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RESUMO

INTRODUCAO: A Doenca Celiaca (DC) é uma enteropatia autoimune crénica
caracterizada pelo disturbio inflamatorio do intestino delgado causado pela exposi¢céo ao
gluten a partir da alimentagdo, em individuos geneticamente predispostos. Essa
inflamacé&o crénica e alteragdo da permeabilidade intestinal causam lesbes na mucosa
do intestino que s6 podem ser diagnosticadas por meio de biépsia intestinal (FREEMAN,
2012). A partir de estudos iniciais analisando amostras de fluidos biol6gicos em pacientes
com DC, foram encontrados possiveis biomarcadores para o diagnéstico e
monitoramento da DC. OBJETIVO: Este estudo de revisdo bibliografica teve como
objetivo a avaliacdo de estudos em metaboldmica que pudessem apontar possiveis
diferencas metabdlicas entre individuos celiacos e saudaveis, auxiliando o diagndstico a
partir da composicdo da microbiota intestinal e dos metabdlitos dos fluidos bioldgicos,
excluindo a necessidade de multiplas bidpsias intestinais. MATERIAIS E METODOS A
estratégia consiste em pesquisa pelas palavras-chave “celiac disease”, “metabolomics” e
“gut microflora” na literatura e levantamento de artigos cientificos que abordam o tema
Aplicagao da Metabolémica no Diagnéstico da Doenga Celiaca nas plataformas de busca
Web of Science, Scopus, PubMed, Google Scholar e citacbes contidas nos artigos mais
relevantes. RESULTADOS: Os artigos encontrados mostraram que: (i) a diversidade
bacteriana foi analisada a partir de bidpsias intestinais de criancas e adultos celiacos e
tratados em relagao a pacientes controles; (ii) confirmou-se que a microbiota intestinal é
de fato alterada em pacientes celiacos, tendo abundéancia de Bacteroides em relagéo aos
pacientes controle e; (iii) que a partir da analise de fluidos (soro, urina e fezes), foi
possivel encontrar moléculas como acetato de etila, acetato de octila, aminoacidos de
cadeia curta e glutamina, que podem entao ser considerados biomarcadores da Doenca
Celiaca. Além disso, confirmou-se que uma dieta sem gluten com duragao de dois anos
ou mais néo é capaz de restaurar completamente a microbiota, pois ainda se encontram
valores alterados de aminodcidos livres em fezes e na urina. CONCLUSAO: Os
metabdlitos encontrados nas publicacdes desse levantamento ndo sé&o exclusivos para a
DC. Contudo, os estudos do metaboloma da Doenga Celiaca revelam alteracdes em
biomarcadores distintos em relacdo a nao-celiacos, e que podem ser utilizados para o
diagndstico. A aplicagdo da metaboldémica como ferramenta de diagndstico da doenca
mostra-se eficiente e apontou diversos compostos preditivos da DC a partir da analise de
fluidos biolégicos (como urina, fezes, soro, entre outros), oferecendo a oportunidade de
identificar os biomarcadores e criar uma plataforma de dados que auxilie a classificar e
monitorar o desenvolvimento da DC.

PALAVRAS-CHAVE: Doencga Celiaca, Metabolomica, Microflora Intestinal, Diagnostico



1.  INTRODUGAO

As doengas autoimunes sao desenvolvidas quando o organismo apresenta reagéo
imunoldgica a antigenos proprios, essas reagdes ocorrem devido a falha no mecanismo
de autotolerancia, o qual € o responsavel pela auséncia de resposta a antigenos préprios.
O fendmeno da perda da autotolerancia e do desenvolvimento de doengas autoimunes é
acarretado pela jungado de genes suscetiveis, essa combinagdo génica ocorre a partir do
mecanismo de heranga genética (ROBBINS, 2013).

A Doenca Celiaca (DC) esta entre as patologias classificadas como autoimunes,
essa € uma enteropatia crbénica caracterizada pelo disturbio inflamatério do intestino
delgado, sendo esse disturbio desencadeado em individuos geneticamente
predispostos quando estes sdo expostos ao gluten (BASCUN et al., 2019).

O gluten é um complexo protéico que pode ser encontrado em graos como trigo,
centeio e cevada (Figura 1), durante processos alimenticios esse complexo entra em
contato com a agua e forma uma rede que permite o aprisionamento de gases dentro dos
alimentos. A caracteristica de viscoelasticidade do gluten é primordial na formacéo de
uma massa com estrutura coesa, isso evita que ocorra a desintegracdo do alimento
durante o cozimento (ZANNINI et al., 2012; (DANGI; CHAUDHARY; KHATKAR, 2019).

Figura 1 - Imagem ilustrativa de alimentos que possuem e ndo possuem gluten.
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Fonte: Educacional (2016).

Para que as massas sem gluten tenham consisténcia parecidas com as que o

possuem, € necessario a incorporagao de substancias que sejam capazes de mimetizar



a fungdo do gluten de reter gases durante o cozimento da massa e garantir sua
estabilidade. Assim, sdo raramente utilizados em substituigdo ao gluten os Hidrocoldides,
pois sdo o0s unicos que conferem viscosidade necessaria para reter os gases da
fermentacao e permitir a liberagdo de agua necessaria para a gelatinizagdo do amido
durante o cozimento, de modo a conferir estrutura semelhante ao gluten (ANTON;
ARTFIELD, 2008).

