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RESUMO

A doença celíaca (DC) é definida como uma doença imunomediada desencadeada por
peptídeos de glúten presentes na dieta de indivíduos geneticamente suscetíveis e pode
desencadear uma série de manifestações intestinais e extraintestinais. A doença ocorre
em cerca de 1% população mundial, acomete ambos os sexos em todas as idades e
raças e tem como único tratamento uma dieta livre de glúten (DGF). Contudo, apesar
do aparente cumprimento à DGF, os sintomas persistem em 30-50% dos indivíduos
tratados. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo realizar uma revisão narrativa
dos principais mecanismos em que as bifidobactérias atuam na mediação da resposta
citototoxica e pró-inflamatória de peptídeos que desencadeiam a DC. Foram utilizados
quatro bases de dados para fazer a busca dos documentos por meio de descritores
específicos nos idiomas português e inglês - Elsevier’s Scopus (SCOPUS), Embase
Indexing and Emtree (EMBASE), Web of Science e Literatura Latino-Americana e
do Caribe em Ciências da Saúde (LILACS). Os probióticos utilizados em alimentos
e suplementos demonstram características promissoras como tratamento adjuvante
da DC. As cepas mais citadas pelos autores foram: B. lactis, B. longum IATA-ES1, B.
bifidum IATA-ES2 e B. lactis Natren Life Start super strain (NLS-SS). Estas, dentre
outras cepas de Bifidobactrerium spp. estudadas, apresentaram sete mecanismos de
ação que podem exercer benefícios para indivíduos com DC, sendo estes: indução
da expressão de ciclooxigenase COX-1 em células Caco-2 e redução da expressão
de COX-2, diminuição na ativação de zonulina, hidrólise de peptídeos derivados de
gliadinas, inibição da expressão de mRNA do receptor toll-like (CXCR3) e redução da
produção de fator de necrose tumoral α (TNF-α) e interferon γ (INF-γ), fator nuclear κ
B (NF-kB), e interleucina 1 β (IL-1β), regulação de células de Paneth (PCs) e alteração
da microbiota intestinal. Contudo, nenhuma evidência conclusiva foi encontrada de
que a administração desses probióticos possa prevenir o início da DC ou que a dieta
livre de glúten (DGF) possa ser descartada. Portanto, mais estudos sobre o tema são
necessários para esclarecer se Bifidobacterium spp. pode ajudar a tratar ou prevenir a
DC.

Palavras-chave: Doença celíaca. Glúten. Mecanismos. Probióticos.



ABSTRACT

The celiac disease (CD) is defined as an immune-mediated disease triggered by
gluten peptides that are present in in the diet of genetically susceptible individuals
and can unleash a series of intestinal and extra-intestinal manifestations. The disease
affects around 1% of the world population, regardless of gender, sex and race, and
the only proven treatment is a gluten-free diet (GFD). However, despite the apparent
diet compliance, the symptoms persist in 30-50% of the treated individuals. This study
aims to realize a narrative revision of the main mechanisms in which bifidobacteria
act in the mediation of cytotoxic and pro-inflammatory response from peptides that
trigger the CD. Four databases were used to research the documents using specific
keywords in Portuguese and English - Elsevier’s Scopus (SCOPUS), Embase Indexing
and Emtree (EMBASE), Web of Science and Latin American and Caribbean Health
Sciences Literature (LILACS). The probiotics utilized in food and supplements show
promising characteristics as adjuvant treatment for CD. The most cited strains found
were: B. lactis, B. longum IATA-ES1, B. bifidum IATA-ES2 and B. lactis Natren Life
Start super strain (NLS-SS). These, between other Bifidobacterium spp. studied strains,
presented seven action mechanisms that can be beneficial to individuals with CD, being:
induction of the cyclooxygenase expression COX-1 in Caco-2 cells and reduction of the
COX-2, decrease in zonulin activation, hydrolyse of gliadin derived peptides, inhibition
of the toll-like (CXCR3) mRNA expression and reduction of the tumor necrosis factor
α (TNF-α), interferon -γ (INF-γ), nuclear factor κ B (NF-κB, and interleukin 1 β (IL-
1β) production, Paneth Cells (PCs) regulation and changes in the intestinal microbiota.
However, no conclusive evidence were found about the administration of these probiotics
preventing the beginning of the CD. Therefore, more studies in this matter are necessary
to clarify if the Bifidobacterium spp. can help treat of prevent CD.

Keywords: Celiac disease. Gluten. Mechanisms. Probiotics.
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1 INTRODUÇÃO

O termo celíaco, do grego “koiliakos”, que significa “abdômen”, foi descrito pela
primeira vez por volta de 100 d.C. pelo médico grego Aretaeus. A ligação entre a dieta e
a DC foi definitivamente estabelecida na década de 1950, quando W. Dicke, um pediatra
holandês, demonstrou o papel causal das proteínas de armazenamento de grãos de
trigo (gliadina), cevada (hordeína) e centeio (secalina) e propôs tratar pacientes por
um longo período de tempo com uma dieta livre de glúten (KAMER; WEIJERS, 1955).
Como essas proteínas apresentam semelhanças em sua estrutura, são conhecidas
coletivamente como glúten (ROMA et al., 2010; FERNÁNDEZ; GONZÁLEZ; FUENTE,
2010).

De acordo com Wieser (2007), entre os peptídeos do glúten, duas frações
principais podem ser diferenciadas de acordo com sua solubilidade em álcoois aquosos:
as gliadinas solúveis e as gluteninas insolúveis, sendo que a gliadina é descrita como a
de maior toxicidade para indivíduos com DC. Os dois grupos são caracterizados por
altos teores de glutamina e prolina, que são os principais aminoácidos componentes
do glúten (MORAES et al., 2014; SPURKLAND et al., 1990).

A DC é definida como um distúrbio sistêmico imunomediado induzido por glúten
e prolaminas relacionadas em indivíduos geneticamente suscetíveis e caracterizado
pela presença de uma combinação variável de manifestações clínicas dependentes de
glúten, anticorpos específicos para DC, haplótipos HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 e enteropatia.
Os anticorpos específicos de DC compreendem autoanticorpos contra TG2, incluindo
anticorpos endomísios e anticorpos contra formas desamidadas de peptídeos de
gliadina (HUSBY et al., 2012). Contudo, os pacientes frequentemente apresentam e se
queixam de sintomas gastrointestinais apesar da adesão à dieta estrita (BAKSHI et al.,
2012; FERRARI et al., 2021).

A predisposição genética à DC está associada principalmente ao sistema
de antígeno leucocitário humano (HLA-DQ), que participa do reconhecimento de
moléculas próprias e não próprias pelo sistema imunológico. As variantes genéticas
HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8, são as mais frequentemente observadas em indivíduos
com DC (SPURKLAND et al., 1990; FERNÁNDEZ-CAVADA-POLLO et al., 2013).
Esses antígenos têm a capacidade de aumentar a probabilidade de ativação de
células imunes e autoimunidade. Além disso, essas variantes genéticas produzem
receptores que se ligam a peptídeos de gliadina com mais força do que outras formas
do receptor apresentador de antígeno. Assim, as proteínas do glúten podem ser
quebradas de forma ineficiente pelas proteases do intestino. Esse fator faz com que
exista maior disponibilidade de peptídeos inteiros no lúmen, favorecendo a passagem
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destes peptídeos do lúmen para a lâmina própria, por meio das junções estreitas
(também conhecidas como junções apertadas), que em pacientes com DC possuem
maior permeabilidade intestinal. Na lâmina própria ocorre a desamidação pela enzima
transglutaminase tecidual (tTG) que cria epítopos imunoestimuladores potentes que
são apresentados via HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 às células imunes T CD4. Com a ativação
das células T CD4, as respostas Th1 e Th2 são estimuladas. A resposta Th1 estimula
a produção das células natural kilers (NK) que produz citocinas pró-inflamatórias
como TFN-α e IFN-γ. Esta produção resulta em remodelação da mucosa, atrofia das
vilosidades e crescimento de microbiota desfavorável, agravando o prognóstico da
doença. A resposta Th2 estimula a produção das células B, que produz anticorpos
anti-teciduais, anti-gliadina e anti-endomísio, gerando assim a autoimunidade, que
causa sintomas intestinais ou não intestinais (SCHUPPAN; JUNKER; BARISANI, 2009;
MORAES et al., 2014).

