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RESUMO

A disbiose, associada ao aumentoda permeabilidade intestinal e desregulacdo do
sistema imune, podem contribuir parao desenvolvimento de doengas autoimunes. O
objetivo deste trabalho foi avaliar adisbiose intestinal em pacientes com tireoidite de
Hashimoto (TH) e correlacionar aos dados clinicos, dieta, e concentracfes séricas
de citocinas e zonulina. A frequéncia de consumo alimentar foi avaliada por
guestionario estruturado desenvolvido por nutricionistas. Amostras de fezes foram
utilizadas para avaliar a microbiota por PCR em tempo real e sequenciamento 16S, e
0 soro para a dosagem decitocinas e zonulina, por citometria de fluxo e ELISA,
respectivamente. Os resultadosforam analisados utilizando teste Qui-quadrado de
Pearson, Mann-Whitney ecorrelacdo de Spearman. Foram incluidos 40 pacientes
com TH (48,9 + 13,2ano0s) e 53 individuos controles (45,6 + 16,7 anos). Observamos
diferencgassignificativas entre pacientes e controles quanto ao consumo de
carboidratos, proteinas, gorduras saturadas, verduras/legumes e laticinios. Foi
detectada disbiose intestinal nos pacientes, com diferengas na riqueza e diversidade
microbianas (P<0,05). A abundéncia dos géneros Suterella, Intestinimonas,
Acidaminococcus e Bacteroides estava aumentada nas fezes do grupo TH,
enquanto  Ruthenibacterium,  Escherichia,  Erysipelatoclostridium,  Blautia,
Anaerostipes e Bifidobacterium estavam reduzidos. O género Lactobacillus estava
aumentado em pacientes que ndo tomavam levotiroxina. Bacteroides, Anaerostipes,
Eubacterium hallii e Dorea longicatena correlacionaram de maneira inversa ao
consumo de proteinas de origem animal. A ingestdo de carboidratos correlacionou
positivamente com Faecalibacterium prausnitzii, e 0 consumo de gorduras saturadas
com Bacteroides cellulosilyticus, e negativamente com Eubacterium e Sutterella
wadswortheusis. Catenibacterium, Bacteroides plebeius e Holdemanella biformis
correlacionaram inversamente aos niveis de IL-6. Ruminococcus gnavus
correlacionou diretamente as concentracdes de TNF, Eubacterium rectale aos de
IFN-y, e Bacteroides stercoris e Blautia obeum aos de IL-17A. Além disso,
observamos aumento significativo dos niveis séricos de zonulina nos pacientes,
sugerindo maior permeabilidade da barreira intestinal. Concluimos que pacientes
com TH apresentam disbiose e aumento da permeabilidade intestinal e que os
habitos alimentares desempenham papel importante na determinacdo da
composicao da microbiota intestinal.

Palavras—chave: Microbiota. Dishiose. Autoimunidade. Tireoidite de Hashimoto.



ABSTRACT

Dysbiosis, associated with increased intestinal permeability and dysregulation of the
immune system, can contribute to the development of autoimmune diseases. The
aim of this study was to evaluate intestinal dysbiosis in patients with Hashimoto's
thyroiditis (HT) and correlate with clinical data, diet, and serum concentrations of
cytokines and zonulin. The frequency of food consumption was assessed using a
structured questionnaire developed by nutritionists. Stool samples were used to
evaluate dysbiosis by Real-time PCR and 16S sequencing, and the serum was used
for cytokine and zonulin quantification, by flow cytometry and ELISA, respectively.
Results were analyzed by using Pearson's chi-square test, Mann-Whitney and
Spearmans correlation. Forty HT patients (48.9 = 13.2 years) and 53 controls (45.6 +
16.7 years) were included. We observed significant differences between patients and
controls regarding the consumption of carbohydrates, proteins, saturated fats,
vegetables and dairy products. Intestinal dysbiosis was detected in HT patients, with
differences in microbial richness and diversity (P<0.05). The abundance of Suterella,
Intestinimonas, Acidaminococcus and Bacteroides genera were increased in HT
patients, while Ruthenibacterium, Escherichia, Erysipelatoclostridium, Blautia,
Anaerostipes and Bifidobacterium were decreased. Lactobacillus genus was
increased in non-treated patients, when compared with levotyroxin-treated one.
Bacteroides, Anaerostipes, Eubacterium halli and Dorea longicatena inversely
correlated with animal derived proteins. Carbohydrate intake correlated positively
with Faecalibacterium prausnitzii and the saturated fats consumption with
Bacteroides cellulosilyticus, and negatively with Eubacterium and Sutterella
wadswortheusis. Catenibacterium, Bacteroides plebeius andHoldemanella biformis
inversely correlated with serum IL-6 levels. Ruminococcus gnavus positively
correlated with TNF, Eubacterium rectal with IFN-y, and Bacteroides stercoris and
Blautia obeum with IL-17A concentrations. Besides that, we observed a significant
increase in serum zonulin in HT patients, suggesting altered permeability of the
intestinal barrier. We concluded that HT patients have dysbiosis and increased
intestinal permeability. In addition, dietary habits play an important role in determining
the composition of the microbial community in the human gut.

Keywords: Microbiota. Dysbiosis. Autoimmunity. Hashimoto’s thyroiditis.
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1 INTRODUCAO

As doencas autoimunes (DAIs) representam uma familia de pelo menos 80
enfermidades que compartiiham uma patogénese comum, a resposta imune
adaptativa autorreativa (ROSE, 2016), variando em incidéncia e prevaléncia de
acordo com a doenca estudada, regido demografica, idade, sexo e etnia (THURSBY;
JUGE, 2017). Notadamente comum nos paises ocidentais, com prevaléncia variando
entre 7,6 e 9,4%(CRISCITIELLO et al., 2016; LI et al., 2015), a taxa de prevaléncia
das DAIls vem aumentando nas ultimas décadas, em todo o mundo, especialmente
em paises industrializados como os Estados Unidos. Estima-se que as DAls
impactem cerca de 7% da populacdo mundial (SOMERS, 2020) e de 5 a 8% dos
americanos, a depender de quais doencas sao incluidas nos estudos (ROBERTS;
ERDEI, 2020), gerando grande impacto na qualidade de vida, além de gastos com
saude publica. Esse aumento parece ser resultado da globalizagdo que difundiu
mudancas de habitos alimentares e estilo de vida, ndo permitindo mais que se
associe as DAIls apenas ao mundo ocidental mais desenvolvido (SHAPIRA;
AGMON-LEVIN; SHOENFELD, 2010).

Ha, aproximadamente, 100 diferentes tipos de DAIs, algumas sao 6rgao-
especificas, como cirrose biliar primaria e doenca autoimune da tireoide, como a
doenca de Graves e tireoidite de Hashimoto, enquanto outras refletem uma
variedade de disfun¢des imunolégicas envolvendo mutiplos 6rgdos, como o lapus
eritematoso sistémico (WANG; WANG; GERSHWIN, 2015). As teorias atuais
sugerem que o desenvolvimento da autoimunidade ocorra devido a predisposicao
genética, somada a fatores ambientais que, juntos, desencadeiam perda da
toleréncia imunolégica e autorreatividade (WANG; WANG; GERSHWIN, 2015). Em
relacdo a predisposicdo genética, algumas doencas sdo monogénicas, enquanto a
maioria sao poligénicas, e, estudos mostram que proteinas codificadas pelo
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) desempenham importante papel
no desenvolvimento da autoimunidade (LU, 2013). Ja em relacdo aos fatores
ambientais, ainda € incerta a existéncia de fatores comuns a todas as DAIls, mas ha
alguns fatores ja estabelecidos por influenciarem em uma ou varias doengas
autoimunes,como solventes, mercurio, pesticidas, tabagismo, fatores nutricionais,

processos infecciosos e alteracdes da microbiota (KHAN; WANG, 2016, 2020).
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1.1 Tireoidite de Hashimoto

O hipotireoidismoafetaaproximadamente 5% da populagcdomundial, com
estimativa da existéncia de outros 5% ndodiagnosticados, sendoquedestes
pacientesdiagnosticados, 99% apresentam hipotireoidismoprimario(CHIOVATO,;
MAGRI; CARLE, 2019). Mundialmente, a deficiéncia de iodo é a principal causa de
disfungdes tireoidianas, incluindo o hipotireoidismo. Entretanto, em regides com
suficiéncia de iodo, como no Brasil, a tireoidite de Hashimoto (TH) € a principal
causa de disturbios dessa glandula, acometendo em especial mulheres adultas e
idosos(TAYLOR et al., 2018). A TH foi descrita em 1912, por Hashimoto, a partir da
percepcéao de alteracdes cronicas na tireoide de quatro pacientes, caracterizadas por
infiltracdo linfocitica difusa, fibrose e atrofia parenquimatosa, além de alteracdes
eosinofilicas em células acinares(DAYAN; DANIELS, 2013). Atualmente, a TH é
considerada a doenca autoimune e enddcrina mais comum, com grande prevaléncia
ao redor do mundo(MCLEOD; COOPER, 2012; RALLI et al., 2020; TAYLOR et al.,
2018), sendo que a China, um dos maiores centros de urbanizacdo do mundo,
apresentou aumento expressivo das DAIs da tireoide nos Ultimos anos,
especialmente da tireoidite de Hashimoto (CHEN et al., 2021).

Clinicamente, a TH inicia-se com um alargamento gradual da glandula tireoide
(bécio difuso) podendo ser acompanhado por sintomas leves de tireotoxicose pela
elevacdo inicial transitéria (semanas a meses) dos hormdénios tireoidianos. A
segunda fase da doenca € o hipotireoidismo subclinico, caracterizado pela elevacao
do hormoénio estimulante da tireoide (TSH) com tiroxina (T4) e tri-iodotironina (T3),
ainda dentro da faixa de normalidade (RAGUSA et al., 2019). Habitualmente, com o
decorrer da doencga, ocorre progressdo para a terceira fase, o hipotireoidismo
clinicamente manifesto, uma sindrome clinica ocasionada por sintese/secrecao
insuficiente ou acéo inadequada dos horménios tireoidianos nos tecidos, resultando
em lentificacdo generalizada do metabolismo, com sinais e sintomas inespecificos
em diferentes sistemas, como cardiovascular, pulmonar, hematopoiético,
gastrointestinal, urinério, reprodutivo, neuropsiquiatrico, esquelético, pele e anexos.

Dentre os sintomas mais comuns estdo cansaco, intolerancia ao frio, dispneia
aos esforcos, ganho de peso, alteracdo da memodria, constipacdo, depressao,
ressecamento da pele e queda de cabelo, podendo ocorrer, em casos mais graves,
deposicdo de mucopolissacarideos na derme, gerando o mixedema, um tipo de

edema sem presenca de cacifo(RAGUSA et al., 2019). Laboratorialmente, a TH é
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definida pela presenca dos anticorpos anti-tireoperoxidase (anti-TPO) e/ou anti-
tireoglobulina (anti-Tg) e, com a evolugéo para o hipotireoidismo, passa a apresentar
altos niveis de TSH e baixos de T4 livre. A dosagem sérica de TSH € 0 exame mais
sensivel para deteccdo de disfungbes da glandula tireoide, exceto em casos de
doenca hipofisaria ou hipotalamica, podendo diagnosticar casos ainda na forma
subclinica da doenca (RAGUSA et al., 2019; RALLI et al., 2020).

Estudos recentes mostraram associacdo de fatores genéticos e ambientais no
desenvolvimento da TH, ou seja, € necessaria a existéncia de um defeito
imunolégico em individuos suscetiveis associado a fatores externos (BOSSOWSKI
et al., 2013; RAGUSA et al.,, 2019; RALLI et al.,, 2020), fato corroborado por
evidéncias epidemiolégicas como prevaléncia de 20-30% entre irmédos e taxa de
concordancia de 29% a 55% em gémeos monozigoticos, comparado aos 0-7% em
gémeos dizigbticos (RAGUSA et al., 2019). Em relacdo a susceptibilidade genética,
foram detectados genes que codificamproteinas envolvidas em fases especificas da
resposta imune, como tolerancia periférica (Foxp3),apresentacdo antigénica (genes
HLA), ativacao/inibicdo de células T (CTLA-4, PTPN22) e ativacdo de células B
(FCRL3), enfatizando a importancia genética na imunopatogénese da TH (RAGUSA
et al., 2019). A epigenética também tem sido relatada como possivel fator de
contribucdo na doenca autoimune da tireoide, mais precisamente a hipometilacao do
promotor do gene ICAM-1 (SHALABY et al., 2019).

Fatores ambientais predisponentes para a TH incluem consumo excessivo de
iodo (DUNTAS, 2015), gravidez, hormonios sexuais e exposicdo a radiagcdo
(RAGUSA et al., 2019), deficiéncia de selénio e vitamina D(DUNTAS, 2015; PIROLA
et al., 2020), infeccdo por Helicobacterpylori(SHMUELY; SHIMON; GITTER, 2016),
infeccdes virais, como hepatite C (RAGUSA et al., 2019), tabagismo (SAWICKA-
GUTAJ et al., 2014), poluentes e agentes quimicos, além de fatores como estresse,
idade e clima (BRIX; KYVIK; HEGEDU, 2000; KHAN; WANG, 2016; QI et al., 2017;
RAGUSA et al.,, 2019). Alteracbes na microbiota intestinal tém sido, também,
investigadas como importante fator ambiental capaz de alterar o status saudavel do
hospedeiro, colaborando para o desenvolvimento de doengas.A interagdo entre
fatores genéticos e ambientais permite a apresentacdo de antigenos tanto por
células apresentadoras de antigenos do sistema imune (mondcitos, células
dendriticas e células B), quanto pelos proprios tiredcitos, gerando ativacao de vias
de resposta imune Thl e/ou Thl7 (RAGUSA et al., 2019). Na auséncia de uma
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resposta imune reguladora eficiente, principalmente de células T reguladoras, ocorre
um desequilibrio entre as respostas pro e anti-inflamatorias, culminando em um
processo autoimune na tireoide(VIRILI; STRAMAZZO; CENTANNI, 2021).

AlteragOes na diversidade e fung&o da microbiota intestinal, a chamada disbiose,
tém sido associadas ao desenvolvimento de varias doencas, incuindo doencas
cardiovasculares (XU et al., 2020a), neuroldgicas (MAIUOLO et al., 2021),alérgicas
(MURDACA et al., 2021), obesidade (HERNANDEZ-CEBALLOS; CORDOVA-
GALLARDO, 2021), doenga inflamatoria intestinal (AXELRAD et al., 2021), diabetes
tipo 1 (SNETHLAGE et al., 2021),esclerose multipla (NOTO; MIYAKE, 2020),artrite
reumatoide (XU et al., 2020b), assim como nas doencas associadas a tireoide,
incluindo a doenca de Graves e TH(CAYRES et al., 2021; FROHLICH; WAHL, 2019;
VIRILI et al., 2018).

1.2 Microbiota intestinal e sistema imune

O corpo humano abriga mais de 103 microrganismos, com uma propor¢cao de
namero de bactérias no corpo humano (3,8x10%3) para o niumero de células humanas
nucleadas (0,3x 10 de 10:1 (SENDER; FUCHS; MILO, 2016), sendo que,
aproximadamente 70% destes podem ser encontrados como parte da comunidade
microbiana comensal que habita principalmente o trato gastrointestinal (TGI) (VIRILI
et al.,, 2018). A microbiota intestinal adulta, em condicdes de eubiose/equilibrio é
composta principalmente por bactériaspertencentes aos filos Firmicutes e
Bacteroidetes, sendo mais prevalentesos microrganismos pertencentes ao primeiro
filo, englobando principalmente espécies como Faecalibacteriumprausmtzii,
Eubacteriumrectale e espécies de Roseburia. O filo Bacteroidetes é o segundo mais
populoso no intestino humano, com predominio dos géneros Bacteroides e
Prevotella. Outros géneros também podem ser encontrados, como, por exemplo,
Clostridium, Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcuse Escherichia(ARGENIO;
SALVATORE, 2015; MARIAT et al., 2009).Além das bactérias, também sao
encontrados alguns fungos, virus e bacteriéfagos, porém, em menor quantidade
guando comparados as bactérias simbiéticas (ARGENIO; SALVATORE, 2015).

Ha relatos na literatura da existéncia de microrganismos na vida intrauterina,
entretanto, a real expansao da microbiota ocorre a partir do nascimento, sendo que
o perfil da microbiota desenvolvida varia de acordo com o tipo de parto, microbiota

materna, aleitamente ou formula nos primeiros anos de vida e 0 ambiente ao qual a
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crianca € exposta (TAMBURINI et al., 2016). Por volta dos trés anos de idade, a
composicdo de microrganismos se torna relativamente estavel, com uma
composicdo muito semelhante a que essa crianca apresentara na vida adulta,
embora ainda possa ser fortemente influenciada por diversos fatores, como dieta,
exposicdo ambiental, uso de antibidticos e outros medicamentos, além de fatores
genéticos (TAMBURINI et al., 2016).

A comunidade microbiana do TGI é constantemente exposta a fatores externos,
podendo apresentar oscilagfes transitorias em sua composi¢cao e funcdo mas que,
na auséncia de perturbacbes graves, retorna ao seu estado inicial devido a
capacidade de resiliéncia e resisténcia, apresentando o chamado equilibrio
dindmico. O termo resisténcia se refere a capacidade da microbiota intestinal
permanecer inalterada durante uma perturbacédo enquanto resiliéncia se refere ao
tempo em que a comunidade microbiana leva para recuperar sua composi¢cao
funcional ou taxébmica ap6s um agravo (SOMMER et al., 2017). Perturbacdes
externas constantes podem levar a perda desse estado de equilibrio dinamico,
gerando um estado mal definido da comunidade microbiana intestinal, conhecido por
disbiose intestinal, tipicamente relacionado a perda de diversidade e inflamacéo
espontanea na barreira mucosa, ja relacionado a inUmeras doengas humanas (LIN;
ZHANG, 2017; SOMMER et al., 2017).