As proteinas presentes de forma mais abundante no gluten sdo a gliadina e a
glutenina (Figura 2), essas possuem em grande quantidade os residuos de aminoacidos
glutamina e prolina, o que dificulta a digestdo completa das mesmas por enzimas do
sistema digestério humano (GUTIERREZ et al., 2017). O acimulo da gliadina e da
glutenina no intestino pode acarretar na perda de funcionalidade da barreira intestinal,
isso propicia o desenvolvimento de um quadro de inflamacdo crbénica que
consequentemente altera a permeabilidade intestinal e leva ao surgimento de lesdes na
mucosa do intestino (diagnosticadas somente por meio de biopsia intestinal) (FREEMAN,
2012).

Figura 2 — Constituicao do gluten.
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Fonte: Adaptado de Castro, Barros e Medina (2013)

As manifestacbes da doenca celiaca variam conforme faixa etaria, bebés e

criangas pequenas por exemplo, apresentam desde sintomas gastrointestinais, como



vomito, diarréia e distensdo abdominal até sintomas extra-intestinais como irritabilidade
e anorexia. Ja em em adolescentes, normalmente a doenca apresenta manifestacdes
relacionadas a baixa estatura, anemia e sintomas neurolégicos. Nos adultos, os sintomas
ocasionados pela a doenca sao desde diarréia acompanhada de dor e desconforto
abdominal até deficiéncia de ferro, anemia e osteoporose (GREEN; CELLIER, 2007).

Atualmente o unico tratamento disponivel para a DC € um método paliativo, o qual
consiste na adog¢ao de uma dieta livre de gluten. Esse método leva a restauragao parcial
da mucosa gastrointestinal e resulta no desaparecimento dos sinais sorolégicos da
doenga, no entanto se ocorrer a reintrodugao do gluten na rotina alimentar a doenga volta
a ser desencadeada (PARNEZE et al., 2017).

Além do tratamento citado anteriormente, sdo utilizadas algumas estratégias
complementares, que visam interferir na ativagdo de células CD4-T reativas ao gluten.
Essas estratégias incluem a inibicdo da atividade intestinal da transglutaminase tecidual
(TG2) para evitar a desaminagao seletiva de peptideos imunogénicos do gluten e o
bloqueio da ligagao de epitopos do gluten aos antigenos de histocompatibilidade HLA-
DQ2 e HLA-DQ8. Também existem outros tratamentos complementares, esses incluem
terapia com citocinas, inibidores seletivos da molécula de adesdo e degradagao de
peptideos por prolil endopeptidases de origem microbiana (DE RE et al., 2010).

Visto a gravidade da doenga celiaca e a falta de métodos pouco invasivos para de
diagnostica-la, é de extrema importancia identificar e investigar novos métodos
alternativos de diagnéstico para DC. Dessa forma, através dessa revisdo bibliografica
espera-se demonstrar a capacidade dos estudos em metaboldémica apontarem possiveis
diferengcas metabdlicas entre individuos celiacos e saudaveis, auxiliando assim no
diagnostico da doenga celiaca a partir da composigdo da microbiota intestinal e dos
metabolitos dos fluidos biolégicos, excluindo a necessidade de multiplas bidpsias

intestinais.



2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo apresentar a metabolémica como
ferramenta de diagndstico e monitoramento n&o invasivo para doenga celiaca (DC), uma
vez que essa doencga pode ser diagnosticada através de métodos invasivos como a
endoscopia digestiva e realizacdo de multiplas bidpsias duodenais (bulbo e porgdes
distais) seguida de exame histopatolégico das amostras.

3. MATERIAL E METODOS

A estratégia consiste em pesquisa pelas palavras-chave “celiac disease”,
“metabolomics” e “gut microflora” na literatura e levantamento de artigos cientificos que
abordam o tema Aplicacdo da Metabolédmica no Diagndstico da Doencga Celiaca nas
plataformas de busca Web of Science, Scopus, PubMed, Google Scholar e citagdes

contidas nos artigos mais relevantes.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO
41 DOENGA CELIACA

A DC foi descoberta no ano de 1888 por Samuel Gee, um pediatra do Reino Unido,
entretanto o gluten so6 foi reconhecido como agente causador do transtorno durante o ano
de 1940. Ao decorrer da Segunda Guerra Mundial, o médico holandés Willem Karel Dicke
fez uma associacao entre a diminuigado dos casos de doencga celiaca com a falta de paes
e outros produtos que continha trigo devido a escassez de alimentos (SDEPANIAN;
MORAIS; FAGUNDES-NETO, 1999).

4.1.1 Epidemiologia da Doenga Celiaca
A DC é uma das mais importantes patologias gastrointestinais, € estimado que

essa afeta até 1% da populacédo mundial em geral (REWERS, 2005). Segundo estudos



de prevaléncia realizado pela Associagéo Portuguesa de Celiacos, essa doenga acomete
pessoas de todas as faixas etarias, destacando criangas, mulheres (duas mulheres para
cada homem) e predominantemente em individuos de raga negra (faiodérmicos)
(Ministério da Saude, 2015).

