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RESUMO

O tratamento para a doenca celiaca (DC) consiste em dieta livre das prolaminas. gliadina, hordeina,
secalina e avenina existentes no trigo, centeio, cevada e aveia. A Comisséo do Codex Alimentarius
(FAO/WHO) definiu o limite de 200 ppm (mg/kg) de gliten parao alimento ser considerado livre desse
produto. A revisdo de 2004 do Codex Alimentarius sugeriu o limite de 20 ppm paraprodutos natural mente
sem gluten e de 200 ppm para produtos derivados de ingredientes ndo fonte de glaten, porém esses
limites estéo aindaem discussdo. Entre os métodos analiti cos para detectar ou determinar glUten/gliadina
tém sido empregadas astécnicas de: espectrometriade massa, cromatografialiquida, analisede DNA do
trigo eimununoenziméticos. O método oficial adotado pelaAssociation of Official Analytical Chemistry
(AOAC) é 0 ELISA baseado no anticorpo monoclonal paraw gliadina. O Codex Alimentarius endossou
temporariamente, 0 R5 ELISA como Método Tipo |. O R5 ELISA utiliza anticorpo monoclonal para o
pentapeptideo toxico existente na gliadina, hordeina e secalina. O ELISA, em fungdo de sua maior
sensibilidade e apropriado limite de deteccdo (1,5 ppm de gliadina), € considerado superior as demais
técnicas. A presenca de pequenos fragmentos de proteina existentes em prolaminas hidrolisadas devem
ser avaliados por métodos baseados em DNA.

Palavr as chave. doenca celiaca, gliadina, glaten, epitopos téxicos, ELISA.

ABSTRACT

Treatment of celiac disease (CD) isconsisted of adiet free of prolaminsasgliadin, hordein, secalin, and
avenin existingin wheat, barley, rye, and oats. The Codex Alimentarius Commission (FAO/WHO) has
defined the maximum gluten content of 200 ppm (mg/kg) to consider as gluten-free products. The Codex
Commission Review 2004 recommended the limits of 20 mg/kg dry mass for naturally gluten- free
products, and 200 mg/kg for food derived from gluten - free products. Among analytical methods for
detecting or determining gluten/gliadin the following techniques have been used: mass spectrometry,
high performance-liquid chromatography, wheat DNA analysisby PCR, andimmunoenzyme assay. ELISA
based on monoclonal antibody for w gliadin has been the technique officially recommended by the
Association of Official Analytical Chemistry (AOAC). R5-ELISA hasgot aprovisory approval fromthe
Codex Alimentarius as type | method. R5-ELISA is based on the use of a monoclonal antibody for
pentapeptide occurring in gliadin, hordein, secalin, and avenin, and thisassay presents sensitivity and
limit detection (1.5 ppm gliadin) rates superior in comparison to other techniques. Although, the qualitative
analysis for detecting he presence of small fragment of protein in hydrolized prolamine should be
assessed by means of DNA-based techniques.
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INTRODUCAO

A doencaceliaca(DC) éumapatologiacaracterizadapela
intolerancia permanente as prolaminas existentes no trigo,
centeio, cevada ou aveia, resultando em atrofiatotal ou subtotal
do intestino delgado proximal ocasionando ma absor¢éo dos
nutrientes'. A interacdo entre fatores genéticos, imunol 6gicos e
ambientais explica a heterogeneidade da doenga. A DC esta
associada aos genes do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) e, em particular, ao HLA-DQ2 ou HLA-DQ8,
masoutros genes, HLA endo HLA, também estdo relacionados
no desenvolvimento dadoenca. A lesdo intestinal € mediada por
componentes humorais e celulares da respostaimunol 6gica?. O
tratamento existente € umadietalivre de prolaminas® existentes
no trigo, centeio, cevadae aveia. Estudos popul acionaisindicam
gue 0,5% e 1% da populacdo do Oeste Europeu* e da América
do Norte®, respectivamente, sofrem de DC, correspondendo em
torno detrés a seis milhdes de pessoas. No Brasil, Patresi et a°,
em Brasilia, estudaram um grupo de 4405 pacientes sem suspeita
clinicaprévia, observando aprevalénciade 1/169 em criancase
1/474 em adultoscom aformaatipicadaDC. Este estudo mostra
gueaDC ndo érarano Brasil e namaioriados casos estd sendo
subdiagnosticada. O objetivo deste trabalho foi o de revisar os
conceitos epidemiol 6gicos, aexpressdo clinicadadoencaceliaca
e sua prevencao atraveés de alimento livre de gliten assegurado
por métodos analiticos.

