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RESUMO

O gluten é a fracdo protéica do trigo, cevada, centeio e aveia, a que algumas pessoas sao
intolerantes. Tal intolerancia é conhecida como Doenca Celiaca e é caracterizada por atrofia
total ou subtotal das vilosidades do intestino delgado proximal e consequentemente, levando a
mé absorcdo da grande maioria dos nutrientes em individuos geneticamente susceptiveis. O
tratamento consiste em dieta isenta de gldten com supressdo total e permanente da ingestdo
desses cereais e seus derivados. O objetivo do estudo foi avaliar a presenga de gluten em
biscoitos comercializados em estabelecimentos comerciais do municipio do Rio de Janeiro
utilizando duas técnicas: ELISA R5 e PCR; e comparar os resultados encontrados por meio
destes métodos com as informacdes contidas nos rétulos desses alimentos, a fim de verificar a
veracidade da rotulagem. Através da técnica de PCR observou-se que das quinze amostras
que possuiam a inscri¢do “nao contém gliten” no rotulo, todas foram positivas para o cereal
trigo e que dos quinze biscoitos aqui estudados, todos amplificaram para pelo menos um dos
cereais, fato que demonstra uma possivel contaminacdo no processamento de todas as
amostras avaliadas com algum dos cereais. Ja as amostras rotuladas como “contém gltiten”, as
quinze foram positivas para 0s cereais trigo e cevada. Para o cereal centeio, apenas uma
amostra obteve resultado negativo e para a aveia oito amostras obtiveram resultado positivo e
sete negativos. Pela técnica ELISA, para biscoitos rotulados com a inscrigdo “ndo contém
gluten”, apenas uma amostra (6,67%) obteve resultado distinto a descri¢do presente no rotulo.
Em biscoitos rotulados com a inscrigdo “contém gliten”, todos obtiveram resultados positivo
para a técnica ELISA. Sendo assim o estudo verificou que persiste a contaminag&o por glaten
em alimentos destinados especificamente a populacdo celiaca. Demonstrou ainda que a
presenca de gluten, principalmente em alimentos rotulados como isentos de gluten, pode ser
avaliada atraves da técnica ELISA R5 e aponta ainda para a importancia da utilizacdo de
técnicas de confirmacdo, como a PCR, para confirmar a contaminagdo e identificar quais

foram os cereais contaminantes.

Palavras- chave: Gluten. ELISA R5. PCR



ABSTRACT

Gluten is the protein fraction of wheat, barley, rye and oats, some people are intolerant. Such
intolerance is known as Celiac Disease and is characterized by total or subtotal atrophy of the
villi of the proximal small intestine and consequently leading to bad absorption of most
nutrients in genetically susceptible individuals. The treatment consists of a gluten-free diet
with total and permanent suppression of ingestion of these cereals. The objective of the study
was to evaluate the presence of gluten in snacks sold in commercial establishments in the city
of Rio de Janeiro using two techniques: R5 ELISA and PCR, and compare the results using
these methods with the information on the labels of these foods, to verify the accuracy of
labeling. Through PCR, the fifteen samples that had the inscription "do not contains gluten™
on the label, all were positive for wheat, and the fifteen snacks studied here all amplified to at
least one of the cereals, which demonstrates a possible contamination in the processing of all
samples with some cereals. The samples labeled "gluten-free", all the fifteen were positive for
the cereals wheat and barley. For the cereal rye, only one sample had negative results and for
oats eight samples had positive results and seven negative. By R5 ELISA for snacks labeled
with the inscription "do not contains gluten”, only one sample (6.67%) obtained a different
result this description on the label. In snacks labeled with the inscription "gluten free", all
showed positive results for the ELISA technique. Thus the study found that gluten
contamination persists in foods intended specifically for celiac population. Further
demonstrated that the presence of gluten, particularly in food labeled as “gluten free” can be
evaluated using RSELISA and still points to the importance of using techniques, such as PCR,

to confirm infection and identify which were the contaminants cereals.

Keywords: Gluten. R5 ELISA. PCR
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1. INTRODUCAO

1.1. AUTENTICIDADE ALIMENTAR

Os consumidores tém o direito & informagdao clara e correta dos produtos alimenticios.
A informacdo dada aos consumidores é essencial para a escolha de um ou outro produto
alimentar. Eles podem escolher os alimentos pelo seu estilo de vida ou conceitos religiosos
(como vegetarianismo, preferéncia por alimentos organicos, auséncia de carne de porco para
o0s Judeus e Mugulmanos, por exemplo) ou aspectos de salde (como auséncia de amendoins,
lactose ou gluten para individuos com alergias e intolerancias). Portanto, a descricdo e/ou
rotulagem dos alimentos deve ser honesta e precisa, particularmente se o alimento sofreu
algum processamento que remova a habilidade para distinguir um ingrediente de outro
(WOOLFE; PRIMROSE, 2004).

Existem varias formas nas quais o alimento pode ser falsificado: 1) substituindo um
ingrediente por um similar mais barato; 2) adulterando o alimento com um ingrediente basico,
como a agua; 3) ndo declarando algum processo, por exemplo, um congelamento prévio ou
irradiagdo e 4) declarando uma quantidade falsa de um dos ingredientes ou ndo declarando a
sua presenca (WOOLFE; PRIMROSE, 2004).

A autenticidade alimentar ¢ um topico de grande interesse para as autoridades
sanitarias, pois com a incorreta rotulagem podem-se ocasionar consequéncias
significativamente negativas para o consumidor (LOCKLEY; BARDSLEY, 2000).

A industria global de alimentos enfrenta diversos desafios em termos de proporcionar
confianca na autenticidade dos alimentos. Garantir que os alimentos estejam corretamente
rotulados para a presenca e niveis de ingredientes especificos, a ocorréncia de organismos
geneticamente modificados (OGM), e prevenir que ingredientes caros sejam substituidos por
outros de preco inferior de forma fraudulenta, sdo algumas das muitas questdes (BURRELL et
al., 2011).

A aplicacdo de sistemas da qualidade na cadeia alimentar requer o desenvolvimento de
ferramentas simples e confidveis que facilitem o controle da avaliacéo de rotina. A prevencao
de préaticas fraudulentas na rotulagem dos alimentos constitui uma parte importante do
controle regulatério dos alimentos (KOH et al., 1998; SAEZ et al., 2004).
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Pode-se dizer que existem duas estratégias sendo desenvolvidas como resposta a
necessidade de manter e fortalecer a verdade aos consumidores com relacdo a qualidade e
origem de alimentos no mercado. Uma € o controle de todas as etapas na producdo, com a
aplicacdo da Analise de Perigo e Pontos Criticos de Controle (APPCC). A segunda é o
desenvolvimento analitico de ferramentas para monitorar a composi¢cdo de materiais
processados ou ndo, com este objetivo os métodos analiticos baseados em &cido
desoxirribonucleico (DNA) tem sido desenvolvidos e aplicados na identificacdo e
guantificacdo de varias espécies, e também como “impressao digital” ¢ identificagdo de
genotipos e variedades de plantas para determinar a autenticidade (POPPING, 2002; TERZI
et al., 2005).

1.2. O GLUTEN

No caso dos cereais, aléem da autenticidade alimentar também se determina a
seguranca alimentar em virtude do consumo de trigo e produtos relacionados, em particular,
0s cereais: trigo, cevada, centeio e triticale, que contém proteinas que sdo tdxicas a individuos
afetados pela Doenca Celiaca (DC) e consequientemente, métodos analiticos sdo requeridos
para avaliar se 0s produtos rotulados como “ Nao contém gliten” e proteinas relacionadas de
outras espécies estdo realmente isentos dessa substancia (SHAN et al., 2002; TERZI et al.,
2005; MAFRA et al., 2008).

A Comissdo do Codex Alimentarius define o gliten como “a fra¢ao proteica do trigo,
cevada, centeio e aveia, suas variedades cruzadas e derivados, a que algumas pessoas Sao
intolerantes e que ¢ insoluvel em 4gua e numa solu¢do de 0,5 M de cloreto de sddio”. O
gluten consiste numa mistura de proteinas presentes no endosperma de alguns tipos de graos
de cereais (Figura 1). Estas proteinas estdo classificadas em dois grupos: as prolaminas
(solaveis em etanol) e as gluteninas (insoltveis em etanol) (CODEX ALIMENTARIUS,
2008).
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Figura 1 — O gréo de trigo e a sua constitui¢io

“ Pericarpe

Amido Albuminas
Endospcrmn< Soluveis em dgua —[
s Bt ligs &lobulinas
H Grérmen

Insoliveis em dgua —{ |

FONTE: PITE, M. R., 2007.

Prolaminas sdo definidas como a fracdo do gluten, que pode ser extraida por 40-70%
de etanol (CODEX ALIMENTARIUS, 2008). Estas diferem de acordo com o tipo de cereal:
gliadina no trigo, secalina no centeio, hordeina na cevada e avenina na aveia. As prolaminas
sdo as verdadeiras responsaveis pela Doenca Celiaca. Sdo também designadas por a-, B-, y- €
wo-prolaminas de acordo com a sua mobilidade em eletroforese a valores de pH baixo e de
acordo com a sua seqiiéncia de aminoécidos (PITE, 2007)

Ensaios feitos em cultura de células de intestino delgado demonstraram que as
gliadinas o, B, ® e seus fragmentos formados por digestdo péptica estimularam mondcitos e
aumentaram interleucina 8 e a producdo de interferon a, produzindo efeito toXico ao paciente
celiaco (DEWAR et al., 2006). As subunidades de glutenina de alto peso molecular
estimularam células do intestino delgado de celiacos e produziram aumento de interleucina 5
apos 2 horas ao desafio (SHIDRAWI et . al., 1995).

