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RESUMO

A elafina ¢ uma proteina encontrada em diversas secre¢des de mucosas, € que tem
funcdo importante na defesa contra reagdes inflamatorias tipicas das doencas
inflamatoérias intestinais. As doencas inflamatorias intestinais sd3o um termo genérico
usado para descrever condigdes que se caracterizam pela inflamagdo cronica da
mucosa do intestino, levando a prejuizos na arquitetura do tecido, com atrofia das
vilosidades intestinais, o que resulta em mé absor¢do dos nutrientes e manifestacdes
clinicas que causam desconforto aos individuos, sendo os sintomas mais comuns
diarreia, perda de peso, anemia, distensao abdominal, célica, entre outros. Atualmente,
as alternativas de tratamento das doengas inflamatodrias intestinais ¢ doenga celiaca,
estdo relacionadas a retirada dos alimentos que contenham gluten da dieta, o que
impacta ndo apenas na alimentacdo dos individuos, mas também nas relacdes
familiares e sociais dos pacientes diagnosticados, alterando a rotina diaria, com
mudancas de habitos no trabalho e nas atividades de lazer. A estimativa ¢ de que
existam aproximadamente 2 milhdes de celiacos no Brasil, sendo que a grande maioria
ndo tem diagnéstico ainda. O presente estudo trata-se de uma revisdo bibliografica,
fazendo um recorte temporal que contempla principalmente a ultima década, com o
objetivo de revisar uma possibilidade de tratamento utilizando a elafina, que proteja a
mucosa intestinal, diminuindo os danos decorrentes das reagdes inflamatdrias e
melhorando a qualidade de vida das pessoas que convivem com a doenca celiaca.

Palavras-chave: elafin; inflammatory bowel disease; celiac disease; gluten-sensitivity.



ABSTRACT

Elafin is a protein found in various mucous secretions, that plays an important defense
role against typical coeliac disease’s inflammatory reactions. Coeliac disease is an
autoimmune systemic disorder, stimulated by gluten ingestion, characterized by
chronic inflammation of the small intestine mucosa, leading to intestinal villous
atrophy, which results in malabsorption of nutrients and clinical manifestations that
cause discomfort to individuals. Diarrhea, constipation, weight loss, anemia,
abdominal distension, colic are the most common symptoms, among others. Currently,
treatment alternatives involve withdrawal of foods containing gluten from the diet,
which impacts not only on the diet of individuals, but also on the family and social
relationships of diagnosed patients, changing the daily routine and leisure activities. It
is estimated that there are approximately 2 million celiacs in Brazil, and the vast
majority are still undiagnosed. The present study is a bibliographical review, making a
temporal cut that contemplates mainly the last decade, with the objective of reviewing
a possibility of treatment using elafin, which protects the intestinal mucosa, reducing
the damage resulting from inflammatory reactions and improving the quality of life of
people living with coeliac disease.

Keywords: elafin; inflammatory bowel disease; celiac disease; gluten-sensitivity.
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1 INTRODUCAO

A elafina tem aparecido em estudos recentes como uma alternativa de tratamento
para distarbios inflamatdrios intestinais (MOTTA et. al, 2011), (TENG et. al., 2020),
(SHAW; WIEDOW, 2011). A integridade da mucosa do intestino ¢ comprometida em
pacientes com doenca celiaca (BJARNASON, 1983), doenca de Chron, colite ulcerativa e
doencga inflamatdria intestinal (ZHANG et. al, 2017). A mucosa do intestino tem a
importante funcao de proteger o 6rgao, e a homeostase da barreira intestinal tem relagcdo com
a microbiota intestinal e o epitélio intestinal (NATIVIDAD; VERDU, 2013).

O epitélio intestinal tem intimeras fungdes fisiologicas, entre elas a digestdo e a
absor¢ao de nutrientes, além da funcdo imunologica de protecao contra patdgenos potenciais.
O sistema imunoldgico inato e os receptores de reconhecimento de padrdes expressos nos
enterocitos sdo fundamentais para assegurar a homeostase do intestino, que possibilitam a
identificacdo de moléculas estranhas por células apresentadoras de antigenos, como células
dendriticas e macrofagos, que apresentam os antigenos para os linfocitos T. Os linfécitos T
produzem citocinas pro-inflamatorias a fim de proteger a barreira intestinal (HILL; ARTIS,
2010). Quando acontece um desequilibrio da resposta imune adaptativa e a producdo de
citocinas pro-inflamatdrias ¢ exagerada, isso leva a um aumento da permeabilidade intestinal
que promove o inicio da enteropatia (CAIO et. al., 2019).

O fato da elafina ser uma proteina inibidora de serino protease que apresenta
inimeros efeitos reguladores e imunomoduladores em células epiteliais, incluindo a
inativacao de elastases de neutréfilos (CARUSO et. al., 2015), deu origem ao interesse em
conhecer mais sobre a elafina em processos inflamatérios, com énfase nos processos
inflamatérios intestinais, como os que acontecem tanto nas doengas inflamatorias intestinais
como na doenga celiaca.

De acordo com Shaw e Wiedow (2011), as fungdes biologicas da elafina vao além de
suas propriedades inibidoras de proteases, incluindo outras propriedades moleculares que tém
influéncia na proliferagdo celular, inflamacao e infec¢des. Devido aos seus efeitos inibitorios
da elastase e da proteinase-3, a elafina atenua varios processos-chave na cascata inflamatoria.

Especula-se que a elafina tenha um papel protetor ao retardar o processo de



desamidacao da gliadina na doenca celiaca (OLLAGUE; NOUSARI, 2018), e que sua
expressdo ¢ diminuida no epitélio intestinal de pacientes com doencga celiaca ativa,
possibilitando observar a presenca de um infiltrado inflamatorio consideravel. Esses achados
foram capazes de ser revertidos pela entrega efetiva de elafina ao epitélio intestinal de
camundongos sensibilizados por gliadina, sugerindo um papel patogénico da elafina neste
disturbio de sensibilidade ao gliten (TORRES; DANESE; COLOMBEL, 2013).

A doencga celiaca ¢ um distarbio sistémico imunomediado, que se caracteriza por
uma combinagdo de manifestagdes clinicas que podem variar entre os individuos, mas ¢
necessariamente desencadeada pela ingestdo do gluten e provoca uma enteropatia (HUSBY et
al., 2012). A presenca do glaten na dieta do doente celiaco promove resposta autoimune
reincidente, que ao gerar alteracdes morfoldgicas nos enterdcitos, afeta a sua funcionalidade e
aciona um processo inflamatdrio persistente com infiltracdo de células do sistema imunitario
na lamina prépria (ABADIE et al.,, 2011). Como consequéncia, ocorre a atrofia das
vilosidades intestinais ¢ manifestacdo de sinais e sintomas clinicos, como diarréia, inchago,
fadiga, anemia, entre outros.

A recomendagdo apds o diagnostico de doenca celiaca ¢ excluir o glaten por
completo da alimentagdo e de forma vitalicia, porque quando o gluten ¢ eliminado da dieta
ocorre a melhora dos sinais e sintomas clinicos do individuo celiaco. Contudo, restringir o
gluten da alimentagdo nao ¢ tarefa facil, por se tratar de uma proteina comumente encontrada
no trigo, aveia, cevada, centeio e seus derivados (SDEPANIAN; SCALETSKY;
FAGUNDES-NETO; MORALIS, 2001).

Aproximadamente um terco dos pacientes com doenca celiaca ndao aderem
totalmente a uma dieta isenta de gluten, que ¢ dificil de ser seguida por reduzir
consideravelmente a qualidade de vida do paciente, somada aos motivos sociais € ao historico
educacional (BARRATT; LEEDS; SANDERS, 2011). A principal dificuldade do tratamento ¢
conviver com as limitagcdes impostas pela dieta e com os novos habitos alimentares. Grande
parte dos alimentos industrializados contém gluten, e portanto, precisam ser excluidos da
alimentagdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Assim como demais doengas que acometem
o trato gastrointestinal, a doenga celiaca tem um alto impacto social na experiéncia dos
individuos que convivem com a condi¢ao (TIELEMANS et. al., 2013).

A doenga celiaca ganhou destaque nos ultimos 20 anos como um problema de saude

publica que precisa ser enderecado. Estudos de prevaléncia baseados em resultados



soroldgicos estimam que a doenga afete 1,4% da populacao, e estudos baseados em resultados

de biopsia estimam que afete 0,7% da populacdo (SINGH et. al., 2018). Nao existem até o

momento tratamentos farmacoldgicos eficazes. A atual falta de op¢des de tratamento somada
aos resultados encontrados em pesquisas realizadas com a elafina levantam a possibilidade de
utilizacdo dessa proteina como uma alternativa na terapia farmacoldgica de individuos que
convivem com a doenga celiaca. Os artigos utilizados nesta revisdo trazem resultados
observados com o uso da elafina em diferentes modelos experimentais, modelos in vitro ¢ in
vivo, modelos animais, e algumas dessas publicagdes contemplam mais de um parametro de
andlise, evidenciando o que foi observado no ambito de atividade inflamatdria, bem como na

histologia do epitélio intestinal.