Indivíduos com DC apresentam uma disbiose característica que está em estudo.
Segundo Levy et al. (2017), a disbiose intestinal está relacionada a uma desregulação
na composição e atividade da microbiota intestinal, gerando efeitos prejudiciais na
saúde do hospedeiro. Na DC, observa-se um desequilíbrio caracterizado principalmente
por um aumento de Bacteroides spp. e uma diminuição de Bifidobacterium spp.
(CRISTOFORI et al., 2018). Dessa forma, há uma hipótese de que um desequilíbrio na
microbiota intestinal funciona como um gatilho inicial para a DC. Algumas características
podem definir uma microbiota saudável, como o aumento da diversidade, riqueza
de genes, quantidade de espécies produtoras de butirato e a capacidade de um
ecossistema de resistir a alterações sob estresse ou de se recuperar rápida e
completamente de uma perturbação (SOMMER et al., 2017). Conforme Cristofori et
al. (2018), entender o papel da microbiota saudável e os efeitos negativos da disbiose
intestinal é de grande importância, pois todos os componentes intestinais exercem
diferentes funções no organismo.

Considerando que a disbiose pode desempenhar um papel fundamental na
patogênese da DC por meio da modulação da permeabilidade intestinal e da regulação
do sistema imunológico, pode-se pensar em estratégias para modular a microbiota
intestinal, como por exemplo, a administração dos probióticos, que são comumente
utilizados em alimentos e suplementos. As cepas mais utilizadas em humanos são
Lactobacillus, Bacillus e Bifidobacterium. Cepas específicas de Lactobacillus podem
modular a produção de citocinas por células imunes, já Bifidobacterium mostrou ter
efeitos positivos na resposta imune do hospedeiro (CRISTOFORI et al., 2021; YOUNG et
al., 2004). Como exemplo, as cepas Bifidobacterium bifidum IATES2 e Bifidobacterium
longum ATCC 15707 apresentaram a capacidade de neutralização das respostas
inflamatórias em pacientes com DC (MEDINA et al., 2008).

Foi observada a capacidade de Bifidobacterium lactis e Bifidobacterium longus
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IATA-ES1 de hidrolisar os peptídeos do glúten (reduzindo assim sua imunogenicidade),
restaurar a microbiota intestinal, modular a resposta imune e/ou reduzir a inflamação
de baixo grau, que muitas vezes não ocorre apenas com a restrição de glúten na dieta.
(FRANCAVILLA et al., 2017; LINDFORS et al., 2008, LAPARRA; SANZ, 2009, LAPARRA
et al., 2012). Conforme Leffler et al. (2007), apesar da adesão à DGF, os sintomas
persistem em 30-50% dos indivíduos. Além disso, é comum que pacientes com DC
sejam expostos ao glúten acidentalmente ao consumir medicamentos, suplementos ou
mesmo alimentos contaminados (NOROUZBEIGI et al., 2020). Assim, essa espécie de
probióticos poderia ser apresentada como um tratamento adjuvante da DC, juntamente
com a DGF.

Muitos estudos estão focados na espécie de probióticos Lactobaciluls spp., e
apesar de existir uma gama de estudos da espécie Bifidobacterium spp., pouco se
fala sobre os mecanismos de ação desss cepas. Levando-se em consideração esses
aspectos, o presente trabalho revisou os principais mecanismos em que os probióticos
da espécie Bifidobacterium spp. atuam na mediação da resposta citototoxica e pró-
inflamatória de peptídeos que desencadeam a DC, a fim de expandir o conhecimento
sobre o tema.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisão narrativa da literatura para descrever os mecanismos
utilizados pelas bifidobactérias para reduzir a citotoxicidade e resposta pró-inflamatória
dos peptídeos de gliadina que desencadeiam a doença celíaca.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Apontar quais os benefícios do uso do gênero de probióticos Bifidobacterium spp.
para a saúde intestinal dos indivíduos com DC;

• Descrever os mecanismos utilizados pelos probióticos do gênero Bifidobacterium
spp. para reduzir a citotoxicidade e a resposta pró-inflamatória dos peptídeos que
desencadeiam a DC.
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3 REVISÃO TEÓRICA

3.1 ESTRUTURA DE PROTEÍNAS

As proteínas são polímeros complexos, compostos por 21 aminoácidos
diferentes. Os componentes são ligados por meio de ligações amida substituídas. A
estrutura primária de uma proteína refere-se à sequência linear na qual os aminoácidos
constituintes são covalentemente ligados por meio de ligações amida, também
chamadas de ligações peptídicas. Este é o nível estrutural mais simples e mais
importante, pois dele deriva todo o arranjo espacial da molécula e são específicas para
cada proteína, sendo geralmente determinados geneticamente. A Figura 1 representa
as ligações peptídicas entre os aminoácidos. Essa ligação ocorre por meio de uma
desidratação em que há a quebra da ligação entre o carbono e a hidroxila, na carboxila,
e pela quebra de uma ligação entre o nitrogênio e um hidrogênio. A extremidade com o
grupo α-amino livre é conhecida como N-terminal e a com o grupo α-COOH livre é
conhecida como C-terminal. Por convenção, N representa o início e C o final da cadeia
polipeptídica quando a informação da sequência primária é indicada (DAMODARAN;
FENNEMA; PARKIN, 2007).

Figura 1 – Ligações peptídicas.

Fonte: Adaptado de Damodaran, Fennema e Parkin (2007)

A sequência de aminoácidos age como um código para a formação das
estruturas secundária e terciária e, finalmente, determina a funcionalidade biológica
da proteína. As estruturas encontram-se ativas nas formas terciária e quaternária
(DAMODARAN; FENNEMA; PARKIN, 2007). A sequência de aminoácidos determina a
forma da proteína e a forma da proteína define a sua função.

As proteínas de glúten são as principais proteínas de armazenamento de
sementes de cereais, como trigo, que contém a classe de proteínas gliadina, cevada,
que contém a classe das hordeínas e o centeio, que contém as secalinas. Inicialmente,
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a classificação dessas proteínas foi baseada em sua solubilidade, e as frações
incluíam aquelas que são solúveis (prolaminas) ou insolúveis (glutelinas) em álcool
(SHEWRY; TATHAM, 1990). As proteínas solúveis em álcool foram chamadas de
prolaminas de acordo com sua composição de aminoácidos – as prolaminas são ricas
em prolina (até 30%) e glutamina (até 50%) (SHEWRY; TATHAM, 1990; SHEWRY;
HALFORD, 2002; BARAK; MUDGIL; KHATKAR, 2014; BIESIEKIERSKI, 2017). A
insolubilidade das glutelinas em álcool se deve ao fato de que elas formam polímeros
de alta massa molecular estabilizados por pontes dissulfeto entre polipeptídeos
individuais. Uma vez que muitas glutelinas estão estruturalmente relacionadas às
prolaminas, e algumas subunidades poliméricas reduzidas são solúveis em álcool
e ricas em prolina e glutamina, elas agora também são consideradas prolaminas
(SHEWRY; TATHAM, 1990; SHEWRY; HALFORD, 2002; BARAK; MUDGIL; KHATKAR,
2014). A Figura 2 representa as diferentes proteínas de cereais que em conjunto
são conhecidas como glúten. Ambas proteínas possuem a capacidade de causar
inflamação intestinal em indivíduos geneticamente predispostos (MORAES et al., 2014).

Figura 2 – Proteínas que compõe o glúten em diferentes cereais e processo inflamatório

Fonte: Adaptado de Moraes et al. (2014)

As prolaminas apresentam alto grau de heterogeneidade, podendo ser
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divididas em três grupos principais: prolaminas de alta massa molecular (HMW),
prolaminas pobres em enxofre (ω-gliadinas) e prolaminas ricas em enxofre, que
incluem gliadinas e prolaminas de baixa massa molecular (TATHAM; SHEWRY, 1995).
Essas proteínas interagem entre si e com polímeros de gluteninas por meio de ligações
de hidrogênio e ligações hidrofóbicas (RAWSON; EVANS, 1970; POPINEAU et al.,
1994). As gliadinas são divididas em quatro frações eletroforéticas discretas: α, β,
γ e ω-gliadinas, que diferem tanto na massa molecular quanto nas sequências de
aminoácidos (SHEWRY; HALFORD, 2002). A Figura 3 representa a classificação
funcional e molecular das proteínas do glúten.

Figura 3 – Classificação funcional e molecular das proteínas do glúten.

Fonte: Adaptado de Damodaran, Parkin e Fennema (2009)

Foi observado que além da classificação das gliadinas com base em sua
solubilidade, esses peptídeos são categorizados como gliadinas tóxicas ou gliadinas
imunogênicas. A toxicidade da gliadina está relacionada com a sua capacidade em
promover ou induzir danos intestinais após a sua ingestão, já a imunigenicidade está
relacionada com a sua capacidade de ativar células T (SHAN et al., 2005). Os peptídeos
tóxicos de cada fração de gliadina possuem diferentes padrões potenciais. O número
de peptídeos tóxicos em α/β, γ e ω é de aproximadamente 26, 24 e 23, respectivamente
(BROMILOW et al., 2017). Além de causar toxicidade, os peptídeos de gliadina são em
sua maioria imunogênicos (WOLDEMARIAM et al., 2021).