Alguns individuos com doenca celiaca podem ser sensiveis as proteinas existentes na
aveia (BARBOSA et. al., 2007). Existem, até o presente momento, divergéncias quanto a
toxicidade das prolaminas da aveia para os celiacos (STORSRUD et al., 2003). Um dos
motivos que explica que alguns pacientes toleram a aveia é 0 seu baixo conteudo de
prolaminas que corresponde somente a 10-15% da proteina total do gréo, enquanto, o trigo, o
centeio e a cevada, apresentam quantidades bem superiores de prolaminas, respectivamente,
40-50%, 30-50% e 35-45% da proteina total (THOMPSON, 1997).
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Uma propriedade comum entre as prolaminas do trigo, centeio e cevada consiste no
alto conteudo dos aminoacidos glutamina (>30%) e prolina (17%), enquanto as prolaminas
ndo toxicas do arroz e do milho apresentam baixo teor dos mesmos, predominando 0s
aminoacidos alanina e leucina (Tabela 1). A aveia possui uma composicdo intermediaria de
glutamina e prolina, tendo por isso a toxicidade de suas prolaminas questionada
(SCHUPPAN, 2000).

Tabela 1: Toxicidade dos cereais na doenga celiaca

CEREAL PROLAMINAS COMPOSICAO TOXICIDADE
Trigo o-gliadina 36% Gln, 17-23% Pro +++
Centeio Secalina 36% GlIn, 17-23% Pro ++
Cevada Hordeina 36% GlIn, 17-23% Pro et
Aveia Avenina Alta GIn, Alta Ala, Leu +
Milho Zeina Baixa GIn, Alta Ala, Leu -
Milheto ? Baixa GIn, Alta Ala, Leu -
Arroz ? Baixa GlIn, Alta Ala, Leu -

FONTE: SCHUPPAN, 2000: Ala: alanina; GIn:glutamina; Leu: leucina; Pro:prolina

1.3. ADOENCA CELIACA

Samuel Gee em 1888 descreveu a Doenca Celiaca sob a denominagdo de “afeccdo
celiaca”. Gee em seus escritos ja previa a cura da doenga através da alimentagcdo, com a
diminuicdo da ingestdo de farinaceos (GEE, 1888).

Porém foi durante a 2° Guerra Mundial que Dicke e colaboradores (1953), pediatra
holandés, observou que durante o racionamento de trigo a incidéncia da afeccdo celiaca em
criangas havia diminuido muito. Posteriormente, quando os avifes suecos despejaram pées
para a Holanda, as criancas rapidamente voltaram a apresentar os sintomas. Os mesmos
pesquisadores demonstraram que retirando o trigo da dieta, os sintomas desta doenca

desapareciam.
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A Doenca Celiaca é uma intolerancia permanente ao gluten, apresenta uma forte
condicdo hereditéria, constituindo-se numa enfermidade multifatorial, envolvendo tanto
componentes genéticos, como ambientais na sua etiopatogenia (KING ; CICLITIRA, 2000). E
caracterizada por atrofia total ou subtotal das vilosidades do intestino delgado proximal e
consequentemente, levando & mé absor¢cdo da grande maioria dos nutrientes em individuos
geneticamente susceptiveis (SDEPANIAN et al., 1999).

A DC acomete principalmente a regido proximal do intestino delgado, com dano mais
intenso no duodeno e jejuno proximal, porém, em alguns individuos pode envolver todo o
intestino (CICLITIRA; MOODIE, 2003) (Figura 2). A gravidade dos sintomas ndo é
necessariamente proporcional a extensdo das lesdes da mucosa, sendo que pacientes com
atrofia total de vilosidade podem ser assintomaticos ou apresentarem sintomas subclinicos.
Em alguns casos podem ser observadas anormalidades na mucosa gastrica e retal (BAI et al.,
2005).

Areas nobres de absorcdo poderdo ser afetadas devido a localizagdo da lesdo,
ocorrendo assim ma absorcdo de ferro, acido fdlico, célcio e vitaminas lipossoluveis,
culminando em deficiéncia destes componentes e reducdo da densidade dssea. Atrofia das
vilosidades, hiperplasia e alongamento das criptas, infiltracdo linfocitica no epitélio e
aumento da densidade de células inflamatérias na lamina propria correspondem as
anormalidades histopatoldgica classica na DC, sendo tal aumento decorrente da presenca de
plasmécitos, linfocitos, eosindfilos e polimorfonucleares (DEWAR; CICLITIRA, 2005)
(Figura 3).
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Figura 2 — Atrofia da mucosa intestinal

parede do intestino
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FONTE: http://pt-br.infomedica.wikia.com/wiki/Doenca_Celiaca.

Figura 3- Caracterizacdo dos 4 estagios de agressdo da mucosa intestinal
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A doenca afeta ambos 0s sexos e pode ocorrer em qualquer idade; podera surgir na
infancia, assim que sdo introduzidos na alimentacdo 0s primeiros grdos de cereais ou
posteriormente, desencadeada por fatores externos (ABREU et al, 2006).

As proteinas do glaten sdo relativamente resistentes as enzimas digestivas, resultando
em derivados peptideos que podem levar a resposta imunogénica em pacientes com DC
(SILVA; FURLANETTO, 2010). A interacdo entre o sistema imunolégico e o gliten pode se
expressar em diferentes niveis: enteropatia ou lesdo intestinal (doenca celiaca), dano na pele
(dermatite herpetiforme), na mucosa oral (estomatite aftosa de repeticdo), nas articulacdes
(algumas artrites) ou nos rins (nefropatia por IgA) (KOTZE, 2004a).

A DC pode se apresentar sob as seguintes formas: cldssica, ndo classica e
assintomatica (POLANCO,1996; WALKER-SMITH; MURCH, 1999). Samuel Gee, em
1888, descreveu a forma classica da doenca, a qual se inicia nos primeiros anos de vida com
diarréia cronica, vOmitos, irritabilidade, anorexia, déficit de crescimento, distensdo
abdominal, diminuicdo do tecido celular subcutaneo e atrofia da musculatura glitea. Esta
forma de apresentacao foi a mais frequente nos trés estudos brasileiros realizados na década
de 1980 (KODA; BARBIERI,1983; BARBIERI et. al, 1993).

A forma ndo cléassica da DC manifesta-se mais tardiamente, com quadro mono ou
paucissintomatico. Os pacientes deste grupo podem apresentar manifestacdes isoladas, como
por exemplo, baixa estatura, anemia por deficiéncia de ferro refrataria a ferroterapia oral,
hipoplasia do esmalte dentario, constipacdo intestinal, osteoporose, esterilidade, artralgia ou
artrite e epilepsia associada a calcificacdo intracraniana. O reconhecimento da forma
assintomética da doenca, especialmente entre familiares de primeiro grau de pacientes
celiacos, tornou-se mais facil a partir do desenvolvimento de marcadores soroldgicos
especificos para a DC (SDEPANIAN et al., 2001a).

A dermatite herpetiforme é considerada uma variante da DC e se caracteriza por uma
sensacdo de queimadura intensa e pruriginosa (lesdes avermelhadas, com algum relevo e
formacéo de pequenas bolhas) que ocorrem sobre a pele nas areas extensoras dos antebracos,
joelhos, cotovelos, couro cabeludo, nuca e nadegas (CICLITIRA; MOODIE, 2003). A
osteoporose, 0 raquitismo e a osteomalacia também sdo anormalidades dsseas associadas a
DC. A perda éssea esta relacionada a deficiente absorcao de calcio que ocorre devido a atrofia
da mucosa do intestino (KALAYCI et al., 2001)
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Um sinal bastante frequente e comum na forma clinica silenciosa da DC ¢ a hipoplasia
do esmalte dentario, sendo possivelmente a Gnica manifestacdo da doenga em criangas e
adolescentes celiacos nao tratados. A hipoplasia de esmalte € a anormalidade mais comum no
desenvolvimento do esmalte dentario. A lesdo caracteriza-se como um defeito no tecido do
esmalte devido a uma injdria as células produtoras e geralmente adquire coloragdo amarelada.
Esta injaria pode ter inOmeras causas, geralmente de ordem sistémica, dentre elas as
desordens nutricionais (RAUEN et al., 2005).

Quando nao tratada a DC pode ter um prognostico reservado, evoluindo em associacao
a uma série de patologias como: esterilidade, osteoporose, endocrinopatias, distirbios
neuroldgicos e psiquiatricos, doencas hepaticas, doencas do sistema conjuntivo e associacdo
com doencas auto-imunes, tais como dermatite herpetiforme, diabetes mellitus, deficiéncia
seletiva de IgA e doencas da tiredide. Quando esses pacientes sdao comparados a populacao
em geral, apresentam maior risco de desenvolver enteropatia associada ao linfoma de célula
T, ao carcinoma de faringe e esd6fago e ao adenocarcinoma de intestino delgado (FARO,
2008). Segundo Bai e colaboradores (2005), o risco de complicagdes malignas, como o cancer
de intestino, pode aumentar, caso a DC permaneca sem diagnostico ou sem tratamento por

longos periodos.

