PARECER
Universidade Estadual de Campinas

Este exemplar corresponde 2
Faculdade de Engenharia de Alimentos  redagéo final da tese defendide

por Fabiana Maria Bertoni

Bonetti Piccoloto, aprovada pela

Comisséo Julgadora em 21 de

outubro de 2002.

Prof. Dr. José Luiz Pereira
Presidente da Banca

DETERMINACAO DO TEOR DE GLUTEN
POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO
EM ALIMENTOS INDUSTRIALIZADOS

FABIANA M. BERTONI BONETTI PICCOLOTO
Engenheira de Alimentos

PROF. DR. JOSE LUIZ PEREIRA
Orientador

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP, para
obtengao do grau de Doutor em Ciéncia de Alimentos

Campinas, Estado de Sao Paulo, Brasil, 2002
UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
. Unicamp SECAO CIRCULANTE
BIBLICTECA CENTRAL j




DADE (¢

HAMADAT/UNICAMP
P59

EX
ABO BC/ _S5A45 3%
c 16. 853 ¥% /0 &
_ DX

co R3$1 o7
A _ I/ 1102
>PD

CMOD176454-1

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA F.E.A. - UNICAMP

P582d

Piccoloto, Fabiana Maria Bertoni Bonetti

Determinagdo do teor de glten por ensaio imunoenzimatico
em alimentos industrializados / Fabiana Maria Bertoni Bonetti
Piccoloto.-- Campinas, SP: [s.n.], 2002.

Orientador: José Luiz Pereira
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1.Doenca celiaca. 2.Alergia. 3.Gliten. 4.ELISA. I.Pereira,
José Luiz. ILUniversidade Estadual de Campinas.Faculdade de
Engenharia de Alimentos. IIl.Titulo.

i




BANCA EXAMINADORA

(Orientador /

'\.

| ;
\ { (

Prof. Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri
(I':qmbro)

e - 7 T o 4 {
>) T <% ! B

Profa. Dra. Maria Cecilia de Figueiredo Toledo
(Membro)

Profa. Dra. Semiramis Martins Alvares Domene
(Membro)

y 2
Prof. Dr. %aya Farfan

(Membro)

Prof. Dr. Cesar Francisco Ciacco
(Membro)

Campinas, de de 2002.

ii



AGRADECIMENTOS

Ao meu querido orientador, Prof. Dr. José Luiz Pereira, profissional exemplar e
competente, a quem devo grande parte da minha formacdo, pela amizade,
carinho, confianga, paciéncia e estimulo ao conhecimento cientifico e pelo apoio de

fundamental importancia na preparagao deste trabalho.

A minha querida amiga Norma Miya, pela extrema competéncia e incentivo, pelas
sugestdes, corregdes, ajuda e ensinamentos no decorrer de todo este projeto,
além de ter me proporcionado grande alegria e prazer pelo convivio sempre

harmonioso ao longo da minha carreira profissional.

Ao Prof. Dr. Mauro Faber de Freitas Leitdo (FEA — UNICAMP), icone da comunidade
cientifica pelo profissionalismo e competéncia, pela gentileza e preciosa
contribuigdo nas sugestdes durante a minha qualificagdo e corregbes desta
dissertagao.

Ao Prof. Dr. Valdemiro Sgarbieri, do Instituto de Tecnologia em Alimentos (ITAL),
pela gentileza e disponibilidade além da valiosa contribuicdo na corregdo desta

dissertagao.

A Profa. Dra. Maria Cecilia Figueiredo Toledo, do Departamento de Ciéncia em
Alimentos (FEA — UNICAMP), pelas sugestdes e corregdes sempre pertinentes e

caracteristicas desta profissional exemplar.

A Profa. Dra. Semiramis Martins Alvares Domene (Nutricdo - PUCCAMP), pela

simpatia, gentileza e preciosa contribui¢do na corregao desta tese.

v



Ao Prof. Dr. Jaime Amaya Farfan, do Departamento de Nutrigao (FEA - UNICAMP),
pelas sugestdes na minha qualificagdo.

A Srta. Maria Helena Sousa (CEMICAMP — UNICAMP), pela gentileza e colaboragao
na analise estatistica deste trabalho.

A ACELBRA — Parana, na pessoa do presidente Sr. Marcio Rogério Kurz pela

sugestdo e envio de amostras de alimentos consumidos por celiacos para analise.

A ACELBRA — Sdo Paulo, na pessoa do internauta Péricles, pelo envio das

informagdes sobre a incidéncia da DC no Brasil.

A Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel superior (CAPES) pelo
apoio financeiro recebido através de bolsa concedida.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo (FAPESP), agradego
imensamente, pelo financiamento do projeto 00/02783-2.

A minha querida amiga Karen, sempre tdo atenciosa, nao tenho palavras para

agradecer pela amizade, pelo carinho, pelas inimeras sugestdes, além do enorme

interesse e da grande disponibilidade de sempre se fazer presente durante todas

A minha querida e fiel Zenaide, meu brago direito, pelo convivio, pelo carinho e

eterna dedicagao.

Aos grandes amores da minha vida: Luiz e Maria Beatriz.



INDICE

Pagina

LISTA DE TABELAS ....ccccimrensisinrassmmsassmmrasssssssssnansnsasmsarstarassssssatssessasasassasssss viii
LISTA DE FIGURAS ....oeteeeernieierensrsrsisistnasiensssssannsssssss e ssssss s enansissnses X
RESUMOD ...oecnrrensssicinssssssiaissssiassnassisssinin i sassissmmma s sassnsarsnnnss Xi
SUMMARY. sciiiisummpinivivissnmsssmsmmmismpemmmuamsnsmassse i ts i s bR Xiii
1 = INTRODUGAO....0enuersssesesenssssssssssssssssssssssssasassssasssssssasessssssssasssasasasasass 1
% REVISAO DE EITERATUR A osissssssssssssssssassmsmesurseisnussramssssmarassmms sessanssezsss 5
2.1. Doenca celiaca: histérico e epidemiologia.......cocuveriersenieriunninenaes 5

2.2, O GIOEEN.c.utriecrneeeeerrer e e 9

2.3. EHiOPAtOgENIA. .cccrureerererisnreressrssneres s st s s 14

2.4. Quadro clinico e doengas assoCiadas. ... .c.cvwwrrrsunsisrinnsieiinsinsneans 17

2.5. Tratamento: dietoterapia......coceuririmmninarimmninio s, 21

2.6. Determinacdo do GIULEN......ceviriereerermne s 24

2.7. Legislacdo € rotulagem.....ccccveeieniininnniseniinins s 28

3 — MATERIAL E METODOS.....cosserseussseesnsssessssssssssssasssssasssssssissssssassssssssasns 32
B I OETRRNE ey oo v i o a3 S S T RS SN RN G SRS AR R AR R 32

3.1.1. AlIMENEOS...crvrurureresrairernensmmmssmsisaresrenmnsnnesernsnnsesssessens 32

vi



oI 1= (o o [ LT 40

3.2.1. PIEparo a8 amostEs. . - uiminaias i i it 41
3.2.2. Preparo dos DatrDes. v sssnssssrmmuiiissssss i s 42
3.2.3. Preparo dos CONLroleS.......uuueurmemimemurmmmrermninianers s enenes 42
3.2.4. Montagem da reaca0. i iaaiiinimmsmsrininiiniisissssissmiins 43
2.2.5. Leltiira da reatani oy 45
3.2.6. Calculo do teor de gIUteN....uuuueuerrrerererernrnnsennnereeeeseaeas 45
4~ RESULTADOS. .. csassensnssnnsnsnnnnnssarsnssiimssinitisaini s ad e 46

4.1. Curva—Padrdo: Absorbancia (405nm) x Concentragao de

gliading (HG/ML)...cevererrreriririniniiierinerer s 46

4.2. Determinacdo da conc. de gliadina e do teor de gliten (%).......... 50

4.3. Andlise estatistica descritiva exploratoria........ccceeeeicrmreerinsssssunnees 56

b DIRCUISERID . vn s e menssnsernsmmirsenssmmmrssnasmnnanmns sammmos s s AR TR R 63
6~ CONCLUSDES ssonumsnmmmmvmmmssssusm s eess 70
7 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......crvriirireaceerernssisissssessrensssesessssssssns 72

vii



LISTA DE TABELAS

Pagina
Tabela 1.~ Embutidos (salsichas & lINgUIgas)...ussssussssrmesssmssrasssnvsessassrnnerareravare 33
Tabela 2 — Bebidas (cervejas e achocolatados).......vvimriieniniiieinnniniiriisn 34
Tabela 3 — Produtos de Panificacao (farinhas, cereais, biscoitos e snacks)............. 35
Tabela 4 = Condimentos (Mmolhos € teMPEr0S )i sssrasarsxs sennsmrmssseuvarersnnassmnnnnsassnsas 38
Tabela 5 —Desidratados (SOPas). .. sssnnsrinsisincssmus i siiasassuiini s aassne e 39
Tabela 6 — Absorbancias das solugdes-padrao de gliadina.......c.coevviieiiiinininininenannn 48
Tabela 7 — AjuSte de regreSSa0......ererrreiririiimariiiiinuriiers i 48
Tabela 8— Teor dé gliten nos EMbUHAOS. ..o 50
Tabela 9~ Teor:de gliten Nas Bebidas.. . ssssnssmmenmunismassmsimsminn sxesssumsnmns 51
Tabela 10 — Teor de gltten nos Produtos de PanifiCagao..........cevuerreeeieiiiinnneninnnns 52
Tabela 11 — Teor de gliten Nos CoONAIMENTOS.....uuviririiiiiiiiiniiinerrerersr . 55
Tabela 12 — Teor de gliten nos Desidratados. ........cvueiiurininieinniessnieiniee i 56
Tabela 13 — Distribuicdo absoluta e relativa dos produtos segundo grupos............. 57
Tabela 14 - Distribuicdo absoluta e relativa do contetdo de glaten..........c.ccveeniee. 58

Tabela 15 — Distribuicdo absoluta dos grupos dos produtos segundo classificagdo.. 59

Tabela 16 — Descricdo dos produtos com contelido médio e alto de gldten............ 59

viil



Tabela 17 — Distribuigao absoluta e relativa dos produtos de acordo com cereal

e[ e . | | 60
Tabela 18 — Distribuigao absoluta dos produtos comprovadamente isentos

de glUten POr NALUMEZA.....ueeieirereirreeresrreeessrree e srneeseseree e s esaraeeeennees 61

Tabela 19 — Valores descritivos do contelido de gliten nos produtos..........ccceeee... 62

1X



LISTA DE FIGURAS

Pagina

Figura 1 — Idade dos celiacos em acompanhamento MEdiCo.......cuvevrrriiuerninnnane 8
Figura 2 — Relagdo taxondmica entre 0S graos de CEreais.........uvuviaieeerrinereiisnnnnnes 11
Figura 3 — Simbolo internacional de alimentos “isentos de gliten” destinados

0L 1= Lo 29
Figura 4 — Esquema da reagao de ELISA (sanawich diret0).......cccceeivueeininerniiinnnnne, 41
Figura 5 ~ Placa da reacdo de ELISA......cuwsismmammmsusvemmssmssannsammmsssssurssvessninsss 44
Figura 6 — REagA0 de ELISA........eeeieieeeeeriresssine i e ssse s s nae e saanee s 47
Figura 7 — Dispersdo dos valores de absorbancia (405nm) segundo concentragao

de gliadina (ug/mL) € curva ajustada.cussiss s amismmissssmisamsi 49



RESUMO

DETERMINACAO DO TEOR DE GLUTEN POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO
EM ALIMENTOS INDUSTRIALIZADOS

A Doenca Celiaca (DC) € uma intolerdncia permanente ao gluten,
manifestada em criancas e adultos, que agride e danifica as vilosidades do
intestino delgado prejudicando a absorgdo dos alimentos. Suas conseqiliéncias sao
diarréia, vomitos, emagrecimento acentuado, anemia, baixa estatura e desnutrigao
aguda, podendo levar o paciente a morte na auséncia de um diagnostico. Nos
paises europeus, a incidéncia da moléstia é de 1:300, enquanto no Brasil ainda
n30 existem estatisticas. O tratamento da DC € basicamente dietético. As pessoas
portadoras desta enfermidade devem excluir o gliten da dieta durante toda a vida.
N3o podem ingerir alimentos provenientes de trigo, centeio, cevada e aveia. Evitar
o gliten da dieta requer exame minucioso dos rétulos das embalagens dos
alimentos. Embora, a principio, seguir dieta estritamente isenta de gluten possa
parecer simples, na pratica evidencia-se uma série de dificuldades na manutengao
desta dieta, ndo somente por parte do paciente, mas também pela presenga de
gliten numa vasta quantidade de alimentos processados, sem que sua Composicao
esteja especificada na rotulagem, possibilitando o encontro desta proteina em
alimentos inesperados. Em vista disso, 177 produtos industrializados, disponiveis
no mercado brasileiro, foram analisados quanto a presenga de gliten. Destes 83
eram produtos de panificagdo, 34 bebidas, 24 condimentos, 22 embutidos e 14
desidratados. Utilizou-se para andlise um ensaio imunoenzimatico comercial
baseado num anticorpo monoclonal para w-gliadinas. Os resultados da andlise
mostraram que o gliten estava presente em 84% dos produtos. Dos 98 alimentos

naturalmente isentos, apenas 19 néo apresentaram a proteina em sua composigao.
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A maioria das amostras apresentou niveis de gliten inferiores a 0,016%. Quatro
amostras tinham teores de gliten entre 0,016 e 0,046% e apenas uma amostra
apresentou um teor entre 0,10 e 0,30%. Os resultados sugeriram que durante o
processamento, produtos natura/mente jsentos sofreram contaminagdo por gluten,
inaceitavel aos portadores da DC. Além disso, muitos alimentos ainda se
encontram com rotulagem incompleta, ndo apresentando a adverténcia “contém

gliten”.
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SUMMARY

GLUTEN DETERMINATION IN FOODS BY AN ENZYME IMMUNOASSAY

Coeliac Disease (CD) is a permanent gluten intolerance that affects children
and adults, and is characterized by damage to the villi in the small intestine
causing nutrients malabsorption. Symptoms of CD can range from the classic
features, such as diarrhea, growth failure, vomiting, weight loss, anemia, to an
acute malnutrition which can takes the patient to death in the absence of the right
diagnosis. The incidence of gluten intolerance has been reported to be 1:300 in
European countries, while in Brazil there is no statistics. The treatment for CD is
based on diet. People suffering from this disorder should eliminate gluten from
their diet for the entire life. A gluten-free diet means avoiding all products that
contain wheat, rye, barley and oat. It would be recommended for patients to
examine the food labels very carefully. Although the adherence to a gluten -
free diet may seems simple, in fact there is a series of difficulties in the
maintenance of this diet, not only from the patient perspective, but also due to the
following reasons: gluten can be found in unexpected sources, composition of
foods is not exactly known and the food labeling is quite often incomplete. In order
to check what was mentioned above, 177 Brazilian products were analysed for
determination of gluten. A commercial enzyme immuno assay was used based on a
monoclonal antibody to omega-gliadin to analyse 83 bakery products, 34
beverages, 24 sauces, 22 sausages and 14 dehidrated soups. The results showed
gluten presence in 84% of the examined products. In 19 out of 98 products
claimed to be gluten free by nature, gluten was not found. The majority of the
samples had levels under 0.016% of gluten. Four samples had a gluten level
between 0.016 and 0.046%, while just one sample had level of gluten between
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0.10 and 0.30%. It is suggested that during the food processing, the naturally
gluten free products were contaminated with the toxic protein. Such contamination
is unacceptable for the patients who suffer from CD. Besides this, a lot of products
had incomplete labeling, not calling the consumer’s attention for the presence of

gluten.
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1. INTRODUCAO

A maioria das pessoas ja apresentou algum dia, uma reac3o adversa
causada pela ingestdo de algum tipo de alimento. Essa manifestacdo pode ter se
evidenciado tanto por sintomas respiratérios, como cutaneos, gastrointestinais ou
neuroldgicos. Uma reagdo alimentar adversa compreende ndo somente reagoes
imunoldgicas, como as alergias, mas também reacBes ndo-imunoldgicas, que
podem ser resultantes de anormalidades metabdlicas, conhecidas como

intolerancias alimentares.

