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RESUMO
O tratamento para a doença celíaca (DC) consiste em dieta livre das prolaminas: gliadina, hordeina,
secalina e avenina existentes no trigo, centeio, cevada e aveia. A Comissão do Codex Alimentarius
(FAO/WHO) definiu o limite de 200 ppm (mg/kg) de glúten para o alimento ser considerado livre desse
produto. A revisão de 2004 do Codex Alimentarius sugeriu o limite de 20 ppm para produtos naturalmente
sem glúten e de 200 ppm para produtos derivados de ingredientes não fonte de glúten, porém esses
limites estão ainda em discussão. Entre os métodos analíticos para detectar ou determinar glúten/gliadina
têm sido empregadas as técnicas de: espectrometria de massa, cromatografia líquida, análise de DNA do
trigo e imununoenzimáticos. O método oficial adotado pela Association of Official Analytical Chemistry
(AOAC) é o ELISA baseado no anticorpo monoclonal para ω gliadina. O Codex Alimentarius endossou
temporariamente, o R5 ELISA como Método Tipo I. O R5 ELISA utiliza anticorpo monoclonal para o
pentapeptídeo tóxico existente na gliadina, hordeina e secalina. O ELISA, em função de sua maior
sensibilidade e apropriado limite de detecção (1,5 ppm de gliadina), é considerado superior às demais
técnicas. A presença de pequenos fragmentos de proteína existentes em prolaminas hidrolisadas devem
ser avaliados por métodos baseados em DNA.
Palavras chave. doença celíaca, gliadina, glúten, epítopos tóxicos, ELISA.

ABSTRACT
 Treatment of celiac disease (CD) is consisted of a diet free of prolamins as gliadin, hordein, secalin, and
avenin  existing in  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 glúten/gliadin the following techniques have been used: mass spectrometry,
high performance-liquid chromatography, wheat DNA analysis by PCR, and immunoenzyme assay. ELISA
based on monoclonal antibody for ω gliadin has been the technique officially recommended by the
Association of Official Analytical Chemistry (AOAC). R5-ELISA has got a provisory approval from the
Codex Alimentarius as type I method. R5-ELISA is based on the use of a monoclonal antibody for
pentapeptide occurring in gliadin, hordein, secalin, and avenin, and this assay  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.
Key-words. celiac disease, gliadin, gluten toxic epitope, ELISA
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INTRODUÇÃO

A doença celíaca (DC) é uma patologia caracterizada pela
intolerância permanente as prolaminas existentes no trigo,
centeio, cevada ou aveia, resultando em atrofia total ou subtotal
do intestino delgado proximal ocasionando má absorção dos
nutrientes1. A interação entre fatores genéticos, imunológicos e
ambientais explica a heterogeneidade da doença. A DC está
associada aos genes do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) e, em particular, ao HLA-DQ2 ou HLA-DQ8,
mas outros genes, HLA e não HLA, também estão relacionados
no desenvolvimento da doença. A lesão intestinal é mediada por
componentes humorais e celulares da resposta imunológica2. O
tratamento existente é uma dieta livre de prolaminas3 existentes
no trigo, centeio, cevada e aveia. Estudos populacionais indicam
que 0,5% e 1% da população do Oeste Europeu4 e da América
do Norte5, respectivamente, sofrem de DC, correspondendo em
torno de três a seis milhões de pessoas. No Brasil, Patresi et al6,
em Brasília, estudaram um grupo de 4405 pacientes sem suspeita
clínica prévia, observando a prevalência de 1/169 em crianças e
1/474 em adultos com a forma atípica da DC. Este estudo mostra
que a DC não é rara no Brasil e na maioria dos casos está sendo
subdiagnosticada. O objetivo deste trabalho foi o de revisar os
conceitos epidemiológicos, a expressão clínica da doença celíaca
e sua prevenção através de alimento livre de glúten assegurado
por métodos analíticos.