1.1 AELAFINA

A elafina ¢ um inibidor enddgeno de serino protease, € um componente importante
da protecdo epitelial contra a atividade excessiva da elastase de neutrofilos (GALIPEAU et.
al., 2014). As elastases de neutrofilos sdo moduladores importantes da lesdo tecidual
inflamatoria, podendo ser liberadas em concentracdo elevada nos sitios de inflamagdo. A
elastase de neutréfilos humanos e a proteinase 3 sdo elastases de neutrofilos deletérias com
inimeros substratos, incluindo a maioria dos componentes da matriz extracelular
(WILLIAMS et. al., 2005).

A principal funcdo fisiologica da elastase neutrofilica € a destruicio intracelular de
patogenos apos fagocitose nos locais de infec¢do. Os neutrofilos ativados também secretam
elastase de neutrofilos no ambiente extracelular. Nesse contexto, a elastase neutrofilica tem
papéis importantes nas respostas antimicrobiana, inflamatoéria e cicatrizante (SHAW;
WIEDOW, 2011). Em condi¢des fisioldgicas normais, os inibidores de serino protease,
incluindo a elafina, extinguem rapidamente a atividade da elastase de neutrofilos,
contribuindo para a resolucdo da inflamacdo e preservando a integridade do tecido. O
desequilibrio entre a elastase de neutrdfilos e seus inibidores estd atrelado a patogénese de
uma ampla gama de doencas caracterizadas por excesso ou inflamagao cronica (CARUSO et.

al., 2014).



Os inibidores de protease, como a elafina, protegem os tecidos epiteliais da
protedlise excessiva causada pelas elastases de neutréfilos e outras proteases (WILLIAMS et.
al., 2005). A elafina inibe potentemente as serino proteases, elastase e proteinase 3 derivadas
de neutrofilos, e a inibicdo ocorre por um mecanismo competitivo. Estudos com modelos
animais mostram que o aumento da antiprotease com elafina humana ¢ uma estratégia eficaz
no tratamento de doencas inflamatodrias vasculares, sistémicas e pulmonares e de inflamacao
desencadeada por lesdo de isquemia-reperfusao (SHAW; WIEDOW, 2011). Isso levanta a
possibilidade de que a elafina possa ser eficaz no tratamento de uma variedade de doengas
inflamat6rias humanas.

A inibicdo da elafina foi observada em varias doengas inflamatorias, incluindo
sindrome do desconforto respiratério agudo, doenga inflamatoria intestinal e lesdo pulmonar
aguda. Em tais estudos, a diminui¢do da elafina se correlaciona com o aumento da atividade
da elastase de neutréfilos e progressdo da doenga (CARUSO; PAGEON et.al., 2015). Além de
inibir a elastase de neutrofilos e a proteinase 3, a elafina ¢ capaz de inibir também a elastase
pancreatica e elastase vascular endogena, contemplando ainda fungdes como
anti-inflamatoria, imunorreguladora, antimicrobiana, anti proliferacdo, remodelacdo vascular
e reparo tecidual (VERRIER et. al., 2012);( WILLIAMS et. al., 2005) .

Em um estudo que analisou o epitélio do intestino delgado de camundongos com
doenca celiaca ativa foi observada uma expressdo reduzida de elafina e a presenca de um
infiltrado inflamatdrio intraepitelial consideravel. Tal infiltrado inflamatério regrediu
significativamente apds o tratamento com elafina (TORRES; DANESE; COLOMBEL,

2013), o que sugere um papel importante da elafina na patogénese da doenca celiaca.

A elafina foi identificada como substrato para a atividade de reticulagdo da
transglutaminase tecidual (TTG-2), possuindo atividade inibitéria sobre essa enzima. A
descoberta de que a transglutaminase tecidual desempenha um papel importante na doenga
celiaca pela introdugdo de residuos carregados negativamente em peptideos de gluten por
meio de desamidagdo, consiste em um dos marcos recentes na patogénese da doenga celiaca
(BARANGER et.al., 2011; GALIPEAU et.al., 2014).

A transglutaminase tecidual pode ser uma das primeiras proteinas relevantes para
identificar gluten imunotdxico no intestino celiaco, sugerindo que a reacdo catalisada pela

transglutaminase tecidual nos peptideos do gliten da dieta ¢ essencial para a patogenia da



doenga celiaca (KLOCK; DIRAIMONDO; KHOSLA, 2012). Dada a importancia da
transglutaminase tecidual na patogénese, sua inibicdo ¢ um alvo terapéutico atraente. A
transglutaminase tecidual, no entanto, ¢ encontrada sistemicamente e tem fungdes importantes
em varios outros processos bioldgicos, incluindo cicatrizagdo de feridas, migragdo celular,
morte celular e inflamagdo. Se a inibicdo da transglutaminase tecidual ¢ reversivel e local no
intestino delgado, essas consideracdes sdo importantes para uma terapia dirigida para doenca
celiaca (GALIPEAU et.al., 2014).

No cenario de doencas inflamatorias cronicas, como as doencas inflamatérias
intestinais, a resposta inflamatoria descontrolada que leva a destrui¢do proteolitica do tecido
constitui a base da patologia (BOYAPATI et. al., 2016). Embora a etiologia de tais doengas
ainda nao esteja estabelecida, alguns mediadores parecem ter um papel de destaque na
patogénese das doengas inflamatorias cronicas. A  regulagdo do equilibrio
protease/antiprotease no intestino tem sido pouco abordada e o potencial terapéutico da
suplementagdo de antiprotease raramente investigado (MOTTA et. al, 2011). Em
contrapartida, inibidores de proteases endogenos sdo sintetizados e liberados nos 6rgaos,

fazendo com que haja um equilibrio proteolitico fisioldgico nos tecidos.

De acordo com MOTTA et. al. (2012), a expressdo de elafina em superficies
mucosas € na pele em condi¢gdes inflamatérias em seres humanos demonstrou ser atenuado na
inflamacgdo, sugerindo assim uma ruptura do equilibrio protease/antiprotease em estados
inflamatorios cronicos do intestino. Desta forma, surgiu a hipotese de que, modificando o
padrao de expressao de inibidores de protease no curso da colite, poderiam ser alcancados

efeitos protetores contra o desenvolvimento de inflamagao.

Em termos de estrutura, segundo Francart, Dauchez, Alix e Lippens (1997), a elafina
¢ um peptideo composto por 57 residuos de aminoacidos, apresentando alto teor de residuos
de cisteina. A proteina ¢ composta por dois dominios, sendo um C-terminal globular com
estrutura semelhante aos WAP/quatro dominios centrais dissulfeto de Inibidor de Protease
Secretada por Leucécitos, e um dominio varidvel N-terminal mencionado como
“cementoina”, que fornece um substrato para a enzima transglutaminase. A transglutaminase
permite que a elafina seja reticulada em polimeros ou com componentes da matriz
extracelular (GUYOT et. al., 2005). O pro-segmento da elafina denominado “cementoina”

apresenta uma sequéncia unica de repeti¢cdo, com numerosos residuos de glutamato e lisina. A



reticulagdo da cementoina pela transglutaminase tecidual observada em 6rgdos como a pele,
estobmago e intestino delgado sugere que a por¢do cementoina serve como uma espécie de
“cola” entre as moléculas que ancora a elafina as proteinas da matriz extracelular, com a

finalidade de proteger os tecidos elasticos. (NARA et. al., 1994)

Foi demonstrado que a atividade de inibicdo da elafina depende crucialmente do
pareamento correto das quatro pontes disulfeto. O seu peso molecular ¢ 6 kD (SALLENAVE;
SILVA, 1993) e sua formula molecular C254H416N72075S10 (PubChem). A elafina ¢
derivada do trappin-2, seu precursor ativo, que ¢ composto por 95 residuos de aminoacidos,
através de uma clivagem proteolitica que envolve a triptase de mastocitos. O precursor da
elafina, trappin-2, comumente chamado de pré-elafina, também ¢é considerado um inibidor

potente de serino proteases (GUYOT et. al., 2005).

Figura 1 - Estrutura da R-Elafina.

Fonte: https://www.wwpdb.org/pdb?id=pdb_00002rel. Acesso em 03 de marco de 2022.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C254H416N72O75S10

1.2 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

A doenga celiaca pode ser definida como uma desordem autoimune do intestino
delgado, desencadeada pela constante hipersensibilidade do sistema imunolégico contra
peptideos encontrados no gluten. E um distirbio multifatorial que envolve aspectos genéticos,
ambientais e imunoldgicos, acarretando em diversas manifestagdes clinicas (HUSBY et. al.,
2012). Tais manifestacdes sdo desencadeadas pela ingestdo de graos contendo gluten, trigo,
cevada e centeio, sendo o dano intestinal a principal manifestagao da doenga celiaca. Esse
dano intestinal tem caracteristicas como linfocitose intraepitelial, hiperplasia de criptas e
atrofia das vilosidades (GREEN; CELLIER, 2007).

Além do dano intestinal, pacientes diagnosticados com Doenga Celiaca podem
apresentar varias doengas ou disfungdes extra-intestinais desencadeadas pela ingestdo de
glaten, como a dermatite herpetiforme, osteopenia, osteoporose, fraturas, artrite e artralgia,
defeitos permanentes do esmalte dentario, bem como outras manifestagdes clinicas que
envolvem o sistema nervoso central e periférico, figado e sistema reprodutivo. Se a Doenca
Celiaca nao for tratada existe o risco de complicagdes malignas, especialmente linfoma nao
Hodgkin (POPP; MAKI, 2019).