A Doenga Celiaca (DC) constitui um dos exemplos mais importantes de
intolerancia alimentar, Nesta enfermidade do sistema imunoldgico, o gliten
presente nos graos de trigo, centeio, cevada e aveia desencadeia uma série de
eventos que culminam na atrofia total ou parcial da mucosa do intestino delgado,
com decréscimo significativo da area de absorcdo dos nutrientes em individuos
geneticamente susceptiveis. Como conseqliéncia desta anormalidade, o celiaco
perde peso, sofre diversos sintomas associados a deficiéncia de vitaminas e
minerais, podendo apresentar dermatite herpetiforme, diabetes mellitus, além da
associagdo a outras doengas imunoldgicas, e até transtornos nervosos e

psiquiatricos.

Trata-se de uma situagdo mais freqliente do que se suple e constitui
assunto de grande importancia para a salde, dadas as consequéncias

gastrointestinais e nutricionais que ela pode acarretar em criangas e adultos.

O gliten é uma proteina que estd presente no trigo, centeio, cevada e
aveia. Os fragmentos polipeptidicos do gliten, que constituem a fracdo soldvel em
alcool, sdo denominados de prolaminas. Estas, em geral, representam 50% da

1



quantidade total do gliten, e diferem de acordo com o tipo de cereal: gliadina no
trigo, secalina no centeio, hordeina na cevada e avenina na aveia. A toxicidade da
gliadina e da secalina na DC estd bem estabelecida, enquanto que o papel da

hordeina e da avenina ainda € motivo de controvérsias.

O tratamento da DC é basicamente dietético, devendo-se excluir o gliten da
dieta durante toda a vida do individuo, o que implica portanto na suspensao de
todos os alimentos que contenham este complexo protéico em sua composicao.
Isso ndo significa, entretanto, que ocorra um restabelecimento completo, mas
unicamente uma cura clinica, pois a reincorporagdo do gliten na dieta recidiva a

sindrome.

Embora, a principio, seguir dieta estritamente isenta de gliten possa
parecer simples, pois o gliten pode ser substituido pelo milho, arroz, batata,
mandioca e outros, na prdtica, evidencia-se uma série de dificuldades na
manutencdo desta dieta, nao somente por parte do paciente, pois consiste numa
mudanga radical do seu hdbito alimentar, mas também pela presenga de gliten
numa vasta quantidade de alimentos processados, dos quais se desconhece sua
composi¢do em fungao da ndo discriminagdo na rotulagem, aliada a possibilidade
de se encontrar esta proteina em alimentos inesperados, provavelmente devido a

contaminagoes.

Em virtude das dificuldades para se garantir a pratica da dieta isenta de
gliten, foi promulgada no Brasil, em 1992, a Lei Federal nimero 8.543, que
determina a impressdo da adverténcia “contém gliten” nos rétulos e embalagens
de alimentos industrializados que apresentem em sua composicao derivados de

trigo, centeio, cevada e aveia.



Entretanto, na pratica, o que se tem verificado no mercado brasileiro é que
a grande maioria dos rétulos, nem sempre contém a composigao correta ou ndo €
suficientemente esclarecedora com relagdo a este e a outros componentes. Até o
momento, ndo ha divulgacdo de estudos que tratem da problematica da rotulagem
dos alimentos no Brasil. As informagGes existentes apenas relatam a existéncia da
doenca e oferecem orientagdo dietética quanto ao uso de alimentos alternativos.

No Brasil, a incidéncia da DC n3ao € conhecida, mas estima-se que seja
elevada ja que incide com maior frequéncia em descendentes de europeus e 0s
estados da Regido Sul de nosso pais possuem colonizagdo predominantemente
européia, 0 que tornaria elevada a prevaléncia deste quadro nesta regido.
Entretanto, devido a alta miscigenagdo que ocorre no Brasil, pode-se esperar a
manifestacdo desta enfermidade em qualquer regidgo. Um outro fato que vem
contribuir para mascarar a presenca da DC é o alto indice de doengas

gastrointestinais, que acabam por confundir e dificultar diagndsticos conclusivos,

De acordo com a ACELBRA (Associacdo dos Celiacos no Brasil), ndo ha
razdo para que ndo sejam aplicadas as taxas internacionais a populagao brasileira.

Assim sendo, estima-se um nimero varidvel entre 480.000 e 533.000 (1: 300) de

portadores da DC em nosso pais.

Acreditando que a DC no Brasil seguramente ja aflige uma importante
parcela da populagdo e considerando-se a complicada questdao que envolve a
rotulagem dos alimentos, aliada a dificuldade em se detectar com confianga um
teor limite de gliten nos alimentos e a falta de relatos sobre este assunto, esta
pesquisa tem como objetivo analisar o teor de gliten em produtos industrializados,

de rotulagem incompleta, disponiveis no mercado brasileiro.



Serdo avaliados, também, produtos industrializados definidos como
naturalmente isentos de gluten derivados de milho, arroz, batata e mandioca,

cereais considerados permitidos aos celiacos.

A importancia do tratamento estatistico dos resultados foi considerada, uma
vez que ainda ndo existe no pais, de acordo com a ACELBRA, a pesquisa e analise
de produtos industrializados a serem ingeridos ou utilizados pelos celiacos e nem
um laboratério que faca a andlise desses produtos para se certificar da isengado de

gliten, e com isso orientar a populagao susceptivel alertando quanto aos riscos a

sua saude.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Doenca Celiaca: histodrico e epidemiologia

Historicamente ha trés marcos na evolugdo dos conhecimentos da Doenga
Celfaca (DC). O primeiro foi 0 de sua caracterizagdo clinica, feita ha mais de 100
anos por Samuel Gee sob a denominagdo de “afecgdo celiaca”, relatando
caracteristicas como: “indigestdo cronica encontrada em pessoas de todas as
idades, especialmente entre 1 e 5 anos” (PAVELEY, 1989; AURICCHIO &
TRONCONE, 1996).

O segundo foi durante o periodo da Segunda Guerra Mundial onde se
associaram os efeitos deletérios de certos tipos de cereais a DC. Neste periodo,
Prof. Dicke, pediatra holandés, observou que durante a época de racionamento de
trigo, as criangas com “afeccdo celiaca” melhoravam da sua doengca.
Estranhamente, quando eram novamente expostas ao trigo, através do consumo
de pdo, voltavam rapidamente a apresentar sintomas, confirmando o trigo como
elemento desencadeador da DC (BERGE-HENEGOUWEN & MULDER, 1993).

O terceiro marco, situado entre 1954 e 1956, foi a demonstracdo da
caracteristica les3o celiaca na mucosa jejunal, pelo médico inglés Paulley. Pode-se
supor, pois, que o quarto marco sera representado pela definicao do mecanismo
patogénico basico decorrente da agdo do gliten no intestino, desconhecido até o
presente momento (RIBEIRO & GONCALVES, 2001).

A sindrome desencadeada pelo gliten é conhecida desde ha muitos anos
sob vdrios outros nomes: doenga celiaca gluten induzida, enteropatia gliten
induzida, enteropatia gliten sensivel. No adulto também é denominada espru nao

tropical, esteatorréia idiopatica e espru celiaco (BARBIERI, 1991).



A DC é uma intolerancia permanente ao gliten, caracterizada por atrofia
total ou parcial da mucosa do intestino delgado, em individuos geneticamente
susceptiveis (WALKER-SMITH, 1996). Geralmente manifesta-se na infancia, entre o
primeiro e o terceiro ano de vida, podendo entretanto, surgir em qualquer idade,
inclusive em adultos (PIZZINATTO & SREBERNICH, 1992). E descrita como uma
doenca predominante em individuos da raga branca, e mais raramente evidenciada
na raca negra e povos asiaticos (FREITAS, 2000). A incidéncia da doenga tem se

mostrado maior em mulheres do que em homens (COLLIN et al., 1989).

Estudos de rastreamento tém demonstrado alta prevaléncia da doenga em
criancas (MAZZEETTI et al., 1992; CATASSI et al., 1994; CATASSI et al., 1995) e
adultos (GRODZINSKY et al., 1992) aparentemente saudaveis. Em um estudo
epidemioldgico, CATASSI e colaboradores encontraram uma incidéncia de 1 para

300 e posteriormente 1 para 184, em 1996 na Italia..

O fenémeno epidemioldgico da Dinamarca € interessante, pois ha alguns
anos a DC era considerada rara naquele pais, com incidéncia de 1:10.000 (WEILE
& KRASILNIKOFF, 1993), enquanto que em paises vizinhos como Suécia e
Finlandia, que apresentam heranga genética similar, observava-se aumento da
incidéncia, que foi atribuido a diminuigdo da pritica da amamentagdo materna e
aumento do consumo de alimentos contendo gliten entre os lactentes (ASHER et
al., 1991). Entretanto, em 1994 um estudo posterior realizado por ASHER e
KRISTIANSSON evidenciou que a incidéncia de DC na Dinamarca é semelhante a
da Suécia (1: 300), o que possibilita supor que anteriormente a maioria dos casos

ndo era diagnosticada, provavelmente devido a diminuigdo dos casos tipicos.

Em 1996, um grande estudo multicéntrico promovido pela Sociedade
Européia de Gastroenterologia e Nutricdo (ESPGAN) envolvendo 36 centros de 22

paises forneceu importante informagao epidemiologica (TRONCONE et al., 1996). A
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incidéncia média encontrada foi de 1 caso para cada 1.000 nascidos vivos.
Considerando o intervalo de confianga de 95% das freqliéncias encontradas em
cada regido, verificou-se que ndo havia diferenga significativa entre os diferentes
paises estudados, e que a incidéncia era comparavel a ja encontrada na América
do Sul (POLANCO et al., 1992).

A comunidade cientifica americana considerava que a Doenca Celiaca era
uma doenca rara nos Estados Unidos, o que se refletiu no limitado nimero de
publicagdes cientificas nos Gltimos 30 anos (FASANO, 1996). Apds resultados
preliminares de um rastreamento com anticorpos anti-gliadina e anti-endomisio em
americanos doadores de sangue, FASANO e HORVATH em 2000 sugeriram que a
incidéncia da doenca ndo diferia da evidéncia em estudos similares de
rastreamento realizados na Europa e estimaram a incidéncia da DC nos EUA em 1:
150.

Quanto a incidéncia da DC no Brasil, até o momento ndo existem estudos
cientificos ou ensaios clinicos realizados com amostras populacionais brasileiras.
Entretanto, considerando-se que a formacgdo étnica do povo brasileiro ndo difere
da formacdo dos norte-americanos, europeus, africanos e asiaticos, e que certos
povos (asidticos e africanos) comegaram a apresentar o quadro celiaco quando
expostos a alimentagdo industrializada, rebatendo assim o argumento de que a DC
seja exclusivamente relacionada a europeus, acredita-se nao haver razdo alguma
para ndo serem aplicadas as taxas internacionais a populagao brasileira. Assim,
projetando os percentuais de incidéncia sobre 160 milhdes de brasileiros, tem-se
um nUmero variavel de 480.000 a 533.000 (1:300) portadores da DC no Brasil
(ACELBRA, 2000).



A Figura 1 mostra a distribuicdo por idade dos 1.000 pacientes celiacos em
acompanhamento médico, associados a ACELBRA (Associagdo dos Celiacos do
Brasil — Seccdo Sao Paulo).

Até 10 anos : 40%
Até 20 anos : 26%
Até 30 anos : 9%
Até 40 anos : 8%
Até 50 anos : 7%
Até 60 anos : 6%
Até 70 anos : 2%
Até 80 anos : 1%
Até 90 anos : 1%

Figura 1 — Idade dos Celiacos em acompanhamento médico
(Fonte: Cadastro da ACELBRA-SP - 2000)



2.2. O glaten

Gliten é o nome genérico dado ao conjunto de proteinas insollveis em
agua, presentes no trigo, centeio, cevada e aveia (FERRARI, 19980. O gliten
possue caracteristica visco-elastica responsavel pela textura especifica desejada
em pdes, bolos e massas em geral (BARBIERI, 1996). Em virtude da grande
importancia em tecnologia de cereais, particularmente o trigo (SGARBIERI, 1996),
como também em intolerancias alimentares, as proteinas do gliten tém sido
bastante estudadas (ACELBRA, 2000).