A disbiose intestinal interfere na homeostase da comunidade bacteriana no TGl,
podendo ocasionar reducdo de microrganismos comensais benéficos e expansao e
estabelecimento de microrganismos patogénicos (CARDING et al., 2015).Evidéncias
sugerem uma relacdo causal entre a disbiose intestinal e varias DAIs como lapus
eritematoso sistémico(CHOI et al.,, 2020), esclerose multipla (NOTO; MIYAKE,
2020), artrite reumatoide (SORINI et al.,, 2018; ZHANG et al.,, 2015), doenca
inflamatoria intestinal (MATSUOKA; KANAI, 2015, HIDALGO-CANTABRANA; G,
2019, OLSHAN et al., 2020). Alguns poucos estudos evidenciaram a relacdo da
microbiota intestinal no desenvolvimento da TH(RALLI et al., 2020; VIRILI;
STRAMAZZO; CENTANNI, 2021), mas seu papel ainda ndo estd bem
estabelecido.Na Figura 1 podemos observar as interacdes da microbiota intestinal e
sistema imune e as condi¢oes de homeostase intestinal, conhecida por eubiose, e a

desregulacéo deste equilibrio, a disbiose intestinal.

Figura 1: Representagéo das condi¢des de eubiosee disbiose intestinal.
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A comunidade microbiana intestinal é dinamica e se adaptou a colonizar o TGlI,
possibilitado por algumas caracteristicas fundamentais como a existéncia de um
arsenal enzimatico capaz de utilizar os nutrientes disponiveis, capacidade de
escapar de bacteriéfagos e do sistema imunoldgico e resisténcia as tensdes fisicas e
guimicas do intestino (ADAK; KHAN, 2019). Devido ao seu grande conteudo
gendmico e complemento metabdlico, a microbiota intestinal fornece uma gama de
propriedades benéficas ao hospedeiro. Algumas das fungbes mais importantes
desses microrganismos estao pautadas em auxiliar a manutencaoda integridade de
barreira da mucosa, fornecer nutrientes e proteger contra patdégenos. Além disso, a
interacdo entre a microbiota comensal e o0 sistema imune de mucosa € crucial para a
funcdo imunologica adequada (THURSBY; JUGE, 2017). A microbiota esta ainda,
envolvida na modulacdo de mudancas epigenéticas pela producdo de substancias
dependentes da metabolizacdo de componentes da dieta, como vitaminas e acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), ou independentes, através dos lipopolissacarideos
e peptideoglicanos e, também, pela capacidade de inibir ou ativar enzimas que
influenciam no status epigenético do hospedeiro (VIRILI et al., 2018).

O ser humano e a microbiota intestinal tém coevoluido mecanismos de beneficio
mutuo, incluindo formas de se defenderem contra a invasdo de microrganismos

patogénicos, aliado a mecanismos para manter o equilibrio, minimizando respostas
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pro-inflamatoérias desnecessarias aos organismos comensais, fato que torna o
sistema imune fortemente influenciado pela microbiota(FUNG; OLSON; HSIAO,
2017). Para proteger seu nicho ecolégico, a microbiota reforga a imunidade de
barreira e, portanto, sua prépria contengdo, minimizando o contato entre 0s
microrganismos e a lamina propria. Essa segregacao é realizada por agdo conjunta
de células epiteliais, muco, IgA, peptideos antimicrobianos e células do sistema
imune (MACPHERSON et al., 2009). A camada epitelial intestinal e o muco ali
presentes constituem a primeira barreira fisica de prote¢cdo contra uma eventual
invasdo tecidual por agentes patogénicos do limen intestinal, e as células dessa
barreira produzem moléculas antimicrobianas, como as defensinas, que promovem
lise bacteriana. Os anticorpos IgA se ligam e agregam bactérias, evitando aderéncia
a mucosa e posterior estabelecimento das infeccbes(NAVARRO et al., 2016).
Existem ainda os linfécitos T intraepiteliais que, por estarem em contato direto com
antigenos do lamen intestinal, participam da resposta imune efetora contra
microrganismos patogénicos e também em processos imunorreguladores na mucosa
gastrointestinal. Além disso,existem outras subpopulacbes de linfocitos T,
localizados no interior dos tecidos linfoides associados ao TGl (GALT), como as
placas de Peyer e foliculos linfoides difusos ao longo da lamina propria do
intestino(NAVARRO et al., 2016). Na resposta imune adaptativa contra os antigenos
enteéricos, o linfocito T virgem é ativado pela célula apresentadora de antigeno e se
diferencia em célula efetora do tipo Thl ou Thl7 capaz de entrar na circulacéo
sistétmica e retornar para o intestino auxiliando no controle/eliminacdo de
patdgenos(MESQUITA et al., 2010).

As células T efetoras do subgrupo Thl sdo os principais agentes na defesa
contra microrganismos que sao ingeridos por fagdcitos e o Th17 esta principalmente
envolvido no recrutamento de neutréfilos e na inducdo da inflamacéo, reacdes
criticas para destruir bactérias extracelulares e fungos, além de contribuir
significativamente para as doencas inflamatorias (RIBEIRO; WANDERLEY, 2010).
As bactérias comensais podem induzir respostas de células TCD4+ pro e anti-
inflamatorias por diferentes mecanismos. Por exemplo, bactérias filamentosas
segmentadas induzem a expanséo de células Th17, produtoras de IL-17, enquanto a
producdo de AGCCs pelas bactérias residentes no célon pode induzir a
diferenciacdo de Tregs (SORINI et al., 2018), inibir desacetilacdo de histonas e

reduzir producéo de IFN-y(VIRILI et al., 2018). Acredita-se, portanto, que o estreito
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equilibrio entre células T pro-inflamatorias e células Tregs desempenha um papel

crucial na manutencéo da relacédo entre hospedeiro e a microbiota intestinal.

1.3Microbiota e permeabilidade intestinal

A superficie das mucosas é revestida por células epiteliais. O epitélio intestinal &
composto por uma camada Unica de células, predominantemente de enterécitos. Os
enterdcitos sdo células colunares,seletivamente permeaveis, permitindo a absorcao
de nutrientes e a secrecao de residuos(BUCKLEY; TURNER, 2018). Em condi¢des
fisiologicas, mais de 90% dos antigenos absorvidos, passam pela via transcelular e
sdo degradados, pelos lisossomos, em pequenos peptideos ndo imunogénicos. O
restantecruza o epitélio através da via paracelular na forma de proteinas intactas ou
peptideos parcialmente digeridos, rigidamente regulado por meio da modulacdo das
tight junctionsque leva a tolerancia antigénica(STURGEON; FASANO, 2016). O
epitélio intestinal, portanto, desempenha um papel central na regulacdo de
interacbes entre o sistema imunoldgico de mucosa e o conteddo luminal, que
incluem antigenos da dieta, a microbiota intestinal e inUmeros patogenos (KINASHI,
HASE; JORDAN, 2021).

Os enterdcitos sao conectados fortemente uns aos outros por moléculas de
adeséao conhecidas portight junctions, mantidas por uma complexa rede de interacao
proteica, que auxilia na manutencdo da integridade de barreira (BUCKLEY;
TURNER, 2018), reduzindo a permeabilidade paracelular. A perda da funcdo de
barreira, secundaria a regulagdo positiva da zonulina, o tnico modulador fisiol6gico
conhecido dastight junctions (STURGEON; FASANO, 2016), pode culminar no
aumento da permeabilidade intestinale consequente influxo descontrolado de
antigenos dietéticos e microrganismos, gerando uma condicdo denominada
sindrome do intestino permeavel ou leaky gut. Evidéncias recentes sugerem que
mudancas na composi¢cédo da microbiota intestinal e do metabolismo coincidem com
0 aumento da permeabilidade intestinal (KARL et al., 2017). E facil notar essa
relacdo, visto que produtos metabdlicos da microbiota intestinal podem mediar a
interlocucdo entre células epiteliais e imunoldgicas,enquanto as células epiteliais
reforcam a barreira, reduzindo a permeabilidade e separandoas células imunes do
hospedeiro da microbiota (VIRILI; STRAMAZZO; CENTANNI, 2021).

Na sindrome do intestino permeavel pode ocorrer a passagem de

toxinas,antigenos e bactérias do lumen para a lamina propria e, consequentemente,
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sua disseminagdo para todo 0 corpo ao atingir a corrente sanguinea, iniciando
respostas inflamatorias intestinais e extra-intestinais (MU et al., 2017). A ativacédo da
zonulina e o aumento de sua concetracdo seérica tém sido relacionadosavarias
doengas como diabetes tipo 2 (SIRIN et al., 2021; ZHANG et al., 2014), doencas do
espectro autista (ESNAFOGLU et al., 2017; ROSE; YANG; SERENA, 2018),
ansiedade e depressao (STEVENS et al., 2018), sepse (KLAUS et al., 2013; OAMI,;
COOPERSMITH, 2021) e DAIs, incluindo a TH (AYDIN; YILDIZ; TOPAL, 2020;
LERNER; MATTHIAS, 2015). Alguns estudos em pacientes com TH demonstraram
alteracdes morfoldgicas ultraestruturais nos enterocitos do duodeno distal e aumento
nos espacos entre as microvilosidades dos enterdcitos, mostrando possivel efeito do
aumento da permeabilidade intestinal na patogénese da TH (REMBACKEN, 2004).

1.4 Relagcao microbiota intestinal e tireoidite de Hashimoto

Varios estudos tém sido conduzidos a fim de esclarecer a relacdo entre disbiose
intestinal e DAIs e, com isso, multiplos mecanismos que explicam a forma como
infeccbes podemdesencadear a autoimunidade ja foram descritos, dentre eles:
mimetismo molecular, ativacdo espectadora,espalhamento de epitopos devido a lise
direta de tecido por persisténcia do patégeno(ERCOLINI; MILLER, 2009). A principal
hipotese baseia-se em mecanismos de mimetismo molecular que correspondem ao
surgimento de clones autorreativos de linfocitos B e T resultantes de uma resposta
cruzada a autoantigenos homadlogos a estruturas bacterianas ou virais(ROJAS et al.,
2018). Estudos mostraram homologia entre sequéncias de aminodcidos da
tireoperoxidase e tireoglobulina, importantes proteinas da tireoide e proteinas de
Bifidobacteriumbifidum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum e
Lactobacillus plantarum (KISELEVA et al., 2011), reforcando o possivel envolvimento
de bactérias no surgimento da TH. Outro conceito relatado como desencadeante de
autoimunidade € a disseminagdo de epitopos,que corresponde ao desenvolvimento
de resposta imune a antigenos endoégenos, secundaria a liberacdo de autoantigenos
durante uma resposta inflamatéria a um patdégeno persistente, que causou danos ao
tecido hospedeiro(CORNABY et al., 2014).A disseminacéo pode envolver o aumento
do numero de epitopos reconhecidos no mesmo autoantigeno (intramolecular) e
posterior reconhecimento de autoantigenos adicionais (intermoleculares)(CORNABY
et al., 2014). A ativacdo espectadora descreve a ativacao indireta ou inespecifica de

células autoimunes devido ao ambiente inflamatério existente durante a infecgéao.
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Pode ocorrer um efeito domindé em que a ativacao inespecifica de um dos bracos do
sistema imunoldgico leva a ativacdo de outros. Por fim, outro mecanismo descrito €
0 processamento e apresentacao de antigenos cripticos que, em contraste com 0s
determinantes antigénicos dominantes, os antigenos cripticos subdominantes séo
normalmente invisiveis ao sistema imunolégico mas podem se tornar visiveis a partir
do aumento da producdo de proteases e do processamento diferencial de
autoepitopos liberados pelas células apresentadoras de antigenos devido ao
ambiente inflamatorio pés-infeccioso(ERCOLINI; MILLER, 2009).Além disso, outro
fator envolvido tem relagdo com produtos microbianos, como os AGCCs, que servem
como fonte energética aos enterécitos e, junto aos horménios tireoidianos,
aumentam a diferenciacdo e fortalecem as juncdes intercelulares dos enterdcitos
(FROHLICH; WAHL, 2019), tornando o aumento da permeabilidade intestinal um
forte componente no desencadeamento da TH, pois, alteracbes da microbiota
levariam a alteracbes na producdo de AGCCs, que resultariam em perda de
integridade das juncdes intercelulares dos enteroécitos (MU et al., 2017), expondo ao
meio interno microrganismos que deveriam estar restritos ao TGI.

Os mecanismos que ligam a disbiose intestinal a DAIs tém sido estudados de
forma mais intensa em doencas como diabetes, esclerose multipla, artrite
reumatoide e lupus eritematoso sistémico, mas nos ultimos anos, alteracbes na
microbiota tem sido relatadas em pacientes com TH (VIRILI et al., 2018).

Ha diferentes ciclos envolvendo microbiota e TH. Regido geogréfica, dieta (como
o consumo de iodo), obesidade, idade, hormbnios sexuais e a presenca de outra
doenca autoimune influenciam a composicdo da microbiota intestinal. A0 mesmo
tempo, a microbiota esta relacionada a presenca de doencas autoimumes, influencia
0s niveis de estrogeno e iodo e tem um papel na obesidade, além de influenciar no
ciclo enterohepatico de hormdniostireoidianos e na bioviabilidade da levotiroxina
(FROHLICH; WAHL, 2019).

Até o0 momento, poucos estudos foram realizados com o intuito de entender a
relacdo entre microbiota intestinal e TH. Alguns estudos realizados na China,
demonstraram a existéncia de disbiose intestinal em pacientes com TH (ISHAQ et
al., 2017), e evidenciaram aumento de Eubacterium, Fusicatenibacter, Blautia e
Romboutsia e diminuigdo de Prevotella, Bacteroides e Fecalibacterium em pacientes
com TH (ZHAO et al., 2018). Mais recentemente, outro estudo detectou menor

riqueza e diversidade bacteriana nos pacientes com TH em comparacdo aos
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controles (LIU et al., 2020). Entretanto, sabe-se que a composi¢do da microbiota é
fortemente influenciada por fatores externos comohabitos alimentares, estilo de vida
e localizagdo geografica(THURSBY; JUGE, 2017) e, portanto estudos avaliando a
microbiota de pacientes com TH no Brasil s&o necessarios.

Além disso, levando em consideracdo que a microbiota intestinal desempenha
papel importante na saude e na doenca e que a disbiose intestinal foi identificada em
varias doencas autoimunes, nossa hipotese é que pacientes com TH apresentam
disbiose intestinal, e que estas alteragdes da microbiota possam ter correlagdo com
a concentracdo sérica de citocinas inflamatérias, com os hébitos alimentares e

marcadores de permeabilidade intestinal.
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2 OBJETIVOS
O objetivo geral deste trabalho foiavaliar adisbiose intestinal em pacientes com
tireoidite de Hashimoto e correlacionar os resultados aos dados clinicos, habitos

alimentares econcentragfes séricas de citocinas inflamatorias e zonulina.

2.1 Objetivos especificos

1. Reunir os dados clinico-demogréficos de pacientes com tireoidite de Hashimoto.

2. Avaliar a frequéncia de consumo alimentar em pacientes com tireoidite de

Hashimoto e individuos controles;

3. ldentificar a presenca de disbiose em pacientes com tireoidite de Hashimoto;

4. Realizar a dosagem sérica de citocinas em pacientes com TH e controles;

5. Realizar a dosagem sérica de zonulinaem pacientes com TH e controles;

6. Correlacionar os resultados da microbiota intestinal aos dados clinicos, habitos

alimentares e concentragdes séricas de citocinas e zonulina.
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3 CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento, consideracdes éticas e instituicdes envolvidas

Este estudo observacional do tipo transversalfoi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Céncer de Barretos, processo numero 1.359/2017
(Anexo A). Os pacientes com tireoidite de Hashimoto (TH) e individuos controles
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido(Anexo B) e responderam ao
guestionario estruturadosobre frequéncia de consumo alimentar, elaborado por
nutricionistas do Hospital de Cancer de Barretos (Anexo C).

O trabalho foi uma colaboracdo do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas com a Faculdade de Ciéncias da Saude Dr. Paulo Prata, Ambulatorio Médico
de Especialidades de Barretos (AME), Ambulatério Regional de Especialidades
(ARE-I) de Barretos, Hospital de Céancer de Barretos e BiomeHub Pesquisa e

Desenvolvimento de Florianopolis.

3.2 Casuistica, critérios de exclusdo e coleta das amostras

No ambulatério médico de especialidades, pacientes com idade igual ou superior
a 18 anos foram diagnosticados com TH, segundo dosagens de hormdnio
estimulante da tireoide (TSH), tiroxina livre (T4), anticorpos antitireoperoxidase (anti-
TPO) e antitireoglobulina (anti-Tg),e selecionados com o auxilio da endocrinologista
Larissa Donadel Barreto Sargentinipara participacdo no estudo. Os dados clinicos
dos pacientes, tais como niveis de TSH, T4 livre, anticorpos anti-TPO, anti-Tg,
tempo de doenca e tratamento medicamentoso foram registrados.Individuos sadios,
com idade igual ou superior a 18 anos, sem historico familiar de TH e outras
doencas autoimunes, foram incluidos no estudo como grupo controle.

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos incluiram cirurgias do trato
gastrointestinal, doencas inflamatérias intestinais, presenca de diarreias crbnicas
infecciosas ou néo-infecciosas nos dltimos 15 dias, uso de medicamentos, como
antibidticos, laxantes, anti-inflamatorios, imunossupressorese vacinagédo nos ultimos
30 dias.

