, ambos o0s mecanismos contribuem para doenga de Graves
(JACOBSON et al., 2005; JACOBSON et al., 2007).

O CTLA-4 € um importante regulador negativo da ativacao das células T
(TEFT et al.,, 2006; TOMER, 2010). Sendo definido como um gene de
autoimunidade que esta ligado e/ou associado a varias condicbes autoimunes
como a doenca de Graves e a tireoidite de Hashimoto (NISTICO et al., 1996;
BAN et al., 2003; TOMER, 2010), assim como na producdo de anticorpos
tireoidianos (ZALETEL et al, 2006). Estudos mostraram trés principais
variantes de CTLA-4: um microssatélite AT-repeat no 3'UTR do gene CTLA-4
(NISTICO et al., 1996; BAN et al., 2003; TOMER & HUBER, 2009); um SNP A/
G na posicao 49 no peptideo sinal, resultando em uma substituicdo de alanina/
treonina (A/G49) (TOMER & HUBER, 2009; LEE et al., 2015); e um SNP A/G
localizado a jusante e fora da UTR 3’ do gene CTLA-4 (indicado como CT60)
(UEDA et al., 2003; TOMER, 2010).

A tirosina fosfatase linfoide, codificada pelo gene da proteina tirosina
fosfatase-22 (PTPN22), é um inibidor da ativacdo das células T. Um SNP na
posicdo 1858 em PTPN22 resulta na substituicdo da arginina por triptofano
(R620W) desta fosfatase que esta associada a DAT (VELAGA et al., 2004;
DONG & FU,2014). E o gene CD25, codifica para a cadeia do receptor
interleucina-2 (IL-2Ra), estando associado a doenca de Graves. No estudo de
Brand et al.,(2007), estudo de caso-controle, confirmaram que a regido CD25
atua como um locus de susceptibilidade geral para doencas autoimunes e
desempenha um papel importante para a via do receptor de IL-2 no
desenvolvimento e funcionamento de células T no controle da autoimunidade
(BRAND et al., 2007).

A tireoglobulina é um dos principais alvos da resposta imune nas DAT,
pois os fendtipos da doenca sdo caracterizados pelo desenvolvimento de
anticorpos tireoglobulina (TOMER et al., 2002; HSIAO et al., 2008; TOMER &
HUBER, 2009). De acordo com a analise de sequenciamento detalhada deste
gene foram identificadas trés substituicbes de aminoacidos que estavam
significativamente associadas com as DAT, A734S, V1027M e W1999R. O
mecanismo pelo qual as variantes de aminoacidos na tireoglobulina podem

predispor as DAT ¢ alterando a apresentacéo dos peptideos de tireoglobulina
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pelas APCs para células T dentro das moléculas HLA de classe Il. Este
mecanismo levaria a uma interacdo entre variantes de tireoglobulina e
variantes de HLA-DR predispondo as DAT (BAN et al.,, 2003; TOMER &
HUBER, 2009).

A doenca de Graves é definida pela presenca de anticorpos estimulantes
TSHR, que ativam a sintese e a secrecao elevada de hormonio tireoidiano,
resultando em tireotoxicose clinica. Estudos mencionaram trés SNPs no gene
TSHR que estdo associados com a doenca como, D36H, P52T e D727E
(CUDDIHY et al., 1995; TOMER, 2010). Dois desses SNPs estao localizados
no dominio extracelular do TSHR, sdo eles: um &acido aspartico para a
substituicdo de histidina na posicdo 36 (D36H) e uma substituicdo de prolina
para treonina na posi¢ao 52 (P52T). O terceiro SNP, uma substituicdo do acido

glutdmico para o acido aspartico (D727E), localizado dentro do dominio

intracelular do receptor (CUDDIHY et al., 1995; JACOBSON & TOMER, 2007).

2.3 Doenca celiaca e doencgas autoimunes da tireoide

Canova et al., (2016)

Risco relativo de
desenvolver doenga
autoimune da tireoide
em criangas com DC.

Estudo de coorte.
Foram incluidos 1215
casos de DC e 6075
referéncias pareadas
por sexo e ano de
nascimento, nascidos
na regido de Friuli
Venezia Giulia (Itdlia)
entre 1989 e 2011.

O risco de
hipotireoidismo foi
maior em homens que
em mulheres.

Concluiram que, as
criangas e jovens com
DC estavam em maior

risco de desenvolver
hipotireoidismo
autoimune.

Teixeira et al., (2014)

Prevaléncia de DC em
adultos com DAT que
foram atendidos no
servigo de
endocrinologia do
Hospital de Clinicas da
Universidade Federal
do Parand

Foi utilizado um
guestionario
relacionado aos
sintomas associados a
DC e foram coletadas
amostras de soro para
pesquisa de anticorpos
anti-endomisio.
Pacientes positivos
foram submetidos a
endoscopia digestiva
alta e bidpsia do
duodeno. Entre os
anos de 2007 a 2011

Dos 254 pacientes com
DAT, destes: 56,3%
tinham doenca de

Graves e 43,7%
doenga de Hashimoto.

Prevaléncia de 1,2% de

DC confirmada entre
0s pacientes com DAT.
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Ventura et al., (2014)

Prevaléncia e as
caracteristicas clinicas
da DC em pacientes
com tireoidite
autoimune através de
estudo transversal
realizado no
Ambulatério de
Endocrinologia do
Hospital das Clinicas da
Universidade Federal
de Santa Catarina.

Os pacientes com
tireoidite autoimune
foram submetidos a
testes de anticorpos

anti-endomisio e anti-

transglutaminase entre

agosto de 2010 a julho
de 2011.

Observaram que cinco
(9,3%) dos 53
pacientes incluidos no
estudo, apresentaram
sorologia positiva para
DC destes, trés (5,6%)
com anticorpo anti-
endomisio positivo e
dois (3,7%) com anti-
transglutaminase
positivo. Somente dois
pacientes realizaram
endoscopia, um com
histologia normal e
outro apresentou
infiltrado linfocitario e
atrofia vilositdria

Elfstrom et al., (2008)

Analisaram os dados
dos registros nacionais
suecos para realizar
um estudo longitudinal
do risco de DT em uma
coorte de populacao
geral de 14.021
individuos (1964-2003)
com DCeuma
populacdo de
referéncia
correspondente a
idade e ao sexo de
68.068 individuos.

0O acompanhamento
comegou 1 ano apéds a
entrada no estudo
(igual a data do
primeiro diagndstico
de DC no hospital ou
data correspondente
na populacdo de
referéncia).

DC foi positivamente
associada com
hipotireoidismo,
tireoidite e
hipertireoidismo

Spadaccino et al.,
(2008)

Prevaléncia de DC em
pacientes adultos do
nordeste da Itdlia com
DAT

Utilizando testes para
anticorpos
transglutaminase
tecidual humana da
classe IgA, e deficiéncia
de IgA

Total= 276 pacientes
(186 com tireoidite
cronica e 90 com
doenca de Graves)

DC estava presente em
15/276 (5,4%) dos
pacientes com DAT.
Dos 10 pacientes com
DAT e DC: oito (2,9%)
eram HLA- DQ2 e dois
(0,7%) eram HLA-DQS8).
A deficiéncia de IgA
estava presente em
2/276 dos pacientes
(0,72%). ADC é
significativamente
aumentada em
pacientes com
disturbios autoimunes
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da tireoide.

Guliter et al., (2007)

Prevaléncia de DC em
pacientes turcos com
tireoidite autoimune.

Foram incluidos no
estudo, 136 pacientes
diagnosticados com
tireoidite autoimune e
119 doadores de
sangue saudaveis.
Realizaram teste
soroldgico para
anticorpo IgA anti-tTG
e os pacientes com
anticorpos positivos
foram submetidos a
bidpsia endoscépica da
mucosa do duodeno.

Notaram que oito
pacientes (5,9%) e um
individuo controle
(0,8%) foram positivos
para os anticorpos.

Hadithi et al., (2007)

DC em pacientes
holandeses com
tireoidite de
Hashimoto e vice-
versa.

Testes sorolégicos
(anticorpos
antigliadinas,
transglutaminase e
endomisial) e tipagem
HLA-DQ foram
determinados em
pacientes com DC.
Analisaram os alelos
DQA1* 05 e DQB1*02
(HLA-DQ2) e os alelos
DQA1*03 e
DQB1*0302 (HLA-
DQSY).

Observaram que 50,9%
dos 104 pacientes com
tireoidite de
Hashimoto sdo HLA
DQ2 e/ou HLA DQ8
positivos

Valentino et al., (2002)

Avaliaram os sinais de
lesdes no intestino
delgado e marcadores
imuno-histoquimicos
de sensibilidade ao
gliten em um grupo
de pacientes com
tireoidite de
Hashimoto, sem
marcadores
sorolégicos de DC.

Quatorze pacientes
com tireoidite de
Hashimoto sem
evidéncia soroldgica de
DC.

Encontraram que trés
(21,4%) tinham
heterodimeros (DQ
A1*0501, B1*0201),
quatro ( 28,6%) tinham
(DRB1*04) e um (7,1%)
possuia (A1*0101,
B1*0501).