Os fragmentos polipeptidicos do gliten que constituem a fracdo soltvel em
alcool sdao denominados de prolaminas. Estas, em geral, representam 50% da
quantidade total do gliten, e diferem de acordo com o tipo de cereal: gliadina no
trigo, secalina no centeio, hordeina na cevada e avenina na aveia (CAMPBELL,
1987). Todos esses cereais sao membros da familia Gramineae e a relagao
taxondmica entre os mesmos € mostrada na Figura 2 (KASARDA et al., 1978).
Percebe-se que o arroz nao se mostra muito mais distante em relacao ao trigo que
a aveia. Entretanto, para individuos sensiveis ao gliten, a aveia € considerada
toxica e o arroz ndo. Arroz e milho sdo considerados seguros para os celiacos
(PENNA et al., 1991).

Embora seja fato comprovado que trigo, centeio, cevada e aveia sao ativos
na indugdo da DC, o cereal mais estudado € o trigo, ou mais especificamente sua
prolamina, a gliadina. De acordo com sua mobilidade eletroforética, podem ser
obtidas 4 fragbes: o, B, vy € ® da gliadina. A a-gliadina além de apresentar a
maior mobilidade é a fracdo mais tdxica, principalmente sua sub-fragdo A,
enquanto que as fragdes B e y, embora levemente menos toxicas, também sdo

responsaveis pela lesdo celiaca. Ainda € muito discutivel a acdo da fracdo o,



considerada a menos toxica de todas (KASARDA et al, 1978; CICLITIRA & ELLIS,
1987).

A toxicidade da gliadina e da secalina na DC esta bem estabelecida,
enquanto que o papel da hordeina e da avenina ainda é motivo de controvérsias
(BRANSKI & SHINE, 1996). Apesar disto, praticamente toda a comunidade médica
preconiza dieta sem trigo, centeio, cevada e aveia para o tratamento da DC
(DISSANAYAKE et al., 1974; ANAND et al., 1978; POLANCO, 1988; PENNA et al.,
1991 e WALKER-SMITH, 1996).
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Em 1995, JANATUINEN e colaboradores concluiram que a maioria dos
pacientes com DC, em remissdao ou diagnosticados recentemente, poderia
adicionar quantidades moderadas de aveia na dieta sem gliten. Este trabalho
recebeu criticas principalmente quanto a conclusdo prematura, pois 0 tempo de
acompanhamento foi de apenas 12 meses (BRANSKI & SHINE, 1996).

A toxicidade das prolaminas do gliten parece estar associada com alguma
seqiiéncia rara de aminoacidos. H4 aproximadamente 20 anos, KASARDA (1981)
vem tentando encontrar alguma evidéncia quanto a provavel natureza das
seqiiéncias toxicas. Entretanto, parece ndo existir ainda uma posicao conclusiva a
esse respeito (PIZZINATTO & SREBERNICH, 1992).

A gliadina é rica em prolina e glutamina, seu fracionamento até aminoacidos
implicou na perda de agdo lesiva na mucosa intestinal, de modo a confirmar a
necessidade da presenca de ligagdo peptidica entre alguns aminoacidos para o
aparecimento da lesdo celiaca (BARBIERI, 1991).

Enquanto muitos pesquisadores demonstraram a alta atividade das fragdes
o e B da gliadina na DC (CICLITIRA et al., 1984), posteriormente outros estudos
revelaram que ndo existiam sequéncias homologas destas fragdes nem no centeio
e nem em cevada, embora estes cereais sejam considerados tdxicos aos celiacos
(DEVERY et al., 1989).

Em estudo realizado por SKERRIT et al. (1990) foram testadas quatro
seqiiéncias de aminoécidos encontradas em diferentes regides da molécula da a-
gliadina. As seqiiéncias derivadas das regides central e C-terminal da molécula ndo
apresentaram nenhuma atividade, enquanto que a derivada da regiao N-terminal
mostrou-se fracamente ativa. O peptideo que apresentou alta atividade foi o que
continha a seqiiéncia QQPY (glu-glu-pro-tir), encontrada nao apenas na a-gliadina,
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como também na fracdo y e nas prolaminas do centeio e cevada. Com este
resultado, os pesquisadores entraram em concordancia com CORNELL (1988), que
acreditava estar a toxicidade da gliadina em sua molécula devido a alta

concentracdo de glutamina.

Para SKERRITT & HILL (1991) uma explicagdo para a toxicidade do gluten
na DC reside na possibilidade de existir uma pequena sequéncia da o-gliadina
homéloga as prolaminas do centeio, da cevada e da aveia, e a acdo toxica seria de

responsabilidade desta sequéncia.

13



2.3. Etiopatogenia

Embora os mecanismos envolvidos na producdo da lesdo da mucosa
intestinal na DC ainda sejam desconhecidos (RIBEIRO & GONCALVES, 2001), com
certeza trés fatores interagem na patogénese desta doenca: fatores genéticos,
imunoldgicos e ambientais (BARBIERI, 1991).

De acordo com DEVERY et al. (1989), a resposta patoldgica ao gluten é
determinada geneticamente e relacionada intimamente ao antigeno da
histocompatilibidade e mediada por reagdes de natureza imunoldgica. Existe um
conjunto de glicoproteinas antigénicas encontradas na superficie de todas as
células humanas, estudadas em linfécitos por maior facilidade, chamadas de
antigenos de histocompatibilidade e conhecidos como sistema HLA (“Human
Leucocyte Antigens”), cuja codificagdo é feita pela agdo de genes localizados no
cromossomo 6, no seu brago curto e /ocus A, B, C e D, sendo 0s responsaveis
pela regulacdo da resposta imune (SOLLID, 1996). No caso da doenga celiaca, eles
iriam codificar a producdo de proteinas da superficie celular, que irao funcionar

como receptores do gluten e seus derivados toxicos.

Estudos realizados em 1983, por FALCHUK, mostraram que 60 a 80% dos
pacientes celiacos sdo HLA — B8, contra 20% da populagdo geral. No Brasil, o
trabalho de KOTZE (1996) mostrou que 71% dos celiacos eram do tipo HLA-BS,

todos de uma mesma area geografica do sul do Brasil.

Embora um alto nimero de celiacos expresse um mesmo tipo de HLA, nem
todos os pacientes o apresentam, e grande parte da populagdo ndo celiaca
também o expressa, o que faz supor que ele ndo é essencial para o
desenvolvimento da doenca. Desta forma, € provavel que outros /ocus genéticos

devam estar também envolvidos na patogénese da DC. Como essas associagdes
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HLA predispdem a DC ainda ndao € fato esclarecido. Presume-se que,
provavelmente os antigenos HLA atuem na mucosa intestinal regulando a resposta

imune exercendo uma fungdo de guia imunolégico (SOLLID et al., 1993).

Um segundo fator genético que € o antigeno especifico sobre a superficie
do linfécito B, encontrado em 80% dos celiacos, em 16% da populagao geral e em
100% dos pais dos celiacos, também foi detectado. Isso permitiu concluir que o
modo de heranca é sempre recessivo (PIZZINATTO & SREBERNICH, 1992).

O mecanismo pelo qual o gliten exerce sua agao toxica ainda permanece
desconhecido. A presenca de células T produtoras de citocina na lesdo celiaca e a
estreita associacdo com o antigeno de histocompatibilidade — HLA, sugerem que o
sistema imunoldgico celular tem importante papel no desenvolvimento da doenga
(TRIER, 1991; SOLLID et al., 1993).

Em relacdo aos trabalhos que analisam a imunidade humoral, devem ser
citados os que detectaram anticorpos anti-gliadina classes IgA e IgG no soro de
criancas com DC ativa. A presenga destes anticorpos entretanto revelou-se pouco
sensivel e muito inespecifica, pois tais pacientes apresentaram anticorpos nao so
anti-gliadina mas também & outras proteinas alimentares (SAVILAHTI et al., 1983).

A associacdo da DC com outras doengas de base imunoldgica apdia a teoria
etiopatogénica de uma resposta imunoldgica alterada, tanto da imunidade celular
quanto da humoral. Entretanto, a patogenia da enteropatia da DC é altamente
complexa, envolvendo um amplo espectro de eventos imunoreguladores e
provavelmente muitos mecanismos diferentes (BARBIERI, 1996).
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Além dos fatores genéticos e imunoldgicos, foram estudados fatores
ambientais, além do gluten, para explicar a causa da DC. Uma pesquisa realizada
por KAGNOFF e colaboradores (1984) utilizando 1.498 sequéncias de cadeia
protéica teve como objetivo encontrar alguma homologia a da o-gliadina. Esta
homologia foi localizada na proteina E 1b do adenovirus 12 humano, isolado de
intestino e fezes humanas. A reagdo de anticorpos cruzada a proteina do virus e a
gliadina foi também determinada. Anos mais tarde, estes mesmos pesquisadores
encontraram anticorpos contra o adenovirus tipo 12 no soro de portadores da DC
ndo tratados, com freqliéncia significativamente maior do que nos controles
tratados (KAGNOFF et al., 1987).

Por outro lado, dados contraditorios revelaram que o adenovirus 12 ndo
seria elemento importante no desencadeamento da doenga (HOWDLE et al.,
1989), uma vez que a sua sequéncia, quando estudada por SKERRITT e
colaboradores (1990) ndo apresentou atividade tdxica, descartando portanto sua
associacao a DC.
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2.4. Quadro clinico e doengas associadas

Apds a descricdo classica de Samuel Gee (PAVELEY, 1989; AURICCHIO &
TRONCONE, 1996), novas formas de apresentagao da doenca ainda estdao sendo
descritas. Em 1989, LOGAN e colaboradores compararam a distribuicdo das varias
formas da DC a um Jceberg devido a existéncia de casos de apresentagao
sintomatica, que corresponderiam a porgao visivel do mesmo, e o0s de
apresentacdo assintomatica, que corresponderiam a porgdo submersa do /iceberg
(CATASSI & GIORGI, 1996).

De acordo com POLANCO (1995), a DC pode ter quatro formas clinicas de
apresentacdo: classica, atipica, latente e assintomatica. Por ser a de mais facil
identificacdo, a mais frequente € a forma classica que se inicia nos primeiros anos
de vida, manifestando-se com quadro de diarréias intermitentes, vOmitos,
irritabilidade, anorexia e méa evolugdo no crescimento (VISAKORPI, 1995). Apos
meses de introducdo de gliten na dieta, as fezes tornam-se fétidas, gordurosas e
volumosas, e 0 abdémen distendido. Mais raramente, o quadro diarréico conduz a

desidratacdo e choque.

A forma atipica é descrita com maior freqiéncia no pré-escolar, e exibe
apenas alteragdes isoladas, como anemia, hemorragias, retardo no crescimento,

puberdade atrasada e constipacdo, conforme observado por BARBIERI (1991).

Apresentam DC latente, aqueles pacientes com bidpsia jejunal normal
mesmo consumindo gluten, sendo que, em outro periodo de tempo, que pode ser
anterior (MAKI et al., 1989) ou posterior (MAKI et al., 1990) esses pacientes
apresentam atrofia parcial das vilosidades intestinais, que reverte a normalidade
com a utilizagdo da dieta livre de gliten (FERGUSON et al., 1993; TRONCONE et
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al., 1996). De acordo com FREITAS (2000), laténcia na DC significa que a doenga
existe, porém nao se manifesta.

A doenca assintomatica, comprovada fundamentalmente entre familiares de
primeiro grau de pacientes celiacos, vem sendo reconhecida com maior freqliéncia
nas ultimas duas décadas apds o desenvolvimento de marcadores sericos
especificos, especialmente os anticorpos anti-gliadina, anti-endomisio e anti-
reticulina (CATALABUIG et al., 1990; CATALDO et al., 1995). Inclui as alteracoes
na mucosa intestinal, tipicas da doenca (voltam ao normal com a retirada do
gliten da dieta), mas sem nenhuma manifestagdo clinica caracteristica. Ao invés
da forma assintomatica, varios autores tém preferido usar o termo “silenciosa”,
porque estes pacientes podem com freqiiéncia ter alguns sintomas minimos da
doenca, notados apenas apds a introdugdo de uma dieta sem gluten, quando
geralmente eles se sentem melhor do que antes do tratamento (FREITAS, 2000).

Em 1993, segundo FERGUSON et al. a descricdo da DC deveria ser revista e
o tratamento com dieta sem glaten orientado para pacientes com minimas formas
de enteropatia. Um novo termo deveria ser proposto para descrever individuos que
tem diagnéstico de DC latente ou considerados como de baixo grau de

comprometimento.

O padrao ouro para o diagndstico da DC € a biopsia do intestino delgado,
por endoscopia, usualmente obtida do duodeno distal onde a mucosa se apresenta
atrofica, com aspecto em mosaico (TRIER, 1991). E de grande importéncia o
reconhecimento das caracteristicas estruturais da mucosa do intestino delgado na
enfermidade. Ela é melhor descrita como atrofia dos vilos, com hiperplasia das
criptas e uma superficie epitelial anormal (SIPAHI et al., 2000). Outros exames
também devem ser solicitados diante do quadro de ma absorgdo, sendo o0s

principais, a dosagem de gordura fecal, a prova da D-xilose, 0 estudo radioldgico
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contrastado do intestino delgado, e os relacionados a desnutricdo, como
hemograma, proteinograma, ferro sérico (OLIVEIRA, 2001).

Uma série de patologias pode estar associada a DC, como doengas
imunoldgicas, esterilidade, osteoporose, distrbios neuroldgicos e psiquiatricos
(HOLMES, 1996). Ainda de acordo com FEIGHERY (1999), a coexisténcia da DC
com diabetes é da ordem de 2 a 7,8%, possivelmente dependente da associagao
com o antigeno HLA — B8, presente em alta freqiiéncia em ambas patologias.

A associagdo da DC com a Dermatite Herpetiforme (DH), embora mais
freqliente em adultos do que em criangas, permite considerd-la uma variante da
doenca celiaca (McGOVERN & BENNION, 1994). Estudando a existéncia da
enteropatia em 29 pacientes com DH que recebiam dieta com glaten, CUARTERO e
colaboradores, em 1992, observaram que em 71% dos casos existiam lesdes
intestinais graves, indistinguiveis da doenca celiaca. Com o emprego da dieta
isenta de gliten, todas as lesOes intestinais regrediram, e as manifestagdes
dermatoldgicas desapareceram em 17 pacientes, regrediram em 9 e persistiram

em apenas 3, que transgrediram a dieta.