Quimica dasproteinasdo glaten

As proteinas do glUten representam 80% das proteinas
totais dos gréos formadapor um complexo de proteinasipidio-
carboidrato com a seguinte composi¢ao proteina (75%);
carboidrato (15%); (lipidio) (6%) e minerais (0,8%).

Asproteinas dos cereais podem ser divididas em quatro
classes segundo a sua solubilidade’ (1) albuminas solGveisem
agua, (2) globulinas sollveis em solucdes salinas, (3)
prolaminas sol(veis em solugdes de acoois a 70 e 90% e
glutelinas sollveis em solugBes &cidas ou alcalinas. As
prolaminas e glutelinas constituem 80 a 90% do total das
proteinas do trigo, centeio, cevada, enquanto que as albuminas
e globulinas contribuem com 20% ou menos. Na aveia as
globulinas sdo predominantes, representando aproximadamente
56% da proteina de reserva. As prolaminas sdo denominadas
degliadinano trigo, hordeina nacevada, secalinano centeio e
aveninanaaveiaenquanto paraasglutelinas, tem-seaglutelina
no trigo, a hordenina na cevade.

Quanto ao peso molecular as gluteninas possuem alto
peso molecular (APM), asgliadinas w 1,2 médio peso molecular
(MPM), as gliadinas a, y e subunidades de glutenina baixo
peso molecular (BPM). Gliadinas sdo mondmeros de proteinas
classificadas em a, 3, y e w conforme sua mobilidade
eletroforética. A diferenca entre as duas primeiras € pequena,
sendo designadas de a/. As gliadinas a, B, y tém estrutura
compacta, sdo ricas em enxofre e ndo sdo estéveisao tratamento
térmico. As w gliadinas podem ser subdivididas, de acordo com
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asua composi¢ao de aminoécidos e seqiiénciade N terminais,
em dois formatos: w5 e wl,2. A fragdo das w gliadinas ndo
contém cisteina e, portanto, néo estdo envolvidas na troca de
dissulfeto, sendo por estarazéo termoestavel. Asa eygliadinas
possuem unidades repetitivas do formato o, formada pelos
peptideos glutamina-prolamina-glutamina-prolina-prolina
prolina glutamina glutamina fenilalanina-prolina-tirosina—
fenilalanina (GP.GPPP.G.GFen.PTir.Fen) que so repetidos
por cinco vezes. A unidade tipica do formato y é
P.GGPFen.PG, repetida por 16 vezes e interespacada por
G.G.GTir.GG, L.G.G ou PGG. Os diferentes grupos de
proteinas sdo homologos em duas das cinco regides e sdo
tipicamente diferentesnos N terminai s e seqliéncias repetidas®.

As gluteninas sdo agregados de proteinas ligadas
intermolecularmente por pontes de dissulfeto, podendo originar
um amplo espectro de pesos moleculares, atingindo a ordem
de milhdes. Apds reducgdo das pontes de dissulfeto, as
subunidades de glutenina mostram solubilidade similar a das
gliadinas. Com base naestrutura priméria, as gluteninas podem
ser divididas em subunidades de APM, incluindo os formatos
X ey, e subunidades de BPM®.

A importancia do gluten na tecnologia de panificacéo
se prende as propriedades de coesivisidade—elasticidade da
massa obtida a partir da farinha e de outros ingredientes
incorporados a farinha.

O aspecto estrutural destas proteinas reflete a relacdo
taxondmicaentre oscereais. Destamaneira, nas Triticeae (trigo,
centeio e aveia) estdo presentes os trés tipos de grupos de
proteinas de alto, médio e baixo peso molecular. As prolaminas
das aveias (aveninas) podem ser classificadas como
pertencentes ao grupo BPM. As proteinas do arroz, milho e
sorgo ndo possuem relagcdo com as Triticeae®.