Um estudo conduzido através meta-analises por Singh e colaboradores (2018)
indicou que a maior prevaléncia da doenga celiaca se encontra na Ameérica do Sul (4%),
seguido da Europa e da Oceania com 0,8 %, da Asia com 0,6 % e da Africa e da América
do Norte com 0,5 %. No Brasil, ainda ndo ha um numero oficial sobre a prevaléncia da
DC, no entanto, uma pesquisa realizada pela Universidade Federal de Sao Paulo a partir
de amostras de sangue de doadores residentes da capital Paulista, determinou a
prevaléncia dos marcadores genéticos da DC. O resultado obtido demonstrou que a cada
214 individuos do grupo amostral analisado 1 possuia marcadores para doenga celiaca,
indicando assim que a doenga ndo deve ser rara na populagdo, mas sim
subdiagnosticada (MUNIZ; SDEPANIAN; NETO, 2016).

4.1.2 Classificacdo da Doenca Celiaca

Segundo dados presentes na literatura € possivel classificar a DC em até 6
divisbes de acordo com as caracteristicas fenotipicas apresentadas pelos os individuos
portadores da doenca. Essas divisbes sdo conhecidas como: forma classica, nao-
classica (atipica), assintomatica (silenciosa), latente, refrataria e pacientes potenciais
(SANTOS et al., 2014; LIU et al., 2014).

A forma Classica € caracterizada pela manifestagdo de sintomas digestivos em
conjunto com a ma-absorgao de nutrientes, e histologia caracteristica com atrofia das
vilosidades intestinais e infiltragdo de células do sistema imunolégico, devido a presenca
do gluten. O diagndstico dos pacientes que possuem essa forma de DC € motivado pelas
manifestagdes gastrintestinais. Ja na forma nao-classica (atipica), o paciente ndo tem
sintomas gastrointestinais, como diarreia, dor abdominal e constipacdo, mas apresenta
sintomas extraintestinais causados pela ma-absor¢ao de nutrientes, como anemia,
osteoporose e dermatite herpetiforme. Ao contrario da forma classica, o diagndstico
desses pacientes € motivado pelas manifestagées extraintestinais (PEREIRA; SILVA,
ERRANTE, 2017).
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Na forma assintomatica (silenciosa) os pacientes n&do possuem sintomatologia,
esses apesar de n&o apresentarem manifestacdes gastrintestinais e extraintestinais,
possuem sorologia positiva e mudancgas nas vilosidades intestinais ocasionadas pela a
acgao do gluten. Sao classificados dentro da forma latente, os pacientes com diagndstico
prévio de doenga celiaca que foram submetidos a uma dieta livre de gluten, que
apresentam HLA compativel, mas quando expostos novamente a uma dieta com gluten
continuam apresentando uma histologia normal (TONUTTI; BIZZARO, 2014).

Sé&o encaixados na forma da DC refrataria os individuos que a principio respondem
bem a uma dieta livre de gluten, mas que mesmo com a auséncia do mesmo nao voltam
atera mucosa intestinal restaurada e volta a apresentar os sintomas apos certo periodo.
Normalmente essa forma se encontra associada a outras doengas (CUNHA; CARNEIRO;
AMIL, 2013). Os pacientes potenciais sdo todos individuos que possuem parentesco de
primeiro grau com pacientes celiacos e que mesmo ndo apresentando alteragbes na

mucosa gastrintestinal possuem sorologia positiva (WALKER et al., 2012).

42 ASSOCIACAO GENETICA DA DOENCA CELIACA

O desenvolvimento da doenca celiaca e os mecanismos envolvidos no surgimento
da mesma ainda nao estao completamente elucidados, no entanto sabe-se que respostas
do sistema imunoloégico sao extremamente importantes durante o processo. A
suscetibilidade genética a DC esta associada a alelos do MHC classe I, localizados no
cromossomo 6p21, mais especificamente o alelo HLA-DQ2 (DQA1 * 05 e DQB1 * 02)
(SALAZAR; GARCIA-CARDENAS; PAZ-Y-MINO, 2017).

A fungdo primaria das moléculas de DQ é apresentar antigenos peptidicos
exdégenos a células T auxiliares. Os polimorfismos genéticos encontrados no HLA-DQ2
alteram principalmente aminoacidos no sulco de ligagao do peptideo e afetam o repertério
de apresentagcao do peptideo. O alelo HLA-DQ2 esta presente em mais de 90% dos
pacientes celiacos, enquanto nos demais pacientes o alelo mais comum é o HLA-DQ8
(DQA1 * 03 / DQB1 * 0302). (HEEL, 2005). Para o desenvolvimento da doenga os
pacientes devem apresentar um dos dois genes, mas a DC so6 é de fato desencadeada

quando o individuo sofre a exposigao ao gluten (VELDINK et al., 2010).



11

O intestino delgado é responsavel pela digestdo e absorgdo dos nutrientes, na
mucosa intestinal existem projegcdes chamadas vilosidades que s&o as grandes
responsaveis por realizar essa absorcado. Os enterdcitos sao um tipo celular presentes
no tecido que constitui o intestino delgado, essas células possuem uma regido
denominada como borda em escova na qual ocorre a degradagédo de moléculas por
enzimas digestivas (SANIOTO, 2012).

