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Resumo

Introducdo: A doenca celiaca (DC) é uma enteropatia imunomediada
prevalente, caracterizada por uma resposta imune inadequada ao gluten da dieta em
individuos geneticamente predispostos. Esta resposta patologica leva a inflamacéao
crbnica e subsequente dano a mucosa duodenal. As manifesta¢des clinicas da DC
sdo altamente variaveis, desde sintomas discretos até desconforto gastrointestinal
grave. O diagnostico é estabelecido por meio de uma abordagem multifacetada que
inclui avaliacdo de fatores de risco, apresentacdo clinica, marcadores sorolégicos,
achados endoscdpicos e andlise histopatologica de bidpsias duodenais. Atualmente,
0 Unico tratamento eficaz para a DC é a adesdo estrita a uma dieta sem glaten (DSG).
A etiologia precisa da DC permanece incompletamente compreendida e ndo estédo
disponiveis testes diagndsticos especificos ou tratamentos farmacologicos. Pesquisas
recentes concentraram-se no potencial dos microRNAs (miRNAs) na patogénese da
DC. Apesar da crescente literatura sobre os miRNAs em doencgas imunomediadas, 0s
dados relativos ao seu papel na DC permanecem limitados. Este estudo tem como
objetivo identificar a expressdo de miRNAs intracelulares em pacientes celiacos com
mucosa lesada durante a ingestdo de gluten e nos mesmos pacientes apos DSG e
remissédo da doenca e analisar se os miRNAs poderiam futuramente ser utilizados
como potenciais biomarcadores para o diagnéstico de DC e terapias baseadas em
modulacdo genética. Métodos: Foi realizada uma coorte retrospectiva. Foram
incluidos todos os pacientes com diagnostico de DC atendidos no Ambulatério de
Gastroenterologia do HC-FMB de 2002 a 2012. A andlise de miRNA foi realizada em
amostras de biépsia duodenal obtidas por endoscopia digestiva alta realizada no
momento do diagndstico e apds adesdo a uma dieta sem gliten, uma vez que 0s
pacientes alcancaram remisséao clinica e laboratorial. Resultados: A coorte inicial foi
composta por 20 pacientes com idade média ao diagnostico de 45 + 12 anos, 95% do
sexo feminino, 10% apresentavam histérico familiar para DC e os principais sintomas
ao diagnéstico foram diarreia (65%) e distensdo abdominal (45%). Apenas 6 pacientes
aderiram a DSG e apresentaram melhora soroldgica e histologica. Os miR-31-5p e
miR-215-5p tiveram expressdo significativamente aumentada apos a DSG ao
comparar 0 mesmo grupo de pacientes durante sua avaliacdo durante o diagndstico
(p<0,05). Concluséo: A expressao do miR-31-5p e do miR-215-5p parece ser um

biomarcador de melhora sorologica e histolégica apds dieta isenta de gliten em



pacientes com DC. Evidéncias emergentes sugerem que tanto os miRNAs circulantes
guanto os especificos de tecidos podem servir como potenciais biomarcadores para o
diagnostico de DC e oferecer novas oportunidades para intervencdes terapéuticas

baseadas em genes.
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Abstract

Introduction: Celiac disease (CD) is a prevalent immune-mediated enteropathy
characterized by an inappropriate immune response to dietary gluten in genetically
predisposed individuals. This pathological response leads to chronic inflammation and
subsequent damage to the duodenal mucosa. The clinical manifestations of CD are
highly variable, ranging from mild symptoms to severe gastrointestinal discomfort.
Diagnosis is established through a multifaceted approach, including the evaluation of
risk factors, clinical presentation, serological markers, endoscopic findings, and
histopathological analysis of duodenal biopsies. Currently, the only effective treatment
for CD is strict adherence to a gluten-free diet (GFD). The precise etiology of CD
remains incompletely understood, and no specific diagnostic tests or pharmacological
treatments are available. Recent research has focused on the potential of microRNAs
(miRNAS) in the pathogenesis of CD. Despite the growing literature on miRNAs in
immune-mediated diseases, data regarding their role in CD remain limited. This study
aims to identify the expression of intracellular miRNAs in celiac patients with mucosal
damage during gluten ingestion and in the same patients after GFD and disease
remission, and to analyze whether miRNAs could potentially be used as biomarkers
for the diagnosis of CD and therapies based on genetic modulation. Methods: A
retrospective cohort study was conducted. All patients diagnosed with CD and
attended at the Gastroenterology Outpatient Clinic of HC-FMB from 2002 to 2012 were
included. The miRNA analysis was performed on duodenal biopsy samples obtained
by upper gastrointestinal endoscopy at the time of diagnosis and after adherence to a
gluten-free diet, once patients had achieved clinical and laboratory remission. Results:
The initial cohort consisted of 20 patients with a mean age at diagnosis of 45 + 12
years, 95% female, 10% with a family history of CD, and the main symptoms at
diagnosis were diarrhea (65%) and abdominal distension (45%). Only 6 patients
adhered to the GFD and showed improvement in serological and histological findings.
The miR-31-5p and miR-215-5p expressions were significantly increased after GFD
when comparing the same group of patients during their diagnostic evaluation
(p<0.05). Conclusion: The expression of miR-31-5p and miR-215-5p appears to be a
biomarker of serological and histological improvement following a gluten-free diet in
CD patients. Emerging evidence suggests that both circulating and tissue-specific
MiRNAs may serve as potential biomarkers for the diagnosis of CD and offer new