As proteinas do gliten representam cerca de 80% do total de proteinas do grao de
trigo (SEILMEIER; BELITZ; WIESER, 1991) e sdo classificadas em duas categorias
principais: gluteninas e gliadinas. As gluteninas compreendem as fracdes de alto peso
molecular e baixo peso molecular, formando polimeros complexos, ao passo que gliadinas sao
monomeéricas ¢ compreendem as fragdes estruturais: a-gliadina, y-gliadina e w-gliadina, que
contribuem para as propriedades viscoeldsticas que possibilitam que a massa composta por
glaten seja processada em pdo, macarrdo, entre outros alimentos (SHEWRY; HALFORD,
2002; GIL-HUMANES et.al., 2014). Os peptideos a-gliadina e y-gliadina sdo os mais
envolvidos na patogénese da doenga celiaca (DIOS et. al., 2021).

Existem no minimo 50 epitopos de gliadina que desempenham atividades
imunomoduladoras, citotoxicas e de permeagdo intestinal que podem ser parcialmente
rastreadas até diferentes dominios de a-gliadina. Alguns peptideos de gliadina
imunomoduladores ativam células T especificas, outros podem induzir uma resposta imune
inata pro-inflamatéria (PUNDER; PRUIMBOOM, 2013). A maioria dos genes de a-gliadina

codifica proteinas com epitopos que podem desencadear a Doenca Celiaca, e varias dessas



proteinas contém um peptideo denominado 33-mer com seis cOpias parcialmente sobrepostas
de trés epitopos, que ¢ considerado um potente estimulador de linfocitos T (SCHAART et. al.,
2021).

A patogénese da Doenga Celiaca estd comprovadamente relacionada com fatores
genéticos, imunologicos e ambientais. O carater genético foi evidenciado a partir de
observagoes clinicas de diversos casos de Doenca Celiaca dentro das mesmas familias e da
alta taxa de concordancia para Doenca Celiaca entre gémeos monozigbticos, que ¢ de
aproximadamente 70%-75%). Outra evidéncia estabelecida ¢ que a Doenca Celiaca esta
associada a alelos especificos do MHC de classe I que mapeiam para o locus HLA-DQ,
especificamente, HLA-DQ2 ou HLA-DQS8. A presenga de alelos HLA-DQ especificos ¢
necessaria, embora ndo seja suficiente, para a expressao fenotipica da Doenca Celiaca
(GRECO, 2002; KAGNOFF, 2007; KARELL et. al., 2003).

A natureza autoimune da Doenca Celiaca foi confirmada com a identificagdo da
transglutaminase tecidual, TTG-2, como o principal auto-antigeno da Doenga Celiaca. Esse
foi um marco relevante na historia da doenca (CAIO et. al, 2019). A transglutaminase
tecidual pode modificar proteinas por transamidacdo ou desamidacao de residuos especificos
de glutamina. A transglutaminase tecidual tem um papel crucial na patogénese da Doenca
Celiaca, por ser alvo de autoanticorpos especificos da doenga e gerar peptideos de gliadina
desamidados que sdo reconhecidos por lifocitos T CD4+, restritos a HLA-DQ2 das lesdes
celiacas (FLECKENSTEIN et. al., 2002).

Entre os fatores ambientais, foi observado que a amamentagdo diminui o risco de
desenvolver a Doenca Celiaca na primeira infancia, bem como nos periodos seguintes de vida.
Se o gluten for introduzido na alimentacdo de bebés com idade inferior a 4 meses de vida o
risco de desenvolver Doenga Celiaca ¢ aumentado. Caso a introducdo de alimentos que
conttm gliten na dieta dos bebés seja gradual, e enquanto eles ainda estdo sendo
amamentados, o risco ¢ diminuido (IVARSSON et. al., 2002). Quando o glaten ¢ introduzido
na dieta depois dos 7 meses de vida, o risco de desenvolver Doenga Celiaca ¢ marginal. A
barreira intestinal atua como um importante sistema de defesa contra antigenos estranhos,
toxinas e macromoléculas que entram no hospedeiro através da via oral. Quando o individuo ¢
muito jovem, essa barreira ndo estd tdo completa quanto em idades mais avangadas,
possibilitando que ocorra a passagem da gliadina mesmo com pequenas quantidades de

ingestdo (NORRIS, 2005). A ocorréncia de determinadas infec¢des gastrointestinais, a



exemplo das infecgdes por rotavirus, podem aumentar o risco de autoimunidade da Doenga
Celiaca na infancia em individuos que apresentem predisposi¢do genética (STENE et. al.,
2006).

O gluten ¢ o principal fator ambiental envolvido na patogénese da Doenca Celiaca.
Quando um individuo geneticamente suscetivel ingere alimentos ou bebidas que contém
gluten, o glaten ndo ¢ totalmente digerido devido ao seu alto teor de prolina, e isso d& origem
a grandes peptideos (KAGNOFF, 2007). Os peptideos de gliadina originados da quebra do
glaten, induzem alteracdes no epitélio através do sistema imune inato e, na lamina propria,
através do sistema imune adaptativo. No epitélio, a gliadina danifica as células epiteliais,
promovendo um aumento da expressdo da interleucina-15. A interleucina-15 ativa os
linfécitos intraepiteliais, que passam a ser citotoxicos e causam a apoptose dos enterdcitos que
expressam em sua superficie a proteina de estresse MIC-A, levando a alteragdes epiteliais,
incluindo anomalias estruturais nas células epiteliais (GREEN; CELLIER, 2007). Durante
infeccoes ou em decorréncia de alteragdes de permeabilidade, os peptideos de gliadina
adentram na lamina propria, onde sdo desaminados pela transglutaminase tecidual e
encontram as células apresentadoras de antigenos que expressam heterodimeros HLA-DQ?2 ou
HLA-DQ8, que por sua vez, sdo ideais para se ligar a peptideos ricos em prolina contendo
residuos de acido glutamico carregados negativamente como resultado da desamidacdo de
glutamina pela transglutaminase tecidual. Ocorre, entdo, a interagao dos peptideos de gliadina
desaminados com o HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 na superficie das células apresentadoras de
antigeno. Os peptideos de gliadina sdo apresentados as células T CD4+ reativas a gliadina
através de um receptor de células T, o que desencadeia a producao de citocinas que causam
dano tecidual. Como consequéncia, ocorre a atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas,

além da ativagdo e aumento dos linfocitos B que produzem anticorpos (KAGNOFF, 2007).



Figura 2 - Interacio do gluten com fatores ambientais, imunologicos e genéticos na
doenca celiaca.
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Fonte: Retirado de GREEN; CELLIER, 2007.

No epitélio intestinal de um individuo saudavel, as jungdes intercelulares que
conectam os enterdcitos estdo integras de tal maneira que asseguram a impermeabilidade,
impedindo a passagem de moléculas através dos enterocitos (NATIVIDAD; VERDU, 2013).
A passagem da gliadina pelo epitélio ainda ndo ¢ totalmente conhecida, porém, existem
algumas hipdteses. Uma hipotese sugere que a passagem da gliadina pode ocorrer através da
via paracelular, através da existéncia de uma proteina denominada zonulina, que tem a
capacidade de interferir nas juncoes estreitas intercelulares, levando a um aumento rapido da
permeabilidade intestinal a passagem da gliadina (CLEMENTE, 2003). Outra hipdteses
evidencia a passagem por retrotranscitose com auxilio de um receptor de membrana, o

CXCR3, presente nas células epiteliais das vilosidades intestinais (GUJRAL et. al., 2012).

Durante a Doenga Celiaca ativa, a arquitetura do epitélio do individuo celiaco ¢
abundantemente desestabilizada, histologicamente pode ser percebido o achatamento das
vilosidades e hiperplasia das criptas, € o sistema de jungdo apertada, ou zona de oclusao,
também aparece morfologicamente alterado. Como resultado, pacientes celiacos ndo tratados

apresentam aumento da permeabilidade intestinal, que ¢ considerado um importante



contribuinte para o influxo de peptideos de gluten na lamina propria (SOWINSKA et. al.,
2020).

A Doenca Celiaca nao tratada tem alta morbimortalidade. Entre os riscos de
complica¢do em pacientes sem tratamento estdo a anemia, infertilidade, osteoporose, e cancer,

principalmente, linfoma intestinal (ROSTOM; MURRAY; KAGNOFF, 2006).

De acordo com Rubio-Tapia, Hill, Kelly, Calderwood e A Murray (2013), houve um
aumento substancial na prevaléncia da Doenga Celiaca nos ultimos 50 anos € um aumento na
taxa de diagndstico nos Gltimos 10 anos. E importante que a investigagdo diagnostica de
Doenga Celiaca seja feita antes do individuo adotar a dieta isenta de gluten, uma vez que a
dieta pode alterar os resultados dos testes sorologicos e melhorar a histologia (ROSTOM;
MURRAY; KAGNOFF, 2006).