A partir dos estudos mencionados, é possivel perceber a associacéo

entre DC e DAT que provavelmente refletem o aumento das doencgas
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autoimunes em geral na DC (VENTURA et al., 1999; LUDVIGSSON et al.,
2006; ELFSTROM et al.,, 2008) e podem ser explicadas pela presenca de
caracteristicas genéticas compartilhadas. Tanto o HLA-DQ2 (HLA-DQA1*05-
DQB1*02) quanto o DQ8 (HLA-DQA1*03-DQB1*0302) sdao comuns tanto na
doenca da tireoide (YANAGAWA et al., 1993; HADITHI et al., 2007,
ELFSTROM et al., 2008) quanto na DC (KAGNOFF, 2005; ELFSTROM et al.,
2008). Outra explicagdo seria pelo gene CTLA4 que desempenha um papel
fundamental na regulacdo das respostas inflamatorias mediadas por linfécitos
T, e possui indmeros SNPs conhecidos por alterarem a funcdo (UEDA et al.,
2003; HUNT et al., 2005). Ueda et al.,(2003), através do estudo abrangente
gue mapeou as variantes sugeridas pelo grupo de genes na regido 3’ de
CTLA4 que influéncia as respostas autoimunes em DM1, doenca de Graves e
hipotireoidismo autoimune (UEDA et al., 2003; HUNT et al., 2005). Portanto, a
presenca dos fatores de risco genéticos pode explicar a associacdo positiva
entre DC e as doencas da tireoide (ELFSTROM et al., 2008).
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3. Justificativa

Poucos individuos sao diagnosticados corretamente e muitas pessoas
possuem a doenca, mas ndo possuem conhecimento. Essa falta de
conhecimento acarreta no atraso do diagnostico e no tratamento tardio
resultando no aumento de morbidades. Portanto, o diagnéstico precoce é
extremamente importante no caso de portadores de DC, pois diminui 0s riscos
de complicacdes e contribuem na melhoria da qualidade de vida. Diante dessa
necessidade de rastreamento, o ESPGHAN prop06e o rastreio dos alelos HLA-
DQ em pacientes com risco de DC.

Ademais, outros genes ndo-HLA também estdo relacionados com a
predisposicdo para DC em individuos portadores de DAT. Visto que os alelos
HLA-DQ2 e HLA-DQ8 estdo presentes em 30% das pessoas sadias, os alelos
ndo-HLA podem ajudar também na identificacdo de possivel diagnéstico de DC
em portadores de DAT.

Sendo assim, o teste de genotipagem HLA-DQ proporcionard que o
individuo procure assisténcia médica para realizar o diagndstico prévio e iniciar
o tratamento rapidamente, assim prevenindo complicac¢des futuras.

Por outro lado, existe uma caréncia de estudos voltados para a
prevaléncia da DC no estado do Rio Grande do Sul, desconhecendo
caracteristicas e perfil genético dessa populacdo, além dos grupos de riscos
como portadores de DAT relacionados com a DC. Além do que, o presente
estudo ira contribuir para divulgacéo e busca do diagnéstico da DC.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Determinar a frequéncia dos alelos HLA relacionados a doenca celiaca

em portadores de doencgas autoimunes da tireoide.

4.2  Objetivos especificos

Caracterizar o perfil sociodemografico e de saude dos individuos que

compdem a amostra;

Verificar a prevaléncia dos alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 e
DQB1*0201), HLA-DQS8 (DRB1*04 -DQA1*03:01- DQB1*03:02) nos portadores
de doencas autoimunes da tireoide e no grupo controle;

Avaliar a prevaléncia dos sintomas caracteristicos da DC nos portadores
de doencgas autoimunes da tireoide e no grupo controle associando com a

presenca dos alelos HLA;

Correlacionar com a presenca de outras doencas autoimunes como
(sindrome de Down, sindrome de Turner, sindrome de Williams, sindrome de
Sjogren, deficiéncia de Imunoglobulina A (IgA) seletiva, diabetes mellitus tipo 1,
entre outras) com a predisposicdo dos alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 e
DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04-DQA1*03:01 - DQB1*03:02) nos individuos

portadores de doencas autoimunes da tireoide;

Orientar os individuos com os alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 e
DQB1*0201) e/ou HLA-DQ8 positivos (DRB1*04 - DQA1*0301 - DQB1*0302) a
procurarem assisténcia médica para a investigagdo de possivel diagnostico de
DC e oferecer orientacbes nutricionais aos individuos que apresentarem

diagnadstico da doenga.
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5. Hipoteses
Espera-se que os alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e
HLA-DQ8 (DQA1*0301-DQB1*0302-DRB1*04) sejam frequentes nos

portadores de doencas autoimunes da tireoide;

A presenca dos alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e HLA-
DQ8 (DQA1*0301-DQB1*0302-DRB1*04) nos portadores de doencas
autoimunes da tireoide esta associada com 0s sintomas gastrointestinais ou

extra intestinais da DC.
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6. Materiais e métodos

6.1 Populacéao alvo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo caso-controle, que sera realizado no Ambulatério
de Nutricdo e no Ambulatério de Endocrinologia da Universidade Federal de
Pelotas.

Os participantes seréo selecionados de forma ndo aleat6ria, por critério
de conveniéncia. Foi realizado o calculo da amostra, com nivel de confianca de
95% através do programa estatistico G*Power, sendo obtida uma amostra de
conveniéncia de 191 individuos que serd acrescida de 15% para possiveis
perdas. A amostra sera distribuida em dois grupos: pacientes com DAT (grupo
caso) e pacientes saudaveis (grupo controle). O projeto sera submetido a
Geréncia de Ensino e Pesquisa do Hospital Escola da Universidade Federal de
Pelotas e posteriormente para a Superintendéncia que concordando com o
estudo irdo assinar a carta de Anuéncia para autorizacdo do projeto. Para
inclusdo no estudo, os individuos de ambos os grupos devem ser pacientes do
Ambulatoério de Nutricdo ou do Ambulatério de Endocrinologia da Universidade
Federal de Pelotas e possuir qualquer idade.

Serdo inclusos no grupo caso, os individuos portadores de DAT que
apresentarem diagnéstico médico ou uso de medicamentos para doencas da
tireoide descritos no prontuério ambulatorial. Como critério de exclusédo é ser
portador de doenca celiaca ou ser parente de primeiro grau de pessoas
celiacas.

Serdo inclusos no grupo controle, os pacientes considerados saudaveis.
Os critérios de exclusdo para este grupo sdo: ser portador de doenca celiaca
ou ser parente de primeiro grau de individuos celiacos, DAT e/ou outras
doencas autoimunes. O grupo controle e o grupo com DAT serdo pareados por
sexo e idade. Sera feito o rastreamento de alelos HLA e ndo- HLA em ambos
0S grupos.

Sera esclarecido aos participantes e/ou responsaveis pelos participantes
menores de dezoito anos, 0s objetivos do estudo, parametros éticos sobre a

confidencialidade, com o intuito de manter a privacidade dos sujeitos. Sera
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informado que existem riscos no estudo referentes a coleta de saliva e a
aplicacdo do questionario, pois o entrevistado podera sentir-se constrangido
guanto as perguntas do questionario e no momento da coleta de saliva. A fim
de minimizar os riscos, sera realizada a coleta de saliva em sala separada dos
demais participantes e em relacdo ao questionario sera aplicado por meio de
uma conversa onde o participante possa se sentir a vontade sempre buscando
sanar as duvidas proporcionando um ambiente acolhedor. Os beneficios de
participar na pesquisa € no sentido de colaborar no embasamento para
utilizacdo de testes genéticos para predisponentes a DC e para os casos de
confirmacgéo da presenca dos alelos relacionados com a DC, sera orientada a
investigacdo médica de possivel diagndstico de DC, ou seja, a consulta com o
meédico sera recomendada e nédo faz parte do estudo, ficando a critério dos
individuos, pais ou responsaveis pela crianca/adolescente investigar a
possibilidade da doenca. A participacao dos portadores de DAT (grupo caso) e
ndo portadores de DAT e/ou outras doencas autoimunes (grupo controle) sera
voluntaria e podera ser interrompida a qualquer momento. Os participantes que
concordarem em participar apdés as explicacdes, assinard um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE; APENDICE A e B).

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), de acordo com as normas estabelecidas pela Resolugcdo n° 466 de 12
de dezembro de 2012 e visando atender ao Codigo de Etica dos Nutricionistas
gue dispde que as atividades sejam executadas com cautela a prevenir a
ocorréncia de riscos ou prejuizos aos individuos. A pesquisa e coleta de dados
s6 serdo realizadas apos aprovacdo do projeto pelo CEP e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos portadores de DAT
e pelos individuos do grupo controle. Segundo a Resolucdo n°® 466, de 12 de
dezembro de 2012, sera garantido o respeito pela dignidade humana e pela
protecdo devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres
humanos e em utilizar o material de dados obtidos na pesquisa exclusivamente
para a finalidade prevista ou conforme o consentimento do participante. Os
dados serdo mantidos por cinco anos em pasta protegida, sem identificacdo de
qualquer participante, seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de

pesquisas envolvendo seres humanos.
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6.2 Rastreamento de alelos

6.2.1 Coleta de material

Todos os individuos que aceitarem participar do estudo e assinarem o
TCLE seréo realizadas as coletas das células da mucosa bucal. Para tal, o
individuo devera enxaguar a boca com agua tratada e esfregar o swab com
haste de plastico varias vezes entre as bochechas. Apds o swab devera ser
fechado e devidamente identificado com o numero do individuo, ficando
armazenado diretamente no gelo, mantido em caixa térmica. O procedimento
de coleta de células da mucosa bucal ser4 executado em duplicata para que
em caso circunstancial possa ser repetida as analises.