opportunities for gene-based therapeutic interventions.
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1. Introducéo

A doenca celiaca (DC) é a enteropatia mais prevalente no mundo (1), com
prevaléncias que ficam em torno de 1% na maioria das populacdes (2). Atualmente, a
DC ¢é reconhecida globalmente e pode ocorrer em qualquer idade, mas é
aproximadamente duas vezes mais comum em criangas do que em adultos, e em
qualquer género, mas € 1,5 vez mais comum em mulheres do que em homens (3,4,5).
Uma revisao sistematica da prevaléncia global da doenca celiaca encontrou uma taxa
de soroprevaléncia de 1,4%, com taxas variando por continente de 1,3% na América do
Sul a 1,8% na Asia, e uma taxa de prevaléncia de 0,7% com base na histopatologia (5).
No Brasil esse valor ainda ndo estd bem estabelecido e as taxas de prevaléncia
baseadas em biopsia variam de e 0,15-1,94% (6).

A prevaléncia da doenca aumentou e se espalhou pelo mundo nas ultimas
décadas, de 0,6% entre 1991-2000 para 0,8% em 2001-2016 (5), e esse aumento foi
atribuido ao aumento na conscientizacéo e no numero de testes realizados (7).

A maioria dos pacientes foi diagnosticada em paises desenvolvidos e,
possivelmente, um numero ainda maior de pessoas com DC ainda permanece sem
diagnostico, especialmente em paises em desenvolvimento (5,8). Os fatores
responsaveis por essa diferenca geografica provavelmente sdo genéticos, ambientais,
incluindo padrdes de consumo de trigo, idade de introducdo do trigo, praticas de
alimentacdo infantil, infeccbes gastrointestinais, uso de antibidticos e inibidores da
bomba de prétons e taxas de cesariana, e socioecondémicos, como disponibilidade de
endoscopia que pode ser um obstaculo que aumenta a diferenca entre a soroprevaléncia
e a prevaléncia da doenca com base na bidpsia, porque 0s soropositivos ou nao fizeram
endoscopia com biopsia ou menos de 50% fizeram (5,9).

Em individuos geneticamente susceptiveis, a ingestdo de glaten induz uma
resposta imunomediada que resulta em inflamacdo e dano da mucosa do intestino
delgado. Quase todos os pacientes com DC carregam o0s haplétipos de antigeno
leucocitario humano (HLA)-DQ2 e DQ8 de risco genético, que ocorrem em pelo menos
90-95% e 5-10% dos individuos celiacos, respectivamente, mas mais de 40 loci ndo HLA
CD foram identificados por estudos de associacdo do genoma (10,11). As moléculas
HLA-DQ2/-DQ8 sao necessarias, mas nao suficientes para o desenvolvimento da
doenca, uma vez que o HLADQZ2, por exemplo, é encontrado em aproximadamente um

tergco dos caucasianos (1).



O glaten é a fracdo proteica de reserva presente nos graos de trigo, centeio e
cevada e inclui dois tipos principais de proteinas, as gliadinas e as gluteninas, que sédo
resistentes a protedlise enzimatica gastrointestinal. Portanto, os peptideos da gliadina
atravessam o epitélio para a lamina propria e sofrem deaminacéo pela transglutaminase
tecidual (tTG) de modo que se torna rico em residuos de glutamato carregados
negativamente, com afinidade aumentada, e reforca a apresentacéo dos peptideos do
gluten pelas células dendriticas as células T CD4+ HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 (1,12). As
células apresentadoras de antigenos (APC) apresentam os peptideos de gliadina
desaminados para CD4+ e produzem interferon (IFN)-a. As células T CD4+ especificas
do gluten ativadas produzem citocinas pré-inflamatérias, dominadas por IFN-y e
interleucina (IL)-17A e IL-21, induzindo assim uma resposta Th1 (1). Células natural killer
e células T CD8+, deslocam-se para 0 compartimento intraepitelial e, ao induzirem
citotoxicidade e apoptose, com a participacdo da IL-15 e do fator de crescimento
transformador de citocinas (TGF)-B, destroem a estrutura vilosa do intestino delgado. Por
outro lado, as citocinas Th2 impulsionam a ativacdo e a expansao clonal das células B
com subsequente producdo de anticorpos do tipo imunoglobulina A contra a
transglutaminase tecidual (tTGA), a marca soroldgica da DC. (1,12).