O diagnostico de Doenga Celiaca apresenta algumas dificuldades, como por exemplo,
aproximadamente 10% dos casos contemplar achados discordantes entre sorologia, clinica e
histologia. O diagnostico de Doenga Celiaca deve ser cogitado em todo paciente com
familiares de primeiro e segundo graus de pacientes com Doenca Celiaca, Sindrome do
Intestino Irritavel, diarréia crdnica, distensdo abdominal, flatuléncia, anemia ferropriva,
osteoporose de inicio precoce, elevacdo de transaminases, hipocalcemia, e também em
individuos que apresentam deficiéncia de acido folico e vitaminas lipossolaveis ( LUCENDO;
RODRIGO; PENA, 2015; KAGNOFF, 2006). A Doenga Celiaca esta associada a diversas
doencas como diabetes mellitus tipo I, hipo e hipertireoidismo, sindrome de Sjogren, cirrose
biliar primaria, hepatite autoimune, autismo, depressdo, epilepsia, ataxia cerebelar,
infertilidade, puberdade tardia, deficiéncia de IgA seletiva, Sindrome de Turner, Sindrome de
Down e neuropatia periférica (SILVA; FURLANETTO, 2010).

Para o diagndstico da Doenga Celiaca, o exame considerado padrao ouro ¢ a bidpsia
intestinal. Contudo, por se tratar de um exame invasivo, para pacientes com suspeita ou sob
risco aumentado de desenvolver Doenga Celiaca tem sido usado o teste soroldgico de
anticorpos anti-transglutaminase tecidual (anti-tTG), cuja precisdo no cenario de atencdo
primaria e coortes de referéncia foram amplamente estudados, e confere especificidade de
95% ou mais. Quanto maior for o titulo do teste, maior a probabilidade de um resultado

verdadeiro positivo (VAN DER WINDT et. al., 2010). A sensibilidade do TTG-IgA para



Doenca Celiaca nao tratada ¢ de cerca de 95% (LEWIS; SCOTT, 2010). Tanto a sorologia
quanto a bidpsia devem ser realizadas em uma dieta contendo glaten.

A histologia isolada ndo ¢ especifica para o diagnostico de Doenga Celiaca,
principalmente se o individuo ndo apresentar a atrofia das vilosidades. Um aumento no
numero de linfocitos no epitélio intestinal pode ser encontrado em diversas condigdes, entre
elas, quando ha um elevado crescimento bacteriano do intestino delgado, enteropatia
associada a drogas, enterite infecciosa - como no caso da giardiase, doenca de Crohn,
enteropatia associada a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (MALAMUT et.al., 2010).

Para alcangar um nivel de evidéncia alto, a confirmacdo do diagndstico de Doencga
Celiaca deve ser respaldada por uma combina¢do de achados de exame fisico, histdrico do
paciente, sorologia e endoscopia digestiva alta com analise histoldégica de multiplas bidpsias
do duodeno. De acordo com Rubio-Tapia, Hill, Kelly, Calderwood ¢ A Murray (2013), a
endoscopia digestiva alta com bidpsia do intestino delgado ¢ um elemento critico da avaliacao
diagnostica para individuos com suspeita de Doenca Celiaca e ¢ recomendada para confirmar
o diagndstico. Apenas os sintomas gastrointestinais ndo diferenciam com precisdo a Doenca
Celiaca de outros disturbios gastrointestinais comuns. A figura 3 apresenta, através de um
fluxograma, uma abordagem diagnostica considerando que atualmente nenhum teste para
Doenca Celiaca garante uma sensibilidade ou especificidade perfeita, sendo assim, a
combinagdo de testes ¢ valida para aumentar esses parametros. Uma sorologia positiva
especifica para Doenca Celiaca em pacientes com atrofia vilosa confirma o diagndstico de
Doenga Celiaca.

Figura 3: Algoritmo de teste diagnostico da Doenca Celiaca. (DGP, peptideo de
gliadina desamidado; HLA, antigeno leucocitario humano; Ig, imunoglobulina; TTG
IgA, anticorpo transglutaminase tecidual.)
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Fonte: Adaptado de American College of Gastroenterology. ACG108(5):656-676, May 2013.

Os dados disponiveis sobre a Doenga Celiaca no DataSUS estdo relacionados a
quantidade de exames de dosagem de anticorpos antitransglutaminase IgA requisitados e

aprovados no Brasil.

Tabela 1 — Quantidade de exames de dosagem de anticorpos antitransglutaminase IgA por
regido em 2021 e em 2011.

Regiao 2021 2011
TOTAL 50.546 7.111
Regido Norte 1.358 68
Regido Nordeste 7.465 938
Regido Sudeste 18.759 1.539
Regido Sul 20.579 3.955
Regido Centro-Oeste 2.285 611

Fonte: Ministério da Satde - Sistema de Informag6es Ambulatoriais do SUS (SIA/SUS)

Em 2021, foram requisitados e aprovados 50.546 exames para dosagem de anticorpos
antitransglutaminase IgA, sendo a regido sul responsavel por aproximadamente 41% desses
pedidos de exames. Ao comparar com 2011, anos em que o total de exames aprovados foi

7.111 ¢ possivel observar a crescente demanda por exames relacionados ao diagnostico de



Doencga Celiaca.

Tabela 2 — Quantidade de exames de dosagem de anticorpos antitransglutaminase IgA

por UF em 2021 e em 2011.

UF 2021 2011

TOTAL 50.546 7.111
Santa Catarina 14.086 2.538
Séo Paulo 12.060 1.364
Minas Gerais 4.906 87
Rio Grande do Sul 3.402 568
Parana 3.094 849
Alagoas 2.265 -
Maranhao 1.535 10
Rio de Janeiro 1.405 76
Distrito Federal 1.068 323
Bahia 1.055 217
Para 1.039 11
Pernambuco 931 475
Mato Grosso 700 95
Ceara 689 221
Rio Grande do 596 7
Norte
Espirito Santo 388 12
Sergipe 357 -
Goids 315 141
Mato Grosso do Sul 302 52
Tocantins 147 48
Amazonas 93 -
Rondénia 79 9

Paraiba 23 4



Piaui 14 4

Fonte: Ministério da Satde - Sistema de Informagdes Ambulatoriais do SUS (SIA/SUS)

Separando por unidade federativa, ¢ possivel notar que Santa Catarina se destaca com
o maior nimero de pedidos de exames solicitados e aprovados, tanto em 2021 quanto em
2011. Conforme observado na Tabela 2, em dez anos o numero de exames requisitados e
aprovados aumentou substancialmente em todas as unidades federativas.

O primeiro Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenga Celiaca no SUS foi
publicado em 2009 e o mais recente foi publicado em novembro de 2015. Nele sdo descritas
trés formas de apresentagao clinica da Doenga Celiaca:a classica ou tipica, a ndo clédssica ou
atipica e a assintomatica ou silenciosa.

A forma classica ou tipica ¢ caracterizada principalmente por sintomas
gastrointestinais, como diarréia, perda de peso e dor abdominal associada ou problemas
nutricionais devido a ma absor¢cdo. Uma bidpsia do intestino delgado apresenta atrofia das

vilosidades e a melhora dessa atrofia geralmente sera observada na dieta sem gliten

(LUDVIGSSON et. al., 2012).

A forma ndo classica ou atipica, os individuos apresentam poucos sintomas
gastrointestinais, podendo inclusive ndo apresentar nenhum. Entretanto, sintomas como
Dermatite Herpetiforme (uma erup¢ao cutanea com muita coceira), anemia por deficiéncia de
ferro ou osteoporose sdo mais comuns na Doenga Celiaca atipica. (NARDECCHIA et. al.,
2019). Como a Doenga Celiaca cléssica, o diagndstico da Doenga Celiaca atipica ¢ feito por
exames de sangue para anticorpos comumente encontrados na Doenca Celiaca. A atrofia das
vilosidades ¢ observada na bidpsia do intestino delgado e os sintomas melhoram com uma
dieta sem gluten. Atualmente ¢ a apresentacdo mais frequente da Doenga Celiaca (GUJRAL,
2012).

E classificada como Doenga Celiaca assintomatica ou silenciosa a que esta abaixo do
limiar de deteccdo clinica. A atrofia das vilosidades pode ser observada (GUJRAL, 2012).
Geralmente esses individuos com Doencga Celiaca subclinica sdo encontrados através de
exames feitos em individuos de alto risco, caso tenha historico familiar de Doencga Celiaca ou
diabetes tipo 1, ou mesmo podendo ter sido diagnosticado em endoscopia de rotina

(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).



A Doenga Celiaca ¢ atualmente tratada com uma dieta isenta de gluten por todo
periodo de vida do individuo, contudo, a determinagdo ao longo da vida de uma dieta isenta
de gluten estd vinculada a altas taxas de ndo adesdo (ITZLINGER, 2018). O que pode ser
facilmente compreendido, uma vez que o gliten ¢ um ingrediente extremamente comum em
muitos itens alimentares, tornando dificil a sua remog¢ao completa da dieta, além de impactar
em uma dieta potencialmente cara. Em maio e de 2003 foi sancionada a Lei 10.674, que
obriga os fabricantes de produtos alimenticios industrializados a informarem em embalagens,
rétulos e bulas a inscricio CONTEM GLUTEN ou NAO CONTEM GLUTEN, como medida
preventiva e de controle da Doenga Celiaca (BRASIL, 2003).