Química das proteínas do glúten
As proteínas do glúten representam 80% das proteínas

totais dos grãos formada por um complexo de proteínas–lipídio-
carboidrato com a seguinte composição proteína (75%);
carboidrato (15%); (lipídio) (6%) e minerais (0,8%).

As proteínas dos cereais podem ser divididas em quatro
classes segundo a sua solubilidade7 (1) albuminas solúveis em
água, (2) globulinas solúveis em soluções salinas, (3)
prolaminas solúveis em soluções de álcoois a 70 e 90% e
glutelinas solúveis em soluções ácidas ou alcalinas. As
prolaminas e glutelinas constituem 80 a 90% do total das
proteínas do trigo, centeio, cevada, enquanto que as albuminas
e globulinas contribuem com 20% ou menos. Na aveia as
globulinas são predominantes, representando aproximadamente
56% da proteína de reserva. As prolaminas são denominadas
de gliadina no trigo, hordeína na cevada, secalina no centeio e
avenina na aveia enquanto para as glutelinas, tem-se a glutelina
no trigo, a hordenina na cevada8.

Quanto ao peso molecular as gluteninas possuem alto
peso molecular (APM), as gliadinas ω 1,2 médio peso molecular
(MPM), as gliadinas α, γ e subunidades de glutenina baixo
peso molecular (BPM). Gliadinas são monômeros de proteínas
classificadas em α , β, γ e ω conforme sua mobilidade
eletroforética. A diferença entre as duas primeiras é pequena,
sendo designadas de α/β. As gliadinas α, β, γ têm estrutura
compacta, são ricas em enxofre e não são estáveis ao tratamento
térmico. As ω gliadinas podem ser subdivididas, de acordo com

a sua composição de aminoácidos e seqüência de N terminais,
em dois formatos: ω5 e ω1,2. A fração das ω gliadinas não
contém cisteína e, portanto, não estão envolvidas na troca de
dissulfeto, sendo por esta razão termoestável. As α e γ gliadinas
possuem unidades repetitivas do formato α, formada pelos
peptídeos glutamina-prolamina-glutamina-prolina-prolina
prolina glutamina glutamina fenilalanina-prolina-tirosina–
fenilalanina (G.P.G.P.P.P.G.G.Fen.P.Tir.Fen) que são repetidos
por cinco vezes. A unidade típica do formato γ é
P.G.G.P.Fen.P.G., repetida por 16 vezes e interespaçada por
G.G.G.Tir.G.G, L.G.G ou P.G.G. Os diferentes grupos de
proteínas são homólogos em duas das cinco regiões e são
tipicamente diferentes nos N terminais e seqüências repetidas3.

As gluteninas são agregados de proteínas ligadas
intermolecularmente por pontes de dissulfeto, podendo originar
um amplo espectro de pesos moleculares, atingindo a ordem
de milhões. Após redução das pontes de dissulfeto, as
subunidades de glutenina mostram solubilidade similar à das
gliadinas. Com base na estrutura primária, as gluteninas podem
ser divididas em subunidades de APM, incluindo os formatos
x e y, e subunidades de BPM9.

A importância do glúten na tecnologia de panificação
se prende às propriedades de coesivisidade–elasticidade da
massa obtida a partir da farinha e de outros ingredientes
incorporados à farinha8.

O aspecto estrutural destas proteínas reflete a relação
taxonômica entre os cereais. Desta maneira, nas Triticeae (trigo,
centeio e aveia) estão presentes os três tipos de grupos de
proteínas de alto, médio e baixo peso molecular. As prolaminas
das aveias (aveninas) podem ser classificadas como
pertencentes ao grupo BPM. As proteínas do arroz, milho e
sorgo não possuem relação com as Triticeae3.