Clinicamente, a doenca apresenta um amplo espectro de sintomas que resulta em
um disturbio multissistémico em vez de uma doenca intestinal isolada, como diarreia, dor
abdominal, perda de peso involuntéria, inchaco, fadiga, anemia, niveis elevados de
transaminases, deficiéncias de vitaminas, infertilidade, etc. O diagnostico da DC baseia-
se entdo na combinacdo da analise de fatores de risco, manifestacdes clinicas,
anticorpos circulantes no soro, achados endoscopicos e histopatolégicos.

Testes sorologicos podem ser realizados no ambiente clinico e um resultado
positivo da suporte ao diagndstico, mas nenhum teste é 100% especifico para DC, e a
precisdo diagndstica varia consideravelmente entre os laboratérios (4,16). O teste
sorologico para DC deve consistir na medicdo de tTGA durante uma dieta regular
contendo gluten e, se o paciente nao tiver sido previamente testado para deficiéncia de
IgA, medicdo simultdnea de IgA total. Pacientes com nivel elevado de tTGA devem
realizar endoscopia digestiva alta com bidpsia duodenal (16).

A biopsia intestinal tem sido um exame central para confirmar o diagnostico de
DC desde o final da década de 1950 (17) pela demonstragéo de alteragfes histologicas
associadas a doenca, como aumento de linfocitos intraepiteliais, atrofia vilosa e

hiperplasia de criptas, classificadas de acordo com March (18) ou Classificacdo
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simplificada de Corazza (19). As alteracdes histoldégicas sdo primordiais para o
diagndstico, mas também sdo uma das barreiras para a avaliacdo adequada, pois essas
alteracdes nao estédo presentes apenas nessa condi¢cdo podendo haver diversos outros
diagnésticos diferenciais em individuos soronegativos (infeccédo crénica pelo H. pylori,
giardiase, medicamentos, supercrescimento bacteriano, dentre outros) (4), e a
endoscopia digestiva alta, procedimento que leva a amostra duodenal para avaliacdo
histopatoldgica, tem alto custo, baixa disponibilidade e € um método invasivo.

Embora varias drogas tenham sido estudadas, até o momento, o Unico tratamento
disponivel para a DC é a adesédo por toda a vida a uma dieta isenta de glaten, que
geralmente reverte os sintomas, as alteracfes soroldgicas e, em algumas ocasibes, as
intestinais. Uma revisao sistematica apoia o papel da estrita adesdo a dieta sem gluten
para controlar os sintomas, melhorar a qualidade de vida e diminuir o risco de
complicacdes (16,20). No entanto, a dieta sem glaten € dificil de seguir, pode ter efeitos
metabdlicos adversos e a qualidade de vida do paciente geralmente é prejudicada por
essa dieta ser bastante restritiva.

A melhor compreensdo dos mecanismos patogénicos da DC abriu novas
perspectivas terapéuticas que oferecem uma alternativa a dieta isenta de glaten. A
desregulacdo do sistema imunolégico pode envolver alteragcdes na expressao de
proteinas, seja no nivel transcricional ou pdés-transcricional. Nesse caso, um papel
fundamental pode ser desempenhado pelos microRNAs (miRNA).

MiRNA sao uma classe de pequenas moléculas de &cidos ribonucleicos (RNA)
nao codificantes de fita simples de ~ 19-24 nucleotideos capazes de inibir a traducéo de
multiplos RNAs mensageiros (MRNA), silenciando assim seus genes-alvo e respondem
por cerca de 30% da regulacdo da expressao génica (13).

Em suma, a causa da DC néo foi estabelecida exatamente, ndo ha testes
especificos para o diagnéstico adequado e, até o momento, ndo ha medicamentos
disponiveis para tratar essa condi¢cdo. Nesse sentido, varios estudos tém investigado o
envolvimento de microRNAs (miRNA) em sua patogénese. Recentemente, miRNAs
circulantes e intracelulares foram propostos como biomarcadores para o diagnostico de
DC e podem ter aplicagcdo como terapias baseadas em genes. No entanto, os papeéis das
funcdes e as abordagens ainda ndo séo totalmente compreendidos. Apesar do crescente
namero de estudos sobre o papel dos miRNAs nas doencas imunomediadas, os dados

sobre miRNAs e DC sao escassos.
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