O gluten quando chega ao o intestino delgado sofre um processo de digestao
pelas enzimas presentes na borda em escova, esse € reduzido a peptideos, entre eles
se encontra o gliadina, que é resistente a degradagdo por proteases gastricas,
pancreaticas e intestinais delgadas. Esse peptideo, possui a capacidade de induzir
células epiteliais a expressar IL-15, uma citocina pro-inflamatdria, que leva a ativacao e
proliferacado de linfocitos epiteliais T CD8+. Em resposta ao estresse, os enterdcitos sdo
reconhecidos por linfocitos intra-epiteliais, resultando em dano epitelial, que permite a
passagem de outros peptideos de gliadina para a lamina prépria, onde terdo contato com
a transglutaminase tecidual (Figura 3) (ROBBINS AND COTRAN, 2010).

Figura 3 — Na parte esquerda, tem-se indicada as alteragées morfologicas
apresentadas na DC, incluindo atrofia das vilosidades, aumento de linfocitos
intraepiteliais (IELs) e proliferagao epitelial com cripta alongada. A direita ilustra-se um
modelo de patogénese da DC.
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A vulnerabilidade da barreira permite a passagem de peptideos e antigenos do
limen para a lamina prépria intestinal, estes que serdo desaminados pela
transglutaminase tecidual (tTG) (SOLLID, 2002). A transglutaminase tecidual (fTG),
como outras transglutaminases cria uma ligagao intra ou intermolecular entre proteinas
com um grupo e-amino de um residuo de lisina e um grupo c-carboxamida de um residuo
de glutamina, ampliando a resisténcia a protedlise (DE RE et al., 2010). A desaminagéao
dos peptideos de gliadina pela tTG eleva a probabilidade de ligagao ao bolso do antigeno
leucocitario humano HLA-DQ2 ou HLA-DQS8, constituindo um complexo que estimula a
resposta imune adaptativa e a posterior formagao de anticorpos antitransglutaminase
(IgA e 1gG) especificos pelas células B (DEGEORGE et al., 2017). A apresentacao de
gluten desaminado pelas variantes HLA-DQZ2 / 8 gera uma ativagdo mais intensa das
células T CD4 T-helper 1, o que resulta em inflamacao da mucosa intestinal.

A inflamacao crénica e alteracdo da permeabilidade intestinal causam lesdes na
mucosa do intestino, que sao histologicamente caracterizadas por atrofia das vilosidades
(Figura 4), mucosa plana com criptas alongadas, |lamina propria com denso infiltrado de
linfécitos T CD8+ e plasmécitos, epitélio superficial cubdide com vacuolizagbes e
aumento de linfocitos intraepiteliais (LINDON; NICHOLSON; HOLMES, 2006) (MN,
1992).

Figura 4 - A. Lamina feita a partir da biépsia do duodeno de uma paciente
diagnosticada com doenca celiaca na qual € demonstrado o encurtamento das
vilosidades e aumento de linfécitos intraepiteliais. B. Lamina feita a partir da bidpsia de
um duodeno normal (Ampliado 200 vezes e corado com hematoxilina-eosina).
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4.3 BIOMARCADORES DA DOENGA CELIACA

As moléculas utilizadas como marcadores para diagnostico inicial da Doenca
Celiaca sado os Anticorpos Antiendomisio (EMA), anticorpos antitransglutaminase
tecidual (anti-tTG) e o exame de tipagem HLA (RASHID; LEE, 2016; WOLF et al., 2014).

O anti-tTG, é o anticorpo contra a transglutaminase tecidual que é a enzima
responsavel pela desaminagéo da gliadina, € o marcador mais eficiente para detecgao
da DC. Ja o anticorpo antiendomisio IgA (EMA) é direcionado contra a enzima
transglutaminase (antigeno), e sua presenga indica a progressao da atrofia das
vilosidades. Por ultimo, o exame de tipagem HLA também é utilizado para identificar
pacientes que apresentam o alelo HLA DQ2/DQ8 (presente em 90% dos pacientes
celiacos). Em casos positivos desses exames, deve-se também confirmar o diagndstico
a partir da biopsia de intestino. (SUDBRACK DA GAMA E SILVA; FURLANETTO, 2010).

44 METABOLOMICA

A metabolémica consiste no estudo dos metabdlitos de um organismo vivo, em
resposta a alteragbes genéticas, fisiolégicas ou até mesmo de acordo com a dieta
(LINDON; NICHOLSON; HOLMES, 2006). Esse estudo utiliza de tecnologias analiticas
para a avaliacdo de vias metabdlicas, a fim de caracterizar e identificar moléculas que
podem ser utilizadas como marcadores especificos para uma determinada doenca
(CLISH, 2015). Uma vantagem ¢é a possibilidade de realizar diagnésticos e progndsticos
de resposta a tratamentos a partir de exames nao invasivos, a partir de fluidos como urina
e plasma (CANUTO et al., 2018).

O metaboloma pode ser considerado a base de todos os processos catabdlicos e
anabdlicos de um organismo, refletindo suas vias bioquimicas e metabdlicas. O
metaboloma alimentar €& diretamente derivado do processamento (digestdo e
biotransformacgao) dos alimentos e dos seus constituintes, esse processo € realizado
pelas enzimas digestivas e também por microorganismos presentes na microbiota

intestinal. Mais de 25.000 metabdlitos como acidos graxos de cadeia curta, acidos biliares
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secundarios, peptideos e aminoacidos s&o gerados durante o processo de digestao.
(SCALBERT et al., 2014).