ApoOs realizar a coleta, o pesquisador ira aplicar um questionario
composto por questdes sociodemograficas, sintomas gastrointestinais e
extraintestinais relacionados com a DC nos patrticipantes do estudo (Apéndice
C).

6.2.2 Logistica

No primeiro momento, sera realizada a coleta de dados dos prontuarios
dos pacientes que frequentam os Ambulatérios e, posteriormente, sera
realizado o convite por contato telefonico, explicando os objetivos do estudo.

A assinatura do TCLE, coleta do material e aplicagcdo do questionario
acontecerdo enquanto 0s pacientes aguardam para realizar suas consultas
previamente agendadas no Ambulatério de Nutricdo ou no Ambulatorio de

Endocrinologia da Universidade Federal de Pelotas.

6.2.3 Extracdo do gDNA

O swab contendo as células da mucosa bucal do participante sera
encubado em um tubo de 2 mL, com 600 pL de solucédo de lise e 8 pL de
proteinase K por 40 minutos a 55 °C. Apos centrifugacéo a 16000 rotacdes por
um minuto, é retirado o algoddo. Apos nova incubacgéo a 95 °C por 10 minutos,
resfria-se a amostra e adicionam-se 200 pyL de solugdo de precipitacdo de

proteina. Apds vortex durante 20 segundos e centrifugacdes a 16000 rotacdes
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por trés minutos. O sobrenadante é salvo em um novo tubo de 1,5 mL. A
precipitacdo dos acidos nucléicos é feita pela adicado de 600 pL de isopropanol,
seguida de centrifugacéo a 16000 rotacdes por 15 minutos. O pellet formado é
lavado sequencialmente duas vezes pela adicdo de etanol 70% e
centrifugacdo. Apés secar a temperatura ambiente por 10 minutos, o DNA é
diluido com 30 pL de solucdo de hidratagdo. Desta amostra, de 1 a 5 pL séo
suficientes para a realizagdo da andlise dos polimorfismos pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) wusando primers especificos para o
reconhecimento de alelos da Doenca Celiaca. O método de extracdo de gDNA
a ser utilizado é a adaptacdo do método descrito por MILLER, DYKES e
POLESKY (1988).

6.2.4 Amplificagédo do DNA (PCR)

Para comprovar a presenca de DNA nas amostras extraidas foram
realizadas PCRs com genes controles. Para isso, utilizou-se os genes da
—enzima conversora de angiotensinall (ECA) baseando-se no método utilizado
por Yoshida et al., (1995). Destaca-se que foram feitas algumas adaptacoes a
partir dos protocolos originais.

Os alelos amplificados neste estudo serdo DQA1*0501, DQB1*0201
(HLA-DQ2) e DRB1*04 (HLA-DQ8). A reacdo de amplificacdo sera realizada
em volume final de 25 pl contendo 0.2mmol/L de dNTPs, 2.0mmol/L de MgCI2,
0.4umol/L de cada iniciador, 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 100ng
de DNA gendmico. Os primers que serdo utilizados estao descritos na tabela 1.
As amostras serdo inicialmente desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e, em
seguida submetidas a 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos,
anelamento a 56 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 30 segundos seguidos
de extenséo final de 72 °C por 5 minutos.

Para confirmagao do tamanho do fragmento amplificado, 10ul do produto
da PCR serdo aplicados em gel de agarose a 3% e submetidos a eletroforese
horizontal em tampé&o de corrida TBE (50 ml solugdo TBE 10X e 450 ml agua
destilada). Como marcador de peso molecular, serdo utilizados 100pb DNA
Ladder® (Biolabs). A visualizacdo do DNA serd realizada com Sybr Safe

(Invitrogen®) em transiluminador com luz ultravioleta. O método de
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amplificacéo de DNA a ser utilizado serd baseado no método descrito por
CAMBIEN et al., (1992).

Tabela 1: Caracteristicas de primers utilizados para PCR.

Primer Sequéncia Comprimento dos
produtos da PCR
DQA1*0501 5-AGCAGTTCTACGTGGACCTGGGG-3' 144 bp
5-GGTAGAGTTGGAGCGTTTAATCAGA-3'
DQB1*0201 5-CGCGTGCGTCTTGTGAGCAGAAG-3' 110 bp
5-GGCGGCAGGCAGCCCCAGCA-3
DRB1*04 5-GGTTAAACATGAGTGTCATTTCTTAAAC-3' 217 bp
5-GTTGTGTCTGCAGTAGGTGTC-3'
ECAf 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3' 190 bp
ECAr 5'-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3' 490 bp

bp = pares de base; DQA1*0501 e DQB1*0201 para HLA-DQ2; DRB1*04 para HLA-DQ8; ECA
f e ECAr = controles de amplificacdo. (Adaptado de YOSHIDA et al., 1995).

6. 3 Retorno dos resultados e orientagdes nutricionais

Diante da andlise dos resultados e da confirmacéo dos alelos HLA-DQ2
e HLA-DQ8 relacionados a DC, serdao agendados horarios e dias para
realizacdo de uma conversa individual, para explicar a importancia do teste
genético positivo para os alelos e a necessidade de pesquisar o diagndstico de
DC com gastroenterologistas por meio da realizacdo da bidpsia intestinal,
sendo considerada padrdo ouro para o diagndstico. Deverdo ser esclarecidas
nesta conversa, a importancia do diagndéstico, as questdes nutricionais e o
prognéstico da doenca quando a mesma nédo for tratada corretamente. O
responsavel pela pesquisa estarA a disposicdo para posteriores
esclarecimentos sobre DC, sempre que necessario, assim como apoio e
orientacdo dietética para os individuos que apresentarem confirmacdo do
diagndstico de DC.

Serdo disponibilizados materiais de orientacdo sobre a dieta isenta de

gluten e contaminacgéo cruzada aos participantes da pesquisa.
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6.4 Analise estatistica

A analise de dados sera realizada por meio do software STATA® e
Microsoft Office Excel® 2010. As frequéncias dos alelos serdo comparadas
pelo teste de Qui-quadrado, confirmando com teste de Fisher. O nivel de

significancia estabelecido foi de p<0.05.

7. Cronograma de atividades

Tabela 2: Cronograma das atividades do projeto.

2018 2019

Atividades/Periodos M|J[J|A[S|[O|N|[D]J [FIM]A|M

Revisdo da literatura

Qualificagéo do Projeto

Envio ao Comité de Etica

Coleta de amostras e questionario

Extragdo do DNA

Amplificacdo do DNA

Identificac&o dos alelos

Andlise estatistica

Elaboracéo do artigo e dissertacéo
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8. Orcamento do projeto

Tabela 3: Orgamento para a realizagéo do projeto.

Materiais Custo
Primers, material PCR e agarose R$ 2.400,00

Reagentes R$ 200,00
Swabs R$ 260,00
Xerox R$ 50,00
TOTAL R$ 2.910,00

A aquisicdo dos materiais necessarios para realizacdo da pesquisa
ocorrera por meio de recursos financeiros fornecidos pela Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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Relatorio de campo:

O objetivo do projeto seria um estudo de caso-controle, mas nao foi
possivel a coleta de saliva e aplicacdo de questionarios dos controles devido
ao tempo em que o projeto ficou em avaliacdo pelo responsavel pelos projetos
desenvolvidos no Hospital Escola (90 dias), consequentemente, acabou
atrasando o envio do projeto para o Comité de Etica e a coleta do material
genético e aplicacdo do questionario para posterior analise molecular em
laboratorio. Ademais, alguns imprevistos também ocorreram durante a
realizacdo das andlises em laboratério, tais como: indisponibilidade e
problemas com equipamentos, contaminacao de primers e aquisicdo de novos
primers. Diante disso, se optou por realizar primeiramente as coletas,
entrevistas e as analises em laboratério dos casos e posteriormente, dos
controles. Entretanto, ndo houve tempo habil para a realizacdo das coletas de
saliva e entrevistas dos controles. Do mesmo modo, néo foi possivel realizar as

analises laboratoriais para os alelos ndao-HLA.
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Resumo:

Introducéo: A doenca celiaca (DC) é uma enteropatia autoimune causada por
ingestdo de gluten em individuos geneticamente predispostos portadores de
haplétipos Human leukocyte antigen (HLA), principalmente HLA-DQ2 ou HLA-
DQ8. A incidéncia de DC em pacientes com doencas autoimunes da tireoide
(DAT) pode chegar até dez vezes mais comparado com populacdo em geral.
Acredita-se que essa populacédo tem esse risco maior para o desenvolvimento
da doenca devido a tipagem compartiihada de HLA. Objetivo: determinar a
frequéncia do HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) e
verificar a associacdo da presenca desses alelos com sintomas e outras
doencas relacionados a doenca celiaca em portadores de doencas autoimunes
da tireoide. Métodos: Aplicou-se um questionario relacionado aos sintomas e
doencas associados a DC. O DNA genbmico foi extraido por meio da coleta
das células da mucosa bucal. Os alelos (DQA1*0501 e DQB1*0201) e
(DRB1*04) foram identificados por meio da reacdo em cadeia da polimerase.
Resultados: Participaram deste estudo 110 portadores de DAT. Observou-se
gue 66,4% dos individuos carregavam pelo menos um dos alelos estudados e
gue 58,2% dos individuos eram positivos para pelo menos um dos alelos HLA-
DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e destes 18,2% foram positivos para ambos
alelos do HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201). Com relagcdo ao HLA-DQ8
(DRB1*04), 21,82% da populacédo estudada eram positivos para esse alelo e
3,6% eram positivos tanto para o HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) quanto
para o HLA-DQ8 (DRB1*04). Foi encontrada associacdo significativa da
presenca do alelo DRB1*04 (HLA-DQ8) com o0s sintomas gastrointestinais
(diarreia, dor abdominal e distensdo abdominal) (p=0,02), assim como também
ocorreu associacao desse alelo com o sintoma de distensdo abdominal isolado
(p<0,01). Ademais, houve associacdo significativa do alelo DRB1*04 (HLA-
DQ8) com diabetes mellitus tipo 1 (DM1) (p=0,02). Conclusao: O perfil
genético mais fortemente associado a DC, tais como HLA-DQ2 (DQA1*0501 e
DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) estavam presentes em torno de 20% da
populacédo estudada.