Pesquisas que avaliam a percepcdo dos pacientes sobre a qualidade de vida
relacionada a saude demonstram que os resultados relatados pelos pacientes sdo cada vez mais
relevantes para avaliar o impacto de doencgas crdnicas, € este ¢ um tema que tem estimulado
interesse nas ultimas décadas. A melhora da percepcao do paciente sobre a qualidade de vida
relacionada a saude passou a constituir um objetivo de tratamento especifico. Os celiacos
responderam se sentir limitados por esta doenca, se sentem socialmente estigmatizados,
sentem que ndo ha opgdes suficientes para o tratamento, além da preocupacdo com os
possiveis desdobramentos da deonga, ndo apenas para si como também para os descendentes.
(ALMAGRO et. al., 2016)

A prevaléncia da Doenca Celiaca era subestimada no passado, contudo, atualmente ¢é
considerada uma das doencas genéticas mais comuns no ocidente, com prevaléncia maior
entre as mulheres em comparacao com os homens (GUJRAL, 2012). Nos Estados Unidos, a
prevaléncia da Doenga Celiaca na populacdo geral ¢ de aproximadamente 1%, com um
intervalo admissivel de 1:80 a 1:140. A maioria dos casos permanece sem diagnostico até a
idade adulta (KAGNOFF, 2006). Considerando os dados disponiveis sobre a prevaléncia da
doenga celiaca no mundo, em 2016 a Federagdo Nacional das Associagdes de Celiacos do
Brasil, FENACELBRA, elaborou uma estimativa que existam cerca de 2 milhdes de celiacos

no pais, porém com a maioria deles sem diagnostico.



2 JUSTIFICATIVA

As doencas inflamatorias intestinais € a Doenca Celiaca vém sendo diagnosticadas
cada vez com maior frequéncia. Podem ser descritas como enteropatias que envolvem o
sistema imunoldgico, que ndo tem cura, apenas controle, sdo crOnicas e com sintomas
inespecificos, que podem ser negligenciadas ou confundida com outras patologias (KELLY;
BAI; LIU; LEFFLER, 2015). Assim, ¢ fundamental que seja feito o diagndstico e posterior
tratamento o quanto antes, a fim de que ndo ocorra o agravamento do quadro.

O tratamento atualmente contempla uma dieta restritiva com alto impacto psicossocial
que afeta negativamente na qualidade de vida dos individuos que convivem com a doenca
(ROCHA; GANDOLFI; SANTOS, 2016). No caso da Doenga Celiaca, remover totalmente o
gliten da dieta ¢ desafiador, porque além dele estar presente em intimeros alimentos
consumidos no cotidiano, sendo frequente também em produtos industrializados, ao banir
esses alimentos da dieta, eles precisam ser substituidos por outros com valor nutricional
equivalente, para ndo haver um desfalque de nutrientes relevantes para o organismo.

Pesquisas que avaliam a percepcdo do individuo que convive com a Doenga Celiaca
sobre como classificam a qualidade de vida em relagdo a satide, evidenciaram que os celiacos
se sentem frustrados por ndo poderem, por exemplo, socializar como outras pessoas fazem,
por sentirem que a doenca limita a vida e que ndo existem opgdes de tratamento
(ALMAGRO et. al., 2016). A falta de adesdo ao tratamento, além de piorar os sintomas, pode
resultar em aumento da morbidade e mortalidade (TIO; M.R.; ESLICK, 2012).

Estudos com a elafina, proteina naturalmente presente em secre¢des de mucosas, para
o tratamento da Doenca Celiaca estdo apresentando resultados interessantes, especialmente no
que concerne a prote¢do da mucosa intestinal contra a inflamagdo e a restauragdo da
homeostase do colon, reduzindo os prejuizos fisiopatoldgicos da condigao (MOTTA et. al.,
2011), (TENG et. al., 2020), (SHAW; WIEDOW, 2011).

Revisar os estudos que correlacionam o uso da elafina com a melhora de individuos
com doencas inflamatorias intestinais e Doenca Celiaca permite elucidar possiveis
alternativas de tratamento que sejam capazes de minimizar o desconforto dos individuos que

convivem com tais condigdes, ampliando a compreensao sobre uma alternativa inovadora de



tratamento. Compreender o mecanismo de acdo envolvido em tratamentos pioneiros consiste
em uma importante atribuicdo do farmacéutico, bem como o interesse em promover a melhora

clinica e consequente elevagao do bem estar dos individuos.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo fazer uma revisdo bibliografica sobre a agdo da
elafina em processos inflamatdrios intestinais, elucidando a relagdo entre elafina e as doengas

inflamatorias intestinais e a Doenga Celiaca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar no acervo de bancos de dados do Portal de Periddicos da CAPES publicacdes
recentes, de no maximo 12 anos, sobre a elafina ¢ a Doenga Celiaca.

e Sclecionar artigos que abordem o papel da elafina nos processos inflamatorios
intestinais.

e Pesquisar informagdes sobre a Doenga Celiaca, com foco na fisiopatologia, atentando

para possibilidades de tratamento diferentes da dieta isenta de gluten.



4 METODOLOGIA CIENTIFICA
O presente trabalho consiste em uma revisdo bibliografica, buscando
informacdes sobre a Doenga Celiaca e possibilidades de tratamento, além da ja
estabelecida dieta isenta de gliten. Na revisdo bibliografica, segundo Prodanov e Ernani
(2013, p.131):
“analisamos as mais recentes obras cientificas disponiveis que
tratem do assunto ou que deem embasamento teorico e
metodologico para o desenvolvimento do projeto de pesquisa./...]A
revisdo da literatura demonstra que o pesquisador esta atualizado
nas ultimas discussoes no campo de conhecimento em investigagdo.
Aléem de artigos em periodicos nacionais e internacionais e livros ja
publicados, as monografias, dissertagoes e teses constituem

’

excelentes fontes de consulta.’

Foram acessadas as bases disponiveis no acervo da CAPES, com destaque para
as bases Embase, PubMed, Scopus e Web of Science. Através da ferramenta de busca
avan¢ada do acervo de bases, realizada entre novembro de 2021 ¢ fevereiro de 2022,
limitando os termos para elafina, elafin, celiac disorder, coelic disease, doenca celiaca,
intestinal, gut, gastrointestinal tract, trato gastrointestinal, gut mucosal, inflammation,
inflamac¢ao, mucosa, mucosal.

Foram selecionados 10 artigos que relacionam a elafina com Doenga Celiaca ou
com doengas inflamatorias intestinais.

Como critério de selecdo foram escolhidas as publicagdes mais recentes,
limitando o periodo para os anos de 2011 a 2021. Como critério de exclusdo foi adotada a
restricdo de acesso, sendo excluidas as publicagdes que por algum motivo ndo permitiam
0 acesso integral ao contetdo. Os resumos foram lidos e as publicagdes com maior

relevancia foram salvas para leitura e revisao.



5 RESULTADOS ENCONTRADOS

Foram identificados 1836 itens para o termo elafina na base PubMed. Apoés as
atividades de busca, e ao correlacionar elafina com celiaca, resultaram 54 itens. Na base

Embase 73 resultados. Na base Scopus 30 resultados e na base Web of Science 32 resultados.

5.1 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Em estudos realizados na tultima década, foi verificado que a expressdo da elafina se
apresenta significativamente reduzida em pacientes com Doenga Celiaca ativa (GALIPEAU
et. al., 2014). Uma hipotese para a diminuicao dos niveis de elafina sugere que a reducao
pode estar relacionada ao dano da mucosa intestinal, onde a elafina é expressa (ZHANG et.
al., 2017).

A 1nibicdo seletiva de transglutaminase tecidual e consequente impedimento do processo
de desamidag¢do pode ser uma abordagem terapéutica interessante para o tratamento da
Doenca Celiaca. O gluten ¢ composto por proteinas poliméricas, gluteinas, € monomeéricas,
gliadinas. Ambas sdo resistentes a atividade proteolitica gastrointestinal e o peptideo 33-mer
a-2-gliadina ¢ o peptideo mais bioreativo do gliten, reconhecido por linfocitos T e tem os trés
epitopos mais imunogénicos (RASHTAK; MURRAY, 2012). Para que ocorra a ativacao da
enzima transglutaminase tecidual precisa haver a sinalizagdo com sinais inflamatorios. Uma
vez que ocorre a ativacdo, os peptideos do gluten sdo desaminados, introduzindo cargas
negativas que aumentam a afinidade de ligagdo dos peptideos do gluten aos alelos HLA-DQ?2
e HLA-DQS8 (JABRI; SOLLID, 2009).

Em um estudo coordenado por Galipeau, Wiepjes, Motta, Schulz, Jury, Natividad,
Pinto-Sanchez, Sinclair, Rousset e Martin-Rosique (2014) foram coletadas biopsias de
intestino delgado de pacientes diagnosticados com Doenga Celiaca com dois perfis distintos
para possibilitar a comparagdo: um grupo de pacientes que estavam ingerindo gliten e outro
grupo de pacientes que estavam seguindo dieta isenta de gliten ha pelo menos um ano.
Também foram analisadas bidpsias de pacientes controle, que apresentavam queixas
gastrointestinais mas em que a possibilidade de Doenca Celiaca foi excluida. Os resultados
demonstraram que a expressdo de elafina no epitélio do intestino delgado foi
consideravelmente menor em pacientes com Doenga Celiaca ativa. Comparando os niveis de

elafina entre os pacientes com Doenga Celiaca que estavam seguindo dieta isenta de gliten e



os pacientes controle, os pacientes seguindo a dieta isenta de gluten apresentaram niveis
maiores que os pacientes controle. Contudo, a diferenga entre esses dois grupos ndo foi
estatisticamente relevante.