Apos assinarem o TCLE, os individuos responderam o questionario sobre habitos
de vida e alimentar. O questionéario foi aplicado pelo pesquisador responsavel de
forma clara e eventuais duvidas foram sanadas durante a aplicagéo.

As amostras de fezes foram coletadas pelos préprios individuos em frasco coletor

universal, devidamente identificado, e foram congeladas a -20°C para posterior
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extracdo de DNA. O DNA bacteriano foi extraido utilizando kit comercial e a
caracterizacdo da microbiota foi realizada por PCR em tempo real e sequenciamento
da regido 16S do RNA ribossémico. Amostras de sangue periférico foram
coletadaspor profissionais de saude treinados e as amostras de soro foram
congeladas para posterior dosagem de citocinas e zonulina por citometria de fluxo e

ensaio imunoenzimatico (ELISA), respectivamente.

3.3Extracdo de DNA e avaliacdo da qualidade do DNA extraido

O DNA foi extraido a partir de 200 mg de fezes das amostras de pacientes e
controles utilizando o QlAampFast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN Inc., Hilden,
Germany), de acordo com o protocolo do fabricante.O rendimento esperado, de
acordo com o fabricante € de aproximadamente 15-60 pug e a concentracdo de DNA
esperada de 75-300 ng/uL. Para verificagcdo da qualidade do DNA bacteriano foi
realizada amplificacdo das regides V3/V4 por PCR convencional. Para esta reagao
utilizamos um mix contendo a enzima KappaHifi Hot Start (12,5 plL), primersforward
e reverse que incluem as regides V3 e V4 do 16S (2,5 uL de cada um/concentracéo
de 2,0 uM), dgua DNase-free (6,5 uL) e DNA de interesse (1 ulL), totalizando um
volume final de 25 uL por reacgéo. A ciclagem consistiu em 35 ciclos de 95°C por 3
minutos, 98°C por 20 segundos e 40°C por 30 segundos e, para finalizar, um ciclo de
72°C por 5 minutos. O tamanho do produto amplificado desejado era de
aproximadamente 500 pares de bases (pb). Os produtos de amplificacdo (1 ul de
cada produto de PCR) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em
solucédo tampé&o contendo 40 mM de Tris-acetato pH 8,0; 1mM de EDTA (solucéo
tampdo TAE) por 30 min a 90 V constantes. Para visualizacdo das bandas foi
utilizado o intercalante de DNA GelRed(Biotium). As amostras que apresentaram

boa qualidade e concentracéo foram utilizadas para as etapas subsequentes.

3.4 Caracterizagdo da microbiota intestinal por PCR tempo real

Os grupos de bactérias nas amostras fecais foram caracterizados por PCR em
tempo real (QPCR) utilizando primersespecificos para Bacteroides, Bifidobacterium,
Clostridium coccoides, Clostridium leptum,Clostridium coccoides-Eubacterium
rectale, Lactobacillus, Prevotella e Roseburia(Tabela 1).As reacdes foram realizadas
utilizando 7,5 uL de Power SYBR Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems), 4,0
uL de agua ultrapura, 1,0 uL dos primersforwardereverse a 2 uM e 1,5 uL de DNA,
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diluido para 5 ng, totalizando 15 uL de volume final. Para a quantificacao relativa, o
namero de cépias de DNA bacteriano amplificados para Bac,Bif, Ccoc, CIEub, Clept,
Lac,Prev,e Rosforam normalizados pelo numero de coOpias de DNA do primer
Universal (Univ), e a propor¢cdo de bactérias calculada a partir dos valores de
Cycletreshold (Ct) e expressos em unidades relativas de expressao (URE), utilizando

como baseline o grupo controle.

Tabela 1: Sequéncia de primers para grupos bacterianos e tamanho dos produtos.

Produto da PCR

Grupo/subgrupo Sequéncia dos primers (5’- 3’) (pb)
Bacteroides F: GAAGGTCCCCCACATTG 410
(Bac) R: CAATCGGAGTTCTTCGTG
Bifidobacterium F: GCGTGCTTAACACATGCAAGTC 126
(BIf) R: CACCCGTTTCCAGGAGCTATT
Clostridium coccoides F: AAATGACGGTACCTGACTAA 440
(Ccoc) R: CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA
Clostridium coccoides- F: CGGTACCTGACTAAGAAGC 429
Eubacteriumrectale(CIEub) R: AGTTTYATTCTTGCGAACG
Clostridium leptum F: GCACAAGCAGTGGAGT 239
(Clept) R: CTTCCTCCGTTTTGTCAA
Lactobacillus F: AGCAGTAGGGAATCTTCCA 341
(Lac) R: CACCGCTACACATGGAG
Prevotella F: CACCAAGGCGACGATCA 283
(Prev) R: GGATAACGCCYGGACCT
Roseburia F: TACTGCATTGGAAACTGTCG 230
(Ros) R: CGGCACCGAAGAGCAAT
Universal F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT 466
(Univ) R: GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

PCR: Reacéo em cadeia da polimerase; F: primer forward; R: primer reverse; C: Citosina; A: Adenina;
G: Guanina; T: Timina; pb: pares de bases.

3.5Sequenciamento das regides V3/V4 do 16S bacteriano e analises

A quantidade de DNA foi determinada no Nanodrop e no Quantus e ajustada
para 5 ng/mL com tamp&o Tris (10mM, pH=8,5).As regides V3 e V4 do 16S
bacteriano foram amplificadas por PCR utilizando 2,5 uL do DNA bacteriano, 5 mL
de cada um dos primers e 12,5mL de mix contendo a enzima 2x KAPA
HiFiHotStartReady Mix. O produto da PCR (2 uL) foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 2% em solugao tampao contendo 40 mM de Tris-acetato (pH=8,0; 1mM
de EDTA - solugéo tampéao TAE), por 30 minutos, a 100 volts constantes. Para a
visualizacdo das bandas foi utilizado o intercalante de DNA GelRed. O produto da
PCR foi purificado utilizando o kit AMPure XP beads (BD Biosciences, CA, EUA). As
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bibliotecas de DNA foram construidas conforme os protocolos da lllumina, incluindo
etapas de ligacdo dos adaptadores (Nextera XT Index Kit), varias etapas de
purificacdo (AMPure XP beads), quantificacdo e desnaturacdo pré-sequenciamento
(MiSeq v3 reagent kits). O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando a
plataforma llluminaMiSeq System, através da colaboragcdo com pesquisadores e
bioinformatas da BiomeHub Pesquisa e Desenvolvimento de Floriandpolis.

Os arquivos fastq oriundos do sequenciamento foram filtrados em relacdo a
gualidade e os primers e adaptadores trimados. Apenas sequéncias com o tamanho
esperado de 283pb foram utilizadas para analise. Apos esse filtro, reads com
sequéncias idénticas sdo agrupadas em oligotypes e analisadas com o software
Deblur (AMIR et al, 2017) para remocdo de possiveis erros de
amplificacdo/sequenciamento. Apds, o VSEARCH (ROGNES et al., 2016) foi
utilizado para a remoc¢ao de amplicons quiméricos. O agrupamento das sequéncias
com 100% de identidade em oligotypes proporciona maior resolucdo para 0s
resultados, permitindo uma analise de ASVs (amplicon sequencing variants),
também denominados de sOTUS (KNIGHT, 2018). Um filtro adicional foi
implementado para remocdo de oligotypes com frequéncia abaixo de 0.2% em
relacdo ao total de reads da amostra. Os oligotypes que passarem por este sistema
de filtragem sdo entdo direcionados para classificacdo taxondémica dos
microrganismos utilizando a ferramenta BLAST em um banco de dados de genomas
de referéncia bacterianos do NCBI. Assim, as taxonomias sdo atribuidas aos
oligotypes utilizando o BLAST e um algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor). Se
mais de uma referéncia taxondmica distinta puder ser atribuida ao oligotype com
similaridade equivalente, o pipeline atribui ao oligotype a taxonomia de menor
resolucdo nao-ambigua possivel (género, familia, ordem, classe, filo ou mesmo
reino), de acordo com alguns limites de similaridade previamente estabelecidos
(YARZA et al., 2014).

3.6Dosagem sérica de citocinas por citometria de fluxo

Amostras de sangue periférico (8,5 mL) de pacientes com TH e controles foram
colhidas em tubo gel com ativador de coagulo para a separagdo do soro. Apos a
coleta, a amostra foi incubada a temperatura ambiente por uma hora para retracao
do coagulo e depois centrifugada a 3.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi

transferido para um novo tubo e armazenado em freezer -20°C até o0 momento da
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guantificacdo de citocinas. O kit CBA Flex utilizado, Human Th1/Th2/Th17 Kit(BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), possibilita a deteccéo e quantificacdo dos niveis
séricos das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-ye TNF. Ao final do
experimento, as amostras foram centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos, o pellet foi
ressuspendido em 300 mL de tampé&o de lavagem para leitura do resultado em
citbmetro de fluxo BD FACSCanto™ |l (BD Biosciences, CA, EUA) e a analise foi
realizada com o auxilio do software BDFCAP array™. Os resultados foram

expressos atraves da conversao da intensidade média de fluorescéncia em pg/mL.

3.7 Dosagem sérica de zonulina por ELISA

As amostras de soro foram utilizadas para a quantificacdo da zonulina por meio
do kit comercial Human Zonulin ELISA Kit (Elabscience, Bethesda, MD, USA).
Padrdes e amostras foram adicionados a placas pré-revestidas com anticorpos
especificos para zonulina humana e incubadas por 1 h a 37°C. Em seguida, foram
adicionados anticorpos de deteccdo biotinilados, especificos para a zonulina
humana, e conjugadosavidina-peroxidase (HRP), incubados por 30 minutos.
Moléculas nédo ligadas e livres foram removidas apds lavagens. A solucdo de
substrato foi adicionada a cada pogo e incubada por 15 minutos, quando entao, a
reacdo foi bloqueada pela solucdo de parada. A densidade o6ptica foi medida em
espectrofotometro a 450 nm. A curva padréo foi construida e as concentracdes de

zonulina foram calculadas convertendo-se a densidade Optica em ng/ml.

3.8Analise estatistica

As comparacdes entre os habitos alimentares e estilo de vida foram realizadas
pelo teste Qui-quadrado de Pearson. A comparacao entre as unidades relativas de
expressdo de Bac, Bif, Ccoc, CIEub, Clept, Lac, PreveRosentre pacientes e
controles foram realizadas utilizando o testet ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Para a comparacdo das concentracdes de citocinas e zonulina entre pacientes e
controles foi utilizado teste paramétrico com correcdo de Welch, uma vez que estes
dados apresentaram distribuicdo Gaussiana. As correlagbes dos dados da
microbiota com os dados clinicos, dieta, citocinas e zonulina foram realizadas pela
correlacdo de Spearman. As andlises foram realizadas utilizando-se o0s
softwaresIBM SPSS Statistics (versao 20) e Prism(versao 9.1.2). Valores de P<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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Todas as analises estatisticas do sequenciamento foram realizadas no R (v.
4.0.3) e os pacotes phyloseq (v. 1.34.0) e tidyverse (v. 1.3.0). A andlise de beta
diversidade empregou o indice de dissimilaridade de Bray-Curtis, calculado a partir
das proporcdes observadas para cada oligotype, e o teste PERMANOVA (vegan, v.
2.5.7) para inferir sobre associacdo multivariada com agrupamentos amostrais. A
alfa diversidade foi medida por riqueza e indice de Shannon, ambos computados a
partir das reads brutas dos oligotypes, e testada via teste de Wilcoxon. A analise de
abundancia diferencial foi realizada por meio do pacote DESeq2 (v. 1.30.1).
Correlagbes entre propor¢cdes bacterianas observadas e niveis de citocinas e
indicadores de habitos alimentares foram analisadas por meio do coeficiente Rho de
Spearman.O ajuste dos valores de P para controle de taxa de falsas descobertas em

5% foi realizado por meio do procedimento de Benjamini-Hochberg.
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4 RESULTADOS

4.1Descricao do grupo de pacientes com TH e grupo controle

O grupo de pacientes com TH esta composto por 40 individuos, sendo 36 do
sexo feminino (%) e 4 do sexo masculino (%), com idades entre 23 e 82 anos
(média e desvio padrdo: 48,9 + 13,2 anos).Em relacdo a etnia dos pacientes, 31
(77,5%) consideram-se brancos, de origem caucasiana,6 (15%)consideram-se
pardos ou mulatos e 3 (7,5%) declararam-se negros, sendo os dois Uultimos
considerados afrodescendentes (22,5%). Trinta e dois pacientes (80%) fazem uso
de levotiroxina e oito relataram néo fazer a reposi¢cdo hormonal (20%). Os dados
demograficos e clinicos foram registrados e estdorepresentados na Tabela 2.

O grupo controleestd composto por 53 individuos, com idades entre 18 e 79
anos (média e desvio padrdo: 45,6 + 16,7 anos), sendo 44 individuos do sexo
feminino (83%) e nove do sexo masculino (17%). Em relacdo a etnia dos controles,
43 (81,1%) sao de origem caucasiana, 7 (13,2%) afrodescendentes, 2 (3,8%)

asiaticos e 1 (1,9%)de origem indigena.

4.2 Descricdo dos habitos alimentares e estilo de vida

Tendo em consideracdo a frequéncia de consumo alimentar diario, 40% dos
pacientes com TH relataram consumir carboidratos, 50% proteinas de origem
animal e 17,5% gorduras saturadas. Além disso, verduras e legumes fazem parte
da dieta de 57,5% dos pacientes e frutas de 37,5% deles.Laticinios sédo ingeridos
por 50% dos pacientes e enlatados por 2,5% dos pacientes.

Em relacdo as variaveis relacionadas ao estilo de vida, observou-se que 35%
dos pacientes com TH fazem ou fizeram uso abusivo de alcool e 20% sao
tabagistas (fumando cerca de 0,5 a 2 macos de cigarro por dia). No que diz
respeito a atividade fisica, 16 pacientes (40%) relataram praticar alguma atividade.

Outros questionamentos foram sobre histérico familiar de doencas e presenca
de comorbidades, sendo que 52,5% dos pacientes relataram que outros familiares
possuem TH, e 30% relatam a presenca de outras doencas autoimunes na familia.
Sobre as infec¢des virais mais prevalentes na infancia, 92,5% relataram ja ter
apresentado sarampo, caxumba, varicela ou rubéola. Dentre os pacientes, 30%
apresentam histérico de hipertensado arterial sistémica ou diabetes, sendo que,

destes, 22,5% apresentam HAS, 2,5% diabetes, e 5% as duas condicdes.
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Tabela 2: Dados demogréficos e clinicos dos pacientes com tireoidite de Hashimoto.

Paciente Sexol/idade Etnia TSH T4 TPO Tempo Tratamento
doenca

TH1 F/28 C ND ND ND ND 08 Levotiroxina
TH2 F/57 C 1,61 0,84 51,27 ND 01 Nenhum
TH3 F/35 C ND ND ND ND 01 Nenhum
THA4 F/28 A ND ND ND ND 05 Nenhum
TH5 F/55 C ND ND ND ND 03 Levotiroxina
TH6 F/29 C 0,01 2,6 356 ND 13 Nenhum
TH7 F/56 C 5,17 1,23 ND ND 25 Levotiroxina
THS8 F/26 C 6,55 1,2 >600 241,3 04 Levotiroxina
TH9 F/42 C 9,86 ND 71 ND 12 Levotiroxina
TH10 F/67 C 12,21 1,1 463 ND 05 Levotiroxina
TH11 F/40 C 17 0,92 325 ND 03 Levotiroxina
TH12 M/58 C 7,58 1,2 ND ND 05 Levotiroxina
TH13 F/50 A 51 0,3 109 111 02 Levotiroxina
TH14 F/53 A 14 0,87 1.683 6.652 42 Levotiroxina
TH15 F/54 C 3,41 1,21 ND ND 25 Nenhum
TH16 F/64 C 1,53 1,84 >2.000 ND 25 Levotiroxina
TH17 F/52 C 9,85 0,57 250 11,58 05 Levotiroxina
TH18 F/45 C 5,51 0,62 160 137,8 02 Levotiroxina
TH19 F/63 A ND ND ND ND 17 Levotiroxina
TH20 F/53 C ND ND ND ND 10 Levotiroxina
TH21 F/82 A ND ND ND ND 10 Nenhum
TH22 F/54 C ND ND 211,8 56,53 20 Levotiroxina
TH23 F/38 A ND ND ND ND 14 Levotiroxina
TH24 F/65 C 4,52 ND ND ND 10 Levotiroxina
TH25 F/52 A 10,1 ND ND ND 06 Levotiroxina
TH26 F/65 A 4,72 ND ND ND 05 Levotiroxina
TH27 M/62 C 16,8 2,05 10,82 42,81 03 Levotiroxina
TH28 F/a7 C 1,26 11 ND ND 21 Levotiroxina
TH29 F/35 C 9,48 ND ND ND 07 Levotiroxina
TH30 F/51 A 3,2 0,89 270 143,2 18 Nenhum
TH31 F/45 C 4,33 1,06 159 214 04 Levotiroxina
TH32 M/66 C ND ND ND ND 03 Nenhum
TH33 M/56 C 0,52 1,73 970 26 0,9 Levotiroxina
TH34 F/23 C 2,03 0,96 1.840 8,58 05 Levotiroxina
TH35 Fl44 C 0,97 ND ND ND 07 Levotiroxina
TH36 F/45 C ND ND ND ND ND Levotiroxina
TH37 F/49 C 4,91 0,95 0,52 57 07 Levotiroxina
TH38 F/43 C 0,48 1,1 366 5,06 02 Levotiroxina
TH39 F/52 C 4,89 1,24 282 >1.000 10 Levotiroxina
TH40 F/27 C 7,97 1,44 ND ND 13 Levotiroxina

TH: Tireoidite de Hashimoto; F: Feminino; M: Masculino; C: Caucasiana; A: Afrodescendente;
TSH:Horménio tireoestimulante (Referéncia: 0,38 a 5,33 yUl/mL); T4: Tiroxina livre (Referéncia:0,54
al,24 ng/dL); TPO: Anticorpo anti-peroxidase tireoideana (Referéncia:<9 Ul/mL); Tg: anticorpo
antireoglobulina (Referéncia:< 4 Ul/mL); ND: ndo determinado.
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No grupo controle, referente a frequéncia de consumo alimentar diario, 47,2%
dos controles relataram consumir carboidratos, 32,1% proteinas de origem animal
e 22,6% gorduras saturadas. Além disso, verduras e legumes fazem parte da dieta
de 53,3% dos individuos controles e frutas de 62,3% deles.Laticinios sdo ingeridos
por 66% dos individuos e enlatados por 3,8%.