Palavras-chaves: doencga celiaca, HLA, hipotireoidismo.
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Abstract:

Introduction: Celiac disease (CD) is an autoimmune enteropathy caused by
gluten ingestion in genetically predisposed individuals with haplotypes Human
leukocyte antigen (HLA), mainly HLA-DQ2 or HLA-DQ8. The incidence of CD in
patients with autoimmune thyroid disease (DAT) can be up to ten times higher
compared to the general population. This population is believed to have this
higher risk for disease development due to shared typing of HLA. Objective: To
determine the frequency of HLA-DQ2 (DQA1*0501 and DQB1*0201) and HLA-
DQ8 (DRB1*04) and to verify the association of the presence of these alleles
with symptoms and other celiac disease-related diseases in patients with
autoimmune thyroid disease. Methods: A questionnaire related to the
symptoms and diseases associated with CD was applied. Genomic DNA was
extracted by collecting oral mucosa cells. The alleles (DQA1*0501 and
DQB1*0201) and (DRB1*04) were identified by polymerase chain reaction.
Results: A total of 110 patients with DAT patrticipated in this study. 66.4% of the
individuals carried at least one of the studied alleles and 58.2% of the
individuals were positive for at least one of the HLA-DQ?2 alleles (DQA1*0501
and DQB1*0201) and 18.2 % were positive for both HLA-DQ2 alleles
(DQA1*0501 and DQB1*0201). Regarding HLA-DQ8 (DRB1*04), 21.82% of the
population studied were positive for this allele and 3.6% were positive for both
HLA-DQ2 (DQA1*0501 and DQB1*0201) and HLA-DQ8 (DRB1*04). Significant
association was found between the presence of the DRB1*04 allele (HLA-DQ8)
and gastrointestinal symptoms (diarrhea, abdominal pain, and abdominal
distension) (p = 0.02), as well as the association of this allele with the symptom
of abdominal distension isolated (p <0.01). Moreover, there was a significant
association of the DRB1*04 allele (HLA-DQ8) with type 1 diabetes mellitus
(DM1) (p = 0.02). Conclusion: The genetic profile most strongly associated
with CD, such as HLA-DQ2 (DQA1*0501 and DQB1*0201) and HLA-DQS8
(DRB1*04) were present in about 20% of the studied population.

Keywords: celiac disease, HLA, hypothyroidism.
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Introducéo

A doenca celiaca (DC) é caracterizada por uma enteropatia autoimune
desencadeada por ingestdo de gluten em individuos geneticamente
predispostos portadores de haplétipos HLA (Human leukocyte antigen),
principalmente HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 (1). A DC tem-se tornado cada vez
mais frequente nos individuos em geral, esta presente em cerca de 1% da
populacéo global, sua prevaléncia em populacdes europeias varia de 1% a 2%.
No Brasil a estimativa é de que existam cerca de 300 mil brasileiros
diagnosticados com a doenca, tendo maior incidéncia na regido Sudeste. A
patologia também é predominantemente encontrada em mulheres sendo 1:2 na
populacao (2,3).

O gluten esta presente em cereais como 0 trigo, 0 centeio, a cevada e
seus derivados, sua ingestdo pode provocar lesbes na mucosa do intestino
delgado, diminuindo a area de absorc¢ao intestinal e interferindo na absorcao de
micronutrientes como: vitaminas lipossoluveis, ferro, vitamina B12 e acido félico
(4). Os individuos portadores de DC podem apresentar sintomas
gastrointestinais como perda de peso, retardo de crescimento, osteoporose,
anemia, ma absorcao de nutrientes, constipacao cronica e dor abdominal (5,6).
Além dos sintomas gastrointestinais, a DC também pode causar sintomas
extraintestinais como artralgia/artrite, alopecia, fadiga, dor de cabeca, feridas
na boca, dores musculares, depressao, erup¢des cutaneas, neuropatia, baixa
estatura, puberdade tardia e infertilidade (7).

Portanto, o diagndstico da DC é considerado dificil, pois a doenca pode
ser confundida com outras enteropatias e também devido a multiplicidade dos
sintomas gastrointestinais e extraintestinais, podendo postergar o diagndstico
(8). O padrao-ouro para diagnosticar a DC é a bidpsia intestinal revelada pela
endoscopia (9,10). Através desta avaliacao histoldégica é possivel verificar os
diferentes sinais como: atrofia das vilosidades, hiperplasia de criptas,
diminuicdo da altura dos enterdcitos e a presenca de infiltrados inflamatérios na
mucosa do intestino delgado (9).

A etiologia da DC é composta por fatores ambientais e genéticos, em
relacdo aos fatores genéticos, o HLA confere 40% da variancia genética
(11,12). Grande parte dos pacientes carregam heterodimeros DQ2 (90%)
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codificadas pelos alelos DQA1*05/DQB1*02 e uma minoria (5%) carrega DQS8
codificado por alelos DQA1*03/DQB1*0302 e (5%) pelo menos um dos dois
alelos DQ2 (geralmente o DQB1*0201) (13,14). Tendo em vista o valor
preditivo negativo, a tipagem de HLA tem sido usada como uma ferramenta de
rastreamento para populacdo de alto risco, como portadores de diabetes
mellitus tipo 1 (DM1), sindrome de Down, sindrome de Turner e doencas
autoimunes da tireoide (DAT) (15). Esses individuos possuem maior
prevaléncia da DC, como observado no estudo prospectivo no qual a

prevaléncia foi de 1% a 19% em pacientes com DM1, de 2% a 5% em DAT e
3% a 7% na cirrose biliar primaria (16,17).

A incidéncia de DC em pacientes com DAT pode chegar até dez vezes
mais comparado com populacdo em geral (18,19). Acredita-se que essas
populacdes com desordens autoimunes possuam esse risco maior para o
desenvolvimento da doenca devido a tipagem compartilhada de HLA (20).
Portanto, a investigacdo da presenca dos fatores de risco genético para DC
pode auxiliar portadores de DAT em um possivel diagndstico de DC e,
consequentemente, apds adesao ao tratamento com dieta sem gluten melhorar
sua qualidade vida e reduzir a dosagem da medicacéo (21). Além disso, 0 ndo
tratamento da DC pode causar danos aos individuos, tais como
adenocarcinoma de intestino delgado, cancer de eséfago, linfomas de células B
e linfomas intestinais de células T (22).

Sendo assim, o0 presente estudo tem como objetivo determinar a
frequéncia do HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04) e
verificar a associacdo da presenca desses alelos com sintomas e outras

doencas relacionados a DC em portadores de doencas autoimunes da tireoide.
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Materiais e métodos

Populacao alvo e aspectos éticos

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

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

Coleta do material genético e aplicacdo do questionario

Foram coletados dados dos prontudrios dos individuos que
frequentavam os ambulatérios escolhidos para o estudo e, durante um periodo
de trés meses, foi feita a abordagem convidando os pacientes para
participarem do estudo e assim, se obteve 110 pacientes. Posteriormente,
foram realizadas as coletas das células da mucosa bucal em todos os
individuos que aceitaram participar do estudo e assinaram o TCLE. Para tal, o
individuo deveria enxaguar a boca com agua potavel e esfregar o swab varias
vezes entre as bochechas. Em seguida, o swab foi guardado em sua
embalagem estéril e devidamente identificado com o numero do individuo,
ficando armazenado diretamente no gelo, mantido em caixa térmica para o
transporte até o laboratorio, onde foi armazenado em freezer até o momento da

realizacdo das andlises. O procedimento de coleta de células da mucosa bucal
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foi executado em duplicata para que em caso circunstancial pudessem ser
repetidas as analises. Apds a extragcdo do material genético foi aplicado um
guestionario adaptado do questionario de Cassol et al. (23) composto por
guestdes sociodemograficas e sobre sintomas gastrointestinais, extraintestinais

e doencas relacionadas com a DC aos participantes do estudo.