Neste mesmo estudo, foi investigado o papel da elafina na Doenga Celiaca usando
tecidos do intestino delgado humano e ensaios in vitro de desamidacdo da gliadina. Os
resultados demonstraram que a expressao de elafina em todo o intestino delgado foi menor em
pacientes com doenga celiaca ativa em comparacdo com 0s grupos controle, e a hipotese
levantada ¢ de que a diminuicdo da expressao de elafina ¢ resultado dos processos que
ocorrem na Doenga Celiaca, e ndo a causa da Doenca Celiaca (GALIPEAU et. al., 2014).

Visando averiguar os potenciais efeitos benéficos da elafina no contexto de sensibilidade
ao gliten em modelo animal (camundongo), foi analisado se a administracao de elafina afetou
os parametros de atividades anti-inflamatorias e moduladoras de barreira no intestino delgado.
Para isso, foi adotado um método de entrega validado que utiliza uma cepa de Lactococcus
lactis de grau alimenticio para assegurar a administracdo de elafina no trato gastrointestinal
em camundongos. Ao testar o efeito inibidor da elafina na desamidacdo do peptideo de
gliadina 33-mer através de um ensaio enzimatico competitivo, verificou-se que quando a
elafina foi adicionada, a cinética da desamidacdo do peptideo 33-mer para sua forma mais
imunogénica foi consideravelmente reduzida e constatou-se que o efeito inibidor da elafina é
dependente da dose e do tempo. Outra constatacdo importante foi a de que o tratamento com
Lactococcus lactis expressando elafina normalizou as contagens de linfécitos intraepiteliais,
ao passo que Lactococcus lactis controle ndo apresentou efeito. O tratamento com elafina
amenizou a linfocitose intraepitelial induzida por gliadina em camundongos, e conferiu
protecdo contra os aumentos na permeabilidade paracelular induzidos por gliadina, mantendo
a distribuicdo de z6nula occludens-1 resguardada no intestino delgado de camundongos
sensiveis ao glaten (GALIPEAU et. al., 2014). O Lactococcus lactis (L. lactis) de grau
alimenticio foi escolhido como vetor para entregar elafina na mucosa intestinal porque, de

acordo com estudos anteriores, o uso de Lactococcus lactis ja foi extensamente validado em

modelos de camundongo para colite (MOTTA et. al., 2012).

De acordo com Baranger, Zani, Labas, Dallet-Choisy e Moreau (2011), a elafina pode se
ligar covalentemente a diversas proteinas da matriz extracelular por transglutaminases

teciduais e se mantém como potente inibidor de protease. Ela ja foi apontada como um



substrato para transglutaminase, com reticulagcdo através de ligagdes isopeptidicas formadas
entre duas ou mais moléculas de elafina. Um experimento indicou que a elafina contém
residuos reativos de lisina e glutamina que participam da formacao de ligacdes isopeptidicas e
que esses residuos de elafina sdo substratos de transglutaminase menos eficientes do que
aminas ou pepetideos contendo glutamina (dansilcadaverinas, TGS1, TGS2 ou TGS3). Desta
forma, na reagcdo de transamidacdo, a transglutaminase tem como alvo essas moléculas
pequenas ao invés da elafina.

Segundo Wang e Griffin (2011), a transglutaminase tecidual ¢ importante na homeostase
do tecido e no processo de cicatrizagdo. A distribui¢cdo da elafina no intestino delgado pode
inibir a transglutaminase tecidual e prevenir uma resposta inflamatodria sistémica exagerada.

Considera-se que uma abordagem terapéutica que substitua a elafina em individuos com
doengas inflamatorias intestinais possa ser interessante, uma vez que a inflamacao crénica nas
células epiteliais diminui os niveis dessa serino-protease (ZHANG et. al., 2017). A mucosa
intestinal ¢ o revestimento das paredes internas do intestino, histologicamente ela apresenta
vilosidades intestinais, que se projetam da mucosa em direcdo ao limen favorecendo a
absor¢ao de nutrientes com a sua ampla superficie de contato, e um revestimento por epitélio
cilindrico simples, que contempla células absortivas e células caliciformes. De acordo com
Rodrigues, Medeiros, Prata e Lima (2016), para que ocorra a manutengdo da homeostase na
mucosa, diversos mediadores precisam estar envolvidos, tais como as células epiteliais, as
células do sistema imune, microbiota e sistema nervoso entérico.

A atividade proteolitica ¢ destacadamente regulada no trato gastrointestinal, e a
desregulagdo da fungdo da barreira intestinal estd vinculada a patogénese de varias doengas
(MOTTA et. al., 2011; RUBIO-TAPIA et. al., 2013), entre elas, as doengas inflamatorias
intestinais, Doenca Celiaca, alergias alimentares, colite ulcerativa, sindrome do intestino
irritdvel e doenca de Crohn. Mesmo que os mecanismos ainda ndo estejam completamente
conhecidos, ¢ notorio que precisa existir um equilibrio da resposta inflamatoria, para que ndo
seja exacerbada e ndo ocorram prejuizos na permeabilidade do intestino.

A elafina também foi estudada no contexto da doenga inflamatoéria intestinal (MOTTA et.
al., 2011; GALIPEAU et. al., 2014), que apresenta sintomas comuns a Doenga Celiaca e
ambas estdo a associadas fatores genéticos, os quais somados aos fatores ambientais, levam a
uma exagerada resposta imunolédgica e consequente inflamacdo cronica do intestino. Tanto

que a adesdo a uma dieta isenta de gliten ¢ frequentemente indicada para pacientes com



doenca inflamatoria intestinal, por poderem ser beneficiados durante o tratamento ou mesmo
para a prevengdo (AZIZ et. al., 2015; BIESIEKIERSKI et. al., 2014; HERFARTH et. al.,
2014).

Em estudos feito com bidpsias de colon de pacientes com doenca inflamatoria intestinal
foi relatado que a atividade proteolitica estava aumentada (CATTARUZZA et. al., 2006;
CENAC et. al., 2002; CENAC et. al., 2005; HYUN et. al., 2008), o que pode ser tanto devido
a regulagdo positiva da expressdo de proteases, como a efetividade reduzida da expressao de
inibidores de proteases como a elafina, ou ambos.

Um estudo realizado por Motta, Magne, Descamps, Rolland, Squarzoni—Dale, Rousset,
Martin, Cenac, Balloy e Huerre (2011) em modelos de camundongos buscou ampliar a
compreensdo sobre o equilibrio da atividade proteolitica em condigdes de inflamagao
intestinal, com foco no papel da elafina, que é uma antiprotease, mais especificamente
inibidora de serino protease, proteases como a elastase de neutrofilos e a proteinase-3.

Neste estudo conduzido por Motta, Magne, Descamps, Rolland, Squarzoni—Dale,
Rousset, Martin, Cenac, Balloy e Huerre (2011), duas estratégias distintas e independentes
foram utilizadas para superexpressar elafina no célon dos camundongos, visando avaliar os
efeitos terapéuticos gerais da alteracdo do padrdo de expressdo de protease e antiprotease em
doenca inflamatoria intestinal e, principalmente, avaliar o potencial terapéutico da expressao
de elafina no intestino. Uma estratégia contemplou a modificagdo genética, ou seja,
camundongos transgénicos para a expressao de elafina, e a outra estratégia contemplou uma
abordagem farmacologica com administragdo do vetor adenoviral que expressa elafina
intracolonicamente. Foram investigados também os pardmetros de inflamagcdo em
camundongos deficientes para a expressdo das proteases elastase de neutrofilos e
proteinase-3.

Foi1 observado que nos colons dos camundongos transgénicos para a expressao de elafina
a atividade da elastase e proteinase-3 foi significativamente inibida, apresentando niveis
semelhantes aos de tecidos ndo inflamados, ao passo que nos colons de camundongos sem
expressdo de elafina a colite induzida acarretou em um aumento significativo na atividade da
elastase e proteinase-3. Da mesma forma, a atividade semelhante a tripsina apds a inducao de
colite teve um aumento significativo em camundongos sem expressao de elafina, ja nos
camundongos que expressavam elafina ndo foi observado aumento. Tais resultados mostraram

que a expressao da elafina ndo modificou as atividades da elastase basal e Proteinase-3 e do



tipo tripsina, porém foi capaz de inibir totalmente seu aumento na inducdo de colite.
Concluindo, desta forma, que a expressdo transgénica de elafina altera o equilibrio entre
protease e antiprotease no coélon no contexto de colite, inibindo a atividade proteolitica,
consequentemente protegendo contra o avango da colite e fortalecendo as fungdes da barreira
epitelial intestinal (MOTTA et. al., 2011).