A associacdo entre DC e sindrome de Down estd bem estabelecida. Os
primeiros relatos de casos descreveram a coexisténcia de ambas em Ppoucos
pacientes. Um estudo sugeriu prevaléncia aumentada da DC em portadores da
sindrome de Down, correspondendo a 43 vezes mais que em criangas sem a
doenga, enquanto um outro trabalho descreveu aumento de 20 vezes (SIMILA e
KOKKOMEN, 1990). Pesquisadores holandeses confirmaram que um numero bem
maior de casos de DC ocorre entre os portadores de sindrome de Down, com a
ocorréncia de 1 celiaco a cada 14 portadores de Down (7%), conforme citado pelo

Dr. PUPO FILHO em 1997, durante sua apresentagdo na Conferéncia Médica



Internacional sobre Sindrome de Down na cidade de Barcelona. (GALE et al.,
1997).
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2.5. Tratamento: dietoterapia

Os principios do tratamento da doenga celiaca ndao mudaram
substancialmente desde os estudos validos de Dicke e colaboradores, que se
iniciaram na década de 30 e permanecem até o presente momento (BERGE-
HENEGOUWEN & MULDER, 1993). Como a doenca celiaca é desencadeada pela
ingestdo de gliten, o tratamento dietético é fundamental e consiste na exclusdo
total dos alimentos que contenham gliten durante toda a vida, tanto em
individuos sintomaticos quanto assintomaticos (POLANCO, 1995).

Enquanto SALGADO (2000) afirma tratar-se de uma dieta de certa forma
problemética, pois requer a exclusdo de alimentos que sdo habituais a alimentagdo
do brasileiro e que apresentam custo relativamente baixo, BARBIERI (1991) afirma
que dieta sem gliten ndo constitui problema culindrio sécio-econdmico, uma vez

que os alimentos proibidos sdo poucos e muitas sdo as substituigdes possiveis.

A dieta do individuo com DC deverd atender as necessidades nutricionais
garantindo pleno desenvolvimento e crescimento do organismo (SILVA, 1995). O
alimento com gliten poderd ser substituido por milho, arroz, batata, soja,
mandioca e araruta (AUGUSTO, 1995). Com o incremento de centros de
informagdo ao consumidor, abriu-se um canal importante para os portadores dessa
enfermidade, ampliando assim a gama de alimentos industrializados permitidos
(SILVA, 1996).

Apbs a retirada do gliten da dieta, a resposta clinica € rapida havendo
desaparecimento dos sintomas gastrointestinais dentro de dias ou semanas
(POLANCO et al., 1996), observando-se um notavel aumento da velocidade de
crescimento depois de pouco tempo de dieta (TRONCONE et al., 1996).
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A adesdo a dieta isenta de gluten € variavel e dificil, especialmente durante
a adolescéncia (MAYER et al., 1991; FABIANI et al., 1996). Justamente com o
objetivo de minimizar as dificuldades de se seguir uma dieta isenta de glaten é que
comegaram a surgir associagdes civis de celiacos (SDEPANIAN et al., 1998).

Estas associacdes tém como objetivos principais, orientar os pacientes
quanto a doenca e dieta sem gluten, por meio de palestras e envio de manual de
orientacdo alimentar, e divulgar a doenga alertando os médicos e a populagdo em
geral (ACELBRA, 2000).

HOLMES (1995) demonstrou que o cumprimento da dieta restrita isenta de
gliten reduz o risco de linfoma e outras doengas malignas. Quando comparados
com a populacdo geral, os pacientes celiacos negligentes tém risco aumentado de
desenvolver linfomas, cancer de boca, esofago e faringe (FERGUSON &
KINGSTONE, 1996). Estes pacientes passam a pertencer, entao, a um grupo de
risco suscetivel a tumores (BARBIERI, 1991). Sabe-se que a frequéncia de tumores
malignos na DC varia de 5 a 15% (COOPER et al., 1980). Estes dados permitem
um inquestionavel suporte para aconselhar aos celiacos a adesao a uma dieta

restrita isenta de gluten por toda a vida.

Quanto a possibilidade de um pdo ndo tdxico, foi desenvolvida nos Estados
Unidos uma variedade de trigo, com cromossomo 6A ausente, no sentido de tentar
eliminar a toxicidade (KASARDA et al., 1978). Os resultados iniciais da ingestdo do
pdo proveniente deste trigo pelos celiacos, mostraram-se encorajadores, mas
posteriormente houve reagSes. Uma avaliagdo mais prolongada realizada por
KASARDA (1981) mostrou que 0 mesmo trigo geneticamente modificado continha
consideravel toxicidade aos celiacos. Esse e outros experimentos tendem a

fortalecer a probabilidade de que muitas proteinas diferentes sdo responsaveis
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pela condigdo celiaca e que a tarefa de criar um trigo sem essas proteinas pode
ser impossivel (BALDO & WRIGLEY, 1984).

Existem pesquisas que apontam a crescente preocupagdo mundial com o
substituto do trigo, visando atender a populagdo hipersensivel, entre ela os
celiacos. Uma forte tendéncia é o desenvolvimento de novos produtos de
panificacdo sem gliten, e até sem ovos e leite (HOLUB, 1990; KOKKE et al., 1994;
WINTZ & KUNTZE, 1996). Vérias formulagdes tém sido desenvolvidas, dentre as
mais recentes estdo aquelas propostas por DUTCOSKI (1996), que incluem
tecnologia para fabricagdo de biscoitos tipo “cookie”, sequilho e massas tipo
talharim e espaguete a partir de farinha de arroz.

Embora PIZZINATTO e SREBERNICH (1992) tenham afirmado que no Brasil
ainda pouco tem sido feito, talvez até pela falta de demanda, uma série de
formulaces alternativas podem ser encontradas (KOTZE, 1996). Um exemplo
interessante consiste na massa tipo macarrdo obtida de misturas de farinhas de
milho e de quinoa (pseudo cereal originario da regido dos Andes), desenvolvida
por CAPERUTO (1999). No ano seguinte, foi a vez do nutricionista ESCOUTO
desenvolver a tecnologia de fabricagdo de um pdo a base de polvilho azedo e
farinha de mandioca, com aspecto semelhante ao pdo de trigo, mas livre de
gliten, podendo ser utilizado como alimento complementar em alimentagao de

celiacos.
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2.6. Determinacao do gluten

O interesse em se desenvolver métodos de determinacdo de gliten em
alimentos cresceu muito devido ao grande numero de individuos incapazes de
tolerar gliten (COOKE & HOLMES, 1984), aliado a incorporagdo, nem sempre
descrita na embalagem, deste complexo protéico como agente emulsificante
(AYOB et al., 1988) utilizado na indUstria de embutidos carneos.

Em 1981, KASARDA investigando seqiiéncias peptidicas toxicas utilizou as
técnicas de cromatografia e eletroforese. Embora de facil execugdo, sao
metodologias nao quantitativas que geralmente ndao podem ser utilizadas na
deteccdo de gliten em alimentos processados (SKERRITT & SMITH, 1985). Ja o
radioimunoensaio (RIA) desenvolvido por CICLITIRA e LENNOX (1983) mostrou-se
quantitativo apenas em alimentos ndo processados e ndo detectou as prolaminas
da cevada e nem do centeio. Utilizando cromatografia liquida na andlise de
aminoacidos das prolaminas do gluten, WINDERMANN et al. (1982) enfrentaram
problemas com interferéncias de outros componentes do alimento e tiveram seus

resultados todos comprometidos.

O ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) pode ser desenvolvido para
a deteccdo de qualquer proteina de um alimento que provoque uma reagao
alimentar adversa. Uma vez que o alérgeno € uma proteina, 0S imunoensaios
utilizando anticorpos diretamente contra esta proteina, podem ser empregados
com sucesso na sua deteccao (NORDLEE & TAYLOR, 1995). Muitos pesquisadores
desenvolveram ensaios imunoenzimaticos do tipo sandwich simples para a
detecgdo de glaten em alimentos (FRITSCHY et al., 1985; KACZKOWSKY et al.,
1985). Entretanto, todos utilizaram anticorpos policlonais para a detecgao da
gliadina, comprometendo a especificidade do método devido as possiveis reagdes
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cruzadas (FREEDMAN et al., 1987) ou resultados falso-positivos (AYOB et al.,
1988).

Em 1991, SKERRITT e HILL desenvolveram um ensaio imunoenzimatico
para a determinagdo de gliten em alimentos processados utilizando anticorpos
monoclonais, e apds um estudo que contou com a colaboragao de 15 laboratérios,
tiveram sua metodologia validada pela Association Official of Analytical Chemists
(AOAC). Apos estudarem centenas de anticorpos monoclonais, 0s mMesmos
pesquisadores australianos selecionaram e identificaram apenas cinco com
especificidade, afinidade e estabilidade apropriadas. A vantagem desses anticorpos
selecionados para este ensaio foi a capacidade de se ligarem a proteinas (-
gliadinas) que ndo se desnaturaram pelo calor apds o processamento dos

alimentos.

Esses mesmos anticorpos serviram de base para a proposta de elaboragdo
de um kit comercial que visa detectar ndo sé a prolamina do trigo, como a do
centeio, cevada e triticale, auxiliando os celiacos na escolha de alimentos
realmente isentos de gliten (SKERRITT & HILL, 1991). E importante ressaltar que
este kit é o Unico método comercial disponivel no mercado para se detectar glaten

guantitativamente.

Com a finalidade de se investigar a contaminagdo por farinha de trigo em
produtos comercializados como gluten-free, ALLMANN e colaboradores (1993)
realizaram uma andlise de DNA utilizando a técnica molecular PCR (Polymerase
Chain Reaction) paralelamente ao kit desenvolvido por SKERRITT & HILL (1991) e
conseguiram confirmar resultados positivos em 16 das 35 amostras analisadas.
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Em 1999, durante o 8°. Simpdsio Internacional sobre a Doenga Celiaca
realizado na cidade de Napoles, na Itdlia, a pesquisadora sueca YMAN constatou
tracos de gliten em 1/3 do total de suas 105 amostras analisadas, comercializadas
na Europa como gluten-free, utilizando o método imunoenzimatico com 3

anticorpos monoclonais.

O Codex Alimentarius ainda ndo conseguiu compatibilizar as polémicas
existentes quanto a norma sobre produtos g/uten-free. O fato de ainda ndo existir
estabelecido um teor limite de gldten para esses produtos, tem feito muitos paises
enviarem sugestdes sobre metodologias com a finalidade de se detectar gliten
com a maior sensibilidade possivel. Na Espanha, um grupo de pesquisadores
propds um método alternativo ndo imunoquimico, baseado na espectrometria de
massa (MADI-TOF), onde a determinagdo da gliadina € obtida diretamente da
comparagdo do espectro da amostra com o padrdo. Tem a vantagem de ser o
Unico método capaz de discriminar o tipo especifico da prolamina (gliadina,
hordeina, secalina ou avenina) que esta presente no alimento analisado
(CAMAFEITA et al., 1997).

Outro método também proposto por um grupo de pesquisadores espanhdis
compreende um ensaio imunoenzimatico (ELISA) tipo sandwich utilizando 3
anticorpos monoclonais especificos para a detecgdo de cevada, trigo € centeio,
com limite de detecgdio de gliadina de 3 ppm (SORELL et al., 1998). Os mesmos
pesquisadores estudaram a possibilidade de desenvolver um novo ELISA com
limite de detecgdo de 0,7 ppm para as gliadinas (1,5 ppm gluten), com capacidade
de reconhecer trigo, centeio e cevada, com a utilizagdo apenas de um unico
anticorpo monoclonal (MENDEZ et al., 1999). Esta nova metodologia ainda sera
discutida pela Comissao do Codex Alimentarius.
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Considerando que muitos dos celiacos s3ao sensiveis a quantidades
diminutas de gliten, e que ainda existe uma grande dificuldade em se detectar o
teor real e preciso deste complexo protéico nos alimentos, faz-se necessario a
adocdo de uma metodologia universal para sua determinagdao (CODEX
ALIMENTARIUS COMISSION, 1996).
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2.7. Legislacdo e rotulagem

Com respeito as normas de rotulagem, na Europa e nos Estados Unidos, os
produtos industrializados que ndo contém gliten ou contém uma quantidade
minima permitida de gliten segundo o Codex Alimentarius da FAO/ OMS para
consumo de portadores da DC, apresentam em sua embalagem o simbolo
internacional representado por um trigo “cortado” (Figura 3), caracterizando-o
como um alimento isento de gliten. Porém uma polémica muito grande ainda
reside quanto a definicdo da quantidade minima de gliten permitida para os
celiacos e & metodologia mais adequada e confidvel para andlise. Anualmente, a
Comissio do Codex Alimentarius (Working Group on Prolamin Analysis and
7oxicity) se retine para que sejam estabelecidos estes limites e metodologias.

Algumas novas sugestdes foram enviadas por diferentes paises e discutidas
em novembro de 1999 durante a 142. Reunido da Comissdo. A Finlandia
recomendou que o limite proposto anteriormente de 20 ppm, passasse para 40
ppm, para maior facilidade de detecgdo, e acabou sugerindo a retirada da aveia da
lista dos cereais proibidos, baseando-se no estudo de JANATUITEN et al. (1995)
onde pacientes celiacos tratados com quantidades moderadas de aveia ndo

apresentaram manifestagoes.

Em discordancia, a AOECS (Association of European Coeliac Societies) ndo
apenas sugeriu a inclusdo da aveia no rol dos cereais proibidos, como afirmou
existirem produtos no mercado com quantidade de gluten abaixo do limite de
deteccio de 20 ppm, discordando do limite de 200 ppm, proposto pela AAC
(Association of European Cereal Starch Industry Associations) como nivel de gliten
em produtos ditos g/uten-free, enquanto ndo houver um método confidvel para
esta determinagdo. Por sua vez a Espanha concordou com a AOECS apenas quanto
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a toxicidade da aveia, acreditando que s6 deva ser aceito o teor limite de 20 ppm
quando houver disponibilizagdo de metodologia de anélise apropriada.