Quanto ao estilo de vida, observou-se que 46,7% fez uso ou ainda faz uso de
alcool, 20% é tabagista (fumando cerca de 1-2 macos de cigarro por dia). A
respeito da pratica de atividade fisica, 26,7% dos controles realizam atividades
fisicas, com frequéncia de 3-5 dias por semana, por pelo menos 60 minutos.

Sobre o histérico familiar de doencas e presenca de comorbidades, 90% do
total referem ndo apresentar outros familiares com TH, 23,3% referem a presenca
de outras doencas autoimunes na familia (sendo a maioria diabetes tipo 1 e outras
como vitiligo e lupus eritematoso sistémico). 83,3% afirmaram infec¢fes virais na
infancia, como sarampo, caxumba, varicela ou rubéola.

Quando comparamos a frequéncia de consumo alimentar entre pacientes com
TH e controles observamos diferencas significativas (P<0,05) no consumo de
carboidratos, proteinas, gorduras saturadas, vegetais/legumes, frutas e laticinios. Na
Tabela 3 podemos observar os resultados quanto aos habitos alimentares em

pacientes e controles.

4.3 Avaliagéo da dishiose intestinal em pacientes com TH

Com relagdo as andlises metagendmicas da microbiota intestinal, observamos
que os pacientes com TH apresentam disbiose intestinal, visto pelas diferencas
significativas nas analises de alfa e beta diversidade. A diversidade alfa resume a
diversidade microbiana dentro de cada amostra, e as medidas de riqueza (nimero
de taxons) (P=0,027) foram significativamente diferentes entre pacientes e controles
(Figura 2), enquanto que a uniformidade (abundancia relativa desses taxons)
(P=0,075) foi semelhante. A diversidade beta mede as diferencas entre as amostras,
ou seja, a variabilidade na composicdo da comunidade entre as amostras de
pacientes e controles, que foram significativamente diferentes e formaram dois

agrupamentos (P=0,00158), como mostra a Figura 3.
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Frequéncia de consumo Pacientes TH Controles Valor de
N (%) N (%) P

Carboidratos

N&o consome 1 (2,5%) 0

Menos de uma vez por més 2 (5%) 0

1-3 vezes por més 6 (15%) 2 (3,8%) P<0.001

1-2 vezes por semana 13 (32,5%) 17 (32,1%) ’

Na maioria dos dias 2 (5%) 9 (16,9%)

Todos os dias 16 (40%) 25 (47,2%)

Proteinas

N&o consome 1(2,5%) 0

1-3 vezes por més 1 (2,5%) 1 (2%)

1-2 vezes por semana 6 (15%) 19 (35,8%) P<0,001

Na maioria dos dias 12 (30%) 16 (30,1%)

Todos os dias 20 (50%) 17 (32,1%)

Gorduras saturadas

N&o consome 7 (17,5%) 8 (15,1%)

Menos de uma vez por més 2 (5%) 7 (13,2%)

1-3 vezes por més 8 (20%) 12 (22,6%) P=0.005

1-2 vezes por semana 12 (30%) 13 (24,5%) '

Na maioria dos dias 4 (10%) 1(2%)

Todos os dias 7 (17,5%) 12 (22,6%)

Verduras e Legumes

Menos de uma vez por més 1(2,5%) 0

1-3 vezes por més 2 (5%) 2 (6,7%)

1-2 vezes por semana 2 (5%) 4 (13,3%) P<0,001

Na maioria dos dias 12 (30%) 8 (26,7%)

Todos os dias 23 (57,5%) 16 (53,3%)

Frutas

Menos de uma vez por més 3 (7,5%) 0

1-3 vezes por més 4 (10%) 4 (7,5%)

1-2 vezes por semana 7 (17,5%) 5 (9,4%) P<0,001

Na maioria dos dias 11 (27,5%) 11 (20,8%)

Todos os dias 15 (37,5%) 33 (62,3%)

Laticinios

N&o consome 5 (12,5%) 2 (3,8%)

Menos de uma vez por més 3 (7,5%) 0

1-3 vezes por més 4 (10%) 3 (5,7%) P<0 001

1-2 vezes por semana 3 (7,5%) 6 (11,3%) '

Na maioria dos dias 5 (12,5%) 7 (13,2%)

Todos os dias 20 (50%) 35 (66%)

Enlatados

N&o consome 11 (27,5%) 11 (20,8%)

Menos de uma vez por més 12 (30%) 4 (7,5%)

1-3 vezes por més 12 (30%) 18 (33,9%) P<0 001

1-2 vezes por semana 4 (10%) 16 (30,2%) '

Na maioria dos dias 0 2 (3,8%)

Todos os dias 1 (2,5%) 2 (3,8%)

As analises foram realizadas no software IBM SPSS Statistics, versao 20.
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Figura 2:Gréficos de diversidade alfa, avaliando riqueza e uniformidade dentro de cada amostra.
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Figura 3:Andlise de componentes principais da diversidade beta, mostrando a variabilidade na
composicao da comunidade entre as amostras de pacientes (TH) e controles (CTL).
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A abundancia relativa dos géneros Suterella, Intestinimonas e Acidaminococcus
estava significativamente aumentada nas fezes dos pacientes com TH quando
comparada aos controles. Por outro lado, os géneros Ruthenibacterium, Escherichia,
Erysipelatoclostridium, Blautia e Anaerostipes estavam significativamente reduzidos
nas fezes do grupo TH, em relagéo ao grupo controle (Figura 4).

Figura 4: Andlise de abundancia diferencial de géneros entre pacientes com TH e controles.
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Fonte: BiomeHub Pesquisa e Desenvolvimento.

Com relacdo a avaliacdo de alguns grupos bacterianos na microbiota intestinal
por PCR em tempo real, observamos que as unidades relativas de expressao das
espécies de Bacteroidesestavam significativamenteaumentadas (P<0,0001) em
pacientes com TH (mediana Bac: 2.344) em relagdo aos controles (mediana Bac:
221,3) (Figura 5A).Por outro lado, as unidades relativas de expressao de espécies
de Bifidobacterium estavam reduzidas (P=0,005) em pacientes com TH (mediana
Bif: 70,86) em relacdo aos controles (mediana Bif: 830,6) (Figura 5B).

As unidades relativas de expressdo de Clostridium coccoides, Clostridium
coccoides-Eubacterium rectale, Clostridium leptum, Lactobacillus, Prevotella e
Roseburia estavam similares em pacientes com TH (mediana Ccoc: 43,51; CIEub:
48,03; Clept: 1.060; Lac: 0,974; Prev: 12,53; Ros: 385,8) e controles (mediana Ccoc:
51,21; ClEub: 78,04; Clept: 1.762; Lac: 4,933; Prev: 0,530; Ros: 635,9) (Figura 5).
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Figura 5: Unidades relativas de expressdo (URE)/200 mg de fezes de grupos bacterianos detectados
em pacientes com tireoidite de Hashimoto (TH) e controles (CT). Foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. As barras horizontais representam a mediana e o intervalo interquartil.
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Fonte:Elaborado pela autora no software Prism, versdo 9.1.2

4.4Correlacédo da microbiota intestinal com os dados clinicos dos pacientes

Para avaliar a conexdo entre a composicdo da microbiota intestinal e os
parametros clinicos, correlacionamos as unidades relativas de expressao
deBacteroides, Bifidobacterium, Clostridium coccoides, Clostridium coccoides-
Eubacterium rectale, Clostridium leptum, Lactobacillus, Prevotella e Roseburia com

as concentracfes de TSH, T4 livre, autoanticorpos TPO e Tg, com o tempo de
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doenca e tratamento medicamentoso. Detectamos correlacbes positivas entre as
URE de Clostridium coccoides (P=0,023; r=0,40) e Clostridium coccoides-
Eubacteriumrectale (P=0,010; r=0,45) comos niveis de TSH (Figura 6A). As URE
das espécies de Roseburia correlacionaram inversamente (P=0,015; r=-0,49)aos
niveis de T4 livre(Figura 6B). Também encontramos correlagdo positiva entre
Clostridium coccoides(P=0,040; r=0,30) e a duragdo da doenga (Figura 6C). Além
disso, observamos diferencas significativas nas URE de Lactobacillus entre os
pacientes que fizeram reposicdo do hormoénio tireoidiano (mediana Lac: 0,8065
URE/200 mg de fezes) e aqueles que nao fizeram (mediana Lac: 47,73; P=0,020;
Figura 6D). Naoobservamos correlacdes significativas entre a microbiota intestinal e

0s niveis deautoanticorpos TPO e Tg.

Figura 6: Correlacdo da microbiota intestinal e os dados clinicos dos pacientes com TH. Foi utilizado
o teste de Spearman e considerado P<0,05.
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4.5Correlacdo dos habitos alimentares e microbiota intestinal em pacientes

Para detectar correlagbes entre a dieta e composi¢cdo da microbiota intestinal em
pacientes com TH, foram utilizadas as frequéncias de consumo alimentar e a
abundancia relativa obtida pelo sequenciamento, e as URE dos grupos bacterianos,
obtidas por PCR em tempo real. Sobre o consumo de proteinas de origem animal,
observamos correlacdo inversa coma abundéancia relativa do filo Firmicutes, género
Anaerostipes, Eubacterium hallii, Dorea longicatena, Dialister invisus, e com as URE
de Bacteroides (P=0,002; r=-0,61). A ingestdo de carboidratos correlacionou de
forma positiva com a ordem Synergistales e Faecalibacterium prausnitzii. Ja o
consumo de gorduras saturadas apresentou correlacao direta com a abundancia da
classe Clostridiae Bacteroides cellulosilyticus, e correlagdo inversa com a familia
Lachnospiraceae, género Eubacterium e Sutterella wadswortheusis (Figura 7).

A ingestdo de verduras e legumes apresentou correlacdo negativa com a
abundancia relativa de membros da ordem Synergistales, familia Barnesillaceae, e
com Clostridium perfringens. J& o consumo de frutas, correlagdo positiva com
Bacteroides, Bacteroides ovatus, e negativa com o género Dialister. O consumo de
leites e derivados correlacionou inversamente a abundancia de membros das
familias Fusobacteriaceae e Clostridiaceae, e com as espécies Parabacteroides
merdae e Bacteroides dorei. E correlagbes negativas entre o consumo de enlatados
e abundancia relativa de Fusobacteriaceae, Barnesiellaceae, Acidaminococcus
intestini, Prevotella copri e Phascolarctobacterium succinatutens, e positivas com

Anaerostipes e Bifidobacterium longum (Figura 7).

4.6Perfil de citocinas ecorrelagdo com a microbiota intestinal

Com relacdo ao perfil de citocinas séricas, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) nas concentracfes de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17A, IFN-ye TNF entre pacientes com TH (média + erropadréo IL-2: 0,3369 +
0,0638 pg/ml; IL-4: 0,4081 = 0,0542 pg/ml; IL-6: 1,121 + 0,1599 pg/ml; IL-10: 0,3192
+ 0,0333 pg/ml; IL-17A: 0,5835 + 0,2388 pg/ml; IFN-y: 0,4473 = 0,1023 pg/ml; TNF:
1,154 + 0,1090 pg/ml) e controles (média + erropadrao IL-2: 0,3800 * 0,0527 pg/ml;
IL-4: 0,3791 £ 0,0541 pg/ml; IL-6: 1,375 £ 0,2492 pg/ml; IL-10: 0,2884 + 0,0414
pg/ml; IL-17A: 0,3981 + 0,1985 pg/ml; IFN-y: 0,3438 + 0,0951 pg/ml; TNF: 1,317 +
0,1711 pg/ml) (Figura 8).
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Figura 7: Mapa de calor mostrando as correlagfes entre proporcdes bacterianas e frequéncia de
consumo alimentar. Correlagdes estatisticamente significativas estdo indicadas com contorno sélido
preto, e foram analisadas por meio do coeficiente Rho de Spearman.
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Fonte: BiomeHub Pesquisa e Desenvolvimento.

Quando avaliamos as possiveiscorrelagcbes entre a microbiota intestinal e as
concentragfes séricas de citocinas inflamatorias, observamos correlagfes inversas
entrea ordem Synergistales, familia Sutterellaceae, género Catenibacterium,
Bacteroides plebeius, Holdemanella biformis e os niveis de IL-6 no soro dos
pacientes. Foi detectada correlacdo direta entre o filo Firmicutes, género Roseburia e
Ruminococcus gnavus e as concentragdes de TNF. Os niveis de IFN-y correlacionou
de forma direta com a espécie Eubacterium rectale, e as concentracdes de IL-17A
correlacionou positivamente com o género Bifidobacterium, Bacteroides stercoris e

Blautia obeum (Figura 9).



Figura 8: Perfil de citocinas em pacientes com TH e individuos controles.Foi utilizadoteste
paramétrico com correcdo de Welch e os resultados estéo expressos em média terro padréo.
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Fonte: Elaborado pela autora no software Prism, versdo 9.1.2

As concentracdes séricas de IL-10 correlacionou positivamente com Alistipes,
Parabacteroides merdae, Odoribacter splanchnicus, Bacteroides eggerthii, Alistipes
putredinis, e negativamente com Erysipelotrichaeae, Anaerostipes e Blautia obeum.
Os niveis de IL-4 apresentou correlacdo direta com Alistipes, e inversa com
Anaerostipes, Streptococcus e Bacteroides obeum. Por ultimo, foram observadas

correlagdes positivas entre a IL-2 e Synergistales, Prevotella copri, Bacteroides
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eggerthiie negativas com Bifidobacterium, Bifidobacterium longum, e Bacteroides

stercoris (Figura 9).

Figura 9: Mapa de calor mostrando as correlagBes entre proporcdes bacterianas e concentracfes
séricas de citocinas. Correlacdes estatisticamente significativas estdo indicadas com contorno sélido
preto, e foram analisadas por meio do coeficiente Rho de Spearman.
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Fonte: BiomeHub Pesquisa e Desenvolvimento.

4.7 Avaliacédo da permeabilidade intestinal em pacientes com TH

Com o intuito de avaliar se os pacientes com TH apresentavam alteragdes na
barreira intestinal, visto que foram detectadas alteracdes na microbiota intestinal,
avaliamos as concentracfes de zonulina sérica em pacientes e controles. Foi
observado aumento significativo da permeabilidade intestinal (P=0,002), ou seja, nos
niveis de zonulina no soro de pacientes com TH (média +erro padrao: 30,92 + 2,36
ng/ml), quando comparados aos controles (média +erro padrao: 19,01 + 2,98 ng/ml)
(Figura 10). Além disso, as concentracfes de zonulina correlacionaram diretamente
com o0s niveis sistémicos de IFN-y (P=0,042; r=0,52) e inversamente as

concentracdes de IL-2 (P=0,042; r=-0,51) em pacientes com TH (Figura 11).



Figura 10: Concentracdes séricas de zonulina (ZO-1) em pacientes com TH e controles.
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Figura 11: Correlacdes entre as concentragdes séricas de ZO-1 e citocinas em pacientes com TH.
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5 DISCUSSAO

O TGI é a maior interface entre 0 meio externo e 0 meio interno e, por isso, a
microbiota ali presente precisa estar preparada para interagir com varias
substancias, incluindo alimentos, medicamentos e possiveis toxinas. Quando ocorre
alteracéo na composicao ou funcdo dessa microbiota, a chamada disbiose intestinal,
a homeostase intestinal pode ser afetada, ocasionando aumento da permeabilidade
intestinal e desequilibrio na resposta imune de mucosa (CAMILLERI, 2019;
KINASHI; HASE; JORDAN, 2021). Nos ultimos anos, a disbiose intestinal vem sendo
associada ao desenvolvimento de varias doencas autoimunes(KINASHI; HASE;
JORDAN, 2021; LIN; ZHANG, 2017; MARCHESI et al., 2016). Sendo assim, em
nosso trabalho propusemos avaliar a presenca/auséncia de disbiose intestinal em
pacientes com TH, que é a doenca autoimune Orgéo-especifica mais prevalente no
mundo, e correlacionar os dados da microbiota aos achados clinicos, dieta e
concentracdes de citocinas e zonulina.