Ainda neste estudo coordenado por Motta, Magne, Descamps, Rolland, Squarzoni—Dale,
Rousset, Martin, Cenac, Balloy e Huerre (2011), com o intuito de aprofundar a investigagao
acerca dos efeitos da expressdao de elafina na modulacdo das respostas imunes inatas, foi
medido o RNA mensageiro e os niveis de proteina de uma gama de citocinas e quimiocinas de
tecidos colonicos de camundongos transgénicos para a expressdo de elafina e de
camundongos controle em tecidos basais sem inflamacao e também em tecidos que tiveram
colite induzida, indicando que os niveis de RNA mensageiro das quimiocinas proteina
inflamatoria de macrofagos-lo, proteina inflamatoéria de macrofagos-2 e CCL-5 foram
consideravelmente diminuidos em camundongos que expressavam elafina em comparacao
com camundongos controle. A CCL5 ¢ uma proteina secretada e regulada pela ativagdo de
linfécitos T, quimioatraente de linfocitos T ativados e eosindfilos (PALOMINO; MARTI,
2015). Foi constatado que tanto a expressao quanto a liberagdo de citocinas € quimiocinas sao
alteradas pela expressdo de elafina. E considerando que as citocinas e quimiocinas avaliadas
sdo parcialmente controladas pelo fator nuclear kB, o estudo averiguou se a atividade dele foi
modulada pela expressdao de elafina. Os resultados indicaram que a expressdo de elafina
provocou uma diminuicao extrema da atividade do fator nuclear kB no intestino (MOTTA et.
al., 2011). O fator nuclear kB, quando ativado, aumenta a expressao de genes alvo
pré-inflamatorios, portanto, ao ser inibido, promove a protecao contra a inflamagao intestinal
cronica e enterocolite necrosante em modelos animais (SPEHLMANN; ECKMANN, 2009).

Foram realizados testes por Motta, Magne, Descamps, Rolland, Squarzoni—Dale,
Rousset, Martin, Cenac, Balloy e Huerre (2011) com o objetivo de compreender se a elafina
promovia alguma modificagdo na fung¢do de barreira do epitélio intestinal, ou seja, no
bloqueio da passagem do conteudo do Iumen para os tecidos, e também na secre¢cdo de
quimiocinas, como a IL-8, a qual sinaliza o sistema imunoldgico inato que existe a
necessidade de recrutar células inflamatdrias. Para esses testes, monocamadas de células
epiteliais do intestino foram expostas ao fator de necrose tumoral a, permitindo a passagem

paracelular de dextrano. A incubagdo de células com o vetor adenoviral expressando elafina



levou a uma inibi¢do significativa da permeabilidade aumentada induzida pelo fator de
necrose tumoral a e reduziu significativamente a liberagdo de IL-8. Outra constatagdo
relevante foi a de que a elafina contribuiu para reconstituir a organizag¢ao da jungdo de oclusao
apos indugdo da colite. A somatéria de resultados configuram a elafina como um potencial
agente terapéutico nas situagdes de inflamacao intestinal crdnica.

Um estudo realizado por Zhang, Teng, Wu, Tian e Wang (2017) buscou compreender a
expressdo e significado clinico da elafina na doenga inflamatdria intestinal. Foram
selecionados pacientes com doenga inflamatoria intestinal, com casos de colite ulcerativa,
doenca de Crohn e um grupo controle com individuos saudaveis. Os niveis de RNA
mensageiro de elafina se apresentaram expressivamente reduzidos na colite ulcerativa ativa,
mas na doenga de Crohn ndo foram encontradas diferengas substanciais. A expressdo de
elafina na mucosa inflamada do célon tanto na doenga de Crohn quanto na colite ulcerativa
foi menor do que na mucosa normal nos controles ¢ menor do que na mucosa ndo inflamada
na doenga inflamatoria intestinal. Com isso, foi possivel concluir que a elafina diminuiu em
pacientes com doenca inflamatoria intestinal ativa, indicando que a serino protease pode
exercer um papel protetor e pode ser usada como um indice para avaliar a atividade da doenga
em individuos com doenca inflamatodria intestinal.

Com a inten¢do de elucidar os mecanismos através dos quais a elafina fornecida a
mucosa oferece protecdo contra a inflamagao do intestino, estudos conduzidos por Deraison,
Jaeger, Guiraud, Rolland, Bellot, Rolland, Sebbag, Bermudez, Langella e Vergnolle (2020),
demonstraram a relag@o entre a expressdao do gene que codifica a elastase de neutrofilos, ELA
2, e a elafina no contexto da doenca inflamatoria intestinal. O gene que codifica a elastase de
neutrdfilos € regulado positivamente e a elafina ¢ regulada negativamente de forma extrema.
Os resultados demonstraram que a hélice catidnica na por¢ao N-terminal da elafina apresenta
atividade antimicrobiana e pode fazer interagdes com fosfolipideos e que a elafina inibe
especificamente as elastases, além de inibir fator nuclear kB e a proteina ativadora-1,
mostrando que os tratamentos orais com expressdo de elafina por bactérias L. Lactis
restabelecem o equilibrio proteolitico no intestino inflamado e oferecem protegdo tanto contra
a inflamag¢do aguda quanto contra a inflamacdo cronica do c6lon. A atividade antiinflamatoria
tem relagdo com o controle da atividade da elastase pelas células epiteliais.

Pensando em fornecer a elafina de forma constante e com a administragdo em pequenas

quantidades no local da lesdo no célon, um estudo feito por Bermudez-Humaran, Motta,



Aubry, Kharrat, Rous-Martin, Sallenave, Deraison, Vergnolle e Langella (2015) investigou a
eficacia do uso de bactérias acido laticas recombinantes (recLAB) para entregar moléculas
anti-inflamatodrias diretamente na mucosa intestinal no contexto do tratamento para doenga
inflamatoria intestinal. Foram projetadas e comparadas diferentes cepas recombinantes de
Lactococcus lactis secretando dois tipos de moléculas anti-inflamatorias: inibidores de
serinoproteases (elafina e inibidor da protease leucocitaria secretora-SLPI) e citocinas (IL-10
e TGF-B1), além de uma cepa com a principal protease extracelular inativada, com exigéncia
de alta temperatura, que teoricamente produz maiores quantidades da molécula desejada,
visando estipular o melhor vetor e definir se um efeito dependente da dose da molécula
fornecida ¢ relevante. Para serem entregues no colon e serem eficazes no local da lesdo apds a
administracao oral, os probiodticos recombinantes devem sobreviver ao transito pelo trato
gastrointestinal.

Os tratamentos com cepa de L. lactis produtora de elafina conferiram a prote¢do mais
eficiente contra a inflamagao do cdlon, em comparagdo com cepas de L. lactis expressando
interleucina 10 e TGF-B, e a protecdo foi ampliada com a cepa super produtora de elafina,
indicando que existe um efeito dependente da dose. Com as administra¢des orais diarias de
inibidores de serino protease houve uma diminui¢do expressiva da inflamag¢do, com reducao
da espessura do cdlon e da atividade de mieloperoxidase, em comparagdo com camundongos
controle. Também foram observadas reducdes na atividade eclastolitica e na atividade
semelhante a tripsina. A somatdria dos resultados estabelece que os inibidores de serino
protease apresentam maior atividade anti-inflamatérias do que as citocinas anti-inflamatorias
neste formato de entrega por bactérias acido laticas recombinantes na mucosa intestinal.
(BERMUDEZ-HUMARAN et. al., 2015).

Um dos desafios dos testes que envolvem tratamentos para doenca inflamatdria intestinal
¢ a entrega bem estabelecida no local da inflamagao (KHOR; GARDET; XAVIER, 2011).
Estudos clinicos e experimentais provando que as bactérias probidticas sdo capazes de
neutralizar o processo inflamatorio cronico tem aumentado, sendo que essa neutralizagdo esta
relacionada com a modulagio da composi¢do da microbiota (BERMUDEZ-HUMARAN et.
al., 2013). A seguranga e a atividade probidtica das bactérias acido laticas somadas a
capacidade de sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal, fazem com elas sejam opgoes
interessantes para fornecer moléculas terapéuticas para a mucosa, podendo inclusive mitigar

os potenciais efeitos colaterais associados as vias sistémicas classicas de administracao



(KHOR; GARDET; XAVIER, 2011).

No estudo de Motta, Magne, Descamps, Rolland, Squarzoni—Dale, Rousset, Martin,
Cenac, Balloy e Huerre (2011) foram construidas cepas recombinantes de L. lactis capazes de
entregar elafina na mucosa intestinal, comprovando que a elafina fornecida por bactérias
lacticas recombinantes previne a inflamagdo, aumenta a velocidade de cicatrizagdo da mucosa
e restabelece a homeostase do colon (MOTTA et. al., 2011). Baseados nesses resultados,
Torres, Danese e Colombel (2013) sugerem uma potencial aplicacao clinica para a elafina
fornecida por bactérias probiodticas para o tratamento de doenga inflamatdria intestinal,
constituindo uma perspectiva de tratamento que apresenta boa relagdo de custo-beneficio, e
pode ser uma abordagem de longo prazo para o tratar doencas inflamatorias intestinais e
outros disturbios da inflamag¢ao intestinal.

Ampliando o conhecimento sobre estratégias de abordagens terapéuticas com probidtico
que poderiam ser usadas para entregar elafina diretamente até a mucosa do célon, um estudo
realizado por Teng, Liu, Liu e Wang (2020) destaca o probidtico Escherichia coli Nissle 1917
como uma excelente escolha para a engenharia de microorganismos terapéuticos. Foi
projetada geneticamente Escherichia coli Nissle EcN para fornecer elafina e os efeitos de
protecao contra a colite em camundongos foram investigados.

O grupo de camundongos que recebeu Escherichia coli Nissle expressando elafina
apresentou menor perda de peso ao longo das trés rodadas de exposicao ao agente indutor da
inflamacdo, sulfato dextrano de sdédio, e quase recuperaram o peso apds a interrup¢do do
tratamento com o mesmo, além de apresentarem encurtamento notadamente atenuado dos
colons em comparagdo com o grupo que recebeu Escherichia coli Nissle controle, sugerindo
que Escherichia coli Nissle expressando elafina poderia proteger efetivamente contra colite
induzida em camundongos (TENG et. al., 2020).