1.3.1 Diagnéstico da Doenca Celiaca

O diagnostico de DC deve ser baseado no exame clinico, por meio de exame fisico e
anamnese detalhada, além da andlise histopatolégica do intestino delgado, e dos marcadores
séricos. O diagnostico final deve sempre basear-se na bidpsia intestinal, a qual deve revelar a
anormalidade da mucosa do intestino delgado proximal, com vilosidades atrofiadas ou
ausentes, aumento no comprimento das criptas e no nimero de linfdcitos intra-epiteliais.
Estdo identificados varios padrdes histologicos que englobam linfocitose intra-epitelial,

hiperplasia das criptas e diversos graus de atrofia vilositaria (FARO, 2008)
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Ap0s o surgimento de testes soroldgicos de alta acurécia e maior atencdo dos médicos
para manifestacdes atipicas, tem aumentado a prevaléncia de DC e seu diagnostico fora da
faixa pediatrica. A prevaléncia é estimada em torno de 1: 100 na populacdo em geral (SILVA;
FURLANETTO, 2010).

Sdo utilizados para o diagnostico testes sorolégicos especificos, como pesquisa de
anticorpos anti-endomisio e anti-transglutaminase. Estes marcadores apresentam uma
especificidade e sensibilidade de 90 a 95%, sendo, no entanto necessario confirmar o
diagnostico através da realizacdo de uma pequena biopsia intestinal, que deve ser
preferencialmente repetida alguns meses apds introducdo da dieta sem-glaten (RODRIGUES;
JENKINS, 2006).

A sorologia deve ser feita apos a determinacdo dos niveis sericos de imunoglobulinas,
pois cerca de 12% dos celiacos apresentam também deficiéncia de imunoglobulina A (IgA) e
poderdo apresentar resultados falso-negativos. Nestes casos, havera necessidade de se realizar
testes com imunoglobulina G (IgG).

Anticorpos antiendomisio (EmA IgA)

Sdo anticorpos da classe IgA diretos contra a camada linear da musculatura lisa e
correlaciona-se com a gravidade da lesdo mucosa.

Unem-se ao endomisio, produzindo um padrdo caracteristico visualizado pela
imunofluorescéncia indireta. Até mesmo baixos titulos de anticorpos IgA anti-endomisio
(AEm) sdo especificos para a DC,constitui-se num poderoso exame especifico para esta
patologia (KOTZE et. al., 1999) é Gtil ndo s6 na deteccdo de DC ativa como na sua forma
silenciosa ou potencial. Kotze e colaboradores (2001) encontraram 100% de sensibilidade e
99,3% de especificidade em celiacos brasileiros. E excelente para diagnéstico, monitoracio da
dieta, rastreamento de familiares de celiacos e detec¢do de DC como co-morbidade em outras
patologias auto-imunes (KOTZE et. al., 2004).
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Anticorpos antitransglutaminase tecidual (IgA tTG)

O antigeno contra o qual o antiendomisio esté dirigido € a transglutaminase tecidual
(TGt). E utilizado o método enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para a detec¢do do
anti-Transglutaminase tecidual (anti-tTG) IgA. Atualmente esta amplamente disponivel, mais
facil de ser realizado, menos operador-dependente e mais barato que a imunofluorescéncia
utilizada para a deteccdo do antiendomisio IgA. A desvantagem é que podem dar niveis
considerados positivos em outras doencas sistémicas ou gastrintestinais, que ndao a DC.
Utiyama e colaboradores (2002) em estudo brasileiro, demonstraram que o anti-endomisio
(EmA) e a anti-tTG se correlacionam bem, mas nos pacientes com baixos niveis de anticorpos
0 EmA é superior (KOTZE et. al, 1999).

1.3.2 Tratamento da Doenca Celiaca

O tratamento consiste em dieta isenta de glaten. Ainda ndo foi possivel estabelecer
uma dose diaria admissivel de gluten, devido a existéncia de variacGes individuais de
susceptibilidade e de sintomatologia. Ensaios clinicos recentes, sugerem uma dose diaria
admissivel de 50 mg de glaten por dia (CATASSI et al, 2007).

A dieta isenta de gluten consiste na supressao total e permanente da ingestdo de trigo,
centeio, cevada ou aveia e seus derivados, devendo atender as necessidades nutricionais do
paciente de acordo com a idade. Apo0s a retirada do gliten da dieta a resposta clinica é réapida,
havendo desaparecimento dos sintomas gastrointestinais e melhora da saude dentro de dias ou
semanas (CICLITIRA et al., 2005).

O gluten pode ser substituido pelo milho (farinha de milho, amido de milho, fuba),
arroz (farinha de arroz), batata (fécula de batata), e mandioca (farinha de mandioca e
polvilho) (SDEPANIAN et al., 1999).
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As mudancas dos habitos alimentares e de adaptacdo ao novo estilo de vida sem gluten
sd&o um enorme desafio para a maioria das pessoas portadoras da doenca celiaca. A aderéncia
a uma dieta isenta de gluten é associada a uma série de fatores, tais como a presenca de outras
intolerdncias alimentares, a preocupacdo com o0s custos de um alimento sem glaten, a
preocupacdo de contaminacdo acidental ou proposital por gliten, a capacidade de seguir uma
dieta isenta de glaten fora de casa, além de envolver o estado emocional do paciente, como
estado de humor ou estresse (LEFFLER et al., 2008).

Em um estudo desenvolvido por Usai e colaboradores (2007) observou-se que
pacientes que seguem uma dieta restrita em gluten quando comparados aos que ndo seguem,
possuem melhor qualidade de vida no que se relaciona a saude em geral.

A transgressdo da dieta pode ocorrer de forma voluntaria ou involuntéria. A primeira
ocorre em todas as faixas etarias e pelo proprio desejo do paciente, ja a segunda pode ocorrer
devida a incorreta inscricdo dos ingredientes nos rétulos dos alimentos ou a contaminagéo
com gluten de determinado produto industrializado, que pode acontecer desde a colheita da
matéria- prima até a comercializacdo do alimento (SDEPANIAN et al., 2001b).

A intolerancia a cereais como trigo, centeio, cevada e aveia em individuos celiacos €
um fator agravante, uma vez que os produtos de panificagdo sdo produzidos, em sua grande
maioria, utilizando o trigo como base da formulacdo. Além disso, as empresas de panificacdo
e supermercados, geralmente, utilizam processo misto de fabricacdo, ou seja, em uma Unica
linha de producéo fabricam produtos com e sem gliten. Dessa maneira, a adocao de sistemas
de qualidade, como as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e dos Procedimentos Operacionais
Padronizados (POPs), por esses estabelecimentos torna-se indispensavel para garantir a
qualidade e a seguranga dos produtos elaborados e rotulados como “ndo contém gluten”.

A necessidade de seguranga alimentar para os produtos isentos de gliten esta baseada
no fato de que o consumidor procura alimentos rotulados como “ndo contém de gliten” e com
garantia demonstravel dessa isencdo. E pensando nisso que as associacdes de apoio e luta
pelos direitos dos celiacos vém, historicamente, tentando conquistar instrumentos em
beneficio dos portadores de tal moléstia (BICUDO, 2010).
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1.3.3 Prevaléncia da Doenga Celiaca

A DC ¢é descrita como uma afeccdo de distribuicdo mundial, tendo sido relatada na
Europa, América do Norte, América do Sul, india, Australia e Nova Zelandia. Ocorre com
maior frequéncia nos paises anglo-saxdnicos e nordicos, em individuos de origem caucasoide,
e raramente afeta nativos africanos, japoneses ou chineses (HOULSTON; FORD, 1996).

A doenca atinge todas as idades, especialmente criancas de seis meses a cinco anos,
acometendo tanto individuos do sexo masculino como feminino, sendo mais freqiente nas
mulheres na proporgéo de 2:1 (PRATESI; GANDOLFI, 2005).

Por volta de 1950 a prevaléncia da DC era estimada em aproximadamente 1: 1300 na
populacdo européia, sendo que os individuos afetados eram diagnosticados baseados somente
nos sintomas clinicos (DAVIDSON; FOUNTAIN, 1950). No final dos anos 90 essa
estimativa passou por grande modificacdo frente a disponibilidade da pesquisa dos anticorpos
caracteristicos para a afeccdo. Foram realizadas novas pesquisas, ndo apenas com pacientes
clinicamente sugestivos, mas também com a populacao de risco para desenvolvimento da DC.
Estes estudos permitiram a descoberta de formas assintométicas ou atipicas da doenca tanto
na populacdo geral, como entre os individuos de risco, representados muitas vezes pelos
familiares de pacientes celiacos, subestimando assim a prevaléncia da DC no passado
(BRANSKI; TRONCONE, 1998).

Os estudos de triagem para DC entre doadores de sangue de diversos paises iniciaram
na década de 90, tendo como modelo a pesquisa realizada na Suécia no ano de 1991 na qual,
para obtencdo de uma taxa de prevaléncia de 1: 256, os pesquisadores utilizaram dados da
sorologia e da biopsia intestinal dos voluntarios (GRODZINSKY et al., 1992). Nessa mesma
linha de investigacdo foram obtidas as prevaléncias de 1: 250 nos Estados Unidos (NOT et al.,
1998), 1: 400 na Itdlia (TREVISIOL et al., 1999), 1:300 na Holanda (ROSTAMI et al., 1999),
1: 157 em Israel (SHAMIR et al., 2002), e 1: 166 no Ird (SHAHBAZKHANI et al., 2003).