Relação entre a estrutura química e toxicidade celíaca
As prolaminas tóxicas para celíacos são gliadina,

secalina, hordeína e a avenina. Ensaios in-vitro (em cultura de
células de intestino delgado) demonstraram que todos os tipos
de gliadinas (α, β e ω) produzem efeitos tóxicos. A gliadina e
fragmentos formados por digestão péptica estimulam monócitos
e aumentam interleucina 8 e a produção de interferon α9. As
subunidades de glutenina de alto peso molecular estimulam
células do intestino delgado de celíacos e produzem aumento
de interleucina 5 após 2 horas ao desafio10. Alguns indivíduos
com doença celíaca podem ser sensíveis às proteínas existentes
na aveia 11-13. Estudos têm demonstrado que a maioria dos
indivíduos com doença celíaca pode tolerar um limite diário
de 50 g de aveia14. A controvérsia sobre a sua toxicidade pode
ser explicada pela presença de trigo, centeio e/ou cevada na
maioria dos alimentos com farinhas de aveia comercializadas
na Europa, EUA e Canadá15.

Limites clínicos de tolerância ao glúten
A contaminação do glúten em produtos livres de glúten

deve ser evitada. Para minimizar tais riscos na produção,
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recomenda-se a adesão às diretrizes de “Boas Práticas de
Fabricação” referentes à fabricação, rotulagem e informação
aos consumidores16. A dificuldade em se estabelecer os limites
aceitáveis de traços de glúten em amostras livres de glúten é
devido à toxicidade e imunogenicidade das prolaminas não
serem idênticas em todos os pacientes celíacos3.

Estudo de micro desafio, formato duplo-cego, utilizando
placebo e grupo controle selecionado ao acaso foi realizado em
49 adultos com biópsia comprovada de doença celíaca, tratados
com dieta livre de glúten por tempo maior ou igual há dois anos.
Não foram observadas mudanças clínicas e sorológicas nestes
pacientes quando submetidos à exposição de 10 a 50 mg de glúten
ao dia por três meses. As biopsias dos pacientes que ingeriram
50 mg por dia de glúten apresentaram, aumento de linfócitos
intraepiteliais, e ligeira hiperplasia das criptas intestinais17. O
significado estatístico destes valores não pode ser considerado
devido ao pequeno número de participantes por grupo estudado,
e a baixa hiperplasia observada com relação ao início dos testes
de desafio dos participantes. A informação dos limites de
tolerância ao glúten dos pacientes com DC é crucial para a
legislação dos alimentos livres de glúten e deve ser estabelecida
por estudos aleatórios com número significativo de pacientes para
ser conclusiva18-20. O alimento livre de glúten para ser consumido
pelo celíaco deve obedecer os limites estabelecidos pelo
Comissão do Codex Alimentarius não sendo necessária a sua
total ausência no produto analisado.

Alimentos livres de glúten
O Codex Alimentarius Comittee on Nutrition e Food for

Special Dietary adotaram o primeiro padrão de alimento livre de
glúten em 1981 (Codex Stan 118-1981)21 avaliado em 0,05 g de
nitrogênio por 100g de produto seco (referente ao amido do trigo).
Na ultima revisão do Codex Alimentarius, foi proposto o limite
de 20 ppm para alimentos naturalmente sem glúten e 200 ppm de
glúten para misturas de ingredientes derivados rotuladas com não
contêm glúten22. Estes valores estão apoiados na dose de glúten
tolerada pelos pacientes celíacos e na análise dos alimentos livres
de glúten. Estes parâmetros estão em discussão devido aos estudos
terem sido realizados com pequeno número de pacientes e os
alimentos livres de glúten analisados pelo ELISA que utiliza
anticorpo monoclonal para ω gliadina com sensibilidade e
especificidade menor do que o R5 ELISA. A revisão dos limites
(Codex document ALINORN 07/30/26 APPENDIX IV)
estabelece um novo limite de 20mg/kg para produto constituído
por alimento naturalmente livre de glúten e uma quantidade
não superior a 100mg/kg na mistura de dois ingredientes
naturalmente livres de glúten e no alimento processado derivado
de ingredientes não fontes de glúten23.