As α/β-gliadinas possuem estruturas globulares compactas, e as γ- e
ω-gliadinas possuem estruturas semelhantes a bastonetes (BARAK; MUDGIL;
KHATKAR, 2014). As α/β/γ-gliadinas abrigam três e quatro ligações intramoleculares
(SS), respectivamente. Uma ilustração representativa dos grãos de trigo, mostrando
fragmentos do glúten com alguns exemplos podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4 – Grão de trigo e a formação do complexo de glúten e seus fragmentos na hidratação, hidrólise
e desamidação de proteína do trigo.

Fonte: Adaptado de Woldemariam et al. (2021)

3.2 PEPTÍDEOS QUE DESENCADEIAM EFEITOS CITOTÓXICOS

Verificou-se que os diferentes níveis de toxicidade do glúten estão relacionados
com o comprimento da cadeia proteica. As proteínas de trigo hidrolisadas têm um
número maior de peptídeos quando comparadas com as do glúten integral, e esses
peptídeos estão associados à toxicidade relacionadas ao glúten (FASANO et al.,
2015). De acordo com a literatura, a associação entre glúten e DC é principalmente
dependente da quantidade de glutamina e prolina nos peptídeos do glúten. Tanto os
peptídeos derivados de glutenina e gliadina podem causar toxicidade imunológica,
mas os peptídeos de gliadina estão associados principalmente ao maior potencial
imunoestimulatório (RIBEIRO et al., 2018; TYE-DIN; GALIPEAU; AGARDH, 2018;
TYE-DIN et al., 2010).

Alguns autores como Schuppan, Junker e Barisani (2009) e Sollid e Khosla
(2011) afirmam que gliadinas e gluteninas abrigam pelo menos 50 sequências de
peptídeos imunogênicos diferentes que são amplamente resistentes a peptidases
gastrointestinais. No entanto, é observado por Wei et al. (2020) que os antígenos são
uma pré-condição necessária, mas não suficiente para início da DC, visto que cerca de
um terço da maioria das populações humanas possui pelo menos um desses genes
HLA e apenas 1% da população é diagnosticada com DC.
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A imunogenicidade desses peptídeos em pacientes com DC depende de sua
estrutura primária, que permite um encaixe de baixa a média afinidade no sulco de
ligação ao antígeno de HLA-DQ2 ou HLA-DQ8. Esses antígenos são controlados
pela interação direta da sequência de nove aminoácidos do núcleo linear do peptídeo
de glúten e sua interação com os amino ácidos da molécula HLA na qual ele se
incorpora. A desamidação mediada por tTG de certas gliadinas (prolinas) nos peptídeos
imunogênicos do glúten produzem uma carga negativa por criarem um resíduo de ácido
glutâmico que aumenta a afinidade de ligação (WEI et al., 2020). A outra pré-condição
essencial para a apresentação antigênica eficaz desses peptídeos de glúten na lâmina
própria intestinal é sua resistência parcial à degradação por proteases gastrointestinais
de mamíferos. Essa resistência se deve ao seu alto teor em resíduos de prolina, uma
característica única das prolaminas de trigo, como citado anteriormente (WIESER,
2007). Como consequência, durante a passagem pelo trato gastrointestinal superior,
as proteínas do glúten são clivadas em peptídeos menores, mas vários fragmentos
maiores (comprimento de 10 a 40 aminoácidos) permanecem não digeridos. Os dois
maiores peptídeos de glúten, conforme a Tabela 1, são derivados da α-gliadina (33-mer)
e γ-gliadina (26-mer). Tais peptídeos são especialmente notáveis por sua forte indução
de respostas destrutivas de células T em pacientes com DC (HAUSCH et al., 2002;
SHAN et al., 2004).

Ambos os peptídeos possuem diversos epítopos imunogênicos sobrepostos
que estimulam as células T, podendo se ligar aos antígenos HLA-DQ2 e HLA-DQ8,
especialmente após desaminação mediada por tTG, conforme o processo imunogênico
da DC. Esses e vários outros peptídeos (Tabela 1) são posteriormente reconhecidos e
ativados pelas respectivas células T CD4+ específicas do peptídeo de glúten da lâmina
própria intestinal, para induzir uma resposta das células Th1. As células Th1 secretam
IFN-α e outras citocinas pró-inflamatórias (KONING; GILISSEN; WIJMENGA, 2005;
WOLDEMARIAM et al., WEI et al.; 2020).

3.2.1 Peptídeos 33-mer e 26-mer

Entre as proteínas α-gliadinas, o fragmento com 33 aminoácidos de
comprimento (aa 57-89), conhecido como peptídeo 33-mer (LQLQPF (PQPQLPY)3
PQPQPF) tem apresentado maior imunogenicidade para causar DC resistência à
proteólise. Este peptídeo tem a fórmula química de C29H49N7O9, peso molecular
de 631,687 g/mol com 7 doadores de ligação de hidrogênio, 10 aceptores de ligação
de hidrogênio, 15 ligações rotativas (ligação com átomo não hidrogênio) e 45 átomos
pesados. Ademais, este peptídeo adota estruturas diferentes sob várias condições,
incluindo pH, temperatura e quantidade do peptídeo presente (HAUSCH et al., 2002;
WOLDEMARIAM et al., 2021).
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Tabela 1 – Seleção de epítopos estimuladores potentes de células T.

Gliadinas
Peptídeo Sequência de Amino Ácidos HLA tTG
Glia α (206–217) SGQGSFQPSQQN DQ8 (+)
Glia α2 (62–75) PQPQLPYPQPQLPY DQ2 (+++)
Glia α 33-mer (56–88) LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF DQ2 (+++)
Glia α9 (57–68) QLQPFPQPQLPY DQ2 (+++)
Glia α20 (93–106) PFRPQQPYPQPQPQ DQ2 (+++)
Glia γ 1 (138–153) QPQQPQQSFPQQQRPF DQ2 (+++)
Glia γ(5) 26mer (26–51) FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ DQ2 (+++)
Glia γ 30 (222–236) VQGQGIIQPQQPAQL DQ2 (-)

Gluteninas
Peptídeo Sequência de Amino Ácidos HLA tTG
LMW-Glt-156 (40–59) QPPFSQQQQSPFSQ DQ2 (+++)
LMW-Glt-17 (46–60) QQPFSQQQQQPLPQ DQ2 (+++)
LMW-Glt (723–735) QQGYYPTSPQQSG DQ2 (+++)
Glu-5 QQQXPQQPQQF DQ2 (+++)
Glu-21 PQQSEQSQQPFQPQ DQ2 (—)

Adaptado de Wei et al. (2020)

O peptídeo 33-mer contém principalmente um peptídeo imunogênico QLPYP,
que passa pelos linfócitos do epitélio e rompe a estrutura das vilosidades do intestino e
possui alta afinidade para o HLA-DQ2 e HLA-DQ8 (ZHOU et al., 2017; BRZOZOWSKI,
2015). Além disso, o peptídeo 33-mer sob a etapa de hidrólise forma uma estrutura
globular em baixa concentração e com o aumento da concentração forma oligômeros
mais estáveis. Sob pH ácido, a solubilidade deste peptídeo aumenta, mas deixa coloides
insolúveis, o que aumenta a probabilidade de causar DC (HERRERA et al., 2018).

O peptídeo 26-mer (FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ) possui
semelhanças ao peptídeo 33-mer, porém faz parte das proteínas γ-gliadinas. Assim
como o peptídeo 33-mer, o 26-mer intacto é mais antigênico em comparação com
suas contrapartes monovalentes menores. Além disso, o peptídeo 26-mer também é
altamente resistente à proteólise da membrana da borda em escova intestinal e também
é multivalente. Contudo, este peptídeo não é tão resistente à proteólise pancreática
quanto o peptídeo 33-mer devido às suas repetições PQQ, que são fracamente
suscetíveis à clivagem da quimotripsina (SHAN et al., 2005; WOLDEMARIAM et al.,
2021).

Ambos os peptídeos (33-mer e 26-mer) também contribuem para a resposta
humoral mediada por células B contra o glúten selecionado e peptídeos de glúten
desamidados, bem como para epítopos do próprio autoantígeno TG2 (SCHUPPAN;
JUNKER; BARISANI, 2009; LUNDIN; SOLLID, 2014, BETHUNE; KHOSLA 2012).
Dessa forma, a DC pode ser considerada uma doença autodestrutiva que se mantém
com o fornecimento contínuo de glúten.
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3.3 GÊNERO BIFIDOBACTERIUM E DC

O intestino humano é alinhado por uma única camada de células epiteliais que
representa a maior interface entre o ambiente e o hospedeiro. O arranjo estrutural da
mucosa intestinal sugere uma conversa cruzada íntima entre as células epiteliais e o
sistema imunológico subjacente para a vigilância coordenada do conteúdo do lúmen
intestinal. A mucosa intestinal tem a tarefa de manter o equilíbrio entre a absorção de
nutrientes e íons, a secreção de fluídos e a proteção contra microrganismos, toxinas e
antígenos alimentares presentes no lúmen. As células epiteliais são mantidas juntas
por junções apertadas, junções aderentes e desmossomos (FARQUHAR; PALADE,
1963).