No Brasil, em decorréncia da alta miscigenacdo racial, esta doenca ja foi descrita
inclusive em afro-brasileiros. Fica evidente, porém, maior prevaléncia nas regides Sul e
Sudeste do pais, onde além de haver a maior densidade de populacdo de origem caucasoide,

ha também uma maior oferta de recursos diagnosticos (KOTZE, 2005).
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O primeiro estudo epidemioldgico brasileiro utilizando dados de sorologia,
demonstrou uma prevaléncia de 1: 681 em doadores de sangue da populacdo de Brasilia
(GANDOLFI et al., 2000). Estudos posteriores indicaram prevaléncia de 1: 214 na populacédo
de S&o Paulo (OLIVEIRA et al., 2007), 1: 273 na de Ribeirdo Preto, interior do Estado de S&o
Paulo (MELO et al., 2006) e de 1: 417 na de Curitiba, Estado do Parand (PEREIRA et al.,
2006).

Estudos de segregacdo em familias tém sugerido importante predisposi¢do genética a
DC, caracterizada pela prevaléncia de 8% a 18% entre os familiares de primeiro grau,
variando de 70% a 100% entre gémeos monozigoticos, e de aproximadamente 20% entre 0s
gémeos dizigoticos. Esses dados reforcam a importdncia do rastreamento em todos o0s
familiares dos celiacos, enfatizando a indicacéo de bidpsia intestinal nos positivos, mesmo na
auséncia de sintomatologia clinica (KOTZE et al., 2004). Os riscos S0 maiores em pessoas
com diabetes mellitus e outras doengas auto-imunes, como tireoidopatias (KOTZE et al.,
2006); sindrome de Down (NISIHARA et. al, 2005); e em outras associa¢des. A fertilidade
pode estar afetada em subgrupos de pacientes; abortos de repeticdo e curso desfavoravel de
gravidez ocorrem em pacientes ndo diagnosticadas como celiacas, principalmente nas que
tinham sintomatologia prévia (KOTZE, 2004b); quadro clinico grave pode surgir durante a
gravidez ou puerpério em cerca de 17% das mulheres. Pode surgir em qualquer idade e cerca
de 20% dos casos ocorrem em doentes com mais de 60 anos.

Determinados grupos tém prevaléncia aumentada da DC, por exemplo: parentes de
primeiro grau dos individuos com bidpsia mostrando atrofia de vilosidades tém prevaléncia
entre 4 e 12 %; Os parentes de segundo grau parecem também ter prevaléncia aumentada,
embora este seja definido somente pela sorologia. Pessoas com diabetes mellitus tipo 1 tém
prevaléncia da DC que varia de 3 a 8 %. Os individuos com sindrome de Down tém
prevaléncia da DC entre 5 e 12 %. A DC é associada também com sindrome de Turner,

sindrome de Williams, deficiéncia seletiva de IgA e disturbios auto-imunes.
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1.4. CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION

Segundo o “Codex Alimentarius Commission” da Organizacdo Mundial de Satde e
Organizacao de Alimento e Agricultura (WHO/FAOQ), a quantidade maxima permitida para os
alimentos serem considerados isentos ou “livres” de gliten, ¢ de 20mg de gluten/kg de
alimento; podendo este alimento ter sido produzido sem a adicdo de trigo, centeio, cevada e
aveia ou ter sido especialmente tratado para reduzir o teor de glaten a quantidades inferiores a
20mg/kg. Existe também outra classe de alimentos que sdo tratados para ter o teor de gliten
diminuido, neste caso o teor de gluten permitido é de 20-100mg de gluten/kg; ndo podendo
estes alimentos serem comercializados como “isentos de glaten” (CODEX
ALIMENTARIUS, 2008).

No entanto, parece que esta quantidade estabelecida pelo Codex para alimentos
“isentos de gluten” supera os limites aceitos atualmente para a populacdo celiaca, uma vez
que pode haver diferencas de sensibilidade individual de cada paciente para o gluten, além do
gue a questdo da dose minima de gluten suficiente para causar alteracGes inflamatdrias e
morfoldgicas em pacientes celiacos necessita ser esclarecida.

Para a “Celiac Sprue Association” a tinica escolha livre de risco é “isento de gliten”,
sem trigo, cevada, centeio ou aveia nos alimentos. Estes valores estdo baseados na dose de
gluten tolerada pelos pacientes celiacos e na analise dos alimentos livres de glaten. Estes
parametros estdo em discussao devido aos estudos terem sido realizados com pequeno nimero
de pacientes e os alimentos livres de gluten analisados pelo Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) que utiliza anticorpo monoclonal para gliadina com sensibilidade e
especificidade menor do que o ELISA R5 (BARBOSA et al., 2007).
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1.5. METODOS DE DETECCAO

A Comissdo do Codex Alimentarius relata que “A andlise qualitativa que indique a
presenca de gliten deve ser baseada em métodos relevantes como, por exemplo, métodos de
ELISA ¢ os métodos de DNA”. E descreve o “Enzyme linked Immunosorbent Assay ”’, como o
método de elei¢do para a determinacdo de gluten em alimentos. (CODEX ALIMENTARIUS,
2008).

As gliadinas podem ser detectadas por espectrometria de massa (HERNANDO et al.,
2003), cromatografia liquida de alta resolucdo (DU PONT et al., 2005), anélise de DNA
(HENTERICH et al., 2003), e métodos imunolégicos (SKERRITT; HILL, 1991). A técnica
imunoldgica adotada na detecgdo de gliten é o método ELISA (VALDES et al., 2003).

Os métodos para a analise de glaten confrontam-se com diferentes problemas, tais
como natureza heterogénea dos alimentos, composicao variavel do gliten e dificuldade de
quantificar produtos processados aquecidos ou quando o gluten estiver parcialmente
hidrolisado (BARBOSA et al., 2007).

O ELISA R5 utiliza anticorpo monoclonal dirigido contra o pentaptideo toxico
glutamina- glutamina-prolina-fenilalnina-prolina (G.G.P.F.P.) existente nas a, y ¢ ® gliadinas,
existente em diferentes variedades de trigo, centeio, cevada e gluteninas de baixo peso
molecular (OSMAN et. al., 2001). Né&o € cultivo dependente, é compativel com a solucdo de
extracao coquetel, sendo habil para detectar produtos aquecidos ou ndo. O anticorpo nao reage
com as prolaminas do milho, arroz e aveia. O contetdo de gliten no alimento € calculado
levando-se em conta a estimativa de que 50% do gluten estd sob a forma de gliadina
(VALDES et. al., 2003). Estudo colaborativo realizado com dois kits comerciais ELISA R5,
foram comparados. Os resultados demonstraram que a repetitividade e a reprodutibilidade dos
dois kits foram aceitaveis para o teste de ELISA e garantiram uma sensibilidade 1,5 ppm de
gliadina em alimentos livres de gliten (MENDEZ et. al., 2005).

Sandberg e colaboradores (2003) utilizaram um método de PCR (Polimerase chain
reaction) para a discriminagdo especifica de trigo, centeio, cevada e aveia em amostras
alimentares, sendo que a sensibilidade deste método €é comparavel aos métodos
imunoguimicos, com a vantagem que a PCR também discrimina entre diferentes espécies de
cereais (TERZI et al., 2005).
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Os métodos baseados na amplificagdo do DNA sdo menos afetados pelo tipo de
processamento industrial implementado. O DNA como as proteinas sofrem desnaturagdo em
altas temperaturas, mas tem sido observado que este pode ainda ser detectado por
amplificacdo de fragmentos curtos (MEYER; CANDRIAN, 1996).

As seqliéncias de DNA Unicas de uma espécie sdo um excelente meio de detecgdo e
material de identificacdo de espécies. Este principio tem sido aplicado extensivamente na
identificacdo forense (BAKER; PALUMBI, 1994), parasitologia (ZARLENGA; HIGGINS,
2001), diagnéstico médico (MANGUIN et al., 2002) e ecologia microbiana (THERON;
CLOETE, 2000).

Na grande maioria, 0s métodos para se determinar a autenticidade alimentar utilizam a
PCR, como um método de amplificacdo de sequiéncias especificas de DNA ou &cido
ribonucleico (RNA). Repetidas séries do ciclo envolvem a desnaturacdo do DNA molde, o
anelamento dos primers ou iniciadores e a extensdo dos primers anelados pela DNA
polimerase resultando em uma acumulacdo exponencial de fragmentos especificos. Devido a
extensdo do primer, os produtos sintetizados em um ciclo podem servir de molde para os
préximos e o nimero de copias do fragmento alvo dobra a cada ciclo (ERLICH, 1992).