Regulamentação
No Brasil a lei 10.674/20032024 obriga as inscrições

“CONTÊM GLÚTEN ou NÃO CONTÊM GLÚTEN” nos
rótulos dos produtos alimentícios e farmacêuticos,
comercializados, como medida preventiva e de controle da

doença celíaca. A Lei até o momento não foi regulamentada
devido a não definição de padrões para um alimento ser
considerado livre de glúten.

MÉTODOS DE ANÁLISE DE GLÚTEN

As gliadinas podem ser detectadas por espectrometria
de massa25, cromatografia líquida de alta resolução26, analise
de DNA27,28, e métodos imunológicos29-36. A espectrometria de
massa é utilizada para triagem, enquanto a cromatografia
líquida de alta resolução é altamente específica, uma vez que
as prolaminas dos cereais são conhecidas. Entretanto, este
método tem sensibilidade e especificidade mais baixa do que
os imunológicos, possuem custo mais elevado maior tempo de
execução,  e com freqüência apresentam resultados não
confiáveis quando o alimento for processado ou aquecido. O
emprego do método de PCR pode ser utilizado na detecção do
DNA do trigo para confirmar a análise de alimentos onde o
método de ELISA não for conclusivo. As técnicas imunológicas
adotadas na detecção de glúten são ELISA29,30, Western
blotting31, e dot blottig32. Os métodos para a análise de glúten
confrontam-se com diferentes problemas, tais como natureza
heterogênea dos alimentos, composição variável do glúten e
dificuldade de quantificar produtos processados aquecidos ou
quando o glúten estiver parcialmente hidrolisado.

Padrão de gliadina
A seleção de um padrão de gliadina adequado é crucial

para a determinação de glúten em amostras de alimentos.
Durante a extração de gliadinas com etanol a presença de
proteínas de alto e médio peso molecular pode superestimar
os resultados do ELISA. O padrão de gliadina (Sigma) pode
ser estocado em solução alcoólica a 60% ou liofilizado.
Alíquotas de 250µL em solução alcoólica a 60% numa
concentração de 500µg/mL são estáveis pelo menos por 10µg
meses à temperatura ambiente30. Um novo padrão de gliadina
foi produzido a partir de 28 diferentes variedades de trigo mais
freqüentes na Inglaterra, França e Alemanha33. O padrão possui
alto conteúdo de proteína, boa solubilidade, estabilidade e
sensibilidade frente a diferentes anticorpos para gliadinas em
ensaios de ELISA. O padrão está para ser certificado como
IRMM- 480 pela Comissão Européia34 do ( Institute Reference
Materials and Measurements Geel, Belgica).

Processos de extração
A solução de 40 a 70 % de etanol pode ser empregada

para a extração em alimentos de ω gliadinas estáveis ao calor e
pequenas quantidades de α, β e γ gliadinas. A maioria das α, β
e γ gliadinas somente é extraída por redução e com o uso de
agentes desagregantes. Observam-se diferenças de resultados
quando se compara a solução coquetel contendo 250 mm de
2-mercaptoetanol e 2M de cloridrato de guanidina revelando
alta eficiência na detecção de gliadina em produtos aquecidos.
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O coquetel pode ser usado como processo geral em todos os
métodos para aumentar o desempenho da análise de gliadina
em alimentos35.

Métodos utilizando anticorpos policlonais
Friis, em 198136, desenvolveu o método de ELISA

competitivo utilizando anticorpos policlonais para prolaminas.
O limite de detecção foi de 1ng de antígeno, mas somente podia
ser aplicado em alimentos não processados. Troncone et al37