Extracdo do DNA gendmico e amplificacdo do DNA

Foi utilizado o método de extracdo de DNA gendmico adaptado do
meétodo descrito por Miller et al. (24). Os alelos amplificados neste estudo foram
DQA1*0501/DQB1*0201 (HLA-DQ2) e DRB1*04 (HLA-DQ8). O método de
amplificacdo de DNA utilizado foi baseado no método descrito por Cambien et

al. (25). Os primers que foram utilizados estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas de primers utilizados para PCR.

Primer Sequéncia Comprimento

dos produtos da

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

DQB1*0201 5'-CGCGTGCGTCTTGTGAGCAGAAG-3' 110 bp
5'-GGCGGCAGGCAGCCCCAGCA-3'

DRB1*04 5’-GGTTAAACATGAGTGTCATTTCTTAAACS' 217 bp
5-GTTGTGTCTGCAGTAGGTGTC-3'

ECAf 5-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3 190 bp

ECAr 5 '-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3' 490 bp

bp = pares de base; DQA1*0501 e DQB1*0201 para HLA-DQ2; DRB1*04 para
HLA-DQ8; hECAf e hECAr = controles de amplificacdo. [Adaptado de Yoshida
et al. (26)].
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Para confirmagao do tamanho do fragmento amplificado, 10ul do produto
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram aplicados em gel de agarose
a 3% e submetidos a eletroforese horizontal em tampé&o de corrida TBE. Como
marcador de peso molecular, foram utilizados 100 pares de base (pb) DNA
Ladder® (Biolabs).

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

Analise estatistica

As frequéncias das respostas nos questionarios e dos alelos
encontrados foram realizadas utilizando Microsoft Office Excel® 2010 e a
analise de dados foi realizada por meio do software STATA 14.0, utilizando o
teste de Qui-quadrado com teste exato de Fisher para analisar as prevaléncias
dos alelos (DQA1*0501 e DQB1*0201 e DRB1*04) em relacdo aos sintomas e
doencas. Para a comparacdo entre 0s pacientes que tinham sintomas
gastrointestinais com a presenca ou nao dos alelos que codificam o HLA-DQ2
e HLA-DQS8, utilizou-se o teste de Qui-quadrado no programa Graph Pad 6.0.
Todos os resultados das analises foram considerados significativos quando p
foi <0.05.

Resultados

Caracterizacdo da amostra

Participaram deste estudo 110 pacientes com média de idade de 46 *
22,30 anos, a maioria entre 41 e 65 anos (42,73%). Houve predominancia do
sexo feminino (75,4%), etnia caucasiana (84,6%) e hipotireoidismo (95,4%).
Com relacdo a escolaridade, a maior incidéncia foi do ensino fundamental

incompleto com cerca de 47,3% da populacéo do estudo (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas sociodemogréficas dos portadores de doencas
autoimunes da tireoide atendidos nos Ambulatérios de Endocrinologia e

Nutricdo da Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, 2019. (n=110)

Variaveis n %
Sexo

Feminino 83 75,4
Masculino 27 24,6
Etnia

N&o-caucasiana 17 15,4
Caucasiana 93 84,6
Escolaridade

Analfabeto 11 10,0
Fundamental incompleto 52 47,3
Fundamental completo 11 10,0
Ensino médio incompleto 9 8.2
Ensino médio completo 19 17,3
Ensino superior incompleto 6 54
Ensino superior completo 2 1,8

Os sintomas gastrointestinais relacionados a DC mais prevalentes

nesses individuos com DAT foram: distensdo abdominal (40%), dor abdominal

(15,5%) e diarreia (9,1%). Quanto aos sintomas extraintestinais, 0s mais

relatados foram lesdes de pele (9,1%), emagrecimento (8,2%) e anemia (7,3%)

(Tabela 3).

Quanto a outras doencas relacionadas com a DC, a frequéncia descrita

foi osteoporose (7,3%), DM1 (6,4%), intolerédncia a lactose (3,6%) e artrite

reumatoide (3,6%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos portadores de doencas autoimunes da
tireoide atendidos nos Ambulatérios de Endocrinologia e Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, 2019. (n=110)

Variaveis n %
Sintomas

Distenséo abdominal 44 40
Dor abdominal 17 15,5
Diarreia 10 9,1
LesOes de pele 10 9,1
Emagrecimento 9 8,2
Anemia 8 7,3

Doencas autoimunes da tireoide

Hipotireoidismo 105 95,4
Hipertireoidismo 5 4,6
Desordens autoimunes

Osteoporose 8 7,3
Diabetes mellitus 1 7 6,4
Intolerancia a lactose 4 3,6
Artrite reumatoide 4 3,6
Sindrome de Down 2 1,8
Sindrome de Turner 1 0,9

Distribuicao genotipica

Em relacdo a distribuicdo dos trés alelos de risco relacionados ao HLA
gue foram estudados, observou-se que 66,4% dos individuos da amostra
carregavam pelo menos um desses alelos. Com relacdo ao HLA-DQZ2, foi
encontrado que 58,2% dos individuos eram positivos para pelo menos um dos
alelos HLA-DQ2 (DQA1*0501 ou DQB1*0201). Destes, 25,5% positivos
somente para HLA-DQ2 (DQA1*0501), 18,2% foram positivos para ambos
alelos do HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e 14,5% positivos somente
para HLA- DQ2 (DQB1*0201) (Tabela 4).
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Com relacdo ao HLA-DQ8 (DRB1*04), 21,82% da populacdo estudada
eram positivos para esse alelo (Tabela 4). Ja quanto a distribuicdo genotipica,
identificou-se que 3,6% eram positivas tanto para os dois alelos do HLA-DQ2
(DQA1*0501 e DQB1*0201) quanto para o HLA-DQ8 (DRB1*04) (Tabela 4).

Tabela 4. Perfil genético dos pacientes portadores de disturbios autoimunes da
tireoide atendidos nos Ambulatérios de Endocrinologia e Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, 2019. (h=110)

Variaveis n %
DQ2 (DQA1*0501) positivo 28 25,5
DQ2 20 18,2
(DQA1*0501/DQB1*0201)
positivos
DQ2 (DQB1*0201) positivo 16 14,5
DQ2(DQA1*0501
/DQB1*0201) negativos 46 41,8
DQ8 (DRB1*04) positivos 24 21,8
DQ8 (DRB1*04) negativos 86 78,2
DQ2(DQA1*0501/DQB1*0201) 04 3,6

+ DQ8 (DRB1*04) positivos

Associacdo do HLA-DQ8 (DRB1*04) com sintomas e desordens
autoimunes

Ao relacionar a presenca do HLA-DQ8 (DRB1*04) com os sintomas
gastrointestinais (distensdo abdominal, dor abdominal e diarreia), observou-se
uma associacdo significativa (p=0,02), mostrando que as pessoas que
possuiam esse alelo tinham pelo menos um ou mais dos sintomas

gastrointestinais que foram relatados. Ao analisar cada sintoma individualmente
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com a presenca ou ndo do alelo DRB1*04, houve associagdo significativa da
presenca do alelo DRB1*04 com distens&do abdominal (p<0,01), mostrando que
os individuos que possuiam esse alelo apresentavam com maior frequéncia o

sintoma de distensdo abdominal do que outros alelos estudados (Tabela 5).
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Tabela 5. Relacao do perfil genético com a presenca de sintomas associados a Doenca celiaca, em portadores de doencas
autoimunes da tireoide.

Perfil Frequéncia Sintomas Distenséao Dor Diarreia Sintomas LesGes de  Emagrecimento Anemia

genético total gastrointestinais  abdominal  abdominal Extraintestinais Pele n (%) n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

DQ2 + 64 (58,2) 31 (28,2) 27 (24,5) 07 (6,4) 07 (6,4) 16 (14,5) 05 (4,5) 06 (5,5) 06 (5,45)

DQ2 - 46 (41,8) 20 (18,2) 17 (15,5) 10 (9,1) 03 (2,7) 10 (9,1) 05 (4,5) 03 (2,7) 02 (1,8)
valor p 0,60 0,58 0,12 0,42 0,69 0,58 0,59 0,31

DQ8+ 24 (21,8) 06 (5,5) 04 (3,6) 03 (2,7) 01 (0,9) 04 (3,6) 01 (0,9) 02 (1,8) 01 (0,9)

DQ8- 86 (78,2) 45 (40,9) 40 (36,4) 14 (12,7) 09 (8,2) 22 (20) 09 (8,2) 07 (6,4) 07 (6,4)
valor p 0,02 <0,01 0,65 0,34 0,36 0,34 0,97 0,50

HLA-DQ2= DQA1*0501 e DQB1*0201 HLA-DQ8=DRB1*04
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Houve também associacdo significativa com a presenca do DRB1*04
com DM1 (p=0,02), indicando associacdo desse alelo com outra doenca
autoimune (Tabela 6).

N&o foi encontrada associacdo significativa entre os alelos estudados e
os portadores de DAT, assim como ndo houve associacfes significativas do
HLA-DQ2 com sintomas gastrointestinais e outras doencas relacionadas a DC
(Tabela 6).