A introducdo da DNA polimerase termoestavel (Taq polimerase) isolada de Thermus
aquaticus transformou a PCR numa reacgéo simples e robusta que pode ser automatizada por
um termociclador (ERLICH, 1992). Thermus aquaticus é uma bactéria que foi descoberta em
1965 no Parque de Yellowstone, vive em aguas com temperaturas que variam de 70-75°C.
Dessa bactéria foram isoladas enzimas que toleram temperaturas de cerca de 100°C. Até
entdo, a enzima utilizada para extender os primers anelados era inativada pelas altas
temperaturas requeridas para separar as duas bandas de DNA no inicio de cada ciclo da PCR.
Consequentemente novas enzimas tinham que ser adicionadas durante cada ciclo.

Varios métodos ja aplicados a rastreabilidade e autenticidade de alimentos podem ser
utilizados para desenvolver sistemas de certificacdo visando a identificacdo qualitativa e
quantitativa das espécies vegetais utilizadas como matérias-primas para a producdo de
alimentos (DA- WEN, 2008).
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Marcadores de DNA ja foram amplamente aplicados para autenticacdo e identificacéo
de espécies de origem animal e vegetal em alimentos e para detectar organismos
geneticamente modificados (OGM) ou contaminantes em alimentos e para consumo humano
(MAFRA et. al., 2008). Além disso, avancados protocolos de PCR em tempo real foram
recentemente desenvolvidos para detectar espécies de plantas dentro de alimentos, tais como
ervilha em alimentos a base de carne ou cereais contendo gliten em produtos sem gluten
(ZELTNER et al., 2009; TAVOLETTI et al. 2009).

De acordo com Burrell e coladoradores (2011) métodos baseados no DNA para a
determinacdo da autenticidade de alimentos estdo se tornando cada vez mais comuns e faceis
de implementar. Estas abordagens a partir do DNA complementam resultados de uma série de
outras abordagens analiticas (por exemplo: proteinas, analise quimica, radioisotopos,
espectroscopia de ressonancia nuclear magnética e espectroscopia no infravermelho) e séo
também aplicaveis nos casos em que ensaios de proteina ndo sdo considerados adequados a
sua finalidade, por exemplo, ao analisar os alimentos altamente processados (BURNS et al.,
2008). O uso do ponto final da reacdo em cadeia da polimerase é uma abordagem de DNA
eficaz e custo eficiente para a determinacdo da autenticidade de alimentos (FOOD
STANDARDS AGENCY, 2007).

A pesquisa tecnoldgica aqui apresentada utilizard a técnica molecular, denominada
PCR e 0 método ELISA R5 para deteccdo de glaten em alimentos. A utilizacdo da PCR é
avaliada como uma alternativa aos métodos de deteccdo tradicionais, possuindo maior rapidez
nos resultados, sensibilidade e especificidade. O emprego desta técnica pode ser utilizada na
deteccdo da presenca de DNA especifico para confirmar a analise de alimentos onde 0 método
de ELISA néo for conclusivo (BARBOSA et al.; 2007).
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1.6. LEGISLACAO BRASILEIRA

A legislacdo brasileira ja atenta para a problematica da rotulagem desde 1969 quando
0 decreto-lei n° 986, artigo 11°, item |, descreve que os rotulos deverdo mencionar em
caracteres perfeitamente legiveis a qualidade, a natureza e o tipo do alimento, observadas a
definicdo, a descricdo e a classificacdo estabelecida no respectivo padrdo de identidade e
qualidade ou no rétulo arquivado no 6rgdo competente do Ministério da Salde, no caso de
alimento de fantasia ou artificial, ou de alimento ndo padronizado. No artigo 22°, ndo poderao
constar da rotulagem denominacgdes, designacbes, nomes geograficos, simbolos, figuras,
desenhos ou indicacBes que possibilitem interpretacdo falsa, erro ou confusdo quanto a
origem, procedéncia, natureza, composi¢do ou qualidade do alimento, ou que lhe atribuam
qualidades ou caracteristicas nutritivas superiores aquelas que realmente possuem.

Especificamente no caso do glaten a Lei n° 8543, de 23 de dezembro de 1992,
determina a impressdo de adverténcia em rétulos e embalagens de alimentos industrializados
que contenham gluten, a fim de evitar o consumo destes por portadores da Doenca Celiaca.

A RDC n° 40, de 08 de fevereiro de 2002 em seu anexo dispde no item 2.1 que todos
os alimentos e bebidas embalados que contenham glaten, como trigo, aveia, cevada, malte e
centeio e/ou seus derivados, devem conter, no roétulo, obrigatoriamente, a adverténcia:
"CONTEM GLUTEN"; 0 mesmo é disposto na RDC n® 259 de 20 de setembro de 2002.
Ainda na RDC 40, o item 2.2 relata que a adverténcia deve ser impressa nos rétulos dos
alimentos e bebidas embalados em caracteres com destaque, nitidos e de facil leitura.
Excluem-se deste Regulamento as bebidas alcoolicas.

A RDC n° 137 de 29 de maio de 2003, dispde sobre as adverténcias que devem estar
presentes em bulas e embalagens de medicamentos comercializados no pais com vistas a dar
maior qualidade e seguranga aos usuarios e prescritores. Em seu anexo no item 14 dispde que
0s produtos que contém o excipiente gluten em suas formulacgdes, devem apresentar na bula e
rotulagem das embalagens secundérias uma das seguintes adverténcias: "Atencdo portadores
de Doenca Celiaca ou Sindrome Celiaca: contém Glaten" ou "Atengdo: Este medicamento
contém Gluten e, portanto, € contra-indicado para portadores de Doenca Celiaca ou Sindrome

Celiaca."
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A Lei n°® 10674, de 16 de maio de 2003, obriga como medida preventiva e de controle
da DC que todos os alimentos industrializados contenham em seu rétulo e bula,
obrigatoriamente, as inscri¢des "contém Gluten™ ou "ndo contém Gluten™, conforme o caso.

Visto isso, métodos analiticos sensiveis e especificos para deteccdo de gluten que
garantam a qualidade dos alimentos para consumo de celiacos necessitam ser implantados na
rotina analitica dos Laboratorios de Saude Publica que atuam juntamente com a Vigilancia
Sanitaria (ABREU et al., 2006).

O trabalho justifica-se em raz&o dos poucos trabalhos e estudos realizados neste
assunto, e pelo risco que os portadores da afeccdo celiaca estdo expostos ao consumir
inadvertidamente produtos que contenham gliten em sua composicao.

O estudo sendo de caréater investigativo, também aponta para a importancia da correta
rotulagem e para o papel da Vigilancia Sanitaria como o 6rgédo responsavel pelo controle de
produtos de interesse a salde.

Na Lei n° 8078 (Cadigo de Defesa do Consumidor) de 1990 no seu artigo 6°, item 111,
sdo direitos basicos do consumidor: a informacdo adequada e clara dos diferentes produtos e
servicos, com especificacdo correta de quantidade, caracteristicas, composi¢do, qualidade e
preco, bem como sobre seus riscos.

Sendo assim, tendo em vista a importancia do controle de salde dos individuos
portadores de DC por parte das autoridades competentes e dos meios de comercializa¢do de
alimentos seguros, faz-se necessario a identificacdo através de métodos alternativos
qualitativos como a PCR e o método ELISA para a identificacdo de possiveis fraudes na

rotulagem dos alimentos.



33

2 - OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral do estudo foi a avaliagdo da presenca de gluten em biscoitos
comercializados em estabelecimentos comerciais do municipio do Rio de Janeiro utilizando
duas técnicas: ELISA R5 e PCR.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Utilizar a técnica de ELISA R5 para a deteccdo de gluten nestes alimentos através do kit
Ridascreen® Gliadin (R- Biopharm AG);

- Realizar a extracdo do DNA de controles e amostras através do método Brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB);

- Adequar 0 método de PCR baseado no trabalho de Sandberg e colaboradores (2003) para a
deteccdo de DNA de trigo, centeio, cevada e aveia,;

- Realizar a PCR para a deteccdo de DNA de trigo, centeio, cevada e aveia baseado no
trabalho de Sandberg e colaboradores (2003);

- Confrontar os resultados encontrados através do ELISA R5 e da PCR;

- Comparar os resultados obtidos com as técnicas de ELISA R5 e PCR com a informacéo

presente nos rotulos destes alimentos, confirmando se a rotulagem esta correta.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS

Foram adquiridas 30 amostras de biscoitos comercializados em estabelecimentos
comerciais no municipio do Rio de Janeiro. Destes, 15 sdo produtos préprios para celiacos,
logo rotulados com a informacdo “ndo contém glaten” e 15 produtos para a populacdo em
geral com a informacéo “contém gluten” na embalagem.

As amostras adquiridas eram provenientes de diferentes marcas e variedades. Os
biscoitos isentos de gldten eram na sua maioria do tipo snacks (salgadinhos) e amanteigados
provenientes de seis marcas diferentes. J& os biscoitos que segundo a rotulagem possuiam
glaten, eram biscoitos simples: salgados e doces, provenientes de sete marcas diferentes.
Foram excluidos da coleta de amostras, biscoitos recheados e que continham chocolate em
sua composicdo, devido a dificuldade de extracdo do DNA nesses casos. As amostras foram
identificadas atraves de numeracdo para que nao fossem divulgadas as marcas produtoras.

Para controle positivo no caso do gluten foram utilizadas sementes de trigo, aveia,
centeio e cevada. As sementes de trigo e centeio foram obtidas em loja especializada em
produtos naturais e sementes, ja as sementes de cevada e aveia foram adquiridas através da
Cooperativa Agraria (Guarapuava- PR).