Os metabdlitos sado produtos finais das vias metabdlicas, derivados da
biotransformagdao do metaboloma enddgeno, dessa forma podem ser utilizados como
biomarcadores e correlacionados com mudangas patologicas, genéticas ou ambientais.
A alteracdo da concentracédo destes compostos, permite identificar as vias metabdlicas
alteradas e o possivel mecanismo de patogénese, ajudando assim a diagnosticar e/ou
monitorar uma doenga (BELINATO etal., 2019).

A Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a Espectrometria
de Massa (MS) séo as técnicas analiticas mais utilizadas na metabolémica. Enquanto a
MS permite identificar a estrutura dos metabdlitos, a RMN possibilita medir as
concentragdes relativas e absolutas dos mesmos (VEENSTRA, 2012).

A Espectrometria de massas € uma técnica que determina a massa das moléculas
em uma amostra. As moléculas da amostra sdo convertidas em ions em fase gasosa,
que sao posteriormente separados de acordo com a razao carga sobre massa, que
fornecem o espectro. A principal vantagem é que tem alta sensibilidade e é importante
na determinagdo da estrutura molecular. Geralmente os metabdlitos devem ser
separados antes da detecgdo por cromatografia gasosa, para andlise de compostos
volateis, ou cromatografia liquida, para analise de substancias n&o volateis ou
termicamente instaveis (DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2007).

Ja a Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear utiliza das caracteristicas
magnéticas das moléculas para analisar as propriedades fisicas e quimicas das mesmas.
Essas moléculas quando entram em contato com um campo magnético, absorvem a
radiac&o eletromagnética e depois a reemitem em varias frequéncias e assim constitui o
espectro de RMN, o qual depende da estrutura molecular e da concentragdo da
molécula. A principal desvantagem é que essa técnica possui baixa sensibilidade, além
de fornecer espectros complexos que podem dificultar a identificagdo dos metabdlitos
das amostras (MARKLEY et al., 2017).

Deste modo, é possivel analisar e caracterizar metabdlitos utilizando as técnicas

citadas anteriormente e correlacionar esses metabdlitos com possiveis doengas. A
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principal vantagem do uso dessas técnicas € o fato de que as amostras utilizadas para

realizar as analises ndo sao obtidas de forma invasiva.

45 METABOLOMA DA DOENCA CELIACA

A doenca celiaca apés um estudo metaboldémico foi definida pela apresentacao
de alteragbes na absorgdo, no metabolismo energético e na microflora intestinal e / ou
permeabilidade intestinal (FATHI et al., 2013).

Sobre absorcao dos pacientes celiacos, foi detectado concentracdes séricas de
piruvato e lactato reduzidas, enquanto a concentragao sérica de glicose esta aumentada.
Tal alteragao indica um comprometimento da via glicolitica ou uma redug¢ao da ingestéao
de glicose no nivel celular (FATHI et al., 2014).

A composigao corporal, a taxa metabdlica de repouso e o metabolismo energético
de pacientes celiacos tratados e n&o tratados foi investigado por Capristo et al. (2018) e
depois comparados com um grupo de voluntarios saudaveis, pareados por sexo e idade.
Os resultados mostraram que os pacientes com DC nao tratados e tratados tiveram um
menor peso corporal, menor indice de massa corpérea (IMC) e menor massa gorda em
comparagao com os controles saudaveis, o que indica o biétipo do paciente celiaco.

Em relagdo ao metabolismo energético, quando a (glicolise esta
comprometida ocorre consequentemente um aumento da B-oxidagdo, sendo assim €&
identificado um aumento do uso de corpos cetbnicos como uma fonte de energia em
pacientes celiacos, o que é consistente com as concentragcdes elevadas de acido 3-
hidroxibutirico identificado no sangue e acetoacetato na urina. A fadiga, que é
constantemente relatada por pacientes celiacos ndo tratados € elucidada pelo
comprometimento da glicdlise e a decorrente conversao de energia a partir de lipidios e
catabolismo de corpos cetdnicos, que sdo menos eficientes do que a via glicolitica. Apés
12 meses em dieta livre de gluten a concentragéo de glicose e acidos 3-hidroxibutiricos
no soro normalizaram, explicando auséncia de fadiga em pacientes celiacos tratados
(BERTINI. et al., 2009).

As mudangas na microbiota e/ou permeabilidade intestinal, sdo um dos principais

fatores ambientais envolvidos na patogénese da DC devido sua composigao e atividade
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metabodlica. Em relagdo a individuos saudaveis, os pacientes celiacos n&o tratados
apresentam valores elevados de acido meta-hidroxifenil-propiénico (m-HPPA), indoxil
sulfato (IS) e fenilacetilglicina (PAG) na urina. A m-HPPA é um dos varios produtos de
degradacgao da microflora intestinal. No figado, o IS é produzido a partir de indol, um
subproduto do metabolismo do triptofano pelas bactérias intestinais. A modulacédo da
excrecdo de PAG na urina tem sido recentemente atribuida a microflora intestinal. A
presenca desses metabdlitos na urina também pode ser causada por uma
permeabilidade intestinal alterada, que leva a passagem de fragmentos de gliadina ricos
em prolina e glutamina através do epitélio intestinal, ativando assim a resposta imune
(SAROSIEK et al., 2016).