Figura 3 — Simbolo internacional de alimentos “isentos de gltten”
destinados aos celiacos

A proposta defendida pela Suécia foi a da adogdo do método aprovado pela
AOAC, desenvolvido por SKERRITT & HILL (1991), como método universal na
determinagdo de gluten em todos os alimentos, que consiste em um ensaio
imunoenzimatico baseado na utilizacdo de anticorpos monoclonais antigliadina,

conferindo maior especificidade ao método.

A fim de evitar discussao sobre o teor limite permitido, a Coréia sugeriu a
adogao de um nivel Unico para residuo de gliten, propondo a nomenclatura
gluten-low, e em desacordo com o estabelecido, a Poldnia preferiu ndo se
pronunciar a este respeito, enviando sugestdes apenas sobre os niveis permitidos
de metais pesados em produtos gluten-free. Finalmente, o ISDI (International
Special Dietary Foods Industries) sugeriu que os estudos deveriam continuar e que
novas nomenclaturas poderiam ser adotadas como /fow or reduced in gluten e
gluten-free by nature.
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No Brasil, foi promulgada em dezembro de 1992 a Lei Federal n°. 8.543 que
determina a impressao da adverténcia “contém gluten” nos rétulos e embalagens
de alimentos industrializados que apresentem em sua composicao derivados do
trigo, centeio, cevada e aveia (BRASIL, 1992). Assim, portadores da DC poderiam
identificar os alimentos que n3ao devem consumir. No entanto, os alimentos que
ndo contém gldten estariam assim desobrigados desta determinagdo de acordo
com a legislagao vigente.

A maior conscientizagdo dos consumidores brasileiros tem transformado o
processo de rotulagem numa importante linha de comunicagdo entre as empresas
de alimentos e os consumidores (NUTTI, 1999), principalmente em se tratando de
celiacos, onde a garantia de uma dieta isenta de gliten requer cuidadosa
verificacdo dos rotulos de todos os produtos a serem consumidos (SALGADO,
2000). Embora o ano de 1998 possa ser considerado um marco histérico na
legislacdo de alimentos no Brasil, pois no decorrer deste, o Ministério da Saude,
através da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitdria publicou uma série de
portarias, internalizando Resolugdes do Mercosul e Recomendagdes do Codex
Alimentarius, referentes a Rotulagem de Alimentos e Alimentos para Fins Especiais
(NUTTI, 1999), infelizmente ainda ndo ha mengdo para alimentos direcionados

exclusivamente para celiacos, pois nao existem no mercado.

A composicdo dos alimentos € uma informagdo basica para o
estabelecimento de recomendagOes dietéticas individuais assim como para 0
estabelecimento de politicas de salide. No Brasil existem até o momento diversas
iniciativas isoladas de pesquisadores brasileiros de produzirem informagdes sobre a
composicdo de alimentos através de metodologias diversas, entretanto, por nao
haver uma sistematizagdo destes dados e por serem bastante restritos,

considerando-se a grande dimensdo do problema, tém sido utilizadas compilagdes
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de tabelas estrangeiras, que ndo refletem absolutamente a composigao real dos
alimentos produzidos no Brasil (GALEAZZI, 2001).

Frente a esta realidade, surgiu o projeto TACO (Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos), que visa dar continuidade aos trabalhos de elaboragao
de uma base de dados com a composicdo dos alimentos brasileiros, e contribuir de
maneira efetiva com o conhecimento da real ingestdo da populagdo brasileira em
macronutrientes e micronutrientes. O projeto conta com a participagdo de
pesquisadores da UNICAMP, PUCCAMP, UNIFESP, SBCTA, USP, e vem sendo
apoiado pelo Ministério da Salde, através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que tem buscado medidas e providéncias que assegurem o
conhecimento de novos alimentos e da natureza quimica de seus componentes

que possam afetar a saude do homem.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Alimentos para analise

Apos orientagdo do Departamento de Estatistica do Centro de Pesquisas e
Controle das Doengas Materno-Infantis de Campinas - CEMICAMP, e das
informagdes disponibilizadas pela ACELBRA — Associagdo dos Celiacos do Brasil,
quanto aos alimentos proibidos e permitidos aos celiacos, estabeleceu-se a
amostragem. Ela envolveria ndo apenas os alimentos suspeitos de conterem
gluten, cuja rotulagem ndo fornecesse a adverténcia “contém gliten”, como
também os alimentos com rotulagem informando “contém tracos de gliten”, e os

considerados naturalmente isentos de glaten.

Portanto, foram completamente excluidos da andlise os alimentos que ja
advertem em sua embalagem quanto a presenga de gliten, pois ndo poderiam ser

questionados sob o ponto de vista da Seguranga Alimentar.

A amostragem totalizou 177 alimentos analisados, que foram classificados
nos seqguintes grupos: Embutidos - salsichas e lingliicas (Tabela 1), Bebidas -
cervejas e achocolatados (Tabela 2), Produtos de panificagdo - farinhas, cereais,
biscoitos e snacks (Tabela 3), Condimentos - molhos e temperos (Tabela 4) e
Desidratados — sopas (Tabela 5). A fim de se preservar o nome dos fabricantes
dos produtos analisados, adotou-se uma nomenclatura alfabética (Marca A, Marca
B, etc). Vale ressaltar que cada tabela teve sua nomenclatura distinta uma da
outra, o que significa dizer, que a marca A do grupo dos embutidos ndo serd a

mesma marca A adotada no grupo dos condimentos, por exemplo.
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Para aquisicao das amostras foram definidos dois estabelecimentos
comerciais (hipermercados da cidade) de acordo com maior indice de
faturamento(*). Uma lista completa de todos os produtos pertencentes a
amostragem disponiveis nos mercados foi prévia e cuidadosamente elaborada,
ficando sujeita apenas a pequenas alteragbes de acordo com a disponibilidade do

produto na prateleira no momento da compra.

Tabela 1 - Embutidos (salsichas e lingiiicas)

NO. da Amostra Nome do Produto
1 Linguica de pernil — marca A
2 Lingiica — marca B
3 Salsicha — marca C
4 Salsicha de frango — marca D
5 Lingtiica calabresa fininha — marca A
6 Linglica de frango — marca D
7 Salsicha coquetel — marca D
8 Linglica toscana defumada — marca D
9 Lingliica calabresa defumada — marca D
10 Linguica chester — marca D
11 LingUica calabresa cozida — marca E
12 Salsicha — marca F
13 Salsicha de frango — marca C
14 Linglica portuguesa — marca D
15 Salsicha hot dog — marca E
16 Salsicha hot dog — marca A
17 Linguica calabresa — marca D
18 Lingliica calabresa — marca G
19 Linguliica calabresa — marca C
20 Linguica de pernil — marca E
21 Lingliica calabresa — marca E
22 Lingiica calabresa — marca A

(*) Consulta as bases de dados da Associagao Comercial e Industrial de Campinas
(ACIC)
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Tabela 2 — Bebidas (cervejas e achocolatados)

NO. da Amostra |Nome do Produto

23 Cerveja — marca A

24 Cerveja —marca B

25 Cerveja — marca C

26 Cerveja — marca D

27 Cerveja — marca E

28 Cerveja — marca F

29 Cerveja — marca G

30 Cerveja — marca H

31 Cerveja — marca I

32 Cerveja — marca J

33 Cerveja tipo 1 — marca H
34 Cerveja — marca K

35 Cerveja — marca L

36 Cerveja tipo 1 — marca J
37 Cerveja — marca M

38 Cerveja tipo 1 —marca E
39 Cerveja tipo 2 — marca E
40 Cerveja tipo 1 — marca D
41 Cerveja — marca N

42 Cerveja tipo 1 — marca A
43 Cerveja tipo 3 — marca E
44 Cerveja — marca O

45 Cerveja — marca P

46 Cerveja — marca Q

47 Cerveja — marca R

48 Achocolatado — marca A
49 Achocolatado — marca B
50 Achocolatado — marca C
54 Achocolatado — marca D
52 Achocolatado tipo 1 — marca C
53 Achocolatado — marca E
54 Achocolatado — marca F
55 Achocolatado — marca G
56 Achocolatado — marca H
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Tabela 3 — Produtos de panificacao (farinhas, cereais, biscoitos e snacks)

NO°. da Amostra |Nome do Produto
57 Creme de arroz — marca A
58 Creme de arroz — marca B
59 Creme de arroz — marca C
60 Creme de arroz — marca D
61 Fécula de batata — marca D
62 Creme de arroz — marca CX
63 Farinha de milho — marca E
64 Farinha de milho — marca F
65 Farinha de milho — marca D
66 Farinha de milho — marca G
67 Farinha de milho — marca H
68 Farinha de milho — marca E
69 Farinha de milho — marca I
70 Farinha de milho Amarela — marca D
71 Farinha de milho — marca J
72 Farinha de milho — marca L
73 Farinha de milho — marca M
74 Farinha de mandioca — marca N
75 Farinha de mandioca — marca E
76 Farinha de mandioca — marca H
F& Farinha de mandioca — marca D
78 Farinha de mandioca — marca J
79 Farinha de mandioca — marca M
80 Farinha de mandioca — marca I
81 Fuba mimoso — marca E
82 Fuba mimoso — marca I
83 Fuba mimoso — marca M
84 Fuba mimoso — marca H
85 Fuba — marca D
86 Fuba de canjica — marca H
87 Gérmen de trigo — marca O
88 Polvilho azedo — marca D
89 Polvilho azedo — marca E
90 Polvilho azedo — marca J




Tabela 3 — Produtos de panificagdao ( farinhas, cereais, biscoitos e
snacks)

(cont.)
NO. da Amostra |Nome do Produto
91 Polvilho azedo — marca M
92 Polvilho azedo — marca H
93 Polvilho doce — marca D
94 Polvilho doce — marca E
95 Polvilho doce — marca ]
96 Polvilho doce — marca M
97 Flocos de milho — marca P
98 Flocos de milho — marca Q
99 Curau de milho — marca D
100 Broinha de milho — marca D
101 Mingau de aveia — marca R
102 Mingau de arroz — marca R
103 Mingau de milho — marca R
104 Biscoito polvilho — marca S
105 Biscoito polvilho —marca T
106 Biscoito polvilho — marca U
107 Biscoito polvilho — marca V
108 Biscoito polvilho — marca X
109 Biscoito polvilho — marca Y
110 Pipoca doce — marca W
111 Sequilho — marca Z
112 Sequilho —marca T
113 Amido de milho — marca Y
114 Batata frita — marca S
115 Batata frita — marca FX
116 Batata frita natural — marca BZ
117 Batata frita cebola/salsa — marca BZ
118 Salgadinho de milho — marca CH
119 Salgadinho de milho — marca CO
120 Salgadinho de milho — marca FA
121 Salgadinho de milho — marca DO
122 Salgadinho de milho nat. — marca FX
123 Salgadinho de milho cebola — marca FX
124 Salgadinho de milho pizza — marca FX
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Tabela 3 - Produtos de panificagao (farinhas, cereais, biscoitos e snacks)
(cont.)

N°. da Amostra Nome do Produto
125 Fécula de batata — marca B
126 Cereal arroz — marca NT
127 Cereal milho — marca NT
128 Cereal arroz — marca NL
129 Cereal milho — marca NL
130 Mistura p/ arroz doce — marca PR
131 Mistura p/ manjar — marca PR
132 P6 p/ sorvete — marca OK
133 P6 p/ sorvete — marca D
134 Liga neutra — marca ST
135 Cereal chocolate — marca KG
136 Cereal milho natural —marca SB
137 Cereal milho ¢/ agicar —marca SB
138 Cereal milho chocolate —marca SB
139 Mistura p/ mingau — marca R
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Tabela 4 — Condimentos (molhos e temperos)

NO. da Amostra |Nome do Produto
140 Molho de tomate — marca A
141 Molho ervas finas — marca B
142 Molho Madeira — marca C
143 Molho Madeira — marca D
144 Molho champignons — marca E
145 Molho salada 1 — marca F
146 Molho salada 2 — marca F
147 Molho salada 3 — marca F
148 Molho salada 4 — marca F
149 Molho salada 5 — marca F
150 Molho tomate funghi — marca D
151 Molho manjericao — marca G
152 Molho salsa manjericdo — marca E
153 Molho salsa champignon — marca E
154 Molho olivas — marca E
155 Molho classico — marca E
156 Caldo galinha — marca H
157 Caldo carne — marca H
158 Maionese tom.seco — marca F
159 Molho branco — marca I
160 Molho strogonoff — marca C
161 Tempero carne — marca H
162 Tempero aves — marca H
163 Tempero legumes — marca H
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Tabela 5 — Desidratados (sopas)

NO. da Amostra  |Nome do produto
164 Sopa mandioquinha — marca A
165 Sopa milho — marca A
166 Sopa galinha — marca A
167 Sopa 10 vegetais — marca A
168 Sopa brdcolis — marca A
169 Creme cebola — marca B
170 Creme ervilha — marca B
171 Creme aspargos — marca B
172 Creme ervilha ¢/ bacon — marca C
173 Sopa galinha — marca D
174 Sopa carne — marca D
175 Sopa queijo — marca D
176 Sopa galinha ¢/ arroz — marca D
1727 Canja arroz ¢/ legumes — marca D
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3.2. Métodos

Para a deteccdo e quantificagdo de gldten, utilizou-se um ensaio
imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) do tipo sandwich
direto. O principio desta metodologia baseia-se no fato de antigenos reagirem com
anticorpos ligados @ uma enzima de maneira que ao se adicionar a reagdo o
substrato (agente cromoforo) desta enzima, € gerado um produto colorido que

podera ser medido por espectrofotometria (Figura 4).

No presente trabalho foram utilizados its comerciais denominados Gluten
Lab Kit quantitativos, que foram originalmente desenvolvidos por SKERRIT e HILL
(1990), aprovados pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e
distribuidos pela Medical Innovations Limited como Unico método oficial.