Conforme Otani e Furuse (2020), as junções estreitas são junções intercelulares
epiteliais localizadas na região mais apical que conecta as células epiteliais e endoteliais
vizinhas. Possuem a importante função de formar uma barreira de permeabilidade que
restringe a livre difusão de macromoléculas através do espaço intercelular (função de
porta). Também atuam como uma barreira de membrana que restringe a mistura
de domínios da membrana plasmática apical e basolateral (função de vedação)
(ZIHNI et al., 2016). São compostas por proteínas transmembranares, incluindo
claudinas, que desempenham papel fundamental na regulação da permeabilidade
paracelular, ocludinas (proteínas da zônula de oclusão), moléculas de adesão juncional
(JAMs), tricelulina, e angulinas. Essas proteínas transmembranares interagem entre
si (interações homofílicas e heterofílicas) e com proteínas de andaime intracelular,
incluindo ocludinas, que são ancoradas ao citoesqueleto de actina. A interação de
ocludinas, claudinas, JAMs e tricelulina entre células e com as zônulas de oclusão (ZOs)
mantém a integridade da junção apertada e controla a passagem de macromoléculas
(lipideos, proteínas) pelo espaço paracelular (FURUSE et al., 1998; FURUSE et al.,
1993; GARCIA; NELSON; CHAVEZ, 2017; IKENOUCHI et al., 2005). Estudos como
os de Fasano (2012) e Sturgeon e Fasano (2016) confirmaram que a zonulina é a
única proteína capaz de regular a permeabilidade intestinal por meio da modulação
das junções apertadas. Além disso, esta regulação demonstrou estar ligada ao
desenvolvimento de vários distúrbios inflamatórios crônicos, dentre elas, a DC.

Foi pontuado por Wang et al. (2000) e também por Moraes et al. (2014), que
após a ingestão do glúten, a glutamina e proteínas que compõem o glúten rico em
prolina são parcialmente hidrolisadas por proteases presentes no trato gastrointestinal.
Neste processo, ocorre a regulação positiva da proteína zonulina, que está relacionada
com a regulação das junções apertadas e parece ser parcialmente responsável
pelo aumento da permeabilidade característica do intestino. Como resultado, os
peptídeos derivados do glúten gerados podem atingir a lâmina própria (mucosa) por
transporte transcelular ou paracelular. Na lâmina própria são modificados pela tTG, que
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contribui com o aumento da sua afinidade com as moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC II), tornando-os tóxicos e imunogênicos em HLA-DQ2
ou pacientes contendo DQ8 (SCHUPPAN, 2000). A constante presença de resíduos
de prolina determina os peptídeos derivados do glúten como substrato preferido para
tTG. As modificações mediadas por tTG ocorrem de duas maneiras: desamidação
(clivagem do grupo ϵ-amino de uma cadeia lateral de glutamina) ou mais frequentemente
transaminação (reticulação de um resíduo de glutamina do peptídeo de gliadina a um
resíduo de lisina de tTG) (NILSEN et al., 1998).

De acordo com Moraes et al. (2014), com a apresentação adicional de
peptídeos pelas subunidades da proteína HLA-DQ2/DQ8 na superfície das células
dendríticas para células T específicas do glúten induz dois níveis de resposta imune:
a resposta inata e a resposta adaptativa (mediada por células T auxiliares) com a
produção de IFN-γ e IL-15. Assim, tem-se o processo patogênico da DC, que pode ser
observado na Figura 5.

Figura 5 – Processo patogênico da DC

Fonte: Adaptado de Moraes et al. (2014)

Como resposta ao processo inflamatório pode ocorrer enteropatia
imunomediada, inflamação intestinal, seguida de atrofia das vilosidades, hiperplasia das
criptas e aumento da infiltração por linfócitos intraepiteliais, além de diarreia crônica e
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perda de peso. A ligação cruzada entre gliadina e a enzima tTG é covalente, resultando
na formação de novos epítopos, que desencadeiam a resposta imune inata e pelos
quais os autoanticorpos contra tTG são desenvolvidos (DEWAR; PEREIRA; CICLITIRA,
2004).

Foi visto que os probióticos podem melhorar o sistema digestivo humano
usando vários mecanismos. Em geral possuem características para inibir o crescimento
de patógenos pela secreção de substâncias químicas como ácidos orgânicos,
bacteriocinas e peróxido de hidrogênio; competir com patógenos por materiais nutritivos;
bloquear locais de adesão; ajustar o sistema imunológico; romper receptores de toxinas
(VANDERPOOL; YAN; POLK, 2008). Os probióticos como os do gênero Bifidobacterium
também possuem efeitos protetores nas células epiteliais contra peptídeos tóxicos
derivados da gliadina e impacto terapêutico em pacientes que sofrem de DC (CANDELA
et al., 2005).
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4 METODOLOGIA

A metodologia consistiu em uma revisão narrativa da literatura em que foi
utilizada como questão de pesquisa: "Quais os mecanismos de ação do gênero
Bifidobacterium spp. sobre as proteínas que desencadeiam a doença celíaca?”, e
a partir disto foram definidas as seguintes palavras-chaves e seus descritores conforme
o DeCS (Descritores em Ciências da Saúde) e o MeSH (Medical Subject Headings):
((Celiac Disease) OR (Gluten)) AND (Bifidobacterium).

As bases de dados utilizadas nesta pesquisa foram: Elsevier’s Scopus
(SCOPUS), Embase Indexing and Emtree (EMBASE), Web of Science e Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciências da Saúde (LILACS).

Para captura de documentos foram definidos os seguintes limites de busca:
estudos publicados entre janeiro de 2008 até o presente momento, em inglês, português
ou espanhol sem restrições de área geográfica.

Na análise dos resultados das buscas foram considerados os seguintes critérios
de inclusão: acesso ao documento na íntegra ou disponibilizado pelo autor, tipo do
documento, estudos in vitro e in vivo (em animais e humanos).

Os critérios de exclusão foram: documentos duplicados, estudos em indivíduos
ou animais não adultos (neonatos, crianças ou idosos) e indivíduos não celíacos. Além
disso, documentos fora do tema que abordaram mecanismos do gênero Bifidobacterium
spp. sobre outras doenças que não a DC também foram excluídos.
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5 RESULTADOS

A busca nas bases de dados selecionadas foi realizada no dia 9 de julho de
2022 e foram identificados 2.069 documentos dentro do período de busca estabelecido.
Os resultados da busca foram exportados para o gerenciador Mendeley e após esse
momento as etapas seguintes foram realizadas nesta plataforma. Dentre os 2.069
documentos, 42 eram repetidos. Após a leitura do título, resumo e palavras-chave
foram excluídos 2.027 documentos por não se encaixarem nos critérios de inclusão ou
entrarem em algum dos critérios de exclusão. Em mais detalhes, foram excluídos 7
estudos por estarem fora do tema de mecanismos de ação do gênero de probióticos
Bifidobacterium na DC, 2 estudos por não abordarem humanos adultos e 2 estudos
por não possuírem acesso completo ao documento na íntegra, apesar de estarem
relacionados ao tema. Assim, 8 estudos foram incluídos nesta revisão, conforme o
fluxograma apresentado na Figura 6.

Figura 6 – Fluxograma do processo de seleção dos estudos

Fonte: Elaborado pelo autor
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Um resumo dos principais mecanismos em que os probióticos do gênero
Bifidobacterium atuam a partir dos estudos incluídos na revisão pode ser encontrado
no Quadro 1.

Quadro 1 – Resumo dos Mecanismos em que a espécie Bifidobacterium atua na ação contra a DC.

Autor/Ano Tipo de Estudo Probiótico(s)
Estudado(s)

Mecanismo de Ação

Lindfors et al.
(2008)

Modelo experimental
in vitro

B. lactis Indução da expressão da COX-1 em
células Caco-2 e redução da

expressão de COX-2. Diminuição na
ativação de zonulina

Laparra e Sanz
(2009)

Modelo experimental
in vitro

B. animalis IATA-A2,
B. longum IATA-ES1

e B. bifidum
IATA-ES2

Hidrólise de peptídeos derivados de
gliadinas. Redução da produção de

TNF-α,INF-γ, NF-kB, e IL-1β. Inibição
da expressão de mRNA de CXCR3

Palma et al.
(2009)

Modelo experimental
in vitro

B. bifidum IATA-ES2
e B. longum
ATCC15707

Redução da produção de
TNF-α,INF-γ, NF-kB, e IL-1β

Laparra et al.
(2012)

Modelo animal B. longum CECT
7347

Hidrólise de peptídeos derivados de
gliadinas. Redução da produção de

TNF-α,INF-γ, NF-kB, e IL-1β

Pinto-Sánchez
et al. (2017)

Estudo observacional
transversal

B. infantis NLS Super
Strain

Regulação das Células de Paneth

Smecuol et al.
(2020)

Randomizado,
cruzado, duplo-cego,

controlado por
placebo

B. infantis NLS Super
Strain

Alteração da Microbiota Intestinal

Almeida et al.
(2020)

Modelo experimental
in vitro

B. bifidum, B. longum,
B. breve e B. animalis

Redução da produção de
TNF-α,INF-γ, NF-kB, e IL-1β

Giorgi et al.
(2020)

Modelo experimental
in vitro

L. paracasei 101/37
LMG P-17504, L.
plantarum 14 D
CECT 4528, B.

animalis subsp. lactis
Bi1 LMG P-17502, B.

breve Bbr8 LMG
P-17501 e B. breve
BL10 LMG P-17500

Hidrólise de peptídeos derivados de
gliadinas

Fonte: Elaborado pelo autor



27

6 DISCUSSÃO

A partir do processo patogênico da DC, os possíveis mecanismos de ação
de Bifidobacterium spp. foram elucidados. A Figura 7 aponta exatamente os locais de
ação deste gênero, que serão abordados nos estudos selecionados.