Embora os estudos mostrem a existéncia de fatores genéticos associados ao
desenvolvimento de TH, ao se notar o grande aumento na incidéncia dessa
patologia, torna-se clara a necessidade de fatores externos envolvidos em sua
patogénese. Dentre os fatores envolvidos, a disbiose intestinal vem recebendo
destaque devido a influéncia da microbiota no sistema imune local e sistémico e do
papel do desequilibrio microbiota-sistema imune no desenvolvimento de DAIs(DE
OLIVEIRA et al., 2017; FROHLICH; WAHL, 2019; KNEZEVIC et al., 2020). Ha
poucos estudos na literatura caracterizando a microbiota intestinal de pacientes com
TH, além de terem sido realizados em outras regides geograficas em que diferentes
culturas e alimentagfes podem influenciar no resultado, uma vez que a microbiota é
fortemente influenciada por fatores nutricionais (ILLIANO; BRAMBILLA; PAROLINI,
2020).

Em nosso estudo, a anaise da microbiota fecal por PCR em tempo real
evidenciou aumento do género Bacteroidese diminuicdo de Bifidobacterium nos
pacientes com TH. Utilizando a mesma técnica de analise, Ishaq e colaboradores
(2017), na China, encontraram também diminuicdo de Bifidobacterium e
Lactobacillus nos pacientes com TH(ISHAQ et al., 2018). O género Bifidobacterium

engloba microrganismoscomensais que tem mostrado efeitos benéficos por modular
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a resposta imune, em especial B. infantis que demonstrou efeito em
regularnegativamente linfocitos Th2 e Th1l7 e promover diferenciacdo de Tregs(SHI
et al., 2018), tendo sido mostrado possiveis efeitos benéficos no tratamento da
doencga inflamatoria intestinal (Ml et al., 2017). Por promover a diferenciacao
imunoloégica em um padrdo anti-inflamatoério, o fato deste microrganismo ter sido
encontrado em menor abundancia nos pacientes com TH sugere que 0s pacientes
apresentatiam um perfil mais inlamatorio em comparag¢ao ao grupo controle, embora
nao tenhamos encontrado diferengas significativas no perfil de citocinas entre o0s
grupos.

As analises por PCR em tempo real sdo capazes de nos informar sobre a
presenca de alguns grupos bacterianosna microbiota intestinal,mas muitos géneros
ndo sao identificados e, portanto, técnicas de sequenciamento tornam-se
importantes formas para se obter um conhecimento real acerca da microbiota
existente em cada grupo de individuos. As analises metagenémicas realizadas em
nosso estudo evidenciaram maior abundancia relativa dos géneros Suterella,
Intestinimonas e Acidaminococcus e menor abundancia dos géneros
Ruthenibacterium, Escherichia, Erysipelatoclostridium, Blautia e Anaerostipes no
grupo TH.

O trabalho realizado por Zhao et al. (2018), na China, analisou a microbiota
intestinal de 28 pacientes com TH e 16 controles, e evidenciou aumento nos géneros
Blautia, Roseburia, Ruminococcus_torques, Romboutsia, Dorea, Fusicatenibacter e
Eubacterium_hallii, e diminuicAo dos géneros Lachnoclostridium,Bacteroides,
Prevotella_9 e Fecalibacterium no grupo TH(ZHAO et al., 2018). O estudo realizado
por Ishag et al. (2017), também na China, detectou predominio dos géneros
Bacteroides, Escherichia_Shigella e Parasutterella e reducédo dos géneros Prevotella
e Dialister nos pacientes com TH (ISHAQ et al., 2017). Ja o estudo de Cornejo-
Pareja et al. (2020), realizado na Espanha, evidenciou aumento de Victivallaceaee
diminuicdo de Faecalibacterium no grupo TH, com microbioma central representado
por Streptococcus, Alistipes, Anaerostipes, Dorea e Haemophilus(CORNEJO-
PAREJA; RUIZ-LIM; ANA, 2020).

Embora o género Suterella tenha mostrado um perfil imunoldgico protetivo in vitro
(BERER et al., 2017), algumas espécies tem a capacidade de degradar a IgA
eparecem estar envolvidas na falha terapéutica de individuos com retocolite

ulcerativa (KAAKOUSH, 2020), assim como também ja foram descritas em maior
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abundéancia em pacientes com depressdo (AMIRKHANZADEH BARANDOUZI et al.,
2020). O género Intestinimonas inclui espécies produtoras de butirato que serve
como fonte energética para as células epiteliais intestinais (BUI et al., 2016),
auxiliando em sua integridade, embora também ja tenha sido relacionado com
aumento dos niveis de IL-4 (DU et al., 2021),citocina indutora do padrdo Th2, da
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos B,e relacionada com doencas como asma,
dermatite atOpica e reacbes anafilaticas (KARO-ATAR et al., 2018).
Acidaminococcus foi encontrado aumentado nas fezes de pacientes com espondilite
anquilosante, doenca inflamatéria créonica(ZHOU et al., 2020), e Acidaminococcus
intestinifoi encontrado aumentado em individuos que consumiram dietas mais pro-
inflamatérias (ZHENG et al., 2020), podendo, entdo, estar relacionado a um perfil
mais inflamatdrio, caracteristico das doencgas autoimunes.

Dentre as bactérias encontradas em menor abundancia nos pacientes com TH,
estd o género Ruthenibacterium, que embora ndo tenha dados associando este
género a TH, a espécie R. lactatiformans foi encontrado em menor abundancia em
pacientes com AR(LEE et al., 2019). O género Escherichia, também reduzido no
grupo TH, tem mostrado possivel efeito benéfico como probidtico na prevencdo da
EM (LIBBEY et al., 2020), além de ter mostrado efeitos anti-inflamatérios nas placas
de Peyer, aumentar a expressao de peptideos antimicrobianos e diminuir a producéo
de oxido nitrico sintase induzivel em macréfagos, diminuindo a gravidade de uveite
autoimune (DUSEK et al, 2020). Erysipelatoclostridium, positivamente
correlacionada a ingestao de laticinios, esta associada a sindrome metabdlica em
humanos e, em estudos realizados com animais, foi associada a regulacdo da
glicose e dos transportadores de gordura do intestino delgado, resultando em
aumento da obesidade induzida por dieta(SHEN et al., 2019). O género Blautiainclui
microrganismos produtores de AGCCs e foram encontrados em menor abundancia
em atletas quando comparado a indivudos sedentarios (JANG et al., 2019). Assim
como o género anterior, Anaerostipes também compreende espécies produtoras de
butirato, benéficas para a manutencéo do equilibrio intestinal(BUI et al., 2019). Os
AGCCs sdo benéficos para a saude intestinal por auxiliarem na manutencdo da
integridade epitelial e, estudos demonstram a capacidade de uma espécie beneficiar
outra através da interacdo direta, aumentando a producdo de substratos e,
consequentemente, de metabdlitos(BUI et al., 2019). O fato de termos detectado a

disbiose intestinal, com reducéao da diversidade beta e riqueza de microrganismos,
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corrobora a hipotese da existéncia de alteragbes na saude intestinal de pacientes
com TH.

Em relagédo a correlagdo da microbiota intestinal com os dados clinicos dos
pacientes com TH, observamos correlacao direta entre a abundancia de Clostridium
coccoides com os niveis de TSH. Estudos mostram que a microbiota influencia em
neurotransmissores no cérebro, como a dopamina, regulando o eixo hipotalamo-
hipéfise(FARZI; FROHLICH; HOLZER, 2018). Uma vez que a dopamina é capaz de
diminuir a secre¢cdo de TSH, através de sua agdo na hipdéfise anterior(MOURA,;
MOURA, 2004), a funcdo da tireoide também pode ser afetada(NEUMAN et al.,
2015). Niveis reduzidos de dopamina luminal podem levar a diminuicdo da captacao
e a falta de inibicdo da secrecdo de TSH pela glandula hipéfise, aumentando sua
concentracdo em animais germ-free(FROHLICH; WAHL, 2019).

Outra maneira da microbiota afetar a sintese de TSH é pela producdo de
metabdlitos como acidos biliares secundarios produzidos pela microbiota a partir de
sais biliares do hospedeiro(SONG et al., 2016). Ha relatos da producdo desses
metabdlitos pelos géneros Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Rumicoccus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Clostridium, Lactobacillus, Escherichia,
Streptococcus e Methanobrevibacter(ZENG et al.,, 2019). Os sais biliares sao
absorvidos pelo colon e exercem efeito sistémico, como regulacdo do metabolismo
energético através da alteracdo nos niveis de TSH (BONDE et al., 2014). Sabe-se,
portanto, que ha correlacdo entre os niveis hormonais da tireoide e a microbiota
intestinal, entretanto, ndo esta claro ainda o real mecanismo exercido por cada
género bacteriano. Além de ser influenciado pelo nivel de TSH, a producédo de T4
livre parece também sofrer efeito da microbiota intestinal, sendo que nosso estudo
evidenciou correlacéo inversa entre niveis de T4 livre e concentracdo de Roseburia.
A maior parte dos horménios é produzido na forma de T4 e, por acdo das
deiodinases é convertido em T3, que exercera sua fungcdo a nivel metabdlico.
Estudos mostram que microrganismos podem influenciar na acdo das deiodinases
através da acao de citocinas(SPAGGIARI et al., 2017). Sendo assim, probioticos
poderiam ser utilizados para modular a producdo de T3/T4 por interferir na
deiodacdo hormonal.

Outro dado relevante foi 0 aumento de espécies de Lactobacillus em pacientes
gue ndo faziam o tratamento com levotiroxina. Estudos in vitro com espécies de

Lactobacillus mostraram que algumas espécies sao capazes de induzir citocinas pro-



54

inflamatérias como TNF, IL-12 e IL-8, enquanto outras citocinas anti-inflamatorias
como IL-10 (GRIMOUD et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Outro estudo em que
foram estudadas cepas de Lactobacillus(L. rhamnosus, L. helvecticus, L. casei)
mostrou que todas produziram aumento significativo na concentracao de IL-8, uma
das principais citocinas envolvidas na resposta imune inata (ROCHA-RAMIREZ et
al., 2017).

A microbiota intestinal é caracterizada por uma variabilidade interindividual
devido a fatores genéticos e ambientais. Entre os ambientais, os habitos alimentares
desempenham papel fundamental em modular a composi¢cédo da microbiota, e muitos
estudos tém considerado mudancas especificas na composicdo microbiana
relacionada a padrdes de dieta, podendo ocorrer de maneira répida e
reproduzivel(WILLIS; JOANNE L. SLAVIN, 2019). Sendo assim, uma dieta
especifica pode promover o crescimento de cepas bacterianas especificas, levando
aconsequentes alteracbes metabdlicas, com efeito direto no pH intestinal, o que
pode culminar no surgimento de uma microbiota patogénica (BIBBO et al., 2016).

Os nutrientes podem interagir diretamente com os microrganismos promovendo
ou inibindo seu crescimento, ea capacidade de extrair energia de constituintes
especificos da dieta confere vantagem competitiva direta para membros
selecionados da comunidade microbiana intestinal, tornando-os capazes de
proliferar as custas de membros menos adeptos (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019).0
consumo de uma dieta com produtos inteiramente de origem animal foi relacionado
ao enriquecimento de bactérias biletolerantes como Alistipes, Bilophila e
Bacteroides, e deplecdo de bactérias do filo Firmicutes, como Roseburia,
Eubacterium rectale e Ruminococcusbromi, que metabolizam polissacarideos de
plantas (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019). Nosso estudo encontrou resultado
semelhante pela correlagéo inversa com o filo Firmicutes, apesar de ter encontrado
correlagcao direta com Bacteroides.

Estudo realizado por Wu e colaboradores (2011) demonstrou associacdo de
Prevotella com dietas ricas em carboidratos e componentes agrarios(WU et al.,
2011). Em nosso estudo,Prevotella apresentou correlacdo negativa apenas com
enlatados, ao contrario do achado de Wu e colaboradores.Em camundongos, dietas
ricas em gordura tem sido associada a uma diminuigdo deBacteroidetes e aumento
deFirmicutes e Proteobacteriade forma dose-dependente (ZMORA; SUEZ; ELINAV,
2019). Em nosso estudo essa dieta apresentou correlacdo direta com a classe
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Clostridia e Bacteroides cellulosilyticus e inversa com a familia Lachnospiraceae. O
consumo de frutas, vegetais e peixes por humanos comsobrepeso ou obesidadetém
mostrado correlagdo positiva com riqueza do microbioma e, um estudo realizado
com diferentes grupos ingerindo frutas e vegetais em quantidades diferentes revelou
um aumento da concentracdo de Bifidobacterium, no grupo com baixa ingestao de
frutas e legumes, sem econtrar correlagédo com Lactobacillus (KLINDER et al., 2016).

Em nosso estudo, encontramos correlacédo positiva entre o consumo de frutas e
Bacteroides, Bacteroides ovatus e negativa com o0 género Dialister. Fatores
dietéticos podem, portanto, modificar a microbiota intestinal. Esse achado deve ser
levado em consideracdo para que se deixe de lado a ideia de que apenas fatores
genéticos individuais determinam a composicdo da microbiota intestinal. Alguns
padrdes dedieta podem favorecer um “perfilinflamatério”. Dietasricas em gorduras e
pobre em fibras, tipica dos paises ocidentais, se espalhou rapidamente pelo mundo
todo, ao mesmo tempo em que a prevaléncia de doencas inflamatorias e autoimunes
aumentou (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019). Sendo assim, podemos sugerir que a
dieta tem um impacto importante sobre a composicao e diversidade da microbiota, e
como encontramos diferencas significativas em relacdo aos habitos alimentares,
podemos sugerir que as diferengcas na microbiota podem refletir, em parte, os
habitos alimentares dos pacientes.

A secrecdo de citocinas pro-inflamatorias desempenha papel significativo na
patogénese da TH e estudos mostram que os principais linfécitos T envolvidos séo
0os do tipo Thl e Thl7(GERENOVA; MANOLOVA; STANILOVA, 2019; LI et al.,
2019). Inicialmente, acreditava-se que a resposta Thl era o principal elemento
envolvido na patogénese da TH e inumeras evidéncias corroboravam essa teoria
(AJJAN et al.,, 1996; DEL PRETE et al.,, 1987; GUO; RAPOPORT; MCLACHLAN,
1999; SHI et al., 2010), entretanto, estudos recentes, mostram um papel importante
dos linfécitos Thl7 no desenvolvimento de TH, mostrando que 0s pacientes
apresentam aumento de células Th17 secretando IL-17 tanto na periferia quanto na
glandula tireoide (ZAKE et al., 2019). Um estudo foi realizado objetivando a
dosagem de niveis séricos de IL-23 e IL-17 em pacientes com TH em diferentes
estagios da atividade da doenca, sendo evidenciado maior nivel sérico de IL-23 e IL-
17em todos os pacientes com TH em comparagdo aos controles, destacando o
envolvimento do eixo IL-23/IL-17 no desenvolvimento da TH(GERENOVA;
MANOLOVA; STANILOVA, 2019). Em nosso estudo, n&o avaliamos as
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concentracdes de IL-23 e ndo encontramos diferengas significativasnos niveis das
citocinas inflamatdrias avaliadas em pacientes e controles. Como a grande maioria
dos pacientes ja estavam em tratamento com a levotiroxina, podemos sugerir que a
reposicdo hormonal tenha algum efeito sobre a resposta imune, embora ndo tenha
apresentado efeitos sobre a disbiose intestinal.

Ao avaliar correlagdes entre a microbiota intestinal e a concentracdo sistémica de
citocinas foram encontrados alguns resultados interessantes. A abundancia relativa
do género Catenibacterium, que inclui bactérias que degradam polissacarideos, e as
espécies Bacteroides plebeius e Holdemanella biformiscorrelacionaram
inversamente aos niveis séricos de IL-6. O enriquecimento de Catenibacterium esta
associado a adesdao a dietas mediterraneas (GARCIA-MANTRANA et al., 2018). Por
outro lado, o género foi detectado em individuos que apresentam dietas ricas em
gorduras, mesmo ndo apresentando alteragdes no indice de massa corporal (SHIN
et al., 2016).Bacteroides plebeius sdo bactérias comumente encontradas nas fezes
humanas e apresentam abundancia aumentada em pacientes hipertensos nao
tratados(CALDERON-PEREZ et al., 2020). J4 a espécie Holdemanella biformis
produz &cidos graxos de cadeia longa associados a efeitos anti-inflamatérios na
colite ulcerativa(PUJO et al., 2021). Além disso, a abundancia de Ruminococcus
gnavus, espécies comuns do intestino humano, correlacionou diretamente as
concentracbes de TNF, e estdo aumentadas em algumas condi¢cdes, como doenca
inflamatodria intestinal e doencas alérgicas em criancas(BELL et al., 2019; BUI et al.,
2019; CHUA et al., 2018; HALL et al., 2017).

A espécie Eubacterium rectale, que metabolizapolissacarideos de
plantas,correlacionou de forma direta aos niveis de IFN-y, e seu aumento esti
associado a obesidade (GOMES; HOFFMANN; MOTA, 2018). Os géneros
Bacteroides stercoris e Blautia obeumcorrelacionaram  positivamenteas
concentracbes de IL-17A. Eubacterium rectalepertence ao filo Firmicutes,
emetaboliza polissacarideos de plantas, e epitopos de Bacteroides stercorisforam
reconhecidos de forma cruzada por linfocitos T CD8 autorreativos as ilhotas
pancreaticas e reatividade de IgG a esta espécie também foi observada em
pacientes com doenca inflamatoria intestinal(CULINA et al., 2018; KAPPLER et al.,
2020). Blautia obeum, que possui atividade azorredutase, encontra-se aumentada
em individuos pré-diabéticos e que foram submetidos a colecistectomia (YOON et
al., 2019; ZHANG et al., 2020).Além disso, detectamos correlacdo inversa desta
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espécie com as concentracdes séricas de IL-10, sugerindo que esta bactéria possa
apresentar impacto inflamatério no microambiente intestinal.lEm suma, nossos
achados suportam a ideia de que a composi¢cao da microbiota intestinal influencia a
resposta imune além de desempenharem um papel na manutencdo da homeostase
intestinal. Concluimos, ainda, que a resposta celular as citocinasvaria de acordo com
fatores do hospedeiro e da populacdo microbiana.