Tabela 6. Relagdo do perfil genético com a presenca de doencas associadas a Doenca celiaca, em portadores de doencas

autoimunes da tireoide.
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Perfil Frequéncia  Hipotireoidismo  Hipertireoidismo Desordens  Osteoporose Diabetes Intolerancia Artrite Sindrome Sindrome
genético total n (%) n (%) autoimunes n (%) mellitus tipo 1 alactose reumatoide de Down de Turner
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
DQ2 + 64 (58,2) 62 (56,4) 02 (1,8) 09 (8,2) 04 (3,6) 05 (4,5) 03 (2,7) 02 (1,8) 01 (0,9) 01 (0,9)
DQ2 - 46 (41,8) 43 (39,1) 02 (1,8) 05 (4,5) 04 (3,6) 02 (1,8) 01 (0,9) 02 (1,8) 01 (0,9) 0 (0,0)
valor p 0,39 0,73 0,62 0,63 0,46 0,49 0,74 0,81 0,39
DQ8+ 24 (21,8) 23 (20,9) 01 (0,9) 04 (3,6) 0(0,0) 04 (3,6) 01 (0,9) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
DQ8- 86 (78,2) 82 (74,5) 03 (2,7) 10 (9,1) 08 (7,3) 20 (18,2) 03 (2,7) 04 (3,6) 02 (1,8) 01 (0,9)
valor p 0,92 0,87 0,51 0,12 0,02 0,87 0,28 0,45 0,60

HLA-DQ2= DQA1*0501 e DQB1*0201

HLA-DQ8=DRB1*04
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Quando analisado especificamente 0s pacientes positivos para 0S
sintomas gastrointestinais com a presenca ou ndo dos alelos que codificam
HLA-DQ2 e DQ8, observou-se que 0s pacientes que tinham sintomas
gastrointestinais (distensdo abdominal, dor abdominal e diarreia) apresentavam
associacdo significativa (p=0,04) com a presenca concomitante dos alelos
DQA1*0501 (HLA-DQ2) e DRB1*04 (HLA-DQ8) (p=0,04) (Figura 1).

Figura 1. Relagdo dos sintomas gastrointestinais com a presenca dos
alelos DQA1*0501 (HLA-DQ2) e DRB1*04 (HLA-DQ8) em portadores de

doencas autoimunes da tireoide.
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Discussao

A prevaléncia do HLA-DQ2/HLA-DQ8 na populacédo em geral € em torno
de 25-35%, apesar da importancia desses hapl6tipos, somente a presenca
deles € insuficiente para o aparecimento da DC (27,28). Entretanto,
aproximadamente 90-95% dos pacientes celiacos séo positivos para HLA-DQ2,
enguanto os demais séao positivos para HLA-DQ8 (29).

Nesta pesquisa, observou-se que 66,4% dos individuos carregavam pelo
menos um desses alelos, portanto, a frequéncia desses alelos em portadores
de DAT é bem maior do que o esperado para a populacdo em geral (25-35%) e
se aproxima muito mais da frequéncia desses alelos para a populacdo celiaca
que chega a ser em torno de 90-95%. Enquanto que 58,2% dos individuos
portadores de DAT eram positivos para pelo menos um dos alelos que
compdéem o HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e 21,82% eram positivos
para o HLA-DQ8 (DRB1*04). Em estudo realizado por Spadaccino et al. (30),
em que foram avaliados 276 italianos com DAT, verificou-se que 2,9% dos
pacientes foram positivos para HLA-DQ2 (DQA1*05;DQB1*02) e 0,7%
positivos para HLA-DQ8 (DQA1*03;DQB1*0302), valores bem menores do que
0s encontrados no presente estudo. Em outro estudo de Hadithi et al. (31), que
objetivou identificar a DC em holandeses com tireoidite de Hashimoto, foi
observado que 50,9% dos 104 pacientes com tireoidite de Hashimoto eram
HLA-DQ2 (DQA1*05;DQB1*02) e/ou HLA-DQ8 (DQA1*03;DQB1*0302)
positivos, valores mais proximos aos encontrados no presente estudo, embora
ainda menor. Embora os alelos DQ8 analisados nos estudos citados nao foram
os mesmos do presente estudo, é importante compreender que a
susceptibilidade a DC esta associada ao sistema HLA, principalmente com o0s
alelos DQA1*05 e DQB1*02, que codificam a molécula DQ2 e o alelo
DQB1*0302, que codifica a cadeia beta da molécula DQ8. Os heterodimeros
DQ8 séo codificados por alelos DQA1*0301 e DQB1*0302 que, devido ao
desequilibrio de ligacdo, sdo transmitidos juntamente com o alelo DRB1*04,
formando o haplétipo conhecido como DR4-DQ8 (32), alelo analisado no
presente estudo.

Neste estudo, 0s sintomas gastrointestinais mais citados foram
distensdo abdominal (40%), dor abdominal (15,5%) e diarreia (9,1%), que

fazem parte da forma tipica da DC e 0s sintomas extraintestinais: lesdes de
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pele (9,1%), emagrecimento (8,2%) e anemia (7,3%), que caracterizam a forma
atipica da doenca. Cassol et al. (23), em pesquisa realizada com 145
individuos celiacos confirmados por bidpsia, o0s principais sintomas
gastrointestinais relatados foram distensdo abdominal (71,8%), dor abdominal
(71%) e diarreia (65,5%). Quanto aos sintomas extraintestinais destacaram-se
emagrecimento (51%), anemia (50,3%) e lesbes de pele (27,5%), corroborando
com o resultado encontrado no presente estudo. Entretanto, como a populacao
deste estudo eram portadores de DAT, sendo a maior parte da amostra
portadora de hipotireoidismo, o0s sintomas relatados também podem ser
causados pelo efeito colateral do tratamento com levotiroxina (T4), que quando
associada a uma dosagem excessiva, pode ter alguns sintomas semelhantes a
DC, como perda de peso, diarreia e lesdes de pele (33), entretanto, as
orientacdes da medicacdo na posologia (34) descrevem que a medicacao é
muito bem tolerada pelos pacientes e que efeitos adversos ocorrem somente
guando a dosagem esta acima do necessario para controlar o hipotireoidismo.
A maior parte da populagcéo estudada (95,4%) utilizava este medicamento em
dosagens entre 05-250 microgramas (mcg) (de 75 a 112mcg por dia para
mulheres e de 125 a 200mcg por dia para homens). Ademais, se sabe que o
tratamento adequado para DC pode reduzir a dosagem dessa medicacao (16)
possivelmente pela melhoria da funcéo absortiva do intestino apds a dieta sem
glaten. Salientando a importancia de uma investigacdo de DC nesses
pacientes. Quanto as outras doencas relacionadas com a DC, observou-se que
a osteoporose (7,3%) e a intolerancia a lactose (3,6%) obtiveram maiores
frequéncias relatadas pelos participantes.

A osteoporose é um disturbio metabélico comum na DC provocada pela
diminuicdo da massa 0ssea, devido a ma absorcdo de calcio e vitamina D a
nivel intestinal. Em criancas, isso pode resultar no raquitismo, enquanto em
adultos pode levar a diferentes graus de osteopenia e osteoporose (23). No
entanto, ha também uma relag&o de distarbios metabodlicos ésseos com fatores
genéticos associados ao sistema HLA de classe | e Il, como B7, DR15 e DQ6,
gue estao relacionados a menor densidade mineral 6ssea em mulheres na pos-
menopausa (35). Em relacdo a intolerancia a lactose, sabe-se que a lactase

esté localizada na superficie das vilosidades intestinais, que € comumente
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lesada devido ao processo inflamatorio causado pelos peptideos do gluten em
pacientes celiacos (36). Essa intolerancia a lactose em pacientes celiacos pode
estar presente devido a concomitancia de uma segunda doenca, como lactase
congénita, hipolactasia ou outras doencgas intestinais (37). Porém, podemos
observar que apenas 3,6% da amostra relatou intolerancia a lactose, enquanto
gue os sintomas gastrointestinais como distensdo abdominal, dor abdominal e
diarreia foram relatados por 40%, 155% e 9,1% dos participantes
respectivamente, ou seja, valores bem maiores do que relatado para
intoleréncia a lactose.

Com toda essa diversidade de sintomas gastrointestinais e
extraintestinais a DC pode ser confundida com outras enteropatias, 0 que pode
dificultar e prorrogar o diagnostico. Paez et al. (38), demonstraram em seu
estudo um atraso no diagnostico da DC de 2 a 3 meses para 0s pacientes com
sintomas gastrointestinais e 42 meses para o0 grupo com manifestacées nao
gastrointestinais.

Nesse estudo nao foi encontrada associacéo significativa entre DAT e a
presenca de algum dos alelos estudados, possivelmente devido ao tamanho da
amostra ndo ser suficientemente maior para sustentar essa relacéo e, também,
pelo fato desses alelos serem compartilhados entre DC e DAT, mas ndo serem
0s unicos alelos relacionados exclusivamente as DAT. Esta relagéo entre DC e
DAT provavelmente refletem o aumento das doencas autoimunes em geral na
DC e podem ser explicadas pela presenca de caracteristicas genéticas
compartilhadas. Tanto o HLA-DQ2 (HLA-DQA1*05-DQB1*02) quanto o HLA-
DQ8 (HLA-DQA1*03-DQB1*0302) sdo comuns tanto na doenca da tireoide
quanto na DC (21). Outra explicacdo seria pela presenca de alelos ndo-HLA,
estudos com o genoma identificaram mais de 100 genes ndo-HLA associados a
DC (39,40). Contudo, sabe-se que esses genes ndo-HLA influenciam as
respostas autoimunes em doencas como DM1, doenca de Graves e
hipotireoidismo (41). Portanto, a presenca desses fatores de risco genético
pode explicar a associacdo entre DC e as DAT (21).