Figura 7 – Possíveis vias da ação de Bifidobacterium spp. na DC, sendo os mecanismos de ação: (1)
indução da expressão de COX-1 em células Caco-2 e redução da expressão de COX-2, o
que garante a integridade da musoca intestinal, (2) diminuição da ativação de zonulina e
inibição da expressão de mRNA de CXCR3, o que previne a quebra das junções apertadas
(3) hidrólise de peptídeos derivados de gliadinas, previnindo o excesso de peptídeos de glúten
no lúmen intestinal, (4) e (5) controle da resposta th1, a regulação das células de Paneth e a
redução da produção de TNF-α, IFN-γ, NF-kB, e IL-1β, (6) regulação das células de Paneth,
(7) alteração da microbiota intestinal, que está desregulada na DC

Fonte: Adaptado de Moraes et al. (2014)
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6.1 INDUÇÃO DA EXPRESSÃO DA COX-1 EM CÉLULAS CACO-2 E REDUÇÃO DA
EXPRESSÃO DE COX-2

As ciclooxigenases (COXs) são enzimas altamente conservadas
evolutivamente. As duas formas principais são a COX-1 e COX-2, que são
codificadas por dois diferentes genes. Tanto a COX-1 como a COX-2 formam um
endoperóxido de prostaglandina instável, a PGH2, a partir do ácido araquidônico
(ROUZER; MARNETT, 2003). A COX-1 é considerada responsável pela produção
de prostaglandinas críticas para a manutenção da integridade normal da mucosa,
enquanto a COX-2 está associada a um estado inflamatório (IEZZI et al., 2007).

Lindfors et al. (2008) associaram o potencial de B. lactis em inibir o dano
causado pela gliadina por meio da capacidade de desta cepa em promover a expressão
COX-1 em células Caco-2 e reduzir a expressão pró-inflamatória de COX-2, dessa
forma contribuindo para uma melhora do prognóstico da DC. Contudo, esse mecanismo
ainda não foi bem explorado e estabelecido na literatura. Portanto, mais estudos são
necessários para estabelecer um mecanismo de ação mais preciso de B. lactis sobre
estas enzimas.

6.2 DIMINUIÇÃO NA ATIVAÇÃO DE ZONULINA - PROTEÍNA ENVOLVIDA NA
REGULAÇÃO DA PERMEABILIDADE ENDOTELIAL E EPITELIAL.

Como visto anteriormente, a zonulina é uma proteína moduladora das
junções apertadas intercelulares; sua regulação positiva em indivíduos geneticamente
suscetíveis pode levar a doenças imunomediadas. Sob circunstâncias fisiológicas,
há um controle rígido da circulação de antígenos da mucosa que, em conjunto com
células imunes específicas e mediadores de quimiocinas e citocinas, levam à anergia e,
portanto, à tolerância da mucosa. A produção excessiva de zonulina causa uma perda
da função de barreira, com a subsequente circulação inapropriada e descontrolada de
antígenos, induzindo uma resposta imune inata pelo compartimento imune submucoso.
Se esse processo continuar, uma resposta imune adaptativa é montada causando a
produção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo IFN-γ e TNF-α que causam maior
abertura da via paracelular para a passagem de antígenos, criando um ciclo vicioso
(FASANO, 2012).

A gliadina é um gatilho para liberação de zonulina. Dessa forma, quando
ocorre a ingestão de gliadina em indivíduos predispostos, os peptídeos de gliadina
não digeríveis específicos são capazes de se ligar ao receptor CXCR3 na superfície
apical de enterócitos com subsequente liberação de zonulina dependente do fator de
diferenciação mieloide 88 (MyD88). Assim, ocorre a ativação do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) por meio do receptor 2 ativado por proteinase (PAR 2), levando à
quebra da junção apertada dependente de proteína quinase C (PKC-α). O aumento da
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permeabilidade intestinal leva à passagem paracelular de antígenos não próprios para
a lâmina própria, onde são capazes de interagir com o sistema imunológico (Figura 8)
(STURGEON; FASANO, 2016).

Figura 8 – Mecanismo de liberação de zonulina a partir da ingestão de gluten (a) Peptídeos específicos
de gliadina, (b) CXCR3, (c) PKC-α, (d) antígenos não próprios

Fonte: Adaptado de Sturgeon e Fasano (2016)

O estudo de Lindfors et al. (2008) é um exemplo de utilização do gênero
Bifidobacterium capaz de diminuir a liberação de zonulina e assim garantir a
reorganização do citoesqueleto e permeabilidade intestinal em relação às gliadinas
de trigo não hidrolisadas em indivíduos com DC. Os pesquisadores investigaram a
capacidade de Lactobacillus fermentum e Bifidobacterium lactis em reduzir os efeitos
tóxicos dos peptídeos de gliadina na linhagem celular Caco-2, por meio de um modelo
experimental in vitro. Para verificar o potencial dos probióticos em minimizar os danos
induzidos pela gliadina resistente à pepsina-tripsina (PT-gliadina) sob as células do
cólon humano Caco-2, foram avaliados os seguintes fatores: permeabilidade epitelial
de acordo com a resistência transepitelial, arranjos do citoesqueleto de actina através
da extensão do enrugamento da membrana e expressão da proteína de junção estreita
(zonulina).

Foi verificado no estudo de Lindfors et al. (2008) que B. lactis neutraliza
o aumento na permeabilidade das células epiteliais induzido pela gliadina. Na
concentração de 106 UFC/mL da bactéria, B. lactis forneceu alguma proteção e a
concentração mais alta testada (107 UFC/mL) proteção total contra alterações na
resistência transepitelial induzidas por gliadina. A mesma cepa bacteriana também
inibiu a formação de enrugamentos de membrana em células Caco-2 induzidas
pela administração de gliadina. As culturas de células Caco-2 suplementadas com
concentração 107 UFC/mL de B. lactis foram capazes de reduzir a porcentagem de
enrugamento da membrana ao nível do controle utilizado, PT-BSA (do inglês, peptic-
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tryptic digest of bovine serum albumin). Além disso, B. lactis foi capaz de minimizar
os efeitos sobre as junções apertadas das células Caco-2 pela expressão da proteína
zonulina, contra os efeitos da gliadina.

6.3 HIDRÓLISE DE PEPTÍDEOS DERIVADOS DE GLIADINAS E INIBIÇÃO DA
EXPRESSÃO DE MRNA DE CXCR3 E REDUÇÃO DA PRODUÇÃO DE TNF-α,
INF-γ, NF-KB, E IL-1β

Ao considerar as principais proteínas da dieta, o glúten é o único que contém
15% de resíduos de prolina e 35% de glutamina. A alta concentração de glutamina
e especialmente de prolina, impede a degradação completa por enzimas gástricas e
pancreáticas humanas e resulta no acúmulo de oligopeptídeos no intestino delgado que
são resistentes à proteólise adicional e tóxicos para indivíduos com DC (STEPNIAK
et al., 2006; ANGELIS et al., 2010). Nesse contexto, diversos estudos como Giorgi
et al. (2020), Cristofori et al. (2020), Laparra e Sanz (2009) e Laparra et al. (2012),
estudaram o potencial dos probióticos, mais especificamente a espécie Bifidobacterium
como uma alternativa para a hidrólise dos peptídeos do glúten que não são degradados
em indivíduos que possuem DC.

Ademais, os peptídeos derivados de gliadina com sequências de aminoácidos
específicas estimulam respostas celulares pró-inflamatórias em enterócitos e células
imunocompetentes por meio das vias de sinalização do receptor CXCR3 associado ao
receptor de quimiocina (LAMMERS et al., 2008). Os peptídeos derivados da gliadina
induzem a de NF-kB e a secreção de citocinas pró-inflamatórias relacionadas à
imunidade inata, como interleucinas e TNF-α BECKETT et al., 1999; NILSEN et al.,
1998.