Relacdo entre a estrutura quimica e toxicidade celiaca

As prolaminas tOxicas para celiacos séo gliadina,
secaling, hordeinae aavenina. Ensaiosin-vitro (em culturade
células de intestino delgado) demonstraram que todos os tipos
degliadinas (a, B e w) produzem efeitostdxicos. A gliadinae
fragmentosformados por digest&o pépticaestimulam mondcitos
e aumentam interleucina 8 e a producédo de interferon a®. As
subunidades de glutenina de alto peso molecular estimulam
células do intestino delgado de celiacos e produzem aumento
deinterleucina5 apds 2 horas ao desafio®®. Algunsindividuos
com doenca cel iaca podem ser sensiveis as proteinas existentes
na aveia 13, Estudos tém demonstrado que a maioria dos
individuos com doenca celiaca pode tolerar um limite diario
de 50 g de aveia®. A controvérsia sobre a suatoxicidade pode
ser explicada pela presenca de trigo, centeio e/ou cevada na
maioria dos alimentos com farinhas de aveia comercializadas
na Europa, EUA e Canad&™.

Limitesclinicosdetolerancia ao gluten
A contaminag&o do gluten em produtoslivresde gliten
deve ser evitada. Para minimizar tais riscos na producéo,
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recomenda-se a adesdo as diretrizes de “Boas Préticas de
Fabricacdo” referentes a fabricacdo, rotulagem e informacéo
aos consumidores'. A dificuldade em se estabelecer oslimites
aceitaveis de tragos de glaten em amostras livres de glaten é
devido a toxicidade e imunogenicidade das prolaminas nao
serem idénticas em todos os pacientes celiacos®.

Estudo de micro desafio, formato duplo-cego, utilizando
placebo e grupo controle selecionado ao acaso foi realizado em
49 adultos com bidpsia comprovada de doenca celiaca, tratados
com dietalivre de glten por tempo maior ou igua hadoisanos.
Nao foram observadas mudangas clinicas e sorolégicas nestes
pacientes quando submetidos aexposi¢éo de 10 a50 mg de gl (iten
a0 dia por trés meses. As biopsias dos pacientes que ingeriram
50 mg por dia de gliten apresentaram, aumento de linfdcitos
intraepiteliais, e ligeira hiperplasia das criptas intestinais’”. O
significado estatistico destes valores ndo pode ser considerado
devido ao pequeno nimero de participantes por grupo estudado,
e abaixa hiperplasia observada com relagéo ao inicio dostestes
de desafio dos participantes. A informagdo dos limites de
toleréncia ao glaten dos pacientes com DC € crucia para a
legislacdo dos alimentoslivres de glUten e deve ser estabelecida
por estudos al eatdrios com ndmero significativo de pacientes para
ser conclusivat®?®, O alimento livre de gliten paraser consumido
pelo celiaco deve obedecer os limites estabel ecidos pelo
Comissdo do Codex Alimentarius ndo sendo necesséria a sua
total ausénciano produto analisado.

Alimentoslivresdegluten

O Codex Alimentarius Comittee on Nutrition e Food for
Soecial Dietary adotaram o primeiro padréo deaimentolivrede
gluten em 1981 (Codex San 118-1981)* avaliado em 0,05 g de
nitrogénio por 100g de produto seco (referente ao amido do trigo).
Na ultimarevisdo do Codex Alimentarius, foi proposto o limite
de 20 ppm paradimentos natural mente sem gl iten e 200 ppm de
glten paramisturas deingredientes derivados rotul adas com ndo
contém glUten?. Estes val ores estéo apoiados na dose de gl Gten
toleradapel os pacientes celiacose naandise dosalimentoslivres
deglUten. Estes parametros estéo em discusso devido aosestudos
terem sido realizados com pegueno nimero de pacientes e 0s
alimentos livres de gluten analisados pelo ELISA que utiliza
anticorpo monoclonal para w gliadina com sensibilidade e
especificidade menor do que o R5 ELISA. A revisio doslimites
(Codex document ALINORN 07/30/26 APPENDIX V)
estabel ece um novo limite de 20mg/kg para produto constituido
por alimento naturamente livre de gldten e uma quantidade
ndo superior a 100mg/kg na mistura de dois ingredientes
naturalmentelivres de gl ten e no alimento processado derivado
de ingredientes ndo fontes de gl ten®.