Entretanto, encontra-se elucidado na literatura que ha associacao entre
DC e DAT (42,19). Em pesquisa para determinar a prevaléncia de DC em

pacientes com DAT foi encontrado 1,2% (1:85) de DC confirmada entre os
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pacientes com DAT, sendo todas do sexo feminino e com tireoidite de
Hashimoto (16). Ventura et al. (43), avaliaram a soroprevaléncia de DC em
individuos portadores de tireoidite autoimune e observaram 9,3% portadores
DC entre esses pacientes com DAT.

Neste estudo, os portadores de DAT apresentaram frequéncia para
ambos os alelos do HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) de 18,2% e 3,6%
eram positivos para ambos alelos do HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201,
respectivamente) e também do alelo do HLA-DQS8 (DRB1*04),
respectivamente. Visto que estes sdo haplétipos de risco para DC, é importante
realizar o rastreamento para investigar um possivel diagnostico da doenca
principalmente se estes individuos tiverem a presenca de sintomas e doencas
relacionadas a DC.

Outro resultado do presente estudo foi a associacdo significativa do
alelo (DRB1*04), marcador do haplétipo DR4-DQ8, com sintomas
gastrointestinais (distensdo abdominal, dor abdominal e diarreia) (Tabela 5),
mostrando que as pessoas que tinham esse alelo tinham pelo menos um dos
sintomas gastrointestinais. Quando se analisou cada sintoma separadamente
com a presenca ou ndo do alelo, a associacdo desse alelo (DRB1*04) com
distensdo abdominal foi ainda maior (Tabela 5). Entretanto, sabe-se que os
sintomas gastrointestinais (distensdo abdominal, dor abdominal e diarreia)
fazem parte da forma tipica da DC (32).

Também houve associacdo significativa do alelo DRB1*04 (HLA-DQ8)
com DM1, mostrando que a presenca de DM1 nos pacientes com DAT estava
associado a esse alelo. Entretanto, estudos com maiores populacdes podem
auxiliar na comprovacdo dessa significancia, pois no presente estudo,
encontramos 37,2% (n=41) desses pacientes com DM1. Quanto a incidéncia
de DC em pacientes com DM1, a frequéncia varia de 5-10% na populacao
caucasiana (19). Essa relacdo deve-se aos genes de suscetibilidade
compartilhados na regido HLA que contribuem para a coexisténcia de DM1 e
DC, sendo os haplétipos HLA DR3-DQ2 e HLA DR4-DQ8 considerados os
mais fortes fatores genéticos de risco para DM1 e DC. O haplétipo DR4-DQ8 é
encontrado em cerca de 10% dos pacientes com DC e 70% dos pacientes com
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DML1. Ja no presente estudo, encontrou-se 21,8% de DQ8 nos portadores de
DAT.

Diante dos resultados, é importante que se tenha mais estudos com esta
e outras populacdes de risco para DC e com um ndmero maior de
participantes. Contudo, este estudo observou uma predominancia do
hipotireoidismo entre as DAT, onde o0s sintomas gastrointestinais e
extrainstestinais foram frequentemente citados, assim como algumas doencas
relacionadas com absorcéo intestinal associada a DC como osteoporose e
intolerancia a lactose. Por isso, é importante o diagndstico precoce para evitar
complicacbes futuras. Além disso, houve associacdo de todos os sintomas
gastrointestinais em conjunto, do sintoma de distensdo abdominal
isoladamente e de DM1 com o alelo do HLA DQ8, mostrando a importancia da
realizacdo de investigacado de DC principalmente nesses pacientes portadores
desses alelos.

Ademais, embora exista a utilizacdo da medicacédo, que quando utilizada
em excesso, podera ter efeitos colaterais semelhantes aos sintomas de DC, ao
analisar exclusivamente os pacientes portadores dos sintomas gastrointestinais
com a presenca ou ndo dos alelos, evidenciou-se a associacao dos pacientes
gue tinham os sintomas com a presenca de um dos alelos do HLA-DQ2 e o
alelo do HLA-DQ8, salientando mais uma vez a justificativa de rastreamento de
DC nessa populacgéo de risco.

Um possivel diagnostico e tratamento correto com a exclusédo do glaten
na alimentacdo nesses pacientes podera reduzir os sintomas gastrointestinais
e extraintestinais associados, reduzir o uso da medicacdo para DAT, evitar 0
desencadeamento de outras doencas autoimunes e de tumores intestinais e

consequentemente, melhorar sua qualidade de vida e progndstico.

Concluséo

A maioria dos portadores de DAT possuia pelo menos um dos alelos
estudados, com prevaléncia maior de HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201),
embora HLA-DQ8 (DRB1*04) apresentou valor maior do que apresentado em
outras populacdes. Além disso, perfil genético mais fortemente associado a
DC, tais como HLA-DQ2 (DQA1*0501 e DQB1*0201) e HLA-DQ8 (DRB1*04)



estavam presentes em torno de 20% da populacéo estudada, embora o perfil

genético desses alelos associados foi de 3,6%.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para
maiores de dezoito anos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador responsavel: Fabiana Torma Botelho, Clédia Silveira Flores da Silva.

Instituicdo: Universidade Federal de Pelotas Enderego: Rua Gomes Carneiro, n°1.
Centro. Pelotas —RS Telefones: (53) 98105-0759/98438-0360.

Gostariamos de convida-lo a participar do estudo “Frequéncia dos alelos

HLA e ndo- HLA em portadores de doencas autoimunes da tireoide”, o
qual tem por objetivo determinar a frequéncia dos alelos HLA em individuos
portadores de doencas autoimunes da tireoide que frequentam os Ambulatérios
de Nutricdo e Ambulatério de Endocrinologia pertencentes a Universidade
Federal de Pelotas.

O teste genético serd realizado através da coleta de saliva para posterior
identificacdo em laboratdrio. Para isso, vocé primeiramente precisara enxaguar
a boca com agua tratada e posteriormente, esfregar um cotonete de cabo
comprido varias vezes entre as duas bochechas. Também, vocé precisara
responder a um questionario com questdes sociodemograficas e sobre sua
saude. Fui informado que a justificativa desse estudo € contribuir para o
diagnostico precoce da doenca celiaca, pois, os individuos portadores de
doencas autoimunes da tireoide apresentam uma maior chance de desenvolver
a doenca celiaca. Além disso, o diagndstico e o tratamento tardio podem levar
a complicacOes futuras.

Fui informado que a justificativa desse estudo é contribuir para o diagnostico
precoce da doenca celiaca, pois, os individuos portadores de doencas
autoimunes da tireoide apresentam uma maior chance de desenvolver a
doenca celiaca. Além disso, o diagndstico e o tratamento tardio podem levar a
complicacgdes futuras.

Fui informado de que os riscos se referem a coleta de saliva e a aplicacdo do
qguestionario, pois, o0 entrevistado podera sentir-se constrangido quanto as
perguntas do questionario e no momento da coleta de saliva. A fim de
minimizar os riscos, sera realizada a coleta de saliva em sala separada dos
demais participantes e em relacdo ao questionario sera aplicado por meio de
uma conversa onde o participante possa se sentir a vontade sempre buscando
sanar suas davidas em um ambiente acolhedor. O beneficio de participar do
estudo é que para 0s casos que apresentarem o teste genético positivo, sera
orientada a investigacdo médica de possivel diagnéstico de doenca celiaca, ou
seja, a consulta com o médico sera recomendada e ndo faz parte do estudo,
ficando a critério dos individuos participantes do estudo investigar a
possibilidade da doenca. Ainda, receberei retorno sobre as analises genéticas
realizadas e seus resultados, orientacdes dietéticas e materiais serdo
entregues se confirmado diagndstico com o gastroenterologista posteriormente.
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Como ja me foi dito, minha participacédo neste estudo sera voluntaria e poderei
interrompé-la a qualquer momento, ndo havera remuneracdo associada a
minha participacdo na pesquisa e 0s resultados serdo usados somente para
fins de pesquisa, sendo que minha identidade permanecera confidencial
durante todas as etapas do estudo.

Estou ciente de que a presente pesquisa sera realizada em dois encontros.
Primeiro encontro sera feita a coleta de saliva e aplicacdo do questionario;
segundo encontro, apresentacao dos resultados.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicagcbes sobre o estudo, todas
registradas neste formulario de consentimento. Os investigadores do estudo
responderam e responderdo, em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas
perguntas, até a minha completa satisfacdo. Portanto, estou de acordo em
participar do estudo. A seguir, assine ao final deste documento, que esta
impresso em duas vias, sendo que uma delas é sua e a outra pertence a
pesquisadora responsavel.

Nome:

Identidade:

ASSINATURA: DATA: / /
AUTORIZACAO: Eu , autorizo a coleta

de minha saliva e a coleta das respostas para 0 questionario, assim como o
armazenamento e posterior utilizacdo em analises.

ASSINATURA:

Testemunha

Nome:

ASSINATURA: DATA: / /

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

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Fabiana Torma Botelho, Contatos:(53)
98105-0759/fabibotelho@hotmail.com, Clédia Silveira Flores da Silva, Contatos:
(53) 98438-0360/clediajag@gmail.com (Faculdade de Nutricdo. Campus Porto.
Rua Gomes Carneiro, n° 1).