Todos os alimentos foram manipulados e aliquotados sob critérios rigidos de assepsia.
As amostras foram trituradas em triturador elétrico e armazenadas em tubo esteril vedado.
Todas as superficies e materiais foram lavados com detergente, dgua destilada, solucdo de
alcool 70% (v/v) e deixados imersos durante quinze minutos em solugdo de hipoclorito de
sodio para descontaminagdo antes e ap0s a manipulagdo de cada amostra para que nao

houvesse contaminacdo entre as amostras ou pelo ambiente laboratorial.
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3.2 EXTRACAO DE DNA AMOSTRAS E CONTROLES

Foi utilizado o método de extracdo CTAB como descrito abaixo, segundo o POP do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude. A extracdo de DNA das amostras foi

realizada em triplicata.

3.2.1. Método CTAB:

A extracdo através do método CTAB consistiu na adi¢do de 300uL de dgua deionizada
estéril a microtubos contendo 100mg de amostras secas e homogeneizadas, seguidos da
adicdo de 700uL de tampdo CTAB. Os microtubos foram entdo incubados em banho
termostatico a 65° C +/- 2° C durante 1h15min, sendo homogeneizados em agitador de tubos a
cada 15 minutos.

Apos essa etapa foi realizada uma centrifugacéo por 10 minutos a 14000rpm e 500uL
do sobrenadante foi transferido para microtubo de 1.5 mL contendo 200uL de cloroférmio. Os
microtubos foram homogeneizados em agitador de tubos por aproximadamente 30 segundos e
foi realizada uma nova centrifugacdo a 14000rpm por 10 minutos.

Foi transferida 500uL da camada superior para outro microtubo e adicionou-se duas
vezes seu volume de tampdo de precipitagdo com CTAB, sendo entdo, 0s microtubos
homogeneizados por inversao e incubados a temperatura ambiente por 1h15min.

Os microtubos passaram por uma nova centrifugacdo a 14000rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi desprezado. O precipitado obtido foi dissolvido em 350 uL de NaCl 1,2 M e
adicionado 350 pL de cloroférmio, sendo homogeneizado em agitador de tubos por
aproximadamente 30 segundos.

Apo6s uma centrifugacdo a 14000rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido
para outro microtubo de 1.5 mL e adicionado de igual volume de alcool isopropilico gelado,

sendo homogeneizado por inversdo e incubado a -20°C+/- 2°C por uma noite.
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Apos esse periodo os microtubos foram homogeneizados por inversdo e centrifugados
a 14000rpm por 10 minutos a 4°C. O liquido foi desprezado e o precipitado completamente
seco. Ao sedimento ja seco foi adicionado 50uL de agua purificada e homogeneizado com
pipeta. A solucédo foi mantida a -20°C.

As solucdes utilizadas no método CTAB estdo descritas no anexo A.

3.3PCR

Para a deteccdo de DNA dos cereais foi utilizada a PCR baseada no trabalho de
Sandberg e colaboradores (2003) para trigo, centeio, cevada e aveia. Todas as amplificacOes
foram realizadas com 2 pL de DNA total, 1,5 mM de MgCl,, 0,05 U/uL de Platinum® Taq
DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) e 0,5 pmoles/uL de cada primer, em um volume final de
20 pL. A amplificacdo foi realizada em um termociclador PTC 200 (Peltier Thermal Cicler,
MJ Research), com as seguintes condi¢des da PCR: 1 ciclo de 10 min a 95° C, 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C, 10 segundos a 67 ° C (trigo, centeio e cevada) ou a 66 ° C (aveia) e,
finalmente, 8 segundos (trigo e centeio), 7 segundos (cevada), ou 5 segundos (aveia) a 72 ° C.

Os produtos da PCR foram analisados em transiluminador (UVP- Dual-Intensity
Transilluminator), sob luz UV, ap6s eletroforese em gel de agarose (Type 1-A/Agargen) a 1%
durante 1lhora sob corrente constante de 80V. O tampdao utilizado na corrida eletroforética foi
TBE 1X [Tris base (Sigma) 0,2M, &cido bérico (Sigma) 0,2M e EDTA (Sigma) 0,5M (pH
8,0)]. Os geéis foram corados com brometo de etideo 0,5mg/mL durante 10 minutos, e
posteriormente, fotografados utilizando o fotodocumentador L-Pix EX (Loccus do Brasil

LTDA., Séo Paulo, Brasil).
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Primers que foram utilizados:
- Trigo- TAG2315F CAGAAAGCGAGTGGAAAGATGAAAG
TAG2473R GCAAGGAGGACAAAGATGAGGAA

- Centeio- SEC2599F TTTTTCAGAAAGCGAGTTCAATGATG
SEC2756R CGAGGACAAAGATGAGGAAGGTCT

- Cevada- HVH1618F ATTAATTCCCAAACTGAACGACTA
HVH1763R CATGGCGAACAATGTGAAC

- Aveia- ASA1097F CGCTCAGTGGCTTCTAAGA
ASALL17/R TTTTATTTTATTTGTCACCGCTAC

3.4. DETECCAO DE GLUTEN METODO ELISA — METODO OFICIAL -120601
(AOAC, 2005)

Foi utilizado para a deteccdo de glaten em biscoitos, o Kit Ridascreen® Gliadin (R-
Biopharm AG). O limite de deteccdo do kit € de 1,5 ng de gliadina/mL ou 3,0ng de gluten/mL
(3,0ppm de gluten).
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3.4.1 Principio do Teste

A base do teste é a reacdo anticorpo-antigeno-anticorpo (Figura 4). Os pogos de
microtitulacdo séo revestidos com anticorpos especificos para gliadina. Ao adicionar o padréo
ou solucdo de amostra nos pocos, a gliadina presente se ligard aos anticorpos especificos de
captura. O resultado € um complexo antigeno-anticorpo. Os componentes nao vinculados
pelos anticorpos sdo removidos em uma etapa de lavagem. Em seguida, o anticorpo
conjugado com peroxidase € adicionado. Este anticorpo conjugado é vinculado ao complexo
anticorpo- antigeno. Um complexo anticorpo-antigeno-anticorpo (sanduiche) é formado.
Qualquer enzima nao ligada ao conjugado é entdo removida em uma etapa de lavagem. O
substrato enzimatico (perdxido de uréia) e o cromdgeno (tetrametilbenzidina) sdo adicionados
aos pocos e incubados. A enzima ligada ao anticorpo converte o cromdgeno incolor em um
produto azul. A adicdo do reagente de parada leva a uma mudanca de cor de azul para
amarelo. A medicdo é feita por fotometria em 450 nm. A absorbancia é proporcional a

concentracdo de gliadina na amostra.

Figura 4- Etapas do Método Elisa R5

é}RE )RE — Asg E/?\’i

Placa de EUSA Um segundo anticorpo, O substrato (S) € adicio-
com 96 pogos. ligado a uma enzima (E), nado e € convertido

liga-se ao complexo. pela enzima (E) num

l produto colorido.
B ——
Cada pogo ssta A gliadina liga-se ao Os pogos em que o
revestido com anticorpo formando resultado final €
anticorpos. um complexo positivo apresentam

antigénio-anticompo. colorag&o.
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3.4.2 Reagentes Fornecidos

Cada kit contém material suficiente para 96 medic¢des (incluindo analise padrdo). Cada
kit teste contém:

1 placa de microtitulacdo (12 tiras removiveis com 8 pocos cada) revestidos com
anticorpos anti-gliadina.

6 Padrdes de Gliadina, 1,3 mL cada: Oppb (padréo zero), 5ppb, 10ppb, 20 ppb, 40 ppb,
80ppb de gliadina em solugdo aquosa pronto para uso.

1 Conjugado (1,2 mL) - Concentrado de anticorpo conjugado com peroxidase.

1 Substrato (7mL)- Contém peroxido de uréia.

1 Cromdgeno- Contém tetrametilbenzina.

1 Solugdo de Parada (14 mL)- Contém 1 N de &cido sulfarico.

1 Diluente de amostra (60 mL)- Como um concentrado 5x.

1 Tampéo de lavagem (100 mL)- Concentrado 10x.

3.4.3 Equipamentos e reagentes necessarios, mas ndo fornecidos

- Equipamentos:

Leitor ELISA (450 nm)

Centrifuga + frascos de vidro para centrifuga
Agitador de tubos

Moedor de pildo ou homegeneizador

Banho- maria (50°C/ 122° F)

Pipetas graduadas

Micropipetas de volume variavel: 20 puL- 200 uL e 200 pL- 1000 pL
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- Reagentes:

Solucdo coquetel: art. No. R7006 (105 mL)- Para preparacdo de amostras

Agua destilada ou deionizada

Solucdo de etanol (60%)- necessario para a extracdo dos controle do ensaio. Para o
preparo, adicionar 150mL de etanol p.a a 100 mL de agua destilada e misturar bem.

Solucéo de etanol (80%)- necessario para a extracdo da amostra com solugdo coquetel.

Para o preparo, adicionar 120mLde etanol p.a a 30 mL de agua e misturar bem.