Regulamentacédo

No Brasil alei 10.674/200320* obriga as inscrigdes
“CONTEM GLUTEN ou NAO CONTEM GLUTEN”" nos
rotulos dos produtos alimenticios e farmacéuticos,
comercializados, como medida preventiva e de controle da

doenca celiaca. A Lei até o momento ndo foi regulamentada
devido a néo definicdo de padrdes para um alimento ser
considerado livre de glUten.

METODOS DE ANALISE DE GLUTEN

As gliadinas podem ser detectadas por espectrometria
de massa®®, cromatografia liquida de alta resolucéo®, analise
de DNA?Z"% e métodos imunol 6gicos?¢. A espectrometriade
massa € utilizada para triagem, enquanto a cromatografia
liquida de alta resolugéo € altamente especifica, umavez que
as prolaminas dos cereais séo conhecidas. Entretanto, este
meétodo tem sensibilidade e especificidade mais baixa do que
osimunol 4gicos, possuem custo mais elevado maior tempo de
execucdo, e com frequéncia apresentam resultados nédo
confidvels quando o alimento for processado ou aquecido. O
emprego do método de PCR pode ser utilizado nadetecgéo do
DNA do trigo para confirmar a andlise de alimentos onde o
método de EL1SA ndo for conclusivo. Astécnicasimunol gicas
adotadas na deteccdo de gluten sdo ELISA?%®, Western
blotting®, e dot blottig®. Os métodos para a andlise de gluten
confrontam-se com diferentes problemas, tais como natureza
heterogénea dos alimentos, composi¢ao variavel do gluten e
dificuldade de quantificar produtos processados aquecidos ou
guando o glUten estiver parcialmente hidrolisado.

Padréao de gliadina

A selecdo de um padréo de gliadina adequado é crucial
para a determinagcdo de gliten em amostras de alimentos.
Durante a extrag@o de gliadinas com etanol a presenca de
proteinas de alto e médio peso molecular pode superestimar
os resultados do ELISA. O padréo de gliadina (Sigma) pode
ser estocado em solugdo alcodlica a 60% ou liofilizado.
Aliquotas de 250puL em solugdo alcodlica a 60% numa
concentracdo de 500ug/mL sdo estaveis pelo menos por 10ug
meses a temperatura ambiente®*. Um novo padréo de gliadina
foi produzido apartir de 28 diferentes variedades detrigo mais
freqlientes nalnglaterra, FrangaeAlemanha®. O padréo possui
alto contelido de proteina, boa solubilidade, estabilidade e
sensibilidade frente a diferentes anticorpos para gliadinas em
ensaios de ELISA. O padrdo esta para ser certificado como
IRMM - 480 pela Comisséo Européia*do ( Institute Reference
Materials and Measurements Geel, Belgica).

Processos de extracéo

A solucéo de 40 a 70 % de etanol pode ser empregada
paraaextracdo em alimentos de w gliadinas estaveisao calor e
pequenas quantidadesdea, 3 eygliadinas. A maioriadasa, 3
ey gliadinas somente € extraida por reducéo e com o uso de
agentes desagregantes. Observam-se diferencas de resultados
guando se compara a solugdo coquetel contendo 250 mm de
2-mercaptoetanol e 2M de cloridrato de guanidina revelando
altaeficiéncianadetecgdo de gliadinaem produtos aguecidos.
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O coquetel pode ser usado como processo geral em todos os
métodos para aumentar o desempenho da andlise de gliadina
em alimentos®.