Este ensaio imunoenzimatico utiliza anticorpos monoclonais, altamente
especificos, capazes de se ligarem as w-gliadinas e as prolaminas do triticale,
centeio e cevada, 0 mesmo ndo acontecendo com as prolaminas da aveia, arroz e
milho. A quantidade de antigeno (gliten) é detectada pela adigdo da enzima
peroxidase conjugada a um anticorpo, seguida da adigdo do substrato ABTS (2,2"
azino-di-3-etilbenzotiazol &cido sulfénico). A intensidade da cor verde ¢€
proporcional & quantidade de gliten presente na amostra. O teor de gluten nos
alimentos analisados é obtido de uma curva padrdo de concentragdo de gliadina

conhecida.
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Figura 4 — Esquema da reacgao de ELISA (sandwich direto)

Anticorpo adsorvido na placa de microtitulacdo
Antigeno

Conjugado (anticorpo + enzima)

Substrato

Produto colorido
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3.2.1. Preparo das amostras

Para esta etapa foi utilizada uma solugao de etanol 40%, visando a extracgdo
das prolaminas desejadas. Pesou-se 1g do alimento a ser analisado e adicionou-se
10mL da solugdo de extragdo. Apés homogeneizagdo em Vortex por 30 segundos,
a amostra foi centrifugada a 5000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente (18 — 2 5°C).

O sobrenadante (extrato da amostra) foi removido e posteriormente diluido
com tampao diluente, previamente reconstituido. A diluicdo utilizada foi de 1/5 e
se deu baseada na estimativa do teor de gluten esperado. De acordo com o
método, para produtos com nivel de gl_dten muito baixo recomenda-se diluicao

1/5, ou seja, 100uL de extrato adicionado de 0,4mL de diluente.
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Ainda seguindo indicagdo do método, vale mencionar que para os alimentos
s¢lidos, 5g foram previamente macerados para sé depois tomar-se 1g para analise.
No caso dos embutidos, 20g foram homogeneizados em Stomacher com 200ml da
solucdo de extragdo, para em seguida proceder-se a centrifugagdo. O mesmo
procedimento foi feito com as bebidas, que tiveram 20mL homogeneizados com

200mL da solucdo de extracdo, antecedendo a etapa da centrifugagao.

3.2.2. Preparo das solugdes-padrao de gliadina

Para a quantificacio do gliten nos alimentos analisados, utilizou-se uma
curva padrdo com concentragdes conhecidas de gliadina. Para a construgdo desta
curva, uma solucdo de gliadina liofilizada contendo 500ug/mL foi reconstituida com
etanol 40%. Esta solucdo foi diluida em amostras de 5ug/mL(S1); 2,5ug/mL(S2);
1,25ug/mL(S3); 0,625pg/mL(S4); 0,313ug/mL(S5) e 0,156ug/mL(S6) utilizando

tampao diluente.

A curva padrdo foi obtida apds 3 séries realizadas em duplicata, visando

uma maior precisdo na determinagdo da concentragdo de gliten nas amostras.

3.2.3. Preparo das solugdes-controle de gliiten

Amostras de amido com alto (C), médio (B) e baixo (A) teor de gldten,
fornecidas pelo ki, foram submetidas a reagdo juntamente com as amostras a
serem testadas. O preparo destes controles se deu de maneira similar ao das
amostras, divergindo apenas no que diz respeito a diluicdo, que foi de 1/50, ou
seja, 100pL de extrato adicionado de 4,9mL de tampao diluente.
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As solucBes-controle de gliten foram de grande importancia para posterior
comparagao com os resultados obtidos das amostras e ainda, como sugerido pelo
kit para uma possivel classificagdo dos alimentos analisados quanto ao teor de

gliten encontrado.

De acordo com a classificacdo sugerida pelo método, baixo teor de gliten
(A) corresponde a valores inferiores a 0,016%, enquanto que médio (B) encontra-
se na faixa entre 0,016 e 0,046%, e finalmente produtos com alto teor de glaten

(C) apresentam concentragdo na faixa de 0,10 a 0,30% de glaten.

3.2.4. Montagem da reagao

Na placa de microtitulacdo sensibilizada com anticorpos monoclonais anti-
gliadina, foram aplicados os brancos, os padroes de gliadina, os controles de
gliten e as amostras a serem analisadas, todos num volume de 100uL em cada
orificio da placa, que contém 96 orificios na sua totalidade (Figura 5). As reagdes

foram realizadas em duplicata. Em cada placa foram analisadas 38 amostras.

A etapa seguinte consistiu na incubagdo da placa a temperatura ambiente
por 30 minutos, sem agitagdo. Em seguida, a fim de se eliminar excessos nao
reagentes, a placa foi submetida a 3 séries de lavagem com solugdo apropriada

fornecida pelo /.

Posteriormente foi aplicado o conjugado, que consiste na enzima peroxidase
ligada a um anticorpo monoclonal anti-gliadina, previamente diluido em solugao
tampdo diluente recomendada pelo método. Novamente a placa além de ser
mantida sem agitacdo a temperatura ambiente por 30 minutos, também foi

submetida a etapa de lavagem.
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ApGs este procedimento, foram adicionados 100uL do substrato ABTS (2,2 -
azino-di-3-etilbenzotiazol cido sulfénico) em todos os orificios da placa. Desta vez
com leve agitacdo, a placa foi mantida a temperatura ambiente por
aproximadamente 10 minutos, até o aparecimento da cor verde, indicando reagao
positiva, quando as reagdes foram interrompidas pela adicdo de 50uL de uma

solucdo stop de acido oxalico.

Br{s4| B | 3|7 |11|15]19|23 |27 |31]35

Br 1S41 B (3 {7 |AL|d5]119]23 |27 | 31 § 35

si|{ss|]Cl4)]8 121620 |24 |28 3236

si|ss| Cc| 4|8 |12]16]|20|24 |28 | 32|36

21811519 1311721125 29]33] 3/

S21S61 1 519 [13|17]21125]29} 33| 3/

3/ Al 2|6 ]10]14|18|22|26|30 (34|38

Figura 5 — Placa da reacao de ELISA
* Branco da reacao

* Padroes de gliadina

* Controles de gldten

* Amostras de alimentos analisados
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3.2.5. Leitura da reagao

Apds a reacdo ter sido interrompida, a placa foi imediatamente submetida a
leitura por um espectrofotdmetro Microplate Reader (model 550 Bio Rad),
acoplado a um microcomputador, utilizando o software Microplate Manager 5.0

para anélise dos dados (aquisigdo FAPESP — processo 00/02783-2).

A leitura foi realizada a 405nm (414nm 6timo), tomando como Branco da
reacdo a leitura dos orificios Al e Bl. O tempo de reacdo para leitura foi

padronizado em 8 minutos. A intensidade da cor foi proporcional ao teor de glten.

3.2.6. Calculo do teor de gliten

Os valores de absorbancia obtidos das soluges-padrdo de gliadina
permitiram a construgdo de uma curva padrdo: Absorbancia (escala linear — eixo y)
versus Concentracdo de Gliadina (escala logaritmica — eixo x). De acordo com 0

método, estima-se que 50% do gllten esteja na forma de gliadina.

Para a determinagdo do teor de gliten nas amostras analisadas, utilizou-se
esta curva como referéncia. Os resultados dela obtidos foram expressos em

concentracdo de gliadina (pg/mL), sendo portanto necessaria a transformagdo em

% de gluten.

O teor de gl(ten das amostras dos alimentos analisados com X ug/mL de
gliadina foi calculado através da formula abaixo.
X.D g de gliten em 100g de alimento

500
onde: X = ng/mL de gliadina obtida através da curva padrao

D = fator de diluigdo (5)
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4. RESULTADOS

4.1. Curva Padrao : Absorbancia (405nm) x Conc. de Gliadina (ng/mL)

A Figura 6 proporciona a visualizagdo de uma placa de microtitulacdo apds
a reacdo de ELISA. Através da coloragdo verde evidencia-se reagdo positiva quanto
a presenca de gluten.

Os resultados obtidos dos padrdes de gliadina, durante leitura da reagdo,
com a utilizagdio do software Microplate Manager 5.0, estdo dispostos na Tabela
6. Foram realizadas 3 séries em duplicata.

Com a andlise estatistica realizada pelo Departamento de Estatistica do
CEMICAMP (Centro de Pesquisas e Controle das Doengas Materno-Infantis de
Campinas) ajustou-se a curva do modelo de regressdo para a variavel absorbancia
segundo a concentragdo de gliadina, e obteve-se também a respectiva equagao de
regressdo (Tabela 7). A curva padrao construida e utilizada posteriormente como
referéncia para obtencdo das concentragdes de gliadina das amostras pode ser

observada na Figura 7.

Para a determinacdo do teor de gluten encontrado nas amostras, foi
utilizada a férmula matematica descrita em 3.2.6. Sendo X pg/mL a concentragao
de gliadina presente na amostra, determinou-se 0 gliten através do calculo
abaixo:

X.D g de gliten em 100g de alimento

500
onde: X = pg/mL de gliadina obtida através da curva padrao (Figura 7)

D = fator de dilui¢do (5 : recomendado para valores esperados com teor
muito baixo de gluten)
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Figura 6 — Reacdo de ELISA
Resultado positivo quanto a presenca de gliten visualizado pela

geracdo da cor verde.
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Tabela 6 — Absorbancias das solugoes — padrao de gliadina

Concentracgao de Gliadina

Absorbancia

(ng/mL) (405nm)
13, Série 23, Série 323, Série
5,0 0,580 0,636 0,837 0,821 0,866 0,799
2.5 0,568 0,538 0,683 0,724 0,687 0,684
1.25 0,462 0,319 0,393 0,437 0,476 0,470
0,625 0,191 0,209 0,217 0,207 0,261 0,265
0,313 0,083 0,094 0,097 0,102 0,133 0,111
0,156 0,066 0,051 0,046 0,056 0,068 0,057

Tabela 7 — Ajuste de regressao

Variavel Coef. EP coef. P
Ln(concentragao) 0,2196 0,0153 <0,001
Constante 0,3966 0,0182 <0,001

r? (coef. de determinacdo) = 0,93

Equagao de regressao:

Absorbancia estimada = 0,3966 + 0,2196. In(concentracdo)
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Absorbancia
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Concentragdo de gliadina (Mg/mL)

Figura 7 — Dispersao dos valores de absorbancia (405nm) segundo
concentracao de gliadina (ug/mL) e curva ajustada
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4.2. Determinagao da concentragdo de gliadina e do teor de gliten (%)

Os valores de absorbancia provenientes das amostras, assim como a
concentragdo de gliadina e o teor de gliten calculado, estdo descritos de acordo
com os grupos de alimentos da amostragem (Tabela 8- Embutidos, Tabela 9 —
Bebidas, Tabela 10 - Produtos de Panificagdo, Tabela 11 — Condimentos e
Tabela 12 - Desidratados). O Banco de dados foi feito no programa
computacional SPSS for Windows (Statistical Package for the Social Sciences,
1993).

Tabela 8 — Teor de gliten nos Embutidos (salsichas e lingiiicas)

No. Absorbancia Concentragao de % glaten
Amostra (405nm) Gliadina (ng/mL)
1 0,005 0,1681 0,00168
2 0,003 0,1666 0,00167
3 0,008 0,1704 0,00170
o 0,008 0,1704 0,00170
5 0,000 0,1643 0,00164
6 0,001 0,1651 0,00165
7 0,005 0,1681 0,00168
8 0,075 0,2312 0,00231
9 0,166 0,3499 0,00350
10 0,052 0,2082 0,00208
11 0,000 0,1643 0,00164
12 0,010 0,1720 0,00172
13 0,000 0,1643 0,00164
14 0,201 0,4104 0,00410
15 0,000 0,1643 0,00164
16 0,016 0,1767 0,00177
17 0,115 0,2774 0,00227
18 0,008 0,1704 0,00170
19 0,003 0,1666 0,00167
20 0,007 0,1696 0,00170
21 0,008 0,1704 0,00170
22 0,027 0,1858 0,00186
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Tabela 9 — Teor de gluten nas Bebidas (cervejas e achocolatados)

No. Absorbancia Concentragao de % glaten
Amostra (405nm) Gliadina (ng/mL)
23 0,036 0,1936 0,00194
24 0,165 0,3483 0,00348
25 0,044 0,2008 0,00201
26 0,105 0,2650 0,00265
27 0,241 0,4924 0,00492
28 0,220 0,4475 0,00447
29 0,124 0,2890 0,00289
30 0,029 0,1875 0,00188
31 0,053 0,2092 0,00209
32 0,264 0,5467 0,00547
33 0,009 0,1712 0,00171
34 0,023 0,1825 0,00183
35 0,239 0,4879 0,00488
36 0,223 0,4536 0,00454
37 0,110 0,2711 0,00271
38 0,007 0,1696 0,00170
39 0,168 0,3531 0,00353
40 0,042 0,1989 0,00199
41 0,036 0,1936 0,00194
42 0,087 0,2442 0,00244
43 0,337 0,7623 0,00762
44 0,003 0,1666 0,00167
45 0,132 0,2997 0,00300
46 0,192 0,3939 0,00394
47 0,062 0,2179 0,00218
48 0,005 0,1681 0,00168
49 0,029 0,1875 0,00188
50 0,000 0,1643 0,00164
51 0,000 0,1643 0,00164
52 0,001 0,1651 0,00165
53 0,007 0,1696 0,00170
54 0,016 0,1767 0,00177
55 0,002 0,1658 0,00166
56 0,004 0,1673 0,00167
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Tabela 10 — Teor de gluten nos Produtos de panificagao (farinhas,
cereais, biscoitos e snacks)

No, Absorbancia Concentragao de % gluten
Amostra (405nm) Gliadina (ng/mL)
57 0,007 0,1696 0,00170
58 0,012 0,1735 0,00174
59 0,000 0,1643 0,00164
60 0,000 0,1643 0,00164
61 0,000 0,1643 0,00164
62 0,000 0,1643 0,00164
63 0,000 0,1643 0,00164
64 0,000 0,1643 0,00164
65 0,027 0,1858 0,00186
66 0,112 0,2736 0,00274
67 0,126 0,2916 0,00292
68 0,010 0,1720 0,00172
69 0,006 0,1689 0,00169
70 0,047 0,2035 0,00204
71 0,336 0,7588 0,00759
72 0,014 0,1751 0,00175
73 0,006 0,1689 0,00169
74 0,000 0,1643 0,00164
75 0,007 0,1696 0,00170
76 0,006 0,1689 0,00169
77 0,011 0,1727 0,00173
78 0,001 0,1651 0,00165
79 0,009 0,1712 0,00171
80 0,000 0,1643 0,00164
81 0,007 0,1696 0,00170
82 0,000 0,1643 0,00164
83 0,147 0,3209 0,00321
84 0,000 0,1643 0,00164
85 0,010 0,1720 0,00172
86 0,0006 0,1689 0,00169
87 0,601 2,5365 0,02536
88 0,000 0,1643 0,00164
89 0,000 0,1643 0,00164
90 0,008 0,1704 0,00170
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Tabela 10 — Teor de gliten nos Produtos de panificacdao (farinhas,
cereais, biscoitos e snacks) — cont.