A funcdo da barreira intestinal envolve a regulacao da translocacédo do contetudo
luminal, como antigenos e bactérias, que passam através da camada de células
epiteliais entre as células epiteliais (via paracelular) ou através das células (via
transcelular) para a mucosa subjacente. Um aumento da permeabilidade intestinal e
sinais de uma barreira disfuncional foram observados em varias condicGes
diferentes, como doenca de Parkinson, obesidade e diabetes tipo 2 (SCHOULTZ;
KEITA, 2020). Evidéncias recentes sugerem que alteracbes na composicdo da
microbiota intestinal coincidem com o aumento da permeabilidade intestinal
(CAMILLERI, 2019). A homeostase da barreira intestinal depende da relacéo entre a
microbiota e oepitélio intestinal. Em condigcbes de eubiose, a simbiose entre a
microbiota intestinal e o hospedeiro € bem equilibrada.No entanto, em certas
situacdes, como na disbiose, esse equilibrio € rompido e contribui para a inflamacéo.
Essa condicdo tém sido particularmente associadaa um numero reduzido de
microrganismos benéficos, como Faecalibacterium prauznitzii, essencial para a
fermentacdo de substratos ndo digeriveis das fibras(SCHOULTZ; KEITA, 2020). A
zonulina humana regula a permeabilidade intestinaldesfazendo as tight junctions,
sendo encontrada em niveis aumentados nos tecidos intestinais e no soro de
pacientes com DAIS(AYDIN; YILDIZ; TOPAL, 2020). Em nosso estudo foi observado
aumento significativodos niveis de zonulina sérica em pacientes com TH, indicando
aumento da permeabilidade intestinal nesses pacientes. Esse achado concorda com
um estudo recente realizado em criangcas com TH, em que também foi evidenciado
aumento da permeabilidade intestinal (AYDIN; YILDIZ; TOPAL, 2020). Estudos
mostram que o IFN-yé capaz de induzir aumentoda permeabilidade paracelular em
células epiteliais intestinais por meio da redistribuicdo e expressao de proteinastight
junctions e orearranjo do citoesqueleto de actina(GRAZIANI et al., 2019),
concordando com nosso estudo que evidenciou correlacéo direta entre os niveis de

zonulina e as concentragdes de IFN-y.
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6 CONCLUSOES

Podemos concluir que os pacientes com tireoidite de Hashimoto avaliados neste
estudo apresentam disbiose intestinal e alteragcfes da permeabilidade da barreira
epitelial no intestino, mesmo fazendo resposi¢cao de hormdnio tiroideano. Além disso,
concluimos que os habitos alimentares foram determinantes na composicdo da
microbiota intestinal em pacientes e controles.

Estudos adicionais, em outras regides do Brasil e com coortes amplas sao
necessarios. Além disso, sdo necessarios estudos clinicos avaliando os beneficios
de intervencdes dietéticas personalizadas e probidticos para restauracdo

dahomeostase e saude intestinal em pacientes com TH.
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

TITULO DO ESTUDO: Avaliacdo da disbiose intestinal em pacientes com tireoidite de Hashimoto e
correlagdo com citocinas inflamatdrias séricas

PESQUISADORES:

Faculdade de Ciéncias da Saude de Barretos Dr. Paulo Prata, Brasil

Profa. Dra. Gislane Lelis Vilela de Oliveira, Larissa Donadel Barreto Sargentini, Leonardo César de
Freitas Cayres, Larissa Vedovato Vilela de Salis

Secretaria de Saude do Municipio de Barretos
Jodo Carlos Cicogna Paiolo

O QUE E ESTE DOCUMENTO?

Vocé esta sendo convidado(a) a participar deste estudo que sera realizado na Faculdade de Ciéncias
da Saude de Barretos Dr. Paulo Prata — FACISB, em colaboracdo com a Secretaria de Saude e
Ambulatério de Especialidades Médicas de Barretos para recrutamento/selecdo de pacientes e
controles. Este documento é chamado de “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” e explica
este estudo e qual serd a sua participacdo, caso vocé aceite o convite. Este documento também fala
dos possiveis riscos e beneficios se vocé quiser participar, além de dizer os seus direitos como
participante da pesquisa. Apds analisar as informacgdes deste Termo de Consentimento e esclarecer
todas as suas duvidas, vocé terd o conhecimento necessario para tomar uma decisdo sobre sua
participacdo ou ndo neste estudo. Ndo tenha pressa para decidir. Se for preciso, leve para a casa e
leia este documento com os seus familiares ou outras pessoas que sdo de sua confianga.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

Nos ultimos anos, pesquisadores tém demonstrado a importancia das bactérias (um tipo de
microrganismo) que naturalmente sdo encontradas no intestino humano e sdo chamadas de
microbiota ou flora bacteriana normal. Quando a boa relacdo entre o ser humano e estas bactérias é
prejudicada, a flora bacteriana normal pode se alterar e contribuir para o desenvolvimento de
doengas autoimunes inflamatdrias (condicdo em que o sistema de defesa ataca o proprio
organismo). Um dos principais efeitos da quebra da boa relagdo entre os micrébios que habitam
nosso intestino e o ser humano é a ativacdo desregulada de células do sistema de defesa,
provocando a inflamacdo. A desregulacdo deste sistema de defesa induz a producdo de proteinas,
chamadas citocinas inflamatdrias, que favorecem o desenvolvimento de doengas autoimunes, como
a tireoidite de Hashimoto. No entanto, ainda ndo sabemos se a quebra da boa relagdo entre
micrébios e corpo humano pode ser vista como agente causador da doenga ou como uma
consequéncia dela.

O QUE ESTE ESTUDO QUER SABER?

Este estudo tem como objetivo a caracterizagdo e comparacao das bactérias presentes nas fezes de
pacientes com tireoidite de Hashimoto e de individuos sem a doenga, conhecidos como grupo
controle, e relacionar estes resultados com as proteinas inflamatdrias presentes no sangue de
pacientes e controles.

O QUE ACONTECERA COMIGO DURANTE O ESTUDO?

O(A) senhor(a) responderd a um questiondrio que terd duracdo de aproximadamente 60 minutos. O
guestionario é sobre o histérico de doencas na familia, medicag¢des utilizadas, habitos de vida, como
ingestao de alcool e uso do tabaco, e habitos alimentares, como consumo de vegetais, frutas, leite e
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derivados, carne vermelha e outros. Vocé tem o direito de recusar-se a responder as perguntas que
causem qualquer tipo de constrangimento. Apds assinatura deste termo de consentimento e a
entrevista para responder as perguntas do questionario, serd solicitado a vocé que doe uma pequena
amostra de sangue (2 tubos pequenos), que sera colhido por profissionais de saude treinados. A
amostra de sangue serd utilizada para estudar as possiveis proteinas inflamatdrias presentes no
sangue dos pacientes e controles. Apds a coleta de sangue, serd entregue a vocé um frasco
devidamente identificado para a coleta de fezes em sua residéncia, e todas as duvidas a respeito da
forma mais adequada para a coleta e o prazo de entrega serdo esclarecidos. As fezes serao utilizadas
para a descricdo e comparacdo das bactérias presentes na flora bacteriana de pacientes e controles.
Alguns dados clinicos (exames) que foram realizados a pedido de seu médico podem ser pesquisados
pelo grupo do estudo no prontudrio dos pacientes com tireoidite de Hashimoto. Esta pesquisa ndo
serd realizada para os individuos controles.

HAVERA ALGUM RISCO OU DESCONFORTO SE EU PARTICIPAR DO ESTUDO?

Nao ha riscos para os participantes envolvendo a coleta de fezes. Para o fornecimento de sangue que
serd utilizado neste estudo, hd o risco de aparecimento de hematoma no braco onde a veia for
puncionada para a coleta do material, mas a execucdo do procedimento serd realizada por
profissionais treinados para minimizar as chances deste risco. Além disso, ha possivel quebra de sigilo
entre os membros envolvidos no estudo, mas isto sera evitado ao maximo.

HAVERA ALGUM BENEFiICIO PARA MIM SE EU PARTICIPAR DO ESTUDO?

Neste estudo sera pesquisada a composi¢do da flora bacteriana das fezes de pacientes com tireoidite
de Hashimoto e individuos controles, sem a doencga. Os resultados encontrados sobre as bactérias
gue habitam o intestino de pacientes e controles sera correlacionado aos niveis de proteinas
inflamatdrias, presentes ou ndao, no sangue. Os resultados obtidos neste estudo sdo inéditos para a
pesquisa no Brasil e podera contribuir para o esclarecimento do papel da flora bacteriana no
desenvolvimento de doencas como a tireoidite de Hashimoto. E possivel que este estudo n3o traga
beneficios diretos aos pacientes com tireoidite de Hashimoto, mas as informacGes obtidas poderdo
trazer beneficios a futuros pacientes.

QUAIS SAO AS OUTRAS OPCOES SE EU NAO PARTICIPAR DO ESTUDO?
N3o ha procedimentos alternativos.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS SE EU QUISER PARTICIPAR DO ESTUDO?
Vocé tem direito a:
1) Receber as informacées do estudo de forma clara;
2) Ter oportunidade de esclarecer todas as suas duvidas;
3) Ter o tempo que for necessario para decidir se quer ou ndo participar do estudo;
4) Ter liberdade para recusar a participacdo no estudo, e isto ndo trard qualquer problema
para vocé;
5) Ter liberdade para desistir e se retirar do estudo a qualquer momento;
6) Ter assisténcia a tudo o que for necessario se ocorrer algum dano por causa do estudo, de
forma gratuita, pelo tempo que for preciso;
7) Ter direito a reclamar indenizagao se ocorrer algum dano por causa do estudo;
8) Ser ressarcido pelos gastos que vocé e seu acompanhante tiverem por causa da
participacdo na pesquisa, como por exemplo, transporte e alimentacao;
9) Ter acesso aos resultados dos exames realizados durante o estudo;
10) Ter respeitado o seu anonimato (confidencialidade);
11) Terrespeitada a sua vida privada (privacidade);
12) Receber uma via deste documento, assinada e rubricada em todas as pdaginas por vocé e
pelo pesquisador;
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13) Ter liberdade para retirar o consentimento para que usem ou guardem o material
biolégico que foi removido de vocé;

O QUE ACONTECERA COM O MATERIAL QUE FOR COLETADO DE MIM?

Todos os materiais bioldgicos coletados durante este estudo (sangue e fezes) e os resultados obtidos
durante o estudo ndo serdo utilizados para outros fins além daqueles explicados neste Termo de
Consentimento. Estes materiais ndo terdao os seus dados pessoais, apenas cddigos de identificagao,
para manter o seu sigilo. Depois de todas as analises terem sido realizadas, o material bioldgico que
restar sera adequadamente armazenado na Faculdade de Ciéncias da Saude de Barretos Dr. Paulo
Prata. Se houver necessidade da fazer novas andlises com seu material e/ou outras pesquisas, o
Comité de Etica em Pesquisa avaliard esse novo uso. Sem a autorizacdo deste Comité, novas
pesquisas com o seu material ndo poderdo ser realizadas. Apesar deste material bioldgico ficar
guardado, ele pertence a vocé. A qualquer momento, durante ou apds este estudo, vocé poderd
pedir que o material seja destruido.

SE EU TIVER DUVIDAS SOBRE OS MEUS DIREITOS OU QUISER FAZER UMA RECLAMACAO, COM
QUEM EU FALO?

Fale diretamente com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos. Este comité
é formado por pessoas que analisam a parte ética dos estudos e autorizam ele acontecer ou nao.
Vocé pode entrar em contato com este Comité por telefone (tel: (17) 3321-0347 ou (17) 3321-6600 -
ramal 6647), e-mail (cep@hcancerbarretos.com.br) carta (Rua Antenor Duarte Vilela, 1331, Instituto
de Ensino e Pesquisa, 14784-057) ou pessoalmente. O hordrio de atendimento é de 22 a 52 feira, das
8h00 as 17h00, e 62 feira, da 8h00 as 16h00. O horario de almogo é de 12h00 as 13h00.

SE EU TIVER DUVIDAS SOBRE O ESTUDO, COM QUEM EU FALO?

Fale diretamente com o pesquisador responsavel. As formas de contato estdo abaixo:

Profa. Dra. Gislane Lelis Vilela de Oliveira, (17) 33213060, (17) 997439417 ou pelo e-mail
glelisvilela@facisb.edu.br

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Eu entendi o estudo. Tive a oportunidade de ler o Termo de Consentimento ou alguém leu para mim.
Tive o tempo necessdrio para pensar, fazer perguntas e falar a respeito do estudo com outras
pessoas. Autorizo a minha participacdao na pesquisa. Ao assinar este Termo de Consentimento, ndo
abro mao de nenhum dos meus direitos. Este documento serd assinado por mim e pelo pesquisador,
sendo todas as paginas rubricadas por nds dois. Uma via ficard comigo, e outra com o pesquisador.

CAMPO DE ASSINATURAS


mailto:cep@hcancerbarretos.com.br

Anexo C — Questionario Socioepidemiol6gico

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

(Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Gislane Lelis Vilela de Oliveira)
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Identificagéo

1
5 Nome
3 Registro hospitalar
4 Grupo
1- Tireoidite de Hashimoto; 2- Grupo controle
5 Tempo de diagnostico
ANOS
INFORMACOES GERAIS
6 Data de nascimento
DD/MM/AAAA
. Como foi 0 nascimento?
1- Parto normal; 2- Cesarea; 3- Ndo sabe informar
8 Sexo
1- Feminino; 2- Masculino
9 Qual a sua raga (cor da pele)?
1- Branco; 2- Negro; 3- Pardo ou Mulato; 4- Amarelo (Asiatico); 5- Indigena
10 Estado civil
1- Solteiro; 2- Casado/Amasiado; 3- Separado/Divorciado; 4-Vilvo
Escolaridade
0- Analfabeto; 1- Sabe ler e escrever;
11 2- Ensino fundamental incompleto; 3- Ensino fundamental completo;
4- Ensino médio incompleto; 5- Ensino médio completo;
6- Ensino superior incompleto; 7- Ensino superior completo
12 Ocupacao/Profissao exercida por mais tempo
ESPECIFICAR
13 Ocupacao/Profissdo - Tempo
ANOS
14 Morou/Mora em zona rural _
0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
15 Se sim, por gquanto tempo?
ANOS
16 Morou/Mora em zona urbana
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
17 Se sim, por quanto tempo?
ANOS
18 Usou algum anti-inflamatorio nos Gltimos 15 dias?
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
19 Anti-inflamatério
ESPECIFICAR
20 Usou algum antibidtico nos altimos 15 dias?
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
21 Antibidtico
ESPECIFICAR
99 Usou corticoide ou algum outro imunossupressor nos ultimos 30 dias?

0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
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23

Corticoide/outro imunossupressor

ESPECIFICAR
24 Faz uso frequente de alguma medicac¢do?
0- Nao; 1- Sim (se fez nos Gltimos 12 meses); 2- S6 no passado; 99- Ignorado
o5 Medicacdo de uso frequente
ESPECIFICAR
26 Foi submetido a algum tipo de vacinag&o nos ultimos 30 dias?
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
97 Vacinagao
ESPECIFICAR
28 Foi submetido a algum tipo de cirurgia do trato gastrointestinal ou outras?
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
29 Cirurgia
ESPECIFICAR
ESTILO DE VIDA
Ingestdo de &lcool
30 0- Nunca; 1- Sim, ainda bebe (se parou nos Gltimos 12 meses); 3- Sé no
passado
31 Cerveja
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
32 Idade de inicio
ANOS
33 Idade que parou
ANOS
Quantas unidades consome?
34 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml; 3- Copo grande — 250
mlY2 ou garrafa pequena — 330 ml; 4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa— 1 L
Qual a frequéncia do consumo?
35 0- Menos que uma vez por més; 1- 1-3 vezes por més;
2- Uma ou duas vezes por semana; 3- Todos 0s dias
36 Vinho
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
37 Idade de inicio
ANOS
38 Idade que parou
ANOS
Quantas unidades consome?
39 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml; 3- Copo grande — 250
ml%2 ou garrafa pequena — 330 ml; 4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa— 1 L
Qual a frequéncia do consumo?
40 0- Menos que uma vez por més; 1- 1-3 vezes por més;
2- Uma ou duas vezes por semana; 3- Todos 0s dias
41 Cachaca
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
42 Idade de inicio
ANOS
43 Idade que parou
ANOS
Quantas unidades consome?
44 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml; 3- Copo grande — 250
ml% ou garrafa pequena — 330 ml;4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa— 1 L
Qual a frequéncia do consumo?
45 0- Menos que uma vez por més; 1- 1-3 vezes por més;