M étodos utilizando anticor pos policlonais

Friis, em 1981%, desenvolveu o método de ELISA
competitivo utilizando anticorpos policlonais para prolaminas.
Olimitede deteccdo foi de 1ng de antigeno, mas somente podia
ser aplicado em alimentos ndo processados. Troncone et a®”
utilizaram o ELISA formato sanduiche com anticorpos1gG de
coelho especificos para gliadina. O ensaio exibiu alta
sensibilidade, mas houve reac8o cruzada com prolaminas do
arroz e milho. Fredman et al .*®analisaram produtos sem glten
empregando ELISA formato sanduiche utilizando anticorpo
policlonal para gliadina como para captura e um segundo
anticorpo monaoclonal para gliadina. O limite de deteccéo foi
15ng. O ensaio detectou todos os tipos de prolaminas tdxicas
aos celiacos, ndo se evidenciando as proteinas néo téxicas do
arroz e milho. Chirdo et al.** desenvolveram o ELISA
competitivo usando anticorpo policlonal com alto grau de
detectabilidade, e descriminaram as prolaminas néo toxicaspara
celiacos. Anticorpospoliclonaisreagem com diferentes epitopos
€, como conseguiéncia, os resultados s8o0 menos dependentes
daculturadetrigo®. A desvantagem é que o efeito desnaturante
do processo de agueci mento das amostras alimenticiasfaz com
gue algumasfragdes de gliadina sejam pouco extraidas e, desta
maneira, 0s epitopos ndo estdo disponiveis para reagir com o
anticorpo, influenciando fortemente o resultado®.

EL1SA com anticor po monoclonal

O método oficialmente aceito pela Association of
Official Analytical Chemistry (AOAC) utiliza anticorpo
monoclonal paraw gliadinas, que so estaveisao calor®. Olimite
de deteccdo é de 16mg/100 g de gliadina, possui baixa
sensibilidade para aveia e cevada e ndo detecta as prolaminas
do arroz e milho. Existe um risco de serem estimados val ores
acima ou abaixo do total de gliadina devido & concentrag@o
daswgliadinasvariar de 6% a 20% em funcdo davariedade do
trigo*2. O R5 ELISA utiliza anticorpo monoclonal dirigido
contra o pentaptideo toxico GGPFP. existentenas o, ye w
gliadinas, existente em diferentes variedades de trigo, centeio,
cevada e gluteninas de baixo peso molecular®®. N&o é cultivo
dependente, € compativel com asolucado de extracdo coquetel,
sendo hébil para detectar produtos aquecidos ou ndo. O
anticorpo ndo reage com as prolaminasdo milho, arroz eaveia.
O ensaio utiliza gliadina padréo (IRM-480) e detecta glUten
em alimentos contendo transglutaminase utilizada para o
enriquecimento dafarinha. O contetido de glUten no alimento
€ calculado levando-se em conta a estimativa de que 50% do
glaten esta sob a forma de gliadina®. Estudo colaborativo
realizado com dois kits comerciais R5 ELISA, foram
comparados. Osresultados demonstraram que arepetitividade
eareprodutibilidade dos doiskitsforam aceitaveis parao teste
de ELISA egarantiram umasensibilidade 1,5 ppm de gliadina
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emaimento livredegliten*. O R5 EL I SA pode ser empregado
na triagem de prolaminas hidrolisadas da cevada e do trigo
(como maltodextrinas, prolaminas no malte e cerveja etc)
provenientes da protedlise ocorrida durante o processamento
do alimento, sendo que os resultados podem ser confirmados
por Wethern blot*.

CONCLUSAO

Assegurar que um alimento é livre de glaten é de vital
importancia para o doente celiaco sendo imperativa a
necessidade de métodos analiticos confiaveis para atender a
legislac@o. Novos estudos devem ser realizados para se
estabelecer a quantidade de gldten tolerada pelos celiacos. O
R5 ELISA foi endossado, provisoriamente pelo Codex
Alimentarius como Método Tipo | paraaandise de glUten apds
sua avaliagdo por ensaios colaborativos. O R5 ELISA possui
limitagBes preocupantes devido ao padréo de gliadina néo ter
sido aceito internacionalmente e o anticorpo ndo reconhecer
subunidades de alto peso molecul ar de glutenina conhecida por
ser tOxica em pacientes celiacos. Outros métodos deverdo ser
desenvolvidos utilizando o anticorpo monoclonal para
pentaptideo toxico, proporcionando mel horesresultados do que
do que o método R5 EL I SA paraaandlise de glaten. Por outro
lado, aandlise qualitativaindicando fragmentos de proteinade
gluten deve ser baseada em métodos de DNA.
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