O diagndstico preciso da doenga celiaca em um estagio inicial e seu tratamento
com uma dieta sem gluten sdo importantes para o tratamento e progndstico ideais. Com
intencédo de identificar uma assinatura metabdlica para a DC a partir da aplicacdo da
metabolémica, Lami e colaboradores (2010), realizaram um estudo entre pacientes
celiacos diagnosticados, pacientes celiacos potenciais e pacientes controles. Foi
empregado um grupo amostral de 61 pacientes com CD diagnosticada, 29 pacientes com
CD em potencial e 51 individuos controle. Os metabdlitos do soro e da urina de todos os
individuos foram examinados por RMN de 1H. Encontrou-se que os pacientes celiacos
potenciais possuem similaridade com o perfil metabdlico de pacientes celiacos
sintomaticos, compartilhando amplamente a assinatura metabdlica destes; dos 29
pacientes com CD em potencial, 24 foram classificados como celiacos e apenas 5 como
sujeitos de controle. J& a relagdo entre o perfil metabdlico de pacientes celiacos e
individuos controle descoberta foi significativamente diferente, como mostram as tabelas
1e?2.
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Tabela 1 - Metabdlitos encontrados estatisticamente diferentes no Soro de pacientes
celiacos nao tratados, potenciais e controles ndo celiacos. Os + e - indicam,
respectivamente, concentragdes mais altas e mais baixas dos metabdlitos no primeiro
grupo de cada classificagdo, em relagdo ao segundo grupo.

Pacientes
Pacientes Pacientes i
Celiacos vs
Metabdlito Celiacos vs Potenciais vs )
Pacientes
Paciente Controle Paciente Controle .
Potenciais

Colina
Creatinina -

Glicose +

Glicoproteinas

Isoleucina

Lactato

Leucina -

Lipidios - - -
Metionina -

Valina - -

Citrato

Serina

Fenilalanina

+ + + +

Glutamato
Dimetilglicina - +
Prolina +

Arginina -

Fonte: Adaptado de Lami et al. (2010).
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Tabela 2 - Metabdlitos encontrados estatisticamente diferentes na Urina de pacientes
celiacos nao tratados, potenciais e controles nao celiacos. Os + e - indicam,
respectivamente, concentragcdes mais altas e mais baixas dos metabdlitos no primeiro
grupo de cada classificagdo, em relagdo ao segundo grupo.

Pacientes Pacientes Pacientes
Metabslito Celiacos vs Potenciais vs Celiacos vs
Paciente Paciente Pacientes
Controle Controle Potenciais
Acetoacetato + ++
Colina + +
Glutamato/
+ +
Glutamina
Indoxil Sulfato + +
mHPPA + +
PAG + +
3-OH-butirato +
Metilamina +
Valerato +
Sarcosina +
p-creosulfato +
1-methylnicotinamida + -
Citrato + - +
Hipurato -

Fonte: Adaptado de Lami et al.,2010.

Em outro estudo, realizado por Ricciuti et al.(2009) foi analisado a metabolémica
de amostras de fezes e urina de criangas saudaveis e com DC em uma dieta livre de
gluten por pelo menos 2 anos (paciente tratado), por espectroscopia de 1H-RMN e SPME
GC-MS (fezes). As concentragbes fecais de Compostos Organicos Volateis (COVs)
foram maiores que as concentragdes encontradas na urina, € a concentragao de COVs

e aminoacidos livres (prolina, metionina, histidina e triptofano) foram elevados na DC.
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Neste estudo, os niveis de acidos graxos de cadeia curta (acido butirico, isocaproico e
propandico) foram menores em criangas com DC tratadas, em comparagdo com criangas
saudaveis, como apresentado na tabela 3. Essas alteragdes podem estar associadas a
modificacdes de bactérias intestinais e fecais que poderiam induzir uma inflamacéao
inespecifica e uma reducéo da superficie de absor¢do da mucosa intestinal, o que pode
levar a uma reducéo da absorcao de aminoacidos que sao entio perdidos com as fezes.

Tabela 3 - Tabela demonstrando a diferenga encontrada entre os metabdlitos de criancas
celiacas tratadas e criangas saudaveis.

Criancgas Criangas
Celiacas Tratadas Saudaveis
COVs ++ +
Aminoacidos Livres ++ +
Acidos graxos de
+ ++

cadeia curta

Fonte: Tabela criada a partir dos dados de Ricciuti et al., (2009).