2- Uma ou duas vezes por semana; 3- Todos os dias
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16 Tabaco
0- Néo; 1- Sim, atualmente, 2- Sim, passado
47 Cigarro de filtro
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
48 Numero de magos por dia )
NUMERO
Idade de inicio
49 ANOS
50 Idade que parou
ANOS
51 Cigarro de palha
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
52 Numero de cigarros por dia
ESPECIFICAR
53 Idade de inicio
ANOS
54 Idade que parou
ANOS
55 Vocé esteve casado (ou vivendo junto) com um fumante?
0- Nao; 1- Sim; 2- Néo lembra; 99-Ignorado
56 Quando crianca, seu pai ou sua mae fumavam?
0- Né&o; 1- Sim; 2- N&o lembra; 99- Ignorado
57 Por quanto tempo foi exposto?
ANOS
58 Pratica atividade fisica?
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
Se sim, qual a frequéncia por semana
59 .
1-7dias
Quanto tempo por dia?
60 0- Menos de 30'; 1- pelo menos 30';
2- pelo menos 60'; 3- ndo lembra; 99-Ignorado
HABITOS ALIMENTARES E MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
De maneira geral, com qual frequéncia vocé ingere..
Legumes, verduras e vegetais?
61 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas nao todos os dias; 5- Todos os dias
Frutas frescas?
0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
62 Ac- j
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 5- Todos os dias
Carne vermelha?
63 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas nao todos os dias; 5- Todos os dias
Leite e laticinios (Ex: queijos e iogurte)?
0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
64 A !
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 5- Todos os dias
Gordura, gordura trans? (Ex:da carne, bolachas)
65 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas nao todos os dias; 5- Todos os dias
66 | Massa? (pdo, macarrdo, nhoque)
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0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 5- Todos os dias

Comida enlatada? (ervilha, milho, seleta de legumes)
0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;

67 2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 5- Todos os dias
Comida condimentada (Ex: catchup, mostarda, maionese)?
68 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 5- Todos o0s dias
Pimenta ou comida apimentada?
69 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas nao todos os dias; 5- Todos os dias
Bebidas quentes (Ex: Café e Cha)
0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
70 Ac- j
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 5- Todos 0s dias
Probidticos (Ex: Yakult, Activia)
0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més;
71 Ac- .
2- 1-3 vezes por més; 3- Uma ou duas vezes por semana;
4- Na maioria dos dias, mas nao todos os dias; 5- Todos os dias
79 Peso
QUILOS
Altura
73 METROS
Funcionamento intestinal?
74 0- uma vez a cada 15 dias; 1- uma vez por semana;
2- duas vezes por semana; 3- trés vezes por semana; 4- Todos os dias
Fez uso de laxantes (naturais ou artificiais) ou medicamentos para prisdo de
75 | ventre nos altimos 7 dias?
0- N&o; 1- Sim; 2- Nao lembra; 99- Ignorado
Presenca de diarreias cronicas (infecciosas ou ndo infecciosas) nos ultimos 15
76 | dias?
0- N&o; 1- Sim; 2- Nao lembra; 99- Ignorado
HISTORICO FAMILIAR DE DOENCAS INFLAMATORIAS CRONICAS
77 Historico familiar de tireoidite de Hashimoto
0- Nao; 1- Sim; 2- ndo sabe; 99-lgnorado
78 Avos, pais, irmaos, tios, primos, filhos
ESPECIFICAR
Historico familiar de outras doengas autoimunes (diabetes tipo 1,
79 esclerodermia, esclerose mdltipla, llpus eritematoso sistémico, doenca de
Graves, artrite reumatoide, pénfigo foliaceo ou vulgar, vitiligo, psoriase)
0- Né&o; 1- Sim; 2- ndo sabe; 99-Ignorado
Histdrico familiar de doencas autoimunes(avos, pais, tios, irmaos, primos,
80 | filhos)
ESPECIFICAR
Histdria familiar de doenca inflamatdria intestinal (doenca de Crohn, colite
81 | ulcerativa e doenga celiaca) (avos, pais, tios, irm&os, primos, filhos)
0- Nao; 1- Sim; 2- ndo sabe; 99- Ignorado
Histdria de infecgdes virais na infancia (Sarampo, Caxumba, Catapora,
82 | Rubéola)

0- Nao; 1- Sim; 2- ndo sabe; 99- Ignorado
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83

Historia de infecgOes virais na infancia

ESPECIFICAR
COMORBIDADES
84 Tem hipertensdo arterial ou diabetes?
0- Ndo; 1- Sim, atualmente, 2- Sim, passado
85 Hipertenséo ou diabetes
ESPECIFICAR
86 Teve alguma infecgdo das vias aéreas superiores nas ultimas 2 semanas?
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
87 Infeccdo vias aéreas superior
ESPECIFICAR
88 Tem alergia?
0- Né&o; 1- Sim; 99- Ignorado
89 Alergia
ESPECIFICAR
90 Tem asma?

0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
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Anexo D - Publicacéao resultante dos dados iniciais do projeto
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Heshimoto thyroidiie (HT) 8 the most common autoimmune disease wandwide,
cheraciertzed by chronic Inflammation and crculeting auinantbodies aganst thyold
peroaddase and thyrogiobuln.  Petients raguie hommone replacement with oral
levothyrodng, end If unireated, they cen develop sarous edverse hedth aflects end
ultimately oeath. Them 13 & lot of evdence thet ihe nbestnal dysbicsls, bacters
overgrowth, end Increased Infesting permeabilty tavor the HT development, and &
thyroid-gut Exis has been proposed, which Beeme {0 IMpect our antire metabolsm.
Here, we evaluated afterstions In the gut microbiote n Brezllan patients with HT
and comeated this oate with detary habits, cinicel dets, and systemic cytolines
and zonuin concentrations. Siool samples from 40 pefients with HT and 53 controks
ware analyrad using raal-time PCR, the serum cylokine levels were evalusied by fow
cylometry, zomuln concentrations by ELISA, and the distary habiis wers recomded by
a Tood frequency questonneine. We observed a significant Incresse |p .« 0.05) In the
Bacieriges species Bnd B decreesa In Affdobactanum In samples of patients with
HT. In eddtion, Lactobacius species wenz highar In patients without thyrold hormone
replacement, compeansd with ihoss who use orel ievothyronne. Aegarding dietany habifs,
we demonsirated that there ere significant diferences In the consumption of vegetabies,
futs, erimal-getved profens, dery products, sahreted febs, end cerbotydrates
between patients end control group, Bnd an Inverse comeletion bebween animal-derved
protain and Bactaroites ganus was dafected. The microbiote mocdulstion by det directly
Infuances the Infemmatony profle due to the genersied microbiote metaboltes &nd
their drect o ndirect action on mmune cels In the gut mucosa. Although thers ere no
differances In systemic cytokines In our paients with HT, we detectad Increased zonuln
concentrations, sugpesting a kaky gut In paients with HT. Thesa fndings could help

understend ihe development end progression of HT, while turiher Investigations to dertly
ihe undertying mechaniams of the dislt-microbicie-mmune system 2ds ane sl needed.
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INTRODUCTION

The Hashimeto thyroidics (HT) is an  ogan-spedific
aulcimmues dissase and ome of the mosl common diseasss
warldwide (1). HT & chararterized by chrosic inflammation,
with tertiary hymphoid follides development and imcreased
concenimtions of droulating anmntibodies agpise thynoid
peromidase (anti-TPOY and thyrogiobafin (anti-Tig) (2L The
thymid parenchyma is replaced by the lrmphocyies infiltration,
inducing ocrgan enlargement, gland fibrosis, and destruction (3).
The progressive thyrocyte depletion leads to decreased thypod
hommeone function and clinical hypothyroidism, 2 condition
marked by a reduced metabolic acivity in several tissnes. The
disease is corrdaded with decreased cardiovasoolar contractility,
coromary artery disease, infertility, demestia, neurosemscry
and mmsculoskeletal and reduced colomic activity
and orocecal time transit (4, ). Patienis require hormose
replacement with oral levothyroxine, and if onireated, they cm
dievielop serions advers: health tfacts and ultimately d=ath {5, 7).

Hashimoto thyroiditis has become a global public health
comcerm, 2ad the worldwide prevalemce reaches 10-12%, affecting
10 Gmes more women, and the peak inodence is betwesn
30 and 50 years old (5, &) In the Uniled St of Amenica,
HT affects ~-4% of women aged 18-24 years and 21% of
women older than 74 years (£). [m Europe, the prevalence varies
between 0.2 and 5.3% in the geseral popubtion, and 7.5% of
women in the United Kingdom presesied dlevaled thyroid-
stimulating hormome (TSH) concentrations (B |m Braxil, the
prevalence of devated TSH in adull women in Rio de lameiro
was 12.3%, rmaching 19.1% among those over 70 years old In
the metropalitan region of 530 Pauln, the HT prevalence reached
8.0%, and im an elderly population, the prevalence was 65 and
£.1% for womeen and men, respectively {9). The economic impact
can be significam @king into account the dired effects of the
disease, with the HT side effects, which moge from depression
and 1o a greater propensity bo develop differentiated thyroid
camcer and extma-thyroidal cancers (5, 10-13)

Althemgh the HT stiology remains unknown, epidemiclogical
sindies soggest thal HT & cmsed by am interadion between
gemetic and  environmental fadors {14 The gendic
predispesition plays a crocizl role in the loss of lolerance
to seli-amtigens and Ioci hinked to immame-modifying genes
such 2 human lenkocyte antigens (HLA dasc [ and 11} and
cytotoric-T-mphocyie-associated protein 4 (CTLA-4) conld be
imrolved in the amoimmune prooss. The imeacions between
phenctype amd severity (3). The emvironmental fdors that
may be imvolved im the HT triggering imclude excesive iodine
consumplion; sclenium, iron, zinc and vitamin [} deficiencies;
baderial infections, such 2s Helicobacter piori and Yersinia
emlerooaiitios; viral infiectioms, soch as hepaiitis C, Fpsiein-Barr
virus, and enterovinses;, smoking: pollulants; and chemical
agents, and also, faciors such as stress, dimale, 2ge, and gemder
(15). More recently, i is hypothesized that g microbiota might
play an important mlein riggesing HT {1£).

There is a boi of evidence that the intestimal dyshiosis,

(leaky gutd favor HT development. and 2 thyroid-gut
axis has been proposed which seems fo impad our eniire
mefabolizm (17, 12). The commensal gui bacieria infuence
the inmale, cellular, and humoral immunity by inleracting
with epithelial cells and muccsal immune colls vis patierm
recogmition recepliors. Depending oa the generaled metabolites,
microbicta can activate a proinflammatory or anti-inflammatory
program (195 Moreover, g microbicta n affect the
thyroid hormone  concenimtions by  oatmling  iodine

upiake, degradation, amd emerchepatic reycling of these
hommaomes, and the levothyroxine bioavailability (L-thyrmine)
There is a promineni effeci of minerals om microbaota-
hest inleractions, mainly by zinc, sdenium, and ioo Im
addition, the microbiota may play role in thymoid disorders
by imfluescing meuroiransmitiers, the hypolthalamms-pituitary
axis, the dopamine production, and conseguently the TSH
secraios [17].

The short-chaim Bty acds (3CFAs) metabolites from
amaerobic micobiota fomentation, fumclios a8 an enegy
source fior emderocyles and, ingether with thymoid hommomes,
mainly T3, induce enterocyte differsntiation, and sirengthen
the epithelial barmier inlegrity (200 In additiom o SCFAs
the micobicla prodoce secomdary bile acds in the colom,
which present sysiemic effects amd imterfere with TSH levels
(21). Secomdary bile adds n regulale type 2 dodothyromine
deiodinase (D2) in the gul, molecules involved im thyroid
matabolizn, and the lipopolysaccharides (LPS) derived from
Ciram-negative bacleria inhibats intestizal 32 and hepatic D1,
and decreases the expression of thyroid hormones im the
liver {220

Iz amimal models, the association hetween the gal microbdota
and thyroid fumdioss has been proposed simce 1970s. The
depleted microbiota in antibiotic-tresied mis induced a demease
im thyroid fanctions, when evalnated by mdicadive indine uptzke
[22). Im the mme line, the germ-free mice present an inoezse
im TEH levels when compared with the conventiomally mised
mice (22}

Im hmmans, few siudies have been carnied omi
order 1o understamd the relationship betwesn inlestinal
microbiotz and HT. Some recend studies have demonsiraied
Ihmﬂlﬂiuld]ﬁm-pmujﬂhil'r
and showed am increase in the Bacleroides, Ercherichia-
Skigella, amd Porzartierells generm and a decrease in the
genera in the gol microbiola in patiemts with HT
[z3). Ancther siudy showed an imcrease in the rehiive
abundance of Blaeha, Roseburia, Ruminooocoes, Rormbouisia,
Dorea,  Ficicatemibacter, and Esdacferiom genem and a
docrease im0 Bacterodder, Rwecafibecteriom,  Provotells,  and
Lachnockestridizem genem in the gul microbiola in patents with
HT {24).

Om the basis of this background and the fact that there are
no gudies evaluating the gol microbiola in Bazlian pabents
with HT, the aim of this sudy was io evaluate the presence of
some specific bacieria im siool samples of patients with HT and to
moardale thess dala with distary babits, dinical data, and systemic
ylokines and rooukin concentrations.
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MATERIALS AND METHODS

Patients With HT and Control Subjects
Patients diagmosed with HT, with increased TSH and decressed
free thyromime levels (FT4), associted or nol assocated with
elevaled anti-TPO and anti-Tg antibodies, were enrolled for this
simdy. The Barreios Cancer Hospital Ethics Commitiee {Process
mumber 13553017 approved this study, and all participanis
signeed the informed cossenl fom

Ahout 40 patients with HT aged 3-8 yeam {meam age
+ I = 489 & 133 years) were emrolled. Fifty-three healthy
conirols aged 18-75 years (mean age £ 530 = 456 + 167 years)
were recrgiled for the study. Exdusion crilena, for both groups,
include the use of amti-inflammatories, IMmunosgppressant
dnugs, antibiotics, and vaccimation in the kst 30 days, with
gastroiniestinal surgeries, inflammatory bowel diseases, and
chromic diarrheas.

A fier the informed cossenl, patients and conirols apewered 2
fiod frequency questionsaire (FFQ), contaiming questions zbowt
frequency and cosmmmplion of vegetables, foits, animal-derived
protzins, dairy produocs, crbohydrales, and saiurisd far After
that, the peripheral blood was collecied, and siool samples were
collected within 3-5 days. Table | symmarizes demographic data
and dimical parameters in patients with HT.

DNA Extraction From Stool Samples and
Real-Time PCR

[DMA was oblamed rom 200 mg of stool samples of patients with
HT and comtrols by wsing (ldamp Fast DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN Imc., Hilden, Germany), according bo the mstructions
of the mamofaciurer. The composition of the gui microbiola
was determined by specific primers for Bacleroider (Bac),
Bifidobacterium (B, Clostridinm coccoides (Cooc), (Tostrisium
cocroider- Fubacterinm  rectale {(OlEnd), Clostridiom  lepiam
(Clepr), LaciobaciBus {Lac), Frevoledla (Prev), and Rossburia
(Rosi. The primers were desoribed previcusly and

by wsing the 165 RMA gene ssquemces from the Hibosomal
Databaze Project (25). MCR was performed by using 7.5 pl of
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biomysiems, Life
Technologies, Cardsbad, CA, UZA), 4.0 pl of ulirapare water
(Uniscence Corporation, Hialezh, Fl, USAY, 10 pl of eadh
primer (2pM), and 1.5 pl of DKA (5 agl. The normaEration
was performed by dividing the DMNA mpy numbers cbiained for
target primers (Bac, Bif Croc, ClEub, Clepd, Lac, Prev, and Ros)
and for the copy numbers of mniversal primer { Univ). The reative
amndance was quantified by wsimg cpde threshold (C1) valoes

and was expressed in relative expression units (RELs) per 200 mg
of stood (26]).

Cytokine Serum Quantification by Flow
Cytometar

Approximately 2.5ml of peripheral blood were collecied from
patients with HT and healihy individuak in gel tube with
diod activator (B Vacolainer 55T 11 Advance, BID) Biosciences,
Franklin Lakes, NI, USA) After collecion, smpls were
imcubated al room temperature for |h and centrifoged at 1372
= g fior Smin. The supernatand was withdrrws, and the senem

was mead for oyiokine qmntification that was performed by

ic bead arrzy asmy (Human ThifThzThi7 K, BD
Bicsciemces, Sam Jose, A, USA). The bevels of interleukin (IL3-
z, 114, IL-g, IL-19, [L-174, interferon-gamma (IFN-7), and
tamaor mecrosis facor (TNF) were detecied by a flow orlometer
[FACECanee™ 11, BD Bicsciences, Franklin Lakes, NI, USAL
Besulis were analyzed by BOFCAP amay™ sofiware and were
expressed im pgfml.

Zonulin Serum Quantification by
Sandwich-ELISA

Afier peripheral hlood collection, smples were moubaied =
gzl tube with dot activator for 50min and then centrifiged
al 1372 x g for Smim. The serum were used for
moomfin quntification by using the Homan fonulim ELISA Kit
[Elabeciznce, Bethesda, MDY, USAL Sandards and samples were
added 1o plates precoated with specific antibodies o human
oeulin and imcubated for 1h at 37°C Thes, 2 hiotinylaed
detection antibody spedfic for human ronulim amd 2vidim-
horseradish percxidase conjugaie was added and inoukated for
30min. Unbound and free molecules were washed away. The
subsiraie solution was added to each well and incobaled for
15min. When the enzyme-sobsimte readion was blodeed by
siop solution, the color lwrmed in yellow. The optical density was
mezsured im a specirophoiometer at 450mm. The standard ourve
was consirucied, and the zonulin concentrations were calolated
by converting the cbiaimed optical density in ng'ml.