3.4.4. Extragdo com solugéo coquetel (Art. No. R7006)

A solucdo coquetel € utilizada para amostras processadas (T > 90 °C) e produtos de
soja, cacau, chocolate, taninos ou café (PITE, 2007 ; SILVA, 2010). Esta contém 250mM de
2-mercaptoetanol e 2M de cloridrato de guanidina, revela alta eficiéncia na deteccdo de
gliadina e pode ser utilizada como processo geral em todos os métodos para aumentar o
desempenho da analise de gliadina em alimentos (GARCIA et al., 2005).

A extracdo com solucdo coquetel permite extrair quantitativamente os agregados
insolGveis das subfracdes o e y gliadinas formadas apds o processamento térmico de alguns
alimentos (VALDES et al., 2003).

3.4.4.1. Procedimento da extracdo com solucao coquetel (Manual do Kit Ridascreen®
Gliadin- R- Biopharm AG).

Foi pesada e moida 5g da amostra de biscoito. Foi entdo colocado 0,25 g de uma
amostra representativa em um tubo, adicionado 2,5 mL da solugéo coquetel e homogeneizado.
Os tubos foram incubados por 40 min a 50°C.

Ap0s esfriar, a amostra foi misturada com 7,5mL de etanol 80% e agitada por 1 h para

baixo e para cima em um agitador de tubos a temperatura ambiente (20 — 25°C).
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Foi entdo centrifugada por 10 min/ no minimo 2500g, a temperatura ambiente (20 —
25°C) e o0 sobrenadante foi colocado em frasco com tampa rosqueada. A amostra foi diluida
1:12,5 (1+11,5/80uL + 920 pL) com o diluente da amostra diluido: o fator de diluicdo final
foi de 500.

Observacdo: Todos os sobrenadantes obtidos ap6s a centrifugacdo foram armazenados
em frasco bem fechado no escuro a temperatura ambiente (20-25°C) por até quatro semanas.

3.4.5. Preparagdo do teste

Todos os reagentes foram colocados a temperatura ambiente (20-25 ° C) antes de
serem utilizados.

O diluente da amostra é fornecido como um concentrado e apenas a quantia realmente
necessaria foi diluida com agua destilada (por exemplo, 3 mL de concentrado + 12 mL de
agua destilada, suficiente para a diluicdo de 10 amostras).

Uma vez que o conjugado enzimatico diluido tem uma estabilidade limitada, apenas a
quantidade necessaria foi diluida a 1:11 (1 +10) com &gua destilada antes de cada analise.

O tampdo de lavagem antes de ser utilizado foi diluido a 1:10 (1 +9) com &gua
destilada. O tampdo diluido é estavel a 2 - 8 ° C (35-46 ° F) por quatro semanas. Antes da

diluicdo, cristais eventualmente formados foram dissolvidos através de banho-maria a 37° C.

3.4.6. Procedimento do ensaio

A cada poco foi adicionado 100uL de cada solucdo-padrdo ou amostras e incubado por
30 minutos a temperatura ambiente (20-25 ° C).

O liquido dos pocos foi entdo descartado, os pogos preenchidos com 250uL de tampéo
de lavagem diluido e o liquido novamente despejado. Esse procedimento foi repetido mais

duas vezes
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ApOs essa etapa de lavagem, foi adicionado a cada pogo 100uL do conjugado
enzimaético diluido, e incubado por 30 minutos em temperatura ambiente (20 - 25 ° C). Foi
realizada uma nova etapa de lavagem semelhante a anterior.

Foram adicionados 50uL do substrato e 50uL do cromdgeno em cada poco. A placa
foi agitada manualmente e incubada por 30 minutos em temperatura ambiente (20 - 25 ° C) no
escuro. Foi entdo adicionado 100uL do reagente de parada a cada poco, agitada a placa e a

absorvancia medida a 450 nm.



4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS PCR

4.1.1 Para biscoitos rotulados com a inscri¢ao “ndo contém gluten”
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O resultado quanto a presenca dos cereais: trigo, centeio, cevada e aveia; avaliada pela

técnica de PCR em biscoitos com a especificagdo no rétulo de “ndo contém gliten”estao

dispostos na tabela 2 e no gréfico 1. As fotos dos géis podem ser visualizadas no Anexo B.

Tabela 2: Resultado do PCR para a presenca dos cereais: trigo, centeio, cevada e aveia em 15 amostras de

biscoitos comercializados no municipio do Rio de Janeiro com a inscri¢do “ndo contém gliten”.

AMOSTRAS PCRTRIGO PCRCENTEIO PCR CEVADA PCRAVEIA
1 Positivo Negativo Positivo Negativo
2 Positivo Negativo Positivo Negativo
3 Positivo Negativo Positivo Negativo
4 Positivo Negativo Positivo Positivo
5 Positivo Negativo Positivo Negativo
6 Positivo Positivo Positivo Negativo
7 Positivo Negativo Positivo Negativo
8 Positivo Positivo Negativo Negativo
9 Positivo Negativo Positivo Negativo
10 Positivo Negativo Negativo Positivo
11 Positivo Negativo Positivo Negativo
12 Positivo Negativo Positivo Negativo
13 Positivo Negativo Positivo Negativo
14 Positivo Negativo Positivo Positivo
15 Positivo Negativo Positivo Negativo
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Grafico 1: Resultados positivos de amostras rotuladas com a inscri¢io “nio contém gliten”, analisadas

através da técnica PCR de acordo com o cereal.

Podemos observar que das quinze amostras de diferentes marcas e variedade, que
possuiam a inscri¢ao “ndo contém glaten” no rotulo, todas foram positivas para o cereal trigo.
E que dos quinze biscoitos aqui estudados, todos amplificaram para pelo menos um dos
cereais, fato que demonstra uma possivel contaminacdo no processamento de todas as

amostras avaliadas com algum dos cereais.

4.1.2 Para biscoitos rotulados com a inscri¢ao “contém gliten”

O resultado quanto a presenca dos cereais: trigo, centeio, cevada e aveia; avaliada pela
técnica de PCR em biscoitos com a especificagdo no rétulo de “contém gluten” estdo

dispostos na tabela 3 e no grafico 2. As fotos dos géis podem ser visualizadas no Anexo B.
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Tabela 3: Resultado do PCR para a presenca dos cereais: trigo, centeio, cevada e aveia em 15 amostras de

biscoitos comercializados no municipio do Rio de Janeiro com a inscrigdo “contém gluten”.

AMOSTRAS PCRTRIGO PCRCENTEIO PCRCEVADA PCRAVEIA

16 Positivo Positivo Positivo Negativo
17 Positivo Positivo Positivo Positivo
18 Positivo Positivo Positivo Positivo
19 Positivo Negativo Positivo Positivo
20 Positivo Positivo Positivo Negativo
21 Positivo Positivo Positivo Negativo
22 Positivo Positivo Positivo Positivo
23 Positivo Positivo Positivo Negativo
24 Positivo Positivo Positivo Positivo
25 Positivo Positivo Positivo Negativo
26 Positivo Positivo Positivo Positivo
27 Positivo Positivo Positivo Positivo
28 Positivo Positivo Positivo Negativo
29 Positivo Positivo Positivo Positivo
30 Positivo Positivo Positivo Negativo
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Grafico 2: Resultados positivos de amostras rotuladas com a inscricdo “contém gliten”, analisadas

através da técnica PCR de acordo com o cereal.

Podemos observar que todas as amostras foram positivas para os cereais trigo e
cevada. Para o cereal centeio, apenas uma amostra obteve resultado negativo e para a aveia

oito amostras obtiveram resultado positivo e sete negativos.
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4.2 RESULTADOS ELISA RS

4.2.1. Elaboracéo da curva padréo de gliadina

O curso da curva padrdo é mostrado no certificado de garantia de qualidade incluso no
kit. Traca-se entdo uma curva com 6 padrdes de gliadina de concentracdo conhecida
crescente, criando-se uma relagdo entre a absorvancia (intensidade de coloracdo) e a
concentracdo. As absorvancias das amostras sdo, por interpolacdo na curva, relacionadas com
as suas concentracoes.

As Curvas Padrdo de Gliadina, foram plotadas no proprio Excel e visam avaliar se o
ensaio estd sendo realizado da maneira correta. Se os padrées de 0, 5, 10, 20, 40 e 80ug/kg de
gliadina estdo obtendo a absorvancia média esperada, como descrito no manual do kit (Tabela
4).

Tabela 4: Dados para elaboracéo da curva padrdo de gliadina

Absorvancia

Conc. gliadina Log Absorvancia conc.
~ - Calculada
(ng/kg) concentracao média (ug/kg)
replicata replicata replicata Ha/kg
1 2 3
0 0,838 0,79 0,81
5 0,919 0,809 0,904 0,699 0,88 5,0
10 1,11 1,066 1,326 1,000 1,17 10,0
20 1,555 1,557 1,708 1,301 1,61 20,0
40 2,2 2,109 2,228 1,602 2,18 40,0
80 2,746 2,686 2,685 1,903 2,71 80,0

A concentragdo de gliadina em g / kg (ppb) é lida a partir da curva de calibragdo e
tem de ser multiplicada pelo fator de diluicdo recomendado de 500. Este resultado é entdo
multiplicado por 2, a fim de obter a concentracdo de gluten (gliadina geralmente representa
50% das proteinas presentes no glaten). Além disso, a formula obtida através da curva é

utilizada para calcular a concentracao de glaten no alimento.
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A primeira curva constituida com solucbes padrdes de gliadina nas concentragfes de

0, 5, 10, 20, 40 e 80ug/kg obedece a equacdo Y = 1,3353x, conforme pode ser observado no

gréfico 3.
curva padrao de gliadina
3,00 -
o 220 y=1,3353x
2 200
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e
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Gréfico 3: Curva Padrao de Gliadina 16/07/2012.