46 RELAGCAO MICROBIOTA INTESTINAL E DOENCA CELIACA

O microbioma intestinal € o conjunto da microbiota de todo o trato gastrointestinal,
constituido por milhares de espécies procarioticas e simbidticas. Assim, modificagdes nas
colénias de bactérias intestinais estao diretamente associadas ao desenvolvimento de
doencgas, ja que podem originar disbiose ou probiose do trato gastrointestinal (HOLMES
et al., 2011). A microbiota intestinal desempenha atua beneficiando o organismo e
abrangendo: (i) desenvolvimento de células imunes e homeostase, (ii) digestdo de
alimentos, (iii) apoio ao metabolismo da gordura, (iv) homeostase epitelial, (v) regulagao
do nervo entérico e (vi) promogado da angiogénese. Desse modo, a desregulagao da
microbiota intestinal pode prejudicar esses papéis negativamente, podendo levar a
doengas como alergia, doenga inflamatéria intestinal, obesidade, cancer e diabetes
(HOLMES; WILSON; NICHOLSON, 2008).
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Uma comparagado entre adultos celiacos saudaveis, doentes e tratados
demonstrou que ha um numero menor de Streptococcus spp. € Prevotella spp. em
adultos celiacos nao tratados. Curiosamente, padroes semelhantes também foram
observados em criangas com DC, sugerindo que essas populag¢des bacterianas podem
ter sido modificadas por mudangas no ambiente intestinal causadas por DC ativa
(CALABRO et al., 2014).

Nadal et al. (2007) realizou um estudo no qual caracterizou a microbiota duodenal
de criangas celiacas e saudaveis, por meio da andlise de amostras de bidpsias
duodenais, e constatou que os grupos Bacteroides e E. coli foram mais abundantes em
pacientes celiacos do que em saudaveis. Além disso, a proporgao entre Lactobacillus —
Bifidobacterium e Bacteroides - E. coli foi significativamente reduzida em pacientes
celiacos nao tratados em comparacao aos saudaveis. Esses resultados indicam que a
disbiose intestinal esta associada com a Doenga Celiaca e que algumas das alteragbes
nao sao apenas secundarias ao meio inflamatoério da fase ativa desse transtorno, mas os
fatores genéticos e a exposicdo ao gluten desempenham um papel primordial no

desenvolvimento da DC. A tabela 4 descreve os resultados encontrados.

Tabela 4 — Tabela demonstrando a diferenga encontrada na composigdo da microbiota
de criangas celiacas nao tratadas e criangas saudaveis, indicando prevaléncia de
Bacteroides e E. coli em criancgas celiacas nao tratadas.

Criangas Criangas
Nao Tratadas Saudaveis
Lactobacillus + ++
Bifidobacteria + ++
Bacteroides ++ +
E. coli ++ +

Fonte: Tabela criada a partir dos dados de Nadal et al. (2007).

Sanchez et al. (2010) a partir de amostras de bidpsias duodenais de pacientes
pediatricos com doencga celiaca ativa e tratada, investigou também a composigcéo da
microbiota intestinal e caracterizar as espécies de populacdes microbianas. A diversidade

de bacteroides foi maior em amostras de bidpsia de controles do que naqueles de
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pacientes com doencga celiaca ativa e tratada. A diversidade de Bacteroides foi maior em
pacientes com doenga celiaca que em controles. Foi observado que as bactérias
Weissella spp e Lactobacillus eram mais abundantes e diversificadas em pacientes
celiacos tratados e controles do que em pacientes com doenca celiaca nao tratada. Além
disso, observou-se que um tratamento com dieta sem gluten ndo restaurou o equilibrio
da composicao de Bacteroides. Os autores sugerem que algumas das mudangas na
comunidade bacteriana duodenal poderiam ser por causa das consequéncias

inflamatdrias da fase ativa da doenca e a influéncia de diferentes habitos alimentares.

A Tabela 5 apresenta um resumo dos resultados que os autores encontraram nos
estudos.
Tabela 5 — Tabela demonstrando a diferenga encontrada na composi¢cao da microbiota

de criangas celiacas nao tratadas e criangas saudaveis, indicando prevaléncia de
Bacteroides em criangas celiacas nao tratadas.

Criancas Criangas

Nao Tratadas Saudaveis
Bacteroides ++ +
Weissela + ++
Lactobacillus + ++

Fonte: Tabela criada a partir dos dados de Sanchez et al. (2010).

Di Cagno et al. (2011), também analisou a diversidade microbiana a partir de
bidpsias duodenais em criangas celiacas sob uma dieta livre de gluten comparado com
criangas saudaveis. Foi encontrada uma maior diversidade da comunidade de Eubactéria
no duodeno de criangas celiacas sob uma dieta sem gluten em relagdo a criangas
saudaveis. Em comparacado com as bidpsias duodenais, a populagao bacteriana fecal foi
mais diversificada. Os perfis fecais de Lactobacillus e Bifidobacterium diferem entre
criangas celiacas tratadas e controles saudaveis. Assim como Nadal et al, também
encontrou que a relacdo entre Lactobacillus | Bifidobacterium e Bacteroides |/
Enterobactérias foi menor em criancas celiacas em tratamento em comparagdo com

criangas saudaveis. Na Tabela 6 sdo apresentadas as conclusdes encontradas.
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Tabela 6 — Tabela demonstrando a diferenga encontrada na composigdao da microbiota
de criangcas celiacas tratadas e criangas saudaveis, indicando prevaléncia de
Bacteroides, Enterobactérias em criancas celiacas tratadas. As criangas saudaveis
apresentam predominancia de Lactobacillus e Bifidobacterium.

Criancgas Criancgas

Celiacas Tratadas Saudaveis
Eubacteria ++ +
Lactobacillus + ++
Bifidobacterium + ++
Bacteroides ++ +
Enterobacterias ++ +

Fonte: Tabela criada a partir dos dados de Di Cagno et al. (2011).