O estudo de Giorgi et al. (2020) não utilizou apenas as cepas de Bifidobacterium,
mas sim uma mistura que as continha. A mistura utilizada foi: Lactobacillus paracasei
101/37 LMG P-17504, Lactobacillus plantarum 14 D CECT 4528, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bi1 LMG P-17502, Bifidobacterium breve Bbr8 LMG P-17501 e
Bifidobacterium breve BL10 LMG P-17500. Foi demonstrado por meio de experimentos
como eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE),
medições de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e experimentos de
fracionamento molecular que o tratamento da mistura de fragmentos de PT-gliadina
com bactérias probióticas é capaz de diminuir significativamente a dimensão molecular
desses fragmentos. Conforme estimado por um ensaio ELISA específico, há maior
quantidade de peptídeos com peso molecular inferior a 3 Kilo Dalton (kDa) em PT-
gliadina quando inoculada com a mistura de probióticos ao se comparar com PT-gliadina
isolada.

As cepas probióticas do estudo de Giorgi et al. (2020) foram capazes de reduzir
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a quantidade do peptídeo imunotóxico 33-mer quando este composto era a única fonte
de aminoácidos. Isso confirma que as bactérias selecionadas possuem um sistema de
transporte específico para ingestão de oligopeptídeos imunogênicos, como já sugerido
para outras cepas bacterianas (RIZZELLO et al., 2007). A presença de algumas cepas
de Bifidobacterium B. bifidum IATA-ES2, B. longum IATA-ES1 e B. animalis IATA-A2 no
processo de digestão intestinal da gliadina gerou diferentes sequências de fragmentos
in vitro, com menor massa molecular do que aqueles decorrentes de amostras não
tratadas no estudo de Laparra et al. (2012), que será abordado a seguir.

Giorgi et al. (2020) constatou ainda que a mistura probiótica apresentou
características de uma combinação de diferentes peptidases, o que contribuiu para
a hidrólise do peptídeo 33-mer. De acordo com um estudo anterior (ANGELIS et
al., 2010), pelo menos três peptidases (PepN, PepX e PepO) são necessárias para
hidrolisar o epítopo 33-mer sem geração de peptídeos imunogênicos derivados. O
estudo de Angelis et al. (2010) identificou 10 cepas de lactobacilos que, quando
agrupados, forneceram as peptidases necessárias para degradar completamente os
peptídeos de glúten imunogênicos, incluindo o 33-mer, envolvido na DC. Para o estudo
de Giorgi et al. (2020), uma combinação de diferentes cepas foi necessária para
degradação dos peptídeos de glúten, estando de acordo com estudos anteriores
como Angelis et al. (2010) e Angelis et al. (2016) que afirmaram que nenhuma cepa
bacteriana possui todas as peptidases necessárias para hidrolisar completamente os
epítopos imunogênicos do glúten. Sendo assim, as duas cepas de lactobacilos e três
cepas de bifidobactérias foram complementares para a hidrólise efetiva de epítopos
imunogênicos. Os fragmentos de baixa massa molecular gerados após o tratamento
bacteriano parecem prevenir a ruptura das proteínas da junção apertada, atividades
antioxidantes e anti-inflamatórias, superando o efeito negativo induzido pela PT-gliadina
não tratada.

A pesquisa de Laparra e Sanz (2009) diferente de Giorgi et al. (2020), utilizou
apenas probióticos da espécie Bifidobacterium e de forma individual ou em mistura,
sendo estas: B. animalis IATA-A2, B. longum IATA-ES1 e B. bifidum IATA-ES2.

No modelo experimental de Laparra e Sanz (2009), peptídeos derivados de
digestões não inoculadas com bifidobactérias, sequências de aminoácidos como
α/β-Gliadina [122-141] e α/β-Gliadina [158–164] foram identificadas. Conforme
comprovado por Lammers et al. (2008), sequências semelhantes a estas interagem
com o receptor CXCR3, que tem implicação no rearranjo do citoesqueleto, como
já citado anteriormente. As sequências de aminoácidos identificadas no estudo de
Laparra e Sanz (2009) não foram detectadas nas digestões de gliadina inoculadas com
bifidobactérias (Tabela 2). Neste contexto, as digestões inoculadas com B. bifidum, B.
longum e B. animalis não aumentaram a expressão do mRNA de CXCR3 em contraste
com as outras amostras de gliadina digeridas, o que poderia contribuir para manter a
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integridade da barreira intestinal. Em contrapartida, digestões de gliadinas inoculadas
ou não com B. bifidum e B. animalis foram citotóxicos para células epiteliais intestinais.
B. longum não demonstrou citotoxidade, portanto um estudo posterior (Laparra et al.
(2012)) avaliou uma cepa específica de B. longum (B. longum CECT 7347).

Tabela 2 – Peptídeos derivados de gliadinas nos dialisados de diferentes digestões gastrointestinais de
gliadinas inoculadas ou não com bifidobactérias.

Gliadinas
Peptídeo Sequência de Aminoácidos
α / β-Gld [158–164] QVLQQST
γ-Gld [145–162] VSSLWSIILPPSDCQVMR
α / β-Gld [122–141] QQQQQQQQILQQILQQQILP
γ-Gld [222–243] QGIIQPQQPTQLEVFRSLVLQT
γ-Gld [90–110] QPFPQSKQPQQPFPQPQQPQQ

Gliadinas + B. animalis
Peptídeo Sequência de Amino Ácidos
γ-Gld [201–212] QILVPLSQQQQV
ω-Gld [270–285] SFPQQPQQPFPPTTTK
ω-Gld [71–386] QPQQPYPQQQPYGSSL
ω-Gld [310–330] SQQSFLQPQPQQPQQPSILQP
α / β-Gld [233–269] GFFQPSQNPQAQGSFQPQQLPQFEAIRNLALQTLPA

Gliadina + B. bifidum
Peptídeo Sequência de Amino Ácidos
ω-Gld [37–44] FSHQQQPF
ω-Gld [310–318] SQQSFLQPQ
α / β-Gld [52–62] GQQQPFPPQQP
α / β-Gld [235–246] FQPSQQNPQAQG
ω-Gld [358–375] SQQPQQPFPQQPHQPQQP
γ-Gld [68–87] QPQQPYPQQPQQPFPQTQQP

Gliadina + B. longum
Peptídeo Sequência de Amino Ácidos
ω-Gld [62–68] SQQPFPT
ω-Gld [253–259] QPQQLPQ
γ-Gld [91–97] QPQQPFP
α / β-Gld [195–202] IILHQQQQ
γ-Gld [123–132] SLQQQLNPCK
α / β-Gld [193–211] QQPLSQVSFQQPQQQYPSG
ω-Gld [131–150] LQPQQPFPQQPQQPFQPQLP

Fonte: Adaptado de Laparra e Sanz (2009)

Laparra e Sanz (2009) estudaram ainda a inibição da resposta inflamatória
induzida por gliadinas em células epiteliais intestinais através de modificações na
geração de peptídeos tóxicos durante a digestão. Os efeitos inibitórios produzidos pelas
bifidobactérias sobre as respostas pró-inflamatórias às gliadinas pelas células Caco-2
variam de acordo com a cepa considerada. Entre as cepas testadas, B. longum exerceu
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os efeitos inibitórios mais fortes tanto na ativação de NF-kB quanto na produção de
TNF-α induzida por peptídeos derivados de gliadina em células epiteliais intestinais.
Esses efeitos podem ter consequências importantes na função da barreira intestinal,
pois o TNF-α aumenta a permeabilidade dependente das junções apertadas, cuja
indução envolve a ativação do NF-kB (MA et al., 2004). Além disso, os peptídeos
derivados da gliadina estimulam os enterócitos por meio do receptor de quimiocina
CXCR3 acoplado à proteína G transmembrana, que está envolvido no rearranjo do
citoesqueleto em tecidos inflamados e na liberação de zonulina.

Por fim, o mecanismo de ação sugerido no estudo de Laparra e Sanz (2009) é
de que as digestões de gliadina inoculadas com B. bifidum e B. longum não aumentaram
a expressão de mRNA de CXCR3 em contraste com as outras amostras de gliadina
digeridas, o que poderia contribuir para manter a integridade da barreira intestinal. A
redução da produção de TNF-α por digestão com gliadina inoculada com B. longum
também pode ter implicações fisiológicas importantes para DC, uma vez que TNF-α em
conjunto com IL-1β são as citocinas mais importantes envolvidas na ativação de óxido
nítrico sintase (NOS), que de acordo com Hoffman (2000) é considerada uma enzima
mediadora na interação de linfócitos intra epiteliais e células epiteliais intestinais, o
que promove inflamação tecidual. Foi visto ainda que o TNF-α também apresenta
efeito positivo na produção de IL-8, que é uma quimiocina prototípica que atrai células
inflamatórias como os neutrófilos. Uma infiltração prolongada de neutrófilos perpetuaria
as respostas inflamatórias e contribuiria para o dano celular e disfunção da barreira
epitelial. Os dados relatados ampliam o espectro de efeitos benéficos que as bactérias
probióticas podem exercer sobre a função das células epiteliais intestinais na DC e
justificam sua possível avaliação em indivíduos com DC.