Statistical Analysis

The dala eviracied from the sorveys om distary  habits
of patients with HT and controk were amalyzed by the
Pearson chi-square fest, the BEUs of the gut mcrobdota
were analyed by the non-parametric Mann-Whilmey U-lest,
and the s=rum concenlrations of imes and zomulin were
periormed by unpaired [-test with the Welchs corredion
Corrdations of the gut microbiota, clinical data, oyickines, and
oomlin concentrations were performed by the Spearman’s mek
mordation oefficient. Values of p = 005 were comsidered
statistically Snif

RESULTS

Increased Bacteroides and Decreasad
Bifidobacterium in the Gut Microbiota in
Patients

To amalyze the composition of the gut micoobiola in pabients
with HT, we investigated some bacterial species im siool samples
by real-time PCIL We detedied am increase in the BEUs of
Bacterotder species in the samples derived from patients {median
Bar: 2,344 REL00 mg siool p = 0.0001) companed with conkrol
subjects {median Bac: 221.3 REU/200mg stool) (Figere 1AL
& sigmificni decrease im the BEUs of Effdlsbacterinm species
was obszrved im the sioaol isolated from pabients
with HT (median Bf: m.es REU/200mg stook pr o= 0.005)
when compared with controls (median By- 8306 REU/200mg
siool) (Figare 1BL There are no sigmificant ditferences (p =
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5] im the RELM0mg siool oblained from (lostridium
cocooides (median Croe 43 51, Clostridinom cocoosides- Enbacteria
reciske (median CiEnh: 4803), Clostridum bptum (median
Clept: 1.060), Locfobacillue {median Lac: 0974), Prevolela
{madiam Prew: 1253), and Rossburia species (median: 3858) in
stool mmples of patients with HT, when compared with the
hezalihry individuals (median Ceoe: 51.21; ClEub T3.04; Clg:

1,762; Lac: 4533; Prev: 0530; and Ros 6359, respectively)
[Figmeres IC-H)

Dietary Habitz and Comelations With the
Gut Microbiota

To evaluate the habiis from patients amd comtrols,
we applied an FRQ regerding the frequency of comsumplion
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of vegetables, fruits, animal-derived proteins, dairy prodics,
satumaied fals, and carbohbydrates. The imlerviewed subjects
reporied the daily ingestion of vegetables [patients (HT) — 59%;
comirels [} = 53.3%; fruits (HT = 385%; C = 43.3%), prolems
(HT = 51.3% C = 30%], dairy products (HT = 43.7%; { = 60%),
saturzied s (HT = 17.9%; C = 16.7%]), and carbohydrates (HT
= 3R 5% C = 433%)] When we compared the distary habits
between patients with HT and comtrols, we observed a significant
difference (p = 0.05) im the consumpiion of vegeiables, froits,
proteins, dairy products, saturated fats, and crbohydrates. The

resulis concerning the dictary habils from patients and coatrols
wre shown in Table 2.

Iz crder to detecl correlations betwees diel amd gut
micobiola composilion in patients with HT, we used
the consumption frequences amd the RFUs of Bacieroides,
Eifdobacterinom, Clostridiums cocooider, Clostridium  coonsddies-
Eubacteria rectafe, Clostrisfum lepium, Lactiobacils, Prevodella,
and Reoseburia. We found an imverse correlation (= QU2 F o=
— 141 ) between animal-derved prolein consumption by patients
and the RELs of Bacternides species.
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Correlations Between the Gut Microbiota
and Clinical Data

To evaluale the commedion between gut miceohiola composition
and clinical parameeters, we morrelated the REUs of Bactensides,
Bifidobacterium, Clostridinom cocooides, Costridiom coocoisler
Eubacteria rectale, Clostridinm leptum, Lacfobacillur, Prevorella,

and Rosefuria with coacentrations of TSH, FT4, TPO, and
Tg autcantibodies. We deteried positive comrelations amomg
the REUs of Clogtridinm cocooides (p o= Q023; r = 040} and
Clostridium woocoides— Enbacteria rectale (p = Q0I0; r = 045}
and in the TSH levels {Figare 24). The RELk of Eossburiz
species imversely comelated {p = Q015 r = —049) with FT4
levels (Figune 2RB]. We also found a positive correlation between
Clostrisfum eoccoides (= 0MI; r= 030} and dissase duration
[Figare 2C). There are ne correlations {p = 0.05] among gut
microbes amd TPD and Tg awtcaniibodies. Besides that, we
ohserved significant differemces in the BEEUs of Laoctobadifus
hetween patients whao did thyrid hormone therapy
[N = z3) and those who did nol (N = 8] {median Lac LT4: 03065
REL200 myg stook mediam Lac NE: 47.73; p = 0.2, Figare 200
Systemic Cytokine Profile in Patients With
HT Was Similar to Confrols
To investigade whether the atemtons of intestinal macrobicta
impacted on systemic cytokine profile with HT, we
the serum comcentrations of [1-2, [L-4, [L-£, IL-10, [1-
17A, [FH-y, and TMF by flow cylometer. Significant ditferences
im these ciokines were nol deeded {p > 0.05) {meam + SE fior
[.-2 03365 + 00632 pg'mlk [L4: 040810 + 00542 pgimik [1-
&: 1120 = 01559 pe'ml; IL-10: 03192 4 00333 pgfmk IL-17A-
05835 + 07388 pg'ml; IFM.y: 04473 £ 01023 pg'mk and THE
1.154 & L1050 pg'ml) when compared with conirols (mean + 5E
for [1-2: 03800 £ 0.0527 pg'ml; 11-4 03791 £ 00541 pg'mik [1-
6: 1.375 = 02452 pg'ml; IL-10: 0.2384 £ 00414 pgfmk IL-17A:
03881 + 0.1985 pg'ml; IFN.y: 0.3438 £ 00551 po'mk and THE
1317 £ 11711 pa'ml) {Figares 3A-GL

Detaction of Increased Intestinal
Parmaability in Pationts With HT

In order io find out whether pabients with HT were presentsd
with a leaky gul, simce alierations in the got microbdota were
detecied, we evaluated the zerum zommbin coscentrations
im patients with HT and comirols. The zonuim seum
moncentalions were significantly inceased {p = 0002} in
samples of patients with HT (mean £ SE: 3092 4+ 235ng'ml)
when compared with controls (mean + SE- 1901 4 253 pg'ml)
[Figure 4A). Besides that, the zomulin concenirations: positively
coardaled with sysbemic [FM-y levels {p = DM r = 05X
Figure 4B} and inverssly correlated with 11-2 comcentrations (p
= [LME F= —051) in patients with HT (Figare 48).

DISCUSSION

There is a lot of evidence that alierations in the gut macrobicta
are asocialed with auloimmune dismses development {16, 27—
25). Ressarchers suggested that the molenular mimicry,

T-cell activation, post-traeslatiosal modification of lwminal
proleins by altered microbiota, 2 shifi o prodnflammatory
milizu im the gol moomsa, imiesting dyshiosis, hacienal
overgrowth, and leaky gut could contribute to auioimmusdty
and HT trgger in gemetically susceptible individuals (17,
18, 30, 31} The mmmensal microbicta play an imporant
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mle in our physiologicl process=, influsncing the muoceal
immate and adaptive immumity and host metabolism, indnding
carbohydrale digestion and fermentation, vitamin synthesis,
hormmones production and secrelion, sscoadary bile acd
gynthesis, absorption of micronuirients, induding iron, dnc,
and iodine, which direcily afect thyroid fumclion (22, 32). In
the present shudy, we investigaied the aliemtions in the gui
microbiota in Brarilian patiests with HT and correlited thisss
diata with dietary habits, clinical data, and systemic cytokines and
zomulin coacestmlions.

There are four studies that compared the gut microbiola
from patients with euthyroid and hypothyroid HT in Chiness
popuolation, and ressarchers detecied intestinal dyshiosis when
compared with healthy comirols {23, 24, 33, 34} [shag = al.
(23} imvestigated the microhial composition in 35 patiemts
with HT and 12 healthy ontrols by PCE-DGGE, real-time
PCE, and 155 pyroscquenceg {17, 19 Authors showed
a redoction im Firmicoles amd Bacieroidetes, and imcreased
Protecbacieria and Cyancbacteria phyla im HT samples. Findings
of the [MIGE analysis showed a different fingerprint between
patients and costrols and the predomimance of pathogemic
microhes, snch as Bacternides umiformeis, B, pyogenes, B wuipafes,
Shipelln dysemferige, B. miestinalis, Excherichio coli, Sporommsa

ovate, Skipella flomer, and Bacihs spedes. By real-time PCE,
mhmnhenﬂ;mﬂdmw-cnwnmhﬂluf

and Lactobasilber, amd an increase in E cof
im patients with HT. By the 165 pyrossquendng, ressarchers
detecied a predomimance of Bactersides, Faoherioko-Shigedls,
and Rerosutterells genera, and 2 reduction in Prevoiells and
Disliser gemera in patients with HT (230
Another sindy emamined the intestial microbiola i ZE
patients with suthymid and 1& controks by 165 sequencing and
showed that Firmicules' Bacteroidetes ratio was increzsssd and the
Lacheospiracese family was prevalest in siool of patients with
HT. The abusdance of Bacteroides, Foecafbacteriom, Preeodedls,
and Lachmociod risium gener was lower in patients with HT, and
Elmatia, Ruminocooons, Boseburia, Fusicafemibacter, Romboutsia,
Dorea, and Eubsiterium gemera were higher in samples derived
from patients with HT. Furthermore, the aothors reporisd
positive correlations between Firmicoles members and anb-
THD or asti-Tg autcantibodies, while Baciercideirs members
imversely corrclaled with these antibodizs. The abundance
of Allsprevoiells positively correlaied with FT4 levels, while
Roweboutda negatively comelated with TSH comcemtrations (24].
Im a2 more recemd ooss-sectional work, Lim e al (330
imvestigaied the gui microbiot im 45 patients with enthyroad,
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18 patients with HT hypothyroid, and 34 controls By 165
sequencing.  ‘Compared with  healthy oatrols,  intestizal
microhiota richmess and diversity were significanily decreassd
in subjects with HT, with predommamce of Bacieroidetes
phylum members, Provalells and  Phasoolancinbarferiem
species. [ patients with enthymoid, some mioobes, such as
Lachmosiiraceas imcerioe sedfs [aciomifacior, Afsipes, and
Subdpligramubum germs, were ennched in siool samples. The
authors concluded that there & a different mioobiota profile
in patiepis with diverse thyroid fandbon, and they suggest
that Phescolercobactermem genus could be imvobved im HT
progression im hamaes {33). Phossslarciobacterinm  species,
mainly Phasclarcfobacterinm facciem, cam produce acetats

and propionale and inffuence the metabolic saus of the
host (32).

Im accordance with the previons smdy, significant diiferences
im michness and diversity of the gol microbiota were ohserved
im 52 patienls with primary hypothyroidieom, compared with
40 healthy controls. The abondance of Bacteridetes phylum
members, Vellomells and Faraprevofelln were sgmificanily
decreased, while Nessseria and Rhrinkeimera were increased im
patienis with hypothyroid. ¥eifiome ks and Porggrerntella genen
positivdy correlated with FT3 amd FT4 lewels and were inversely
amodaled with TSH concentrabions. Besearchers aleo showed
thal mENA from enrymes involved in 5CFAs producbon was
decreased in the g, amd LPS szrum levels were imcreased
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sugpesting a2 leaky gut in these pabenis. Additonally, mice
that received feral microbictz tramsphniaiion from patients
with hypathymid presenied lower serum total thyroxine levels,
decreased light junction mERA in the colon, and imcresssd
serum LPS (340

There are meither any sundies evaluating the gui microhiola
in Brazifian patients with HT, nor are these daia oorrelating
with dietary habiix, cimical dala, and cylokines and zosudin
concenimations. Here, we ecvaloated the gut microbiota in
40 Brarilian patients with HT and 33 healthy controls, and
we observed a HT-assodaied macrobiola imbalance, with
an increase im Baceroidesr and a significanl decrease in

Bifdobactoriom genus. Owr dala concerning the decreased
abundamce of Bifidobacferium are in agreesment with real-Gme
PCH results from Ishag et al. (23). Bifdobacteriom is the
first microbial colonizer of the mlestines in newborns, amd
it plays kezy rols n Immune spsiem maiumiion and dietary
matabolizn (36). Some Bifidobactermom strains are considerad
probiotic because of their beneficial effects, and some studie
demonsiraied the beneficial role of Bifidobacterium spedes im
inflammatory comditions (37, 38). The discrepancies in relalion
Lo other studies and beween studies may be doe to different
methodologies or even due to geographic loction, lifestyle, and
dietary hahits

In our sudy, we also observed sigmificani differences
in Laciobarilies abundance between patients who realived
thyroid hormome replacement therapy and those who did mob
Lactobaciltus are acid-lactic produdmg baderia and belong Lo
Lhe Firmicotes phylum, the s2cond most prevalent in the humas
gol (35). Rexenily, a sudy showed thal Laciobacifus promaole
gul barrier imtegrity by producing L-Ornithine from arginine
amino acid {40). We suggest thal this increase im Lactsbadiius
in patinis with mo hormone rephoement could be assocated
with the small inlestinal bacterial ovesgrowth (SIB0) in patiznks
with HT {41). Lanritano et al stndied 50 patients with HT
and 40 oetrok and fousd thal 4% of patiemts presenied
SIB0), im contrast with the comirel group (4). A dimical irial
ronducted by Yao of al. (42) demonsimied that the inlestinal
microbicta i paticnts with hypothyridism, rasdomly divided
o receive L-thyroxime (N = 45) or oo irealment (N =
&E], did mod show significant differences with respect to alpha
diversity. However, the relative abundance of Enferooocoms and
Culoribacter genera. varied slightly depending oo the dosage of
L-thyroxine (42).

There are mo studies correliling dislary components and
gul microbiok in Iu]iml.ln'iﬂ: HT. In our sindy, we fousd
significant ditferences in distary habits between patients with
HT and montrols regarding the frequency of the comsumption
of vegetables, froits, animal-derived proleins, dairy producis,
saturated fais, and carbohydmies Furthermaore, we found am
imreerse correlation between animal-derived protein cossumplios
and the zbundance of Bacterpides genus. The main role of diet
in microbiola modulation and is role in the host metabolism
rtgu]ﬂmnanbtmmpll.ﬁcdbyﬂtﬂuﬂ:ﬂmm of Lhe resident
microbiota in ey childhood, through the olignsaccharides
imgestion from the breast milk, and alo by the imorease
im the microbicta diversity asocaled with the solid food
introdnciion (43, 44). The gul bacieria overgrowth can be
direcily aifecied by the ouinents, and these, in tom, afed
haoth refative and absolute microbiot. abundances and hactenial
kinetics (45). Aheratioss in the ingestion of maooeutrients,
including proteins, carbohydmales, and fais, indwce a significant
shift in the gut microbiota {45). The microbiota modulation by
diet direcily infloences on the inflammatory profile due io the
generaled microbiola meabolites and their dired or imdirect
actiom on immuee cells from the mumsal immane sysiem (47—
51). From fermentation of dictary fihers, the intestinal microbes
mn generale metabofites or 3CFAs with anti-inflammatory
properiies 2nd preserve gui homeostasis {47). In a recent study,
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Sepahi et al. showed that S5CFAs produced by gm microbes in
respons: i diefary fbers infloence the expansion on inmate
lymphoid cells im the gut through G-protein-coupled receplors
and @n impaci the immune resposses in the distand tissoes
depending on the host conditios (51). Om the other hand, distary
fatx are isvolved im decreased microbiola diversity and richness,
imflammation (481

In the present study, althomgh we demonsirated significant
differences in the dictary habits and alierations in the
gut microbes in patiemts with HT, we did mol observe
significand.  ditferences in the cickine profile in patients
when ompared with conirols. We muggest that this facior
can be relaled fo patients’ diet, lifestyle, or hormome

and disease comirol. In a recent sindy, Tabas

el 2l (52) evaluated the gut microbiola by real fime PCR and

ine conceniralions im 23 palients with obese hypothyroid
and 79 ochese control sobjeds Resmarchers meporied mo
igmi ditfferences im the gt microbes between patients
with hypothyroid amd controls. However, similar io our
findings, the serum cyiokime comcentrations, imcluding IL-
1f, 116, IFM-y, and TGF$, were similar in patients and
comirols {520

Finally, although there are no differences in systemic cytokines
in patients with HT, we delecied am increased inbestimal
permeabifily, seen by the higher 2onulin concenirations in the
serum of patients, when ompared with comtrols Similar to
our siudy, a case-metrol work investigaied the leaky go m 30
patients with HT (children and adolescents), and 30 patients
with comgenilal hypothyroidism, and reporied a significamt
imcrease im serum roonkin in patients with HT. Moreower, zoankm
levels positively correlated with levolbyroxine dose, suggesting
a comnedion between the increased inlestinal permeakblity and
diseasr severity (330 fonulim is 2 physiological modulador
of imterrellubar tighl junctions, imvolved in macromolecnles
trmificking, epithelial and emdothelial bamier inlegrity, and
immuee iolerance i the got muomsa (54). Inlestinal dyshiosis
cn activate the zomulin pathway and stimulate their relesss
and allow the traific of luminal comients through the epithdial
barrier. The leaky gut indwoes infammatory oyiokimes releass
that themselves promole an increassd permeabdlity, 2 vicious
circle favorimg the eniry of anligens denived from diet
and gul microbe, triggering the activation of immate and
adaptive immunity in the gul muccsa (32). The maim faciors
imvolved in ooufn release are the bacierial overgrowth and
gluten, amd the increased imdesiinal permeabifity cam induce
a tolerance breakdown, and then, activaied mmume cells cm
remain in the gui mucom or migrale io disand organs,

i im chronic imflammatory and autcimmaune diseasss
(5557
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CONCLUSIONS

We conduded thai there are alerations in the microbicta
and inlestina] permeability in Brazilian patients with HT. Im
addition, we suggest thal disl might hawe playsd an imporiant
role im modulating the gul microbicta in patienis with HT.
These findings could help undersiand the HT development and
progression, while further investigations o darify the underdying
mechanisms of the disi-microhiola-immame system axis are
still needed.
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