Di Cagno et al. (2011), assim como Nadal et al. (2007) e Sanchez et al. (2010),
também analisou a diversidade bacteriana a partir de bidpsias intestinais de criancas
celiacas tratadas, e também confirmou que uma dieta sem gluten com duragao de dois
Ou mais anos nao € capaz de restaurar completamente a microbiota, pois ainda se
encontram valores alterados de aminoacidos livres nas fezes e na urina. Como tal,
algumas moléculas incluindo acetato de etilo, acetato de octilo, aminoacidos de cadeia
curta e glutamina, que podem entéo ser considerados assinaturas da DC.

Com base na hipétese de que a introdugéo de gluten em uma microbiota intestinal
imatura poderia acelerar ou desencadear o desenvolvimento de autoimunidade, foi
investigado a introdugao retardada de gluten em bebés de risco, com base. O impacto da
introducgéo de gluten precoce (aos 6 meses) versus tardia (aos 12 meses) na microbiota
e no metaboloma fecal de criangas do nascimento aos 24 meses, foi examinado através
de um ensaio clinico prospectivo aleatério e duplamente cego. Os resultados,
estabelecidos através de avaliagdo soroldgica, mostraram que os bebés geneticamente
suscetiveis a DC desenvolvem evidéncias de autoimunidade (anticorpos anti-gliadina
IgG) mais frequentemente apds a exposigdo precoce ao gluten em comparagdo com a
introducéo tardia. A caracterizagao da microbiota fecal mostrou que criangas com risco
de DC tinham uma relativa auséncia de Bacteroidetes e abundancia de Firmicutes,
enquanto em criangas saudaveis os Bacteroidetes eram o grupo mais abundante. Um
dos bebés no grupo de exposicédo precoce ao gluten foi diagnosticado com DC aos 24
meses de idade o que facilitou um exame prospectivo da microbiota e do metaboloma.

Neste bebe, foi observado diferenca na composi¢cao da microbiota nos periodos de 6 a 8
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meses, com reducdo da diversidade microbiana nas amostras colhidas antes do
aparecimento da DC, quando comparado com os outros bebés (SELLITTO et al., 2012).

O resumo destes resultados encontrados pelos autores € apresentado na Tabela

Tabela 7 - Tabela demonstrando a diferenga encontrada na composi¢cao da microbiota
de criangas celiacas potenciais e criangas saudaveis, indicando prevaléncia de
Firmicutes em criangcas potenciais, enquanto as criangas saudaveis apresentam
predominio de Bacteroidetes.

Criangas Criangas
potenciais saudaveis
Bacteroidetes + ++
Firmicutes ++ +

Fonte: Adaptado de Sellito et al. (2012).

Em raz&o do aleitamento materno exclusivo, curiosamente, o metaboloma do
intestino em todas as criangas até 30 dias de idade foi muito semelhante: concentragdes
altas de lactose, glicose e outros agucares. Com o desmame aos 6 meses, no entanto,
ocorre uma mudanca que resulta em valores consideravelmente diminuidos de agucares
e aumento de varios aminoacidos e acidos graxos de cadeia curta. Concentragbes
elevadas de lactato foram encontradas em amostras de 6 a 12 meses de idade, o que foi
correlacionado com a presenca de valores elevados de Lactobacillus spp nas fezes. Além
disso, os resultados sugerem que uma introdugao retardada de gluten na dieta de bebés
geneticamente suscetiveis pode pelo menos atrasar o inicio da doenca (RYAN et al.,
2015). Como foi demonstrado pelos varios estudos apresentados, existem diferengas na

composi¢cao da microbiota entre pacientes normais, potenciais e celiacos.

5. CONCLUSAO

Diversos estudos apresentam diferencas entre os perfis séricos, urinarios e do

microbioma quando s&do comparados pacientes celiacos, potenciais e normais. Também,

ha uma indicagdo de genes especificos que normalmente sdo encontrados apenas no
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genoma dos individuos que possuem predisposi¢ao para desenvolvimento da DC. Além
disso, as mudancgas histopatologicas apresentadas no epitélio do intestino delgado dos
portadores dessa doenga acabam interferindo e ocasionando um desequilibrio em outros
mecanismos celulares. Sendo assim, essas mudancas apresentadas pelos portadores
de DC possuem grande potencial para serem quantificadas, avaliadas e utilizadas na
criagcao de novos métodos de diagnostico da doenga.

Apesar da doenca celiaca ainda nao possuir um unico biomarcador especifico é
essencial a investigacdo de novas moléculas que possam auxiliar na identificagéo
dos individuos portadores da mesma. Sendo assim, a metabolémica pode ser utilizada
para o desenvolvimento de novas alternativas para deteccdo de possiveis
biomarcadores da doencga celiaca, ja que essa por usar técnicas analiticas propicia a
identificacdo e caracterizacdo de metabdlitos. Além disso, essa técnica pode
proporcionar uma forma de deteccdo mais rapida e menos invasiva da doenca.

Por enquanto, todos os diagndsticos realizados sobre a DC continuam sendo
baseados em andlises feitas a partir de amostra obtidas por multiplas bidpsias do
intestino, o que demonstra a extrema necessidade do desenvolvimento de novos

estudos em relagdo a essa patologia.
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