Outra pesquisa que considerou como foco cepas de B. bifidum e B. longum
foi a de Palma et al. (2009) que avaliou os possíveis efeitos imunomoduladores de B.
bifidum IATA-ES2 e B. longum ATCC15707 em comparação com os de bactérias Gram-
negativas intestinais (Bacteroides fragilis DSM2451, E. coli CBL2 e Shigella CBD8) em
modelo in vitro de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) sob os efeitos
da gliadina e/ou IFN-γ, simulando a situação da DC em modelo experimental. Os efeitos
dessas cepas e sua combinação com gliadinas e IFN-γ também foram avaliados em
coculturas de PBMCs com células Caco-2 para avaliar o papel das bactérias intestinais
e sua interação com o hospedeiro na DC. É interessante ressaltar que as PBMCs
têm sido usadas como modelo in vitro, pois sabe-se que os monócitos da mucosa
intestinal são constantemente reabastecidos por monócitos do sangue. Além disso, as
células dendríticas da mucosa que se acumulam na lesão celíaca são responsáveis
pela ativação das células T intestinais sensíveis ao glúten e são recrutadas a partir de
monócitos do sangue periférico (RAKHIMOVA et al., 2008).

Comparando as cepas de Bifidobacterium com as bactérias Gram-negativas
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estudadas por Palma et al. (2009), B. bifidum IATA-ES2 e B. longum ATCC15707
induziram uma menor produção de citocinas do tipo Th1 (IFN-γ e/ou IL-12) e induziram
a produção da citocina anti-inflamatória IL-10, o que poderia ajudar a controlar a
resposta imune com tendência Th1 característica da DC. Em particular, a estimulação
de B. bifidum IATA-ES2 levou à menor produção de TNF-α, que juntamente com IFN-γ,
são conhecidos por aumentar a permeabilidade epitelial intestinal favorecendo o acesso
de maiores cargas de antígenos à submucosa na DC (FASANO; SHEA-DONOHUE,
2005).

As cepas individuais exibiram efeitos imunomoduladores distintos nas células
dendríticas, e os efeitos anti-inflamatórios mais marcantes foram produzidos pelas
bifidobactérias, que aumentaram a produção de IL-10, diminuíram a expressão das
moléculas coestimuladoras CD80 e CD40 e diminuíram a produção de IFN-γ por células
T. A sinalização através de CD40 é conhecida por aumentar a produção de IL-12 por
células dendríticas, o que pode contribuir para o fenótipo de DC com viés Th1. A
regulação positiva das moléculas coestimuladoras de DC, CD80 e CD86, em células
apresentadoras de antígenos também favorece a ligação a CD28 e CD152 (CTLA4)
em células T e pode influenciar o tipo de resposta das células T contribuindo para a
resposta Th1 (HART, 2004; MACATONIA et al., 1995). Por fim, a presença de gliadina
não pareceu influenciar os efeitos das bactérias nos marcadores de superfície celular,
mas a presença de IFN-γ aumentou a indução da expressão de CD40 na presença de
Shigella CBD8.

Como mencionado anteriormente, o estudo de Laparra et al. (2012) utilizou
apenas uma cepa de Bifidobacterium spp.: B. longum CECT 7347. Diferente dos
estudos anteriores, esta pesquisa realizou estudos em um modelo animal. A presença
de B. longum CECT 7347 durante a digestão intestinal da gliadina levou à geração
de diferentes sequências peptídicas e redução seus efeitos tóxicos e inflamatórios
nas células epiteliais intestinais, da mesma forma que em Laparra e Sanz (2009).
Laparra et al. (2012) relatou pela primeira vez os efeitos da alimentação de uma
cepa bifidobacteriana (B. longum CECT 7347) em um período pós-natal precoce na
arquitetura da mucosa intestinal e marcadores de imunidade inata e adaptativa em
um modelo animal experimental de enteropatia induzida por gliadina. Foi necessária
a sensibilização de animais com IFN-γ visto que esta citocina inflamatória parece ser
necessária para causar danos na mucosa e alterações imunológicas semelhantes
às observadas na DC humana (ŠTEPÁNKOVÁ et al., 2003). Contudo, apenas a
sensibilização com IFN-γ não ocorreram alterações histológicas no estudo. Dessa
forma, o modelo animal utilizado no estudo de Laparra et al. (2012) aproxima-se de
um estado intermediário entre as fases proliferativa e destrutiva da DC que leva à
completa atrofia das vilosidades e à ruptura da integridade do epitélio intestinal nos
indivíduos que possuem a DC completamente desenvolvida (CLEMENTE et al., 2003;
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SCHUPPAN; JUNKER; BARISANI, 2009).
Laparra et al. (2012) demonstrou ainda que a expressão de NF-kB foi

aumentada em animais sensibilizados com IFN-γ e alimentados com gliadina, de
acordo com a ativação de NF-kB encontrada na mucosa intestinal de pacientes com
DC (MAIURI et al., 2003). A ativação de NF-kB foi identificada como o mecanismo
pelo qual a gliadina medeia a produção de TNFα em enterócitos e monócitos humanos
(LAPARRA; SANZ, 2009; JELÍNKOVÁ et al., 2004). No entanto, a administração de
gliadina sozinha não induziu a expressão de NF-kB nem a produção de TNFα em
comparação com os controles. É possível que a gliadina administrada isoladamente
estimule uma resposta regulatória refletida na regulação negativa da expressão de
RNAm de NF-kB e no aumento da produção de IL-10 levando à tolerância nesses
animais, que não são geneticamente predispostos à doença.

Laparra et al. (2012) evidenciou diferenças significativas entre as propriedades
imunomoduladoras de B. longum CECT 7347 e L. casei ATCC 9595, uma vez que
esta última cepa foi incapaz de resgatar a produção de IL-10 no modelo de enteropatia
de camundongos transgênicos HLA-DQ8 em outro estudo (D’Arienzo et al. (2011)).
A produção de IL-10 também foi estimulada pela administração de B. longum CECT
7347 sozinho em camundongos de controle, mas não de TNF-α, que é uma indicação
adicional das propriedades anti-inflamatórias desta cepa também na ausência de
outros estímulos, como gliadina ou uma condição inflamatória. A IL-10 parece ser
indispensável para a indução da tolerância oral a antígenos dietéticos, inibição da
produção de quimiocinas, capacidade de apresentação de antígenos de monócitos
e macrófagos e indução da produção de antagonistas solúveis de citocinas pró-
inflamatórias como IL- 1 e TNFα (IZCUE; COOMBES; POWRIE, 2009).

O estudo de Almeida et al. (2020) avaliou o efeito das espécies de B. bifidum,
B. longum, B. breve e B. animalis sobre a digestão de proteínas intactas do glúten
(gliadinas e gluteninas) e as respostas imunomoduladoras associadas induzidas pelos
peptídeos resultantes. Após a análise da citototoxidade dos peptídeos gerados a partir
da ingestão de glúten percebeu-se que todos os peptídeos digeridos com glúten em
amostras não inoculadas com espécies de Bifidobacterium apresentaram uma notável
resposta citotóxica às células epiteliais intestinais. Em contrapartida, os peptídeos
obtidos das culturas de Bifidobacterium mostraram uma redução significativa no efeito
citotóxico, especialmente aqueles gerados pela presença de B. longum. A redução do
efeito citotóxico observado para amostras resultantes de culturas de Bifidobacterium
se mostrou mais evidente após tempo de exposição prolongado, por exemplo, 48h,
em comparação com as respostas observadas de amostras não inoculadas contendo
peptídeos de glúten (controles positivos), indicando que as bifidobactérias ajudam na
redução a inativação das atividades endossomais/lisossomais causadas pelo glúten.

Almeida et al. (2020) avaliou a resposta imunológica dos peptídeos digeridos
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por glúten gerados a partir das culturas de Bifidobacterium por meio do monitoramento
da produção de TNF-α e (IL)-1β e da ativação de NF-kB relacionada à resposta imune
inata. A ativação de NF-kB na mucosa intestinal de pacientes com DC é comum
e a expressão das citocinas TNF-α e (IL)-1β é regulada positivamente para alguns
peptídeos de glúten. Os peptídeos digeridos com glúten gerados a partir de amostras
não inoculadas mostraram a ativação de vias pró-inflamatórias, desencadeando a
ativação de NF-kB (subunidade nuclear p65) e produção de citocinas (TNF-α e (IL)-1β).
Em contraste, os fragmentos de glúten formados pelas culturas de Bifidobacterium
induzem claramente uma diminuição nos fatores de transcrição e nos níveis de citocinas
em comparação com as respectivas amostras não inoculadas. Além disso, a redução
da expressão de TNF-α e ativação de NF-kB mostrou-se dependente das espécies de
Bifidobacterium utilizadas.