utilizaram o ELISA formato sanduíche com anticorpos IgG de
coelho específicos para gliadina. O ensaio exibiu alta
sensibilidade, mas houve reação cruzada com prolaminas do
arroz e milho. Fredman et al.38 analisaram produtos sem glúten
empregando ELISA formato sanduíche utilizando anticorpo
policlonal para gliadina como para captura e um segundo
anticorpo monoclonal para gliadina. O limite de detecção foi
15ng.  O ensaio detectou todos os tipos de prolaminas tóxicas
aos celíacos, não se evidenciando as proteínas não tóxicas do
arroz e milho. Chirdo et al.39 desenvolveram o ELISA
competitivo usando anticorpo policlonal com alto grau de
detectabilidade, e descriminaram as prolaminas não tóxicas para
celíacos. Anticorpos policlonais reagem com diferentes epítopos
e, como conseqüência, os resultados são menos dependentes
da cultura de trigo40. A desvantagem é que o efeito desnaturante
do processo de aquecimento das amostras alimentícias faz com
que algumas frações de gliadina sejam pouco extraídas e, desta
maneira, os epítopos não estão disponíveis para reagir com o
anticorpo, influenciando fortemente o resultado41.

ELISA com anticorpo monoclonal
O método oficialmente aceito pela Association of

Official Analytical Chemistry (AOAC) utiliza anticorpo
monoclonal para ω gliadinas, que são estáveis ao calor3. O limite
de detecção é de 16mg/100 g de gliadina, possui baixa
sensibilidade para aveia e cevada e não detecta as prolaminas
do arroz e milho. Existe um risco de serem estimados valores
acima ou abaixo do total de gliadina devido à concentração
das ω gliadinas variar de 6% a 20% em função da variedade do
trigo42. O R5 ELISA utiliza anticorpo monoclonal dirigido
contra o pentaptídeo tóxico G.G.P.F.P. existente nas α, γ e ω
gliadinas, existente em diferentes variedades de trigo, centeio,
cevada e gluteninas de baixo peso molecular43. Não é cultivo
dependente, é compatível com a solução de extração coquetel,
sendo hábil para detectar produtos aquecidos ou não. O
anticorpo não reage com as prolaminas do milho, arroz e aveia.
O ensaio utiliza gliadina padrão (IRM-480) e detecta glúten
em alimentos contendo transglutaminase utilizada para o
enriquecimento da farinha. O conteúdo de glúten no alimento
é calculado levando-se em conta a estimativa de que 50% do
glúten está sob a forma de gliadina30. Estudo colaborativo
realizado com dois kits comerciais R5 ELISA, foram
comparados. Os resultados demonstraram que a repetitividade
e a reprodutibilidade dos dois kits foram aceitáveis para o teste
de ELISA e garantiram uma sensibilidade 1,5 ppm de gliadina

em alimento livre de glúten44. O R5 ELISA pode ser empregado
na triagem de prolaminas hidrolisadas da cevada e do trigo
(como maltodextrinas, prolaminas no malte e cerveja etc)
provenientes da proteólise ocorrida durante o processamento
do alimento, sendo que os resultados podem ser confirmados
por Wethern blot45.

CONCLUSÃO

Assegurar que um alimento é livre de glúten é de vital
importância para o doente celíaco sendo imperativa a
necessidade de métodos analíticos confiáveis para atender a
legislação. Novos estudos devem ser realizados para se
estabelecer a quantidade de glúten tolerada pelos celíacos. O
R5 ELISA foi endossado, provisoriamente pelo Codex
Alimentarius como Método Tipo I para a análise de glúten após
sua avaliação por ensaios colaborativos. O R5 ELISA possui
limitações preocupantes devido ao padrão de gliadina não ter
sido aceito internacionalmente e o anticorpo não reconhecer
subunidades de alto peso molecular de glutenina conhecida por
ser tóxica em pacientes celíacos. Outros métodos deverão ser
desenvolvidos utilizando o anticorpo monoclonal para
pentaptídeo tóxico, proporcionando melhores resultados do que
do que o método R5 ELISA para a análise de glúten. Por outro
lado, a análise qualitativa indicando fragmentos de proteína de
glúten deve ser baseada em métodos de DNA.
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