No. Absorbancia Concentragao de % glaten
Amostra (405nm) Gliadina (ug/mL)
91 0,122 0,2864 0,00286
92 0,000 0,1643 0,00164
93 0,000 0,1643 0,00164
94 0,001 0,1651 0,00165
95 0,015 0,1759 0,00176
96 0,009 0,1712 0,00171
97 0,216 0,4394 0,00439
98 0,015 0,1759 0,00176
99 0,020 0,1800 0,00180
100 0,728 4,5227 0,04523
101 0,641 3,0433 0,03043
102 0,011 0,1727 0,00173
103 0,030 0,1884 0,00188
104 0,190 0,3903 0,00390
105 0,086 0,2431 0,00243
106 0,006 0,1689 0,00169
107 0,215 0,4374 0,00437
108 0,000 0,1643 0,00164
109 0,003 0,1666 0,00167
110 0,000 0,1643 0,00164
111 0,014 0,1751 0,00175
112 0,084 0,2409 0,00241
113 0,009 0,1712 0,00171
114 0,016 0,1767 0,00177
115 0,008 0,1704 0,00170
116 0,003 0,1666 0,00167
117 0,005 0,1681 0,00168
118 0,013 0,1743 0,00174
119 0,020 0,1800 0,00180
120 0,008 0,1704 0,00170
121 0,002 0,1658 0,00166
122 0,005 0,1681 0,00168
123 0,003 0,1666 0,00167
124 0,009 0,1712 0,00171
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Tabela 10 — Teor de gliten nos Produtos de panificagdo (farinhas,
cereais, biscoitos e snacks) — cont.

No, Absorbancia Concentragdo de % glaten
Amostra (405nm) Gliadina (ng/mL)
125 0,003 0,1666 0,00167
126 0,538 1,9039 0,01904
127 0,044 0,2008 0,00201
128 0,007 0,1696 0,00170
129 0,036 0,1936 0,00194
130 0,000 0,1643 0,00164
131 0,006 0,1689 0,00169
132 0,135 0,3038 0,00304
133 0,000 0,1643 0,00164
134 0,021 0,1808 0,00181
135 0,006 0,1689 0,00169
136 0,005 0,1681 0,00168
137 0,011 0,1727 0,00173
138 0,000 0,1643 0,00164
139 0,005 0,1681 0,00168
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Tabela 11 — Teor de gliten nos Condimentos (molhos e temperos)

No. Absorbancia Concentracdo de % gliten
Amostra (405nm) Gliadina (ng/mL)
140 0,007 0,1696 0,00170
141 0,010 0,1720 0,00172
142 0,000 0,1643 0,00164
143 0,043 0,1998 0,00200
144 0,078 0,2344 0,00234
145 0,000 0,1643 0,00164
146 0,194 0,3975 0,00397
147 0,003 0,1666 0,00167
148 0,001 0,1651 0,00165
149 0,002 0,1658 0,00166
150 0,001 0,1651 0,00165
151 0,012 0,1735 0,00174
152 0,005 0,1681 0,00168
153 0,009 0,1712 0,00171
154 0,017 0,1775 0,00178
155 0,028 0,1867 0,00187
156 0,100 0,2591 0,00259
157 0,144 0,3166 0,00317
158 0,000 0,1643 0,00164
159 0,003 0,1666 0,00167
160 0,001 0,1651 0,00165
161 0,400 1,0156 0,01016
162 0,364 0,8620 0,00862
163 0,187 0,3850 0,00385
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Tabela 12 — Teor de gliten nos Desidratados (sopas)

No, Absorbancia Concentracdo de % glaten
Amostra (405nm) Gliadina (ng/mL)
164 0,049 0,2054 0,00205
165 0,373 0,8981 0,00898
166 0,075 0,2312 0,00231
167 0,004 0,1673 0,00167
168 0,003 0,1666 0,00167
169 0,250 0,5129 0,00513
170 0,108 0,2687 0,00269
171 0,174 0,3629 0,00363
172 1,121 27,078 0,27078
173 0,006 0,1689 0,00169
174 0,050 0,2063 0,00206
175 0,019 0,1792 0,00179
176 0,234 0,4769 0,00477
177 0,273 0,5696 0,00570

4.3. Analise estatistica descritiva exploratoria

Com o estudo estatistico realizado através da distribuigao de freqiiéncias
dos produtos analisados totalizados em 177, p6de-se observar um numero maior
de elementos no grupo dos produtos de panificagao, chegando quase que a 50%
dos produtos analisados. Tal fato é claramente explicado, considerando-se que
existe disponivel no mercado uma ampla gama de produtos farinaceos derivados
de cereais naturalmente isentos de gliten, alvo do presente trabalho e pertencente
ao grupo acima citado . O segundo maior grupo analisado foi o representado pelas
bebidas, com quase 20%, que incluiu as cervejas e achocolatados, ambos na sua
maioria maltados, portanto de grande interesse para analise tendo em vista que o
malte € originado da cevada, téxica para os celiacos. A distribuicdo absoluta e

relativa dos produtos analisados pode ser visualizada através da Tabela 13.
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Tabela 13 - Distribuicao absoluta e relativa dos produtos segundo
grupos

Grupos dos produtos Freqiiéncia Freqiiéncia
Absoluta Relativa (%)

Embutidos 22 12,4
Bebidas 34 19,2
Produtos de Panificacao 83 46,9
Condimentos 24 13,6
Desidratados 14 7,9
(Total) (177) (100.0)

Como mencionado anteriormente, o0 método Gluten Lab Kit sugere
uma possivel classificagdo dos produtos analisados quanto ao teor de glaten
encontrado. Para que isso ocorra, o0 kit fornece 3 controles com diferentes e
conhecidas concentragdes de gliten, os quais adota com sendo de alto (C), médio
(B) e baixo teor (A). Os valores ficam assim distribuidos: A<0,016% ; 0,016< B
<0,046% ; 0,10<C<0,30%.

Levando-se em consideracao, que no Brasil ainda nao existe classificagao
estabelecida, resolveu-se adotar a sugerida pelo método para eventual e posterior

analise.

Na Tabela 14 encontra-se disposta a distribuicao absoluta e relativa dos
produtos quanto a essa possivel classificagdo sugerida. Atraveés dos resultados
obtidos, evidencia-se a quase totalidade dos produtos analisados com baixo teor
de gliten, apresentando médio teor apenas 2,3% dos produtos e finalmente
apenas 1 produto com alto teor de gliten ndo declarado em sua rotulagem.
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Tabela 14 — Distribuicao absoluta e relativa do conteudo de gluten

Classificacao do produto* n %
A: baixo conteldo de gliten 172 97,2
B: médio conteldo de gliten 4 2,3
C: alto contetdo de gliten i 0,6
(Total) (177) (100,0)

* Classificagdo segundo 47t comercial utilizado:
A: baixo; B: médio; C: alto
A<0,016% ; 0,016< B <0,046% ; 0,10<C<0,30%

Para um melhor entendimento dos resultados, procedeu-se a distribuicdo
absoluta e relativa desta mesma classificagdo do método, segundo 0s grupos a que
pertenciam os produtos analisados. Pela Tabela 15 observa-se que os elementos
com médio teor de gliten pertencem ao grupo dos Produtos de panificagao,
ficando o Unico elemento com alto teor de gliten encontrado situado no grupo dos
Desidratados. Vale ressaltar, que de acordo com o método, todos os elementos
restantes foram classificados como sendo produtos de baixo teor de gluten.

A Tabela 16 informa o tipo de produto classificado na analise com médio e
alto teor de glaten. Como se pode observar o produto sopa pronta desidratada do
tipo creme de ervilha (Desidratados) foi o elemento com maior teor de glaten
encontrado. Os produtos classificados como sendo de médio teor foram: cereal de
arroz, gérmen de trigo, mingau de aveia e broinha de milho (Produtos de
panificacdo).
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Tabela 15 - Distribuicao absoluta dos grupos dos produtos sequndo
classificacao

Grupos Classificacao do produto
A: baixo B: médio C: alto
Embutidos 22 0 0
Bebidas 34 0 0
Produtos de Panificacao 79 4 0
Condimentos 24 0 0
Desidratados 13 0 1
(Total) (172) (4) (1)

* Classificagao segundo 4/t comercial utilizado:
A: baixo; B: médio; C: alto
A<0,016% ; 0,016< B <0,046% ; 0,10<C<0,30%

Tabela 16 — Descrigao dos produtos com contetido médio e alto de gluten

Grupos Nome do produto % glaten |Classificagao*
Prod. Panificacao Cereal arroz 0,019 B
Prod. Panificacdo Gérmen de trigo 0,025 B
Prod. Panificagdao Mingau de aveia 0,030 B
Prod. Panificacao Broinha de milho 0,045 B
Desidratados Creme de ervilha 0,271 C

* Classificagao segundo kit comercial utilizado:
B: médio; C: alto
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A amostra alvo de andlise do presente trabalho envolveu produtos
originados de diferentes cereais. Dentre esses, 0s chamados “naturalmente isentos
de gliten”, como por exemplo, o milho e o arroz indicados na alimentacao dos
celiacos. A Tabela 17 fornece as frequéncias dos produtos analisados de acordo
com a origem dos mesmos. Os produtos originados do milho foram o de maior
representatividade, talvez até pela grande diversidade do emprego deste cereal em
uma enorme quantidade de produtos. O segundo maior grupo de produtos
analisado envolveu os derivados da cevada (malte), talvez pelas diversas marcas
de cerveja disponiveis no mercado. O terceiro maior grupo compreendeu o0s
derivados da mandioca, explicavel pela grande disponibilidade de seus
subprodutos (farinhas, polvilho) no mercado. Uma grande quantidade de produtos
apresentou rotulagem falha, impossibilitando a classificagdo quanto ao cereal de

origem, sendo entdo criado um grupo de denominacgdo Outros.

Tabela 17 — Distribuicao absoluta e relativa dos produtos de acordo com
cereal de origem

Cereal e derivados Freqiiéncia Freqiiéncia
Absoluta Relativa (%)

Milho* 60 33,9
Arroz * 8 4,5
Mandioca* 24 13,5
Batata* 6 3,4
Cevada (malte) 34 19,2
Aveia 1 0,6
Trigo 1 0,6
Qutros (amido modificado) 43 24,3
(Total) (177) (100.0)

*Naturalmente isentos de gliten
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Quanto aos alimentos analisados, ditos naturalimente isentos de gldten, aqui
analisados, conforme ilustrado pela Tabela 18, verifica-se que totalizaram 98 dos
quais 60 eram originados de milho, 24 de mandioca, 8 de arroz e 6 de batata,
Embora todos teoricamente se apresentem como isentos de glaten, pode-se
comprovar que apenas 19 desses produtos se mostraram verdadeiramente isentos
de acordo com sua natureza.

Tabela 18 — Distribuicdo absoluta dos produtos comprovadamente
isentos de gluten por natureza

Cereal e derivados Freq.Abs. Freq. Abs.
(isenta)
Milho* 60 8
Arroz * 8 3
Mandioca* 24 7
Batata* 6 1
(Total) (98) (19)

*Naturalmente isentos de gliten

Com a estatistica descritiva exploratdria realizada foi possivel obter os
valores minimo e maximo de cada grupo e também a mediana. A mediana
representa o valor que divide o grupo pela metade, ou seja, 50% do grupo
encontra-se com valores abaixo da mediana e os 50% restantes com valores acima

da mediana.

De acordo com a Tabela 19, os grupos pouco variaram de acordo com a
mediana, entretanto € possivel afirmar que cada grupo se comportou de maneira
distinta um do outro, pois apresentaram valores maximos muito discrepantes entre
si. Embora os valores minimos tenham sido similares de uma maneira geral, pois
cada grupo tinha um elemento com leitura de absorbancia nula correspondendo a
0,00164% de gluten, devido a alta sensibilidade do método, os valores maximos
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variaram muito entre os grupos permitindo a classificaciio A, B e C, sugerida pelo
método, e ja descrita anteriormente.

Tabela 19 — Valores descritivos do conteido de gliiten nos produtos

Grupos Valores descritivos (%) n

Minimo Perc.25 Mediana Perc.75 Maximo

Embutidos 0,00164 0,00166 0,00170 0,00191 0,00410 22

Bebidas 0,00164 0,00170 0,00200 0,00350 0,00762 34

Prod. Panif. 0,00164 0,00165 0,00170 0,00181 0,04523 83

Condimentos | 0,00164 0,00165 0,00172 0,00253 0,01016 24

Desidratados | 0,00167 0,00177 0,00250 0,00527 0,27078 14

Geral 0,00164 0,00167 0,00172 0,00242 0,27078 177

Perc.: percentil
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5. DISCUSSAO

Foram analisados 177 produtos industrializados, quanto a presenca de
gluten, dos quais 83 eram produtos de panificacdo, 34 bebidas, 24 condimentos,
22 embutidos e 14 desidratados. Supondo que o teor de gldten, se presente, seria
em quantidades diminutas, todas as amostras foram consideradas como sendo
gluten-free, o que fez com que fosse utilizada diluigdo 1:5 para todas igualmente.

No presente trabalho, um dos objetivos propostos foi verificar a quantidade
de gliten presente nos alimentos industrializados, disponiveis no mercado
brasileiro, que aqui foi determinada através do it imunoenzimatico denominado
Gluten Lab Kit. Também pretendeu-se classificar os produtos de acordo com o
teor de gldten encontrado e sugerir a possibilidade de se propor uma nova

classificacdo.