ASSINATURA PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Data: / /
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para

menores de dezoito anos.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador responsavel: Fabiana Torma Botelho, Clédia Silveira Flores da Silva.
Instituicdo: Universidade Federal de Pelotas. Enderego: Rua Gomes Carneiro, n° 1.
Centro. Pelotas —RS. Telefones: (53) 98105-0759/98438-0360.

Gostariamos de convidar seu filho(a) ou a participar do estudo
“Frequéncia dos alelos HLA em portadores de doengas autoimunes da
tireoide”, o qual tem por objetivo determinar a frequéncia dos alelos HLA em
individuos portadores de doencas autoimunes da tireoide que frequentam o
Ambulatorio de Nutricio e Ambulatorio de Endocrinologia pertencentes a
Universidade Federal de Pelotas.

O teste genético serd realizado através da coleta de saliva para posterior

identificacdo em laboratério. Para isso, meu filho ou precisara
enxaguar a boca com agua tratada e esfregar um cotonete de cabo comprido
varias vezes entre as duas bochechas. Ainda, meu filho ou precisara

responder a um questionario com questdes sociodemograficas e sobre sua
saude.

Fui informado que a justificativa desse estudo € contribuir para o diagndstico
precoce da doenca celiaca, pois, os individuos portadores de doencas
autoimunes da tireoide apresentam uma maior chance de desenvolver a
doenca celiaca. Além disso, o diagndéstico e o tratamento tardio podem levar a
complicagdes futuras.

Fui informado que a justificativa desse estudo € contribuir para o diagnéstico
precoce da doenca celiaca, pois os individuos portadores de doencas
autoimunes da tireoide apresentam uma maior chance de desenvolver a
doenca celiaca. Além disso, o diagndéstico e o tratamento tardio podem levar a
complicac@es futuras.

Fui informado de que os riscos se referem a coleta de saliva e a aplicacdo do
questionario, pois o0 entrevistado poderd sentir-se constrangido quanto as
perguntas do questionario e no momento da coleta de saliva. A fim de
minimizar 0s riscos, sera realizada a coleta de saliva em sala separada dos
demais participantes e em relacdo ao questionario sera aplicado por meio de
uma conversa onde o participante possa se sentir a vontade sempre buscando
sanar suas duavidas em um ambiente acolhedor. O beneficio de participar do
estudo é que para 0s casos que apresentarem o teste genético positivo, sera
orientada a investigacdo médica de possivel diagndstico de doenca celiaca, ou
seja, a consulta com o médico serd recomendada e ndo faz parte do estudo,
ficando a critério dos individuos participantes do estudo investigar a
possibilidade da doenga. Ainda, receberei retorno sobre as analises genéticas
e seus resultados, orientacdes dietéticas e materiais serdo entregues se
confirmado diagnodstico com o gastroenterologista posteriormente. Como ja me
foi dito, a participagdo de meu (minha) filho(a) ou neste estudo
sera voluntaria, ndo havera nenhuma forma de remuneracdo em participar da
pesquisa e que poderei interrompé-la a qualquer momento, além disso que os
resultados serdo usados somente para fins de pesquisa, sendo que as nossas
identidades permanecerao confidenciais durante todas as etapas do estudo.
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Estou ciente de que a presente pesquisa sera realizada em dois encontros.
Primeiro encontro, coleta de saliva e aplicagdo do questionario; segundo
encontro, apresentagéo dos resultados.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicacbes sobre o estudo, todas
registradas neste formulario de consentimento. Os investigadores do estudo
responderam e responderdo, em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas
perguntas, até a minha completa satisfacdo. Portanto, estou de acordo que
meu(minha) filho(a) participe do estudo. Este formulario de consentimento Preé-
Informado serd assinado por mim e arquivado na instituicdo responsavel pela
pesquisa. A seguir, assine ao final deste documento, que esta impresso em
duas vias, sendo que uma delas é sua e a outra pertence a pesquisadora
responsavel.

Nome da crianca/ adolescente:
Representante legal:
Vinculo Familiar ou Legal do
representante:
Identidade do representante:

ASSINATURA: DATA: | |

Além de autorizar que meu (minha) filho (a) ou participe da
pesquisa, coleta de saliva e preenchimento de questionario, autorizo também
0S pesquisadores a armazenar as respostas do questionario e a saliva
concedidos por mim para analises posteriores.

Assinatura do responsavel:

Testemunha
Nome:

Assinatura: DATA: [ |

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a
natureza, objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposicéo
para perguntas e as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu
minha explicacdo e aceitou, sem imposicdes, assinar este consentimento.
Tenho como compromisso utilizar os dados e o material coletado para a
publicacdo de relatérios e artigos cientificos referentes a essa pesquisa.
PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Fabiana Torma Botelho, Contatos:(53)
98105-0759/fabibotelho@hotmail.com, Clédia Silveira Flores da Silva, Contatos:
(53) 98438-0360/clediajag@gmail.com (Faculdade de Nutricdo. Campus Porto.
Rua Gomes Carneiro, n° 1).

ASSINATURA PESQUISADOR RESPONSAVEL:

DATA._ /| |
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Apéndice C - Questionario com questdes séciodemograficas e sobre saude

dos participantes do estudo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE NUTRICAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO E ALIMENTOS
Pesquisa: -Frequéncia dos alelos HLA e ndo-HLA em portadores de doengas autoimunes da tireoidell.

Pesquisadores responséveis: Clédia Silveira Flores da Silva, Fabiana Torma Botelho e Carlos Castilho de Barros.

QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

1. Nome: 2. Data de nascimento: / /

3. Telefone para contato:

4. |dade: Idad
5. Sexo: Sexo
(1) Masculino (2) Feminino
6. Raca: Raga__
(1) Branca (2) Parda (3) Negra
7. Qual é a sua escolaridade? Esc
(1) Analfabeto (5) Ensino médio completo
(2) Fundamental até o 5° ano (6) Ensino superior incompleto
(3) Fundamental completo (7) Ensino superior completo
(4) Ensino médio incompleto (8) Pos-Graduacgéo
8. Vocé tem algum familiar com doenca celiaca? Parceliac
(1) Sim (2) ndo

Numpar
Se sim, quantos e qual o grau de parentesco?

Grauparent
9. Marque abaixo sintomas/problemas que vocé tenha:
(1) Diarreia (6) Emagrecimento Sint:
(2) Dor abdominal (7) Anemia
(3) Distensédo abdominal (8) Lesdes de pele
(4) Dificuldade em ganhar peso (9) Outros? Quais?
(5) Dificuldade em ganhar altura (10) N&o se aplica
10. Marque se vocé possui uma ou mais doencas: Doeng
(1) Hipotireoidismo (9) Sindrome de Turner
(2) Hipertireoidismo (10) Sindrome de Williams
(3) Diabetes Mellitus Tipo 1 (11) Osteoporose
(4) Infertilidade (12) Intolerancia a lactose
(5) Abortos de repeti¢cao (13) Intolerancia a proteina do leite de vaca
(6) Dermatite Herpetiforme (14) Artrite reumatoide
(7) Sindrome de Down (15) Outras Quais?
(8) Deficiéncia de IgA (16) N&o se aplica
11. Se vocé possui Hipotireoidismo ou Hipertireoidismo, realizou algum dos exames abaixo? Qual foi o resultado?
Dosagem de anticorpos anti-tireoglobulina: (1) Normal (2) Alterado T9 _
Dosagem de anticorpos anti-tireotropina: (1) Normal (2) Alterado TSH _ _
Dosagem de anticorpos anti-tireoperoxidase: (1) Normal (2) Alterado TPO _ _
12. Alguma vez desconfiou em ter Doenga Celiaca? DescDC

(1) Sim  (2) N&o

Se sim, por qué?

13. Se desconfiou em ter a Doenca Celiaca, buscou investigar? Invest
(1) Sim (2) Nao (3) Néo se aplica

14. Se buscou investigar, realizou algum dos exames abaixo? Qual foi o resultado?
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Dosagem de anticorpos anti-endomisio: (1) Normal (2) Alterado EMA_
Dosagem de anticorpos anti-transglutaminase: (1) Normal (2) Alterado tTG_ _
Dosagem de HLA-DQ?2: (1) Normal (2) Alterado DQ2_ _
Dosagem de HLA-DQS8: (1) Normal (2) Alterado DQ8
Biopsia do intestino delgado: (1) Normal (2) Alterado (3) Inconclusivo Biop_ _
15. Se vocé fez a bidpsia intestinal, foram coletados 4 fragmentos do intestino? Biopfrag_ _
(1) Sim (2) Nao (3) Nao sei
E foi realizada a contagem de linfécitos? Linf_ _
(1) Sim (2) Nao (3) Nao sei
16. Se desconfiou e ndo investigou, qual foi o motivo?
(1) Receio da realizacéo dos exames (5) Os sintomas ndo me incomodam Ninvest _ _
(2) Receio do resultado dos exames (6) N&o tenho sintomas graves
(3) Receio em ir ao médico (7) N&o irei parar de consumir glaten, se tiver a doenca
(4) N&o tive tempo (8) Falta de recurso financeiro
(9) Outro. Qual?

(10) Nao se aplica

17. Faz restricdo de gliten na dieta? Restr_ _

(1) Sim (2) Nao

Por qué?