A gravidade da inflamagdo do cdlon em cada grupo usando andlise histoldgica também
foi avaliada, e as mudangas histologicas que se destacaram foram a formacao de tlcera, perda
de criptas e infiltrado de células imunes. Novamente, o grupo de camundongos que recebeu
Escherichia coli Nissle expressando elafina apresentou menor infiltragdo de células imunes e
melhor preservacao da estrutura da cripta colonica em comparagdo com o grupo que recebeu
sulfato dextrano de so6dio. Também foi verificado se a integridade das junc¢des de oclusdo no
colon foram afetadas pela administracdo de Escherichia coli Nissle expressando elafina,

considerando o papel significativo da barreira epitelial intestinal. Apesar da expressdo de



ocludina, claudina-1 e claudina-2 ndo ter sido alterada pela administracao de Escherichia coli
Nissle controle e Escherichia coli Nissle expressando elafina, a expressdo e distribuicao de
zonula occludens-1 foram significativamente modificadas, com o padrao de distribuicdo de
zonula occludens-1 apresentando irregularidades, indicando que a integridade da juncdo de
oclusdo foi danificada em camundongos que receberam sulfato dextrano de sodio, porém, a
localizagdao de zonula occludens-1 em camundongos tratados com Escherichia coli Nissle
expressando elafina praticamente voltou ao normal (TENG et. al., 2020).

Um outro estudo conduzido por Hiramatsu, Sakamoto, Satho, Irie, Miake, Maeda ¢
Kashige (2018) buscou investigar se Lactobacillus plantarum pode induzir a secre¢do de
elafina da linhagem celular de adenocarcinoma colorretal epitelial humano, Caco-2 e
examinar as fungdes do DNA gendmico bacteriano e do receptor toll-like 9,TLR9, que é um
receptor especifico do DNA bacteriano nesta secrecio de elafina. Foram medidas as secreg¢des
de elafina de células Caco-2 por cepas L. plantarum vivas e mortas pelo calor. L. plantarum
morto pelo calor aumentou a secre¢do de elafina, mostrando ser tempo e dosagem dependente,
enquanto o L. plantarum vivo ndo teve tal efeito. A secre¢do de elafina por L. plantarum
morta pelo calor foi parcialmente abolida pelo tratamento com DNase da bactéria. Os
resultados apontaram que L. plantarum morto pelo calor aumentou o nivel de secrecao de
elafina das células Caco-2, ¢ 0 DNA gendmico bacteriano e TLR9 desempenham papéis
relevantes neste efeito. A terapia com lactobacilos ¢ 1util para o tratamento da Doenca
Inflamatodria Intestinal e sugere-se que um possivel mecanismo para a eficacia da terapia com
lactobacilos pode envolver um aumento nos niveis de elafina no intestino. Estudos adicionais
da inducao de elafina associada a lactobacilos ¢ seu DNA gendmico podem levar ao
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para melhorar a inflamagao intestinal.

A elafina apresenta forte potencial como alternativa para ser usada no tratamento da
Doenca Celiaca, por ser uma proteina encontrada no trato gastrointestinal e que, de acordo
com estudos, ¢ menos expressa em pacientes com doengas inflamatorias intestinais
(GALIPEAU et. al., 2014). A elafina também ¢ um substrato para a transglutaminase tecidual,
uma proteina conhecida por estar envolvida na patogénese da doenga celiaca (CARUSO et.
al., 2014), reforgando a hipdtese de ser uma alternativa promissora para o tratamento de
individuos que convivem com a doenga. A forma de entrega da elafina pode variar, conforme
j& abordado em estudos realizados (GALIPEAU et. al., 2014; MOTTA et. al., 2012; TENG et.
al., 2020).



Tanto bactérias probidticas como a Escherichia coli Nissle quanto bactéria acido laticas
recombinantes, Lactobacillus plantarum e vetor adenoviral podem ser utilizados para
expressar elafina. A somatoria dos resultados apontam que a administragao de elafina tem a
capacidade de deixar a barreira epitelial do intestino mais robusta, promover a resolu¢ao da
inflamacao, modular a composi¢cdo da microbiota intestinal, melhorando significativamente a
qualidade de vida de pacientes que convivem com doengas inflamatorias intestinais.

E importante ressaltar que a grande maioria dos estudos foi realizada com camundongos,
e apesar das inumeras semelhangas com o organismo humano, a composi¢do da microbiota
intestinal ndo ¢ idéntica a microbiota de humanos. Além de grande parte dos estudos citados
serem para a mucosa do colon que apresenta diferencas em relagdo a mucosa do intestino
delgado. Para que sejam elucidados resultados semelhantes no duodeno, sitio de maior dano
da Doenga Celiaca, devem ser conduzidos novos experimentos e ensaios clinicos que induzam
a inflamacdo nesta por¢ao do intestino e atestem que a elafina apresente resultados igualmente
promissores tanto in vitro como em modelos animais, para em seguida realizar testes clinicos
com humanos sadios.

Pensando nas etapas de desenvolvimento de um novo medicamento, os estudos in vitro e
em modelos animais fazem parte da fase pré-clinica, a qual ¢ sucedida por uma nova etapa de
testes em animais, com o desenvolvimento de uma formulagdo contendo a substancia de
interesse, neste caso, a elafina. Apds essa nova etapa de testes, ¢ necessario que a agéncia
reguladora sanitaria e o comité de ética em pesquisa concedam a autorizagdo para que sejam
feitos ensaios clinicos em humanos. A partir de entdo, comegam os ensaios clinicos,
inicialmente contemplando um numero reduzido de voluntarios saudéveis com o objetivo de
atestar se a substancia ¢ segura, e obtendo um resultado positivo, na sequéncia ¢ feito um
ensaio com um numero reduzido de pacientes, neste caso, pacientes com doenga celiaca
diagnosticada, visando avaliar o potencial de eficacia e também a seguranga de administrar
um medicamento com elafina. Ap6és um resultado positivo com o nimero reduzido de
pacientes, uma nova etapa de ensaios ¢ feita para avaliar a eficacia e a seguranca, desta vez
em um numero maior de pacientes. Caso os resultados sejam positivos, ¢ feita a solicitacao de
registro do medicamento na agéncia reguladora sanitaria, e caso a agéncia conceda a
aprovacao para comercializa¢dao, o medicamento pode ser produzido e comercializado.

Conforme j& foi elucidado no decorrer deste trabalho, uma alternativa como a

administracdo de elafina, que ¢ uma proteina naturalmente presente no organismo humano e



comprovadamente reduzida em condi¢des de inflamacgdo intestinal, além de contribuir para
restabelecer a integridade da mucosa ainda inibe a destruicdo das vilosidades intestinais ¢
bastante interessante. Existe a necessidade de clarificar se a elafina pode interferir no
desencadeamento de um processo de resisténcia, e garantir que nio vai ter uma compensagao
que possa dar origem, por exemplo, a outra patologia, algo que pelos resultados dos estudos
parece ser pouco provavel. Também se faz necessdrio estabelecer os parametros
farmacocinéticos e toxicoldgicos da elafina, que ndo foram mencionados nos estudos até o

momento.

6 CONCLUSOES

Diante dos resultados descritos nos artigos estudados, existem fortes demonstragdes de
que a elafina apresenta potencial para ser usada no tratamento da Doenca Celiaca, por
promover uma melhora significativa dos danos intestinais macroscopicos, por prevenir a
inflamacdo e acelerar a cicatrizagdo da mucosa. Conforme relatado, foi comprovado que a
elafina ¢ substrato para a transglutaminase tecidual, que ¢ um dos potenciais gatilhos da
resposta imune adaptativa na Doenga Celiaca, além de apresentar relevantes atividades
antiinflamatérias, com potencial para restaurar o equilibrio proteolitico e, consequentemente,
a homeostase do intestino inflamado. Os testes evidenciam que a elafina inibe
significativamente diversos parametros inflamatorios avaliados, como atividade de
quimiocinas, mieloperoxidase, atividade semelhante a tripsina, fator nuclear kB, entre outros.

Os 10 principais artigos que foram revisados trazem a tona diferentes pardmetros que
foram avaliados sobre a agdo da elafina, ndo apenas no que tange as suas atividades
reguladoras e imunomoduladoras em células epiteliais, como também as possiveis formas de
entrega da elafina no intestino, seja através de vetor adenoviral ou de diferentes tipos de
bactérias. Os resultados apontam que a entrega da elafina por via oral ¢ possivel e efetiva,
possibilitando um tratamento conveniente e de longo prazo. Alguns artigos ndo abordam
especificamente a elafina no contexto da Doenca Celiaca, mas no contexto de outras
condigdes intestinais que também apresentam dano da mucosa e manifestagcdes clinicas
semelhantes.

Esses resultados, ainda que promissores, requerem estudos mais aprofundados para a

confirmacao da eficacia da elafina em individuos que convivem com a Doenga Celiaca, com



testes pré-clinicos e clinicos que comprovem os beneficios de uma terapia farmacologica,
além da necessidade de ser evidenciada a seguranga e informagdes relacionadas a dosagem e

toxicidade da elafina.
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