Nos experimentos realizados, ndao se observou uma variabilidade muito
grande entre os resultados. De acordo com o método, pode-se classificar um
produto baseando-se na quantidade de gliten presente. Para essa classificacdo,
adotou-se nomenclatura A para produtos com baixo teor de gliten (<0,016%), B
para aqueles com médio teor (0,016<B<0,046%) e finalmente C para os de alto
teor de gluten (0,10<C<0,30%). Poucos produtos foram classificados como B,
apenas um produto como sendo C, e a grande maioria restante com classificacdo
A. Tal fato nos permitiria, erroneamente, imaginar que os resultados verificados
nao foram, de certa maneira, significativos uma vez que as quantidades de gliten,

determinadas na quase totalidade das amostras, foram muito pequenas.
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Dois importantes fatores frente a essa duvidosa suposicio devem ser
mencionados. O primeiro reside na incapacidade de se quantificar a sensibilidade
de um individuo, o que significa dizer que apenas a presenca da proteina ja é
capaz de causar sérios danos a mucosa intestinal de alguns pacientes celiacos. O
segundo fator de relevada importancia refere-se aos alimentos conhecidos como

naturalmente isentos de gluten.

De acordo com o Codex Alimentarius, alimentos /isentos de gliten seriam
aqueles cujo contetdo total deste complexo protéico (trigo, centeio, cevada, aveia
ou variedades hibridas) ndo devesse exceder 20 ppm base seca. Frente as
inimeras sugestdes enviadas por diferentes paises e organizagdes, a Comissio do
Codex Alimentarius nao tem conseguido compatibilizar as polémicas existentes,.

ndo estabelecendo uma norma sobre produtos g/uten-free até o momento

De acordo com RIBEIRO e GONCALVES (2001), na dieta do individuo com
Doenca Celiaca o gliten podera ser substituido pelo milho (farinha de milho, amido
de milho, fuba), arroz (farinha de arroz), batata (fécula de batata) e mandioca
(farinha de mandioca), incluindo também os grdos (feijdo, lentilha, soja, ervilha,
grao-de-bico). Os alimentos considerados naturalmente isentos de gliten, nesse
presente estudo, totalizaram 98 dos quais 60 eram originados de milho, 24 de
mandioca, 8 de arroz e 6 de batata. Teoricamente todos deveriam se apresentar
isentos de gliten, o que na realidade acabou nd3o sendo confirmado
analiticamente. Apenas 19 desses produtos (19,4%) se mostraram

verdadeiramente isentos de acordo com sua natureza.

A leitura de absorbancia nula, apresentada por alguns alimentos, apds o
calculo derivado da curva—padrdo, correspondeu ao teor minimo de 0,00164% de
gldten. Isto ocorreu devido a alta sensibilidade do método, que pode acabar por

comprometer alguns resultados revelando-os falso-positivos. Os alimentos que
64



apresentaram absorbancia nula foram entdo considerados isentos de gliten e
totalizaram 28, ou seja 84% das amostras analisadas no presente trabalho
resultaram em reagBes positivas quanto a presenca de gliten, sem té-lo

mencionado em sua composigdo.

Dentre os alimentos anteriormente classificados como sendo de médio teor
de gluten (B), encontram-se alimentos originados de milho e arroz, sendo que 0
unico com alto teor (C), era a base de ervilha. Tal verificacdo se torna ainda mais
agravada, pelo fato do alimento originado de arroz ser destinado a criancas de
primeira infancia, populacdo amplamente divulgada como a mais afetada pela DC.
Ainda com relagdo a esse produto, vale mencionar que foi verificada a adverténcia
“contém tragos de gliten” na sua rotulagem, fato que despertou certa curiosidade,
uma vez que inexiste esta terminologia na legislagdo e ndo ha definicdo dos
valores que seriam considerados como 0s tracos acima referidos. Frente a
subjetividade e seriedade desta questdo fazem-se necessdrias urgentes
providéncias. Quanto ao produto proveniente de ervilha, tratava-se de um creme
desidratado, de marca conhecida no mercado, cuja rotulagem sequer mencionava
a adverténcia “contém gluten” ou outro componente, descrito na formulacgo,

responsavel pela presenga da proteina indesejavel aos celiacos.

A garantia de uma dieta isenta de gluten requer cuidadosa verificagdo dos
rotulos de todos os produtos. Deve-se chamar a atencdo para alimentos que
possam estar “contaminados” pelo gltiten (OLIVEIRA, 2001). Embora a Lei federal
n°. 8.543, que estabelece a indicagdo da adverténcia nos rétulos dos alimentos
quanto a presenga de gluten, tenha sido promulgada ha quase 10 anos, ndo é rara
a ocorréncia do descumprimento da mesma. Um ponto importante a ser ressaltado
consiste na falta de obrigatoriedade das indUstrias alimenticias em avisar aos
consumidores através da rotulagem de seus produtos quando da auséncia do
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gluten, o que em muito auxiliaria os celiacos no momento de escolha e compra de

seus alimentos.

A maior conscientizagdo dos consumidores brasileiros tem transformado o
processo de rotulagem numa importante linha de comunica¢do entre as empresas
produtoras de alimentos e os consumidores, bem como em um instrumento que
permite as autoridades sanitdrias a retirada do mercado de produto considerado
improprio para consumo, como também aos consumidores a disponibilizagdo e o
acesso a produtos claramente definidos e rotulados (NUTTI, 1999). Talvez tenha
sido esta a razdo de alteragBes na rotulagem de alguns alimentos, terem sido
comprovadas durante o presente trabalho. No momento da elaboracdo da listagem
completa dos produtos a serem analisados, muitos apresentaram rotulagem falha.
Podia-se por exemplo, encontrar farinha de trigo claramente descrita na
formulagao, sem a adverténcia “contém gliten” na embalagem, e no momento da
compra desses produtos, as rotulagens ja haviam sido modificadas e encontravam-
se adequadas a legislagdo, advertindo o consumidor quanto & presenca da

proteina.

Um fato interessante que merece ser mencionado consiste na divergéncia
entre os ingredientes contidos em alguns produtos e a presenca da adverténcia
“contém gluten”. Embora ndo tenham sido analisados os produtos, cuja rotulagem
ja advertia quanto a presenca de gliten, durante a elaboracdo da listagem
completa dos produtos a serem analisados foi possivel constatar produtos
rotulados quanto a presenga de gliten, embora na sua formulacdo ndo houvesse
nenhum ingrediente que a justificasse. Portanto, mais um importante indicio da
real necessidade dos drgdos competentes estarem realizando periddicas inspectes

visando maior informacdo aos celiacos.
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Na literatura inglesa € adotado o conceito food security, para a
disponibilidade quantitativa e 0 acesso das pessoas aos alimentos e o termo food
safely, que se refere a qualidade do alimento (SPERS, 1993). Para expressar a
importancia da qualidade do alimento, utiliza-se o termo “alimento seguro” sendo
este “aquele que deve apresentar o minimo risco de doencas para o consumidor”
(FAO, 1992). Esses riscos podem ser tanto microrganismos patogénicos ou toxinas,
como residuos de substancias quimicas provenientes da producdo ou
processamento do alimento, incluindo até substancias alergénicas para
determinados individuos. No Brasil, o termo seguranca alimentar tem sido
empregado com o significado de food security efou food safety. O significado de
seguranga alimentar nesta pesquisa € o de food safety.

Quanto a aveia, em trabalhos efetuados anteriormente enfatizou-se quase
sempre a toxicidade do cereal aos celiacos, exceto nas pesquisas de JANATUINEN
et al. (1995) e SCHMITZ (1997) que defenderam a idéia de os pacientes adotarem
em suas dietas quantidades moderadas deste cereal, sem qualquer dano & mucosa
intestinal. Esses pesquisadores acabaram recebendo criticas severas, ndo somente
devido a conclusdo prematura de seus trabalhos, mas também pelo fato, ja

conhecido, da impossibilidade de se quantificar a sensibilidade de cada individuo.

No presente trabalho, apenas um produto derivado deste cereal e
denominado mingau de aveia foi analisado. Sua rotulagem ndo fazia sequer
mengao quanto a possibilidade da existéncia de gliten. O resultado obtido revelou
a existéncia da proteina na proporgdo de 0,03% o que, segundo o método,
permitiu sua classificagao como produto com teor médio (B) de gliten. Também
na Suécia, ao analisar produtos comercializados como g/uten-free, a pesquisadora
YMAN (1999) detectou gliten em farinhas de aveia, embora em quantidades

inferiores ao desta pesquisa (0,00339%).
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Um fator importante a ser ressaltado consiste numa deficiéncia do kit
utilizado na analise. De acordo com a metodologia, ndo é possivel se detectar
aveia, 0 que nos permite supor que alguma outra proteina ndo derivada da aveia
faca parte da formulagdo deste alimento destinado & populagdo infantil.

O fato de a reagao ter sido positiva quanto a presenca de gliten poderia ser
indicativo de que houve contaminagdo na linha de processamento do produto.
Neste sentido, faz-se oportuna a execugdo de mais experimentos, dando énfase 3
possibilidade de interferéncia de outra substancia, ndo obrigatoriamente o trigo, e
que de forma cruzada, estivesse reagindo com o anticorpo da placa de reagdo. De
acordo com ROCHA (2001), ndo € rara a ocorréncia de contaminacdo nos moinhos
de milho que também trabalham com trigo. Na regido sul do pais, apds preparo de
polenta com fuba de marca conhecida, muitos celiacos manifestaram complicacbes
impostas pela Doenga Celiaca. No presente trabalho das 6 marcas de fuba
analisadas, 2 se mostraram isentas de gliten, 3 com quantidades extremamente
diminutas e 1 com 0,003% de gliten.

Em relacdo aos 22 embutidos analisados, os resultados obtidos revelaram
que apenas 4 nao continham de gliten, o que vém de encontro ao alerta de
OLIVEIRA (2001), quanto a possibilidade da contaminag&o das lingiiicas, salsichas,
salames e presuntos de modo geral. Reforgando a mesma idéia, o grupo de
produtos desidratados, que compreendeu as sopas prontas, ndo apresentou
nenhum produto totalmente isento de gldten contrariando sua rotulagem.

Com base nos resultados apresentados e discutidos anteriormente, torna-se
necessario ressaltar a importancia da implementagdo, por parte dos produtores e
comerciantes de alimentos, dos procedimentos de controle de qualidade,
principalmente o sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(HACCP — Hazard Analysis Critical Control Point). Essa metodologia aplicada
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principalmente em processos de industrializagdo de alimentos, permite determinar,
avaliar e controlar os pontos criticos dos processos de produgao. Assim sendo, a

contaminagdo de produtos naturalmente isentos de gliten poderia ser evitada.

Considerando a baixa variabilidade dos resultados (Tabela 19), apds
analise estatistica exploratdria, somada aos resultados ilustrados na Tabela 14,
que refletem o comportamento dos produtos brasileiros, onde a quase totalidade
dos alimentos analisados classificou-se na mesma categoria, faz-se oportuno
sugerir diferentes valores para uma nova classificagdo, distinta da proposta pelo
método. Nesta nova classificacdo seriam adotados pontos de corte mais baixos,
visando uma melhor distribuicdo dos resultados.

Sabe-se da real necessidade de se evitar o consumo de bebidas maltadas,
como € o caso do uisque e da cerveja, pelos celiacos. Entretanto, pela classificagao
proposta pelo método, as bebidas aqui analisadas foram consideradas como de
baixo teor de gluten, podendo levar o consumidor celiaco a incorrer num erro
extremamente prejudicial, fato que s vem reforgar a possibilidade da proposta

anteriormente descrita.

A realizagdo desta pesquisa se fez necessaria devido & auséncia de
trabalhos que discutam sobre os teores de gliten em produtos brasileiros. Ainda,
de acordo com a ACELBRA, faltam laboratérios que fagam a andlise desses
produtos para saber se realmente estdo isentos de gliten. Aliada a destacada
importancia dessas informagGes para a saude publica, destaca-se a fundamental
necessidade de servicos de inspecdo e fornecimento de subsidios aos érgdos

responsaveis pela Politica Nacional de Seguranca Alimentar.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos com o ensaio imunoenzimatico
adotado neste estudo e com base nos comentarios feitos nas seccdes anteriores,
pode-se concluir que:

1. N&o foi constatada uma grande variabilidade entre os resultados obtidos
com a utilizagdo do ensaio imunoenzimatico, onde apds andlise estatistica
descritiva revelou-se que 97,2% dos produtos analisados apresentaram
niveis de gliten inferiores a 0,016%.

2. Com relagdo aos alimentos naturalmente isentos de gliten analisados no
presente trabalho, apenas 19,4% das amostras se apresentaram isentas de
gliten de acordo com a sua natureza, de forma a se confirmar uma possivel
contaminagao durante etapa de processamento do alimento.

3. Dentre os alimentos que apresentaram teores entre 0,016 e 0,046% de
gliten, pdde-se evidenciar um produto derivado de arroz destinado a

alimentagdo infantil, e ainda um proveniente de milho.

4. O produto com maior teor de glGten encontrado (0,271%) foi um creme de
ervilhas desidratado. De acordo com a literatura, a ervilha consiste numa

alternativa para os celiacos, devido sua isengdo natural da proteina.

5. Quanto a aveia, apenas um produto derivado deste cereal foi aqui analisado
e denominado mingau de aveia. O resultado obtido revelou a existéncia da
indesejavel proteina na proporcdo de 0,030%. Como o método de andlise
empregado ndo detecta aveia, ficou evidente a contaminagdo do produto,

por parte de outro cereal tdxico aos celiacos, que ndo a aveia.
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6. Dos 22 embutidos analisados, de acordo com os resultados obtidos, apenas
4 amostras ndo apresentaram a proteina indesejavel aos celiacos, vindo de
encontro novamente a possibilidade de contaminagdo por gliten na linha de
processamento.

7. Em concordancia com outros trabalhos, baixissimos niveis de gliten foram
detectados nas bebidas maltadas aqui analisadas. O que ndo quer dizer que
se deva desprezar estes resultados, uma vez que apenas a presenca da
indesejavel proteina ja € capaz de desencadear manifestagdes em alguns
individuos.

8. Uma nova classificacdo pode ser sugerida com diferentes valores dos
propostos pelo método comercial, com o intuito de se melhor distribuir os
resultados. Seriam adotados novos e inferiores pontos de corte.

9. Outras metodologias (eletroforese, por exemplo) podem ser utilizadas na

tentativa de se descobrir qual o agente responsavel pela presenca de

gliten, proveniente de contaminagdo.
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