6.4 REGULAÇÃO DE CÉLULAS PANETH

As PCs são células localizadas na porção basal do intestino delgado, sendo um
um componente essencial da homeostase intestinal. Essas células desempenham um
papel crucial na imunidade inata do hospedeiro, pois agem contra patógenos entéricos
ao secretarem defensinas, lisozima e fosfolipase A2 (SABATINO et al., 2008). Os
peptídeos antimicrobianos secretados pelos PCs moldam a composição da microbiota
intestinal e protegem da translocação bacteriana descontrolada (CLEVERS; BEVINS,
2013; PISCAGLIA, 2014). Dentre os peptídeos antimicrobianos secretados pelas PCs
estão as as α-defensinas (HD) humanas mais abundantes: HD-5 e HD-6. A α-defensina
HD-5 ajuda a manter o equilíbrio microbiano no intestino e está ligada à imunidade
inata e adaptativa (SABATINO et al., 2008). Em um estudo anterior foi observado que
na DC ativa, a expressão de PCs e consequentemente, HD-5 encontra-se aumentada e
normalizada após a DGF (FORSBERG et al., 2004). Contudo, ressalta-se que o estudo
de Forsberg et al. (2004) trata-se de crianças. Em contraste, em uma compilação
de estudos feita por Sabatino et al. (2008), foi verificado que as PCs encontram-se
reduzidas ou normais em indivíduos adultos com DC.

Atrelado a essas informações e a outro estudo (Smecuol et al. (2013)) que
demonstrou um efeito sintomático benéfico do uso de B. infantis em indivíduos com DC,
Pinto-Sánchez et al. (2017) levantou a hipótese de que o uso de B. infantis pode estar
relacionado à modulação da imunidade inata por meio das PCs. O estudo de Pinto-
Sánchez et al. (2017) investigou os mecanismos potenciais do probiótico B. infantis
NLS-SS na expressão mucosa de marcadores imunes inatos em indivíduos adultos
com DC ativa não tratada em comparação com aqueles tratados com B. infantis ×
6 semanas e após 1 ano de DGF. Pinto-Sánchez et al. (2017) avaliou os números
de macrófagos, PCs e expressão de α-defensina HD-5 por imuno-histoquímica em
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biópsias duodenais dos pacientes incluídos no estudo.
O estudo de Pinto-Sánchez et al. (2017) mostrou que a DGF diminui a contagem

de macrófagos duodenais em pacientes com DC mais efetivamente do que B. infantis.
Em contraste, B. infantis diminui a contagem de PCs e a expressão de HD-5 na DC. Os
resultados identificaram efeitos imunes inatos diferentes do tratamento com B. infantis
em comparação com um ano de DGF. Dessa forma, mais estudos são necessários
avaliar se os efeitos deste probiótico específico sobre a imunidade inata afetam a
microbiota duodenal. Como o estudo de Pinto-Sánchez et al. (2017) apresentou
resultados de um tratamento com B. infantis independente de uma DGF, mais estudos
são necessários para investigar os efeitos sinérgicos da suplementação de DGF e B.
infantis na DC. Além disso, é preciso ter mais clareza sobre a contagem de PCs e
expressão de HD-5 em indivíduos adultos para assim se ter uma melhor compreensão
sobre os benefícios da suplementação com B. infantis na DC.

6.5 ALTERAÇÃO NO MICROBIOMA INTESTINAL

A pesquisa de Smecuol et al. (2020) teve como motivação um estudo do
mesmo grupo ((SMECUOL et al., 2013)) e o estudo de Pinto-Sánchez et al. (2017) pois
estes obtiveram êxito ao utilizar a cepa Bifidobacterium infantis NLS-SS. Dessa forma,
Smecuol et al. (2020) investigou o efeito de B. infantis na DC tratada em indivíduos
com sintomas gastrointestinais (GI) persistentes apesar da adesão à GFD por meio de
um estudo randomizado, cruzado, duplo-cego, controlado por placebo em indivíduos
adultos sintomáticos com DC em uma GFD por pelo menos dois anos.

Smecuol et al. (2020) selecionou individuos adultos (> 18 anos) que
apresentassem diagnóstico de DC com base nos critérios atuais (biópsia duodenal
anormal concordante [danos de Marsh III] e sorologia específica para DC positiva)
enquanto estivessem em uma dieta contendo glúten. Para participar, os indivíduos
tinham que estar em GFD por pelo menos dois anos e ser sintomáticos no momento da
triagem (Gastrointestinal Symptom Rate Score [GSRS]).

Os indivíduos selecionados foram instruídos a tomar duas cásulas de B. infantis
NLS-SS contendo 2×109 UFC/cápsula para ser ingeridas três vezes ao dia, ou placebo,
por três semanas. Após um período de eliminação (wash-out) de duas semanas, os
indivíduos trocaram de tratamento pelas próximas três semanas. A pontuação dos
escore do índice de sintomas celíacos (CSI) foi realizada no início e no final de cada
período de tratamento. A avaliação dietética foi realizada por um nutricionista em cada
ponto de tempo para determinar transgressões DGF.

As amostras de fezes foram coletadas em condições de anaerobiose. Após, o
DNA total fecal foi extraído e os dados foram sequenciados. As amostras de sangue
foram obtidas de todos os pacientes durante e após cada período de tratamento para
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sorologia relacionada à DC incluindo: (1) imunoglobulina (Ig)A a-tTG e (2) peptídeo de
gliadina desamidado IgA (IgADGP), ambos por ELISA. O "cut-off"para ambos anticorpos
foi de 20 UI/ml. A detecção de peptídeos imunogênicos de glúten (GIP) nas fezes e
na urina foi realizada na triagem e após cada tratamento para detectar a exposição ao
glúten.

Ao final do estudo de Smecuol et al. (2020) incluiu doze indivíduos para análise.
Embora não se tenha observado diferenças entre os tratamentos com placebo e B.
infantis NLS-SS na população geral, a subanálise em pacientes com maior carga clínica
(CSI acima da mediana), mostrou que B. infantis melhorou os escores de sintomas
celíacos específicos em comparação com aqueles que receberam placebo. Esses
indivíduos se consideravam estritamente em conformidade com a GFD.

Para explorar os mecanismos potenciais associados ao benefício sintomático
de B. infantis, os perfis da microbiota fecal foram investigados por sequenciamento
de RNA 16S. A falta de de amostras duodenais para análise histológica demonstrou
uma deficiência no estudo de Smecuol et al. (2020), pois impossibilitou a análise do
perfil da microbiota duodenal. No entanto, os perfis fecais representam a microbiota
intestinal geral nos indivíduos durante os tratamentos com B. infantis e placebo. O perfil
da microbiota fecal alterados pela administração de B. infantis, sugerindo modificação
da composição da microbiota intestinal durante o tratamento curto com B. infantis. Além
disso, a abundância de B. infantis foi maior durante o tratamento probiótico e os níveis
de B. longum foram maiores em indivíduos com os maiores escores de sintomas, o
que sustenta que as Bifidobactérias podem sofrer alterações no intestino e este fator
pode estar relacionado com a resposta benéfica observada nesse subgrupo. Entretanto
estudos futuros devem investigar se a microbiota do intestino delgado é afetada por
B. infantis e como isso se correlaciona com a melhora da sintomatologia e histologia
persistentes, particularmente após um período de tratamento mais longo e com um
número maior de participantes.
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7 CONCLUSÕES

A espécie de probióticos Bifidobacterium apresentou características
promissoras para um possível tratamento da DC. Por este motivo, ao longo do tempo
surgiram diversos estudos sobre o tema.

Os artigos incluídos neste trabalho apresentaram sete mecanismos de ação
de Bifidobacterium spp.:

(i) indução da expressão de COX-1 em células Caco-2 e redução da expressão
de COX-2;

(ii) diminuição da ativação de zonulina;
(iii) hidrólise de peptídeos derivados de gliadinas;
(iv) inibição da expressão de mRNA de CXCR3;
(v) redução da produção de TNF-α, NFkB, e IL-1β;
(vi) regulação de células de Paneth; e
(vii) alteração da microbiota intestinal.
Apesar de ter encontrado estudos sobre o uso da espécie de probióticos

Bifidobacterium spp., poucos foram realizados in vivo. Além disso, há pouco
aprofundamento sobre os mecanismos envolvidos na ação das bifidobactérias sobre
a DC. É importante ressaltar que nenhuma evidência conclusiva foi encontrada de
que a administração de Bifidobacterium spp. possa prevenir o início da DC ou que a
DGF possa ser descartada. Portanto, mais estudos sobre o tema são necessários para
esclarecer se Bifidobacterium spp. pode ajudar a tratar ou prevenir a DC.
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