A segunda curva obedece a equacdo Y = 1,9799x — 1,0838, conforme pode ser

observado na gréfico 4.
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Gréfico 4: Curva Padréo de Gliadina 26/07/2012.
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A terceira curva obedece a equagdo Y = 1,5354x — 0,3511, conforme pode ser

observado na gréfico 5.
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Gréfico 5: Curva Padrao de Gliadina 01/08/2012.

A quarta curva obedece a equacdo Y = 1,6503x — 0,8557, conforme pode ser

observado na gréfico 6.
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Gréfico 6: Curva Padréao de Gliadina 04/09/2012.
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4.2.2 Resultado geral ELISA

Os resultados obtidos atraves da técnica ELISA R5 para as amostras rotuladas com as

inscri¢des “contém glaten” e “ndo contém gluten” podem ser visualizados no grafico 7.

Gréfico 7: Resultados obtidos através do ELISA para biscoitos isentos ou ndo de glaten.

15 1

M Positivo

6 - B Negativo

Amostras Amostras
"Ndo contém gluten” "Contém Gldaten"

4.2.3 Para biscoitos rotulados com a inscri¢do “nao contém gliten”

Pelo ELISA apenas uma amostra (6,67%) obteve resultado distinto a descricdo
presente no rétulo. Os resultados encontrados através da técnica ELISA R5 em biscoitos com

a especificacdo no rétulo de “nao contém gluten” estdao dispostos na tabela 5.



50

Tabela 5: Resultado do ELISA R5 para a presenca de gliten em 15 amostras de biscoitos comercializados no

municipio do Rio de Janeiro com a inscrigdo “ndo contém glaten”:

AMOSTRAS

ELISA

O 0O NO UL B WN B

e e el
U D WNERLRO

N3o contém gluten
N3o contém gluten
N3o contém gluten
N3o contém gluten
N3o contém gluten
N3o contém gluten
Contém gluten
N3do contém gluten
N3do contém gluten
N3do contém gluten
N3do contém gluten
N3do contém gluten
N3do contém gluten
N3do contém gluten
N3do contém gluten

4.2.4 Para biscoitos rotulados com a inscri¢ao “contém gluten”

Todos os biscoitos (100%) que possuiam a inscri¢ao “contém gluten” obtiveram

resultados positivo para a técnica ELISA. Tais resultados estdo dispostos na tabela 6.



o1

Tabela 6: Resultado do ELISA R5 para a presenca de gliten em 15 amostras de biscoitos comercializados no

municipio do Rio de Janeiro com a inscrigdo “contém gluten”.

AMOSTRAS

ELISA

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Contém gliten
Contém glaten
Contém gliten
Contém glaten
Contém gliten
Contém glaten
Contém gluten
Contém glaten
Contém gluten
Contém glaten
Contém glaten
Contém glaten
Contém gluten
Contém glaten
Contém glaten

4.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS PCR X ELISA R5

A comparacdo dos resultados encontrados com as duas técnicas estdo descritos na

Tabela 7. Ao avaliarmos os produtos tidos como ‘“contém glaten”, ambas as técnicas

apresentaram o mesmo resultado.

No entanto, para as amostras de biscoitos rotuladas como “ndo contém de gluten” os

resultados foram bastante divergentes: Através do ELISA apenas a amostra de numero 7

obteve uma concentracdo de gliadina superior a 20ppm, indicando que ela contém gluten. Ja

pela PCR todas as amostras amplificaram para o trigo e para a0 menos mais um cereal, fato

este que demonstra que o produto apesar de ser direcionado a populagdo celiaca estava

contaminado com esses cereais.



52

E importante ressaltar que a PCR n#o avaliou diretamente a presenca de gliten nesses
alimentos, mas sim a utilizacdo desses cereais na composicdo do produto através da presenca
ou ndo do DNA do cereal. Logo, esses cereais podem ter sido utilizados durante a fabricacédo
do alimento, mas pelo tipo de processamento utilizado a proteina do gluten pode ter sido
hidrolizada e no produto final j& ndo estava presente em quantidade detectavel para a técnica
de ELISA,; sendo entdo o produto considerado isento de gluten.

Verificou-se também, que o0s cereais que sdo 0s provaveis responsaveis pela amostra 7
ter sido considerada positiva para a presenca de gluten através da técnica ELISA foram trigo e
cevada. Uma vez que essa amostra obteve resultado positivo através da PCR para esses dois

cereais.
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Tabela 7: Comparacao dos resultados encontrados com as técnicas ELISA R5 e PCR em 15 amostras de

biscoitos com a inscri¢do “ndo contém gliten” e 15 amostras com a inscri¢do “contém gluten” comercializados

no municipio do Rio de Janeiro.

AMOSTRAS DESCRICAO ROTULO ELISA PCRTRIGO PCRCENTEIO PCR CEVADA PCR AVEIA
1 Ndo contém gliten Ndo contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
2 Ndo contém gliten Ndo contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
3 Ndo contém gliten Ndo contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
4 Ndo contém gliten Ndo contém gluten Positivo Negativo Positivo Positivo
5 Ndo contém gliten Ndo contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
6 Ndo contém glaten Ndo contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
7 Ndo contém glaten Contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
8 Ndo contém glaten Ndo contém gluten Positivo Positivo Negativo Negativo
9 Ndo contém gliten N3o contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
10 Ndo contém gluten N3o contém gluten Positivo Negativo Negativo Positivo
11 Ndo contém glaten N3do contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
12 Ndo contém gllten N3o contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
13 Ndo contém gluten N&o contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
14 Ndo contém gliten N&o contém gluten Positivo Negativo Positivo Positivo
15 Ndo contém gliten N&o contém gluten Positivo Negativo Positivo Negativo
16 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
17 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Positivo
18 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Positivo
19 Contém gluten Contém gluten Positivo Negativo Positivo Positivo
20 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
21 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
22 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Positivo
23 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
24 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Positivo
25 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
26 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Positivo
27 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Positivo
28 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
29 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Positivo
30 Contém gluten Contém gluten Positivo Positivo Positivo Negativo
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5. DISCUSSAO

Abreu e colaboradores (2006) avaliaram a presenca de gluten atraves da mesma
técnica utilizada no presente estudo (ELISA R5) e obtiveram resultados semelhantes. Em
amostras de creme de arroz, amido de milho, biscoito salgado, biscoito tipo chips, lasanha,
farinha de soja e macarrdo, concluiram que exceto o macarrdo, todos 0s outros produtos
alimenticios estavam isentos de gluten, conforme indicava a rotulagem. Ja as amostras que
apresentavam a adverténcia “contém gluten” foram todas positivas, estas compreendiam:
biscoito artesanal tipo sequilho, farinha de aveia, biscoito maisena e biscoito integral (de
aveia e mel), farinha de centeio e cevada torrada moida.

Silva (2010), ao analisar através da mesma metodologia alimentos que possuiam a
descrigd@o “contém gluten”, encontrou em apenas 16,7% dos produtos a presenca do gluten em
quantidades que permitem o alimento ser rotulado como “contém gluten”. Resultado diferente
ao encontrado no presente estudo, onde todas as amostras (100%) que continham glten
tiveram seu dado confirmado pela técnica ELISA.

Gelinas e colaboradores (2008) avaliaram através da técnica ELISA a contaminacao
por gluten em alimentos industrializados rotulados como “ndo contém gluten” e observaram a
taxa de contaminacdo de 9,1%, valor semelhante ao obtido no presente trabalho (6,67%).
Silva (2010) em seu estudo encontrou 13% dos alimentos proprios para a populacao celiaca,
com um teor de glaten superior a 20ppm, fato que indica a contaminacao destes produtos. Foi
entdo analisado um segundo lote destes mesmos produtos, e 60% deles continuaram
apresentando contaminacdo por glaten em alimentos onde sua presenca nao é aceitavel. Cabe
ressaltar, que a informacdo presente no rétulo € de extrema importancia para os portadores da
DC, uma vez que o tratamento é baseado na isencdo do gliten da dieta e o consumo
desavisado de um alimento que contenha essa proteina pode desencadear crises e retorno dos

sintomas.
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Bicudo (2010) avaliou a presenga de gluten por meio de ensaio imunoenzimatico
ELISA R5, nas diferentes fases do processamento de tortilhas doces e salgadas de farinha de
arroz, rotuladas como “ndo contém gliten”. Os resultados obtidos no imunoensaio revelaram
um teor de 7,07 mg.kg™ de glGten para a tortilha doce e 7,60 para tortilha salgada, fato este
que confirma a inscri¢ao “ndo contém gluten” presente na rotulagem, pois segundo o Codex
Alimentarius, o limite maximo de glaten em alimentos elaborados a partir de ingredientes que
ndo sdo fontes de gltten é de 20 ppm ou 20mg. kg™

Sdepanian e colaboradores (2001c), quando avaliaram a presenca de gluten através da
mesma técnica, em 108 amostras de alimentos preparadas por portadores de doenca celiaca
e/ou seus familiares e 92 amostras de produtos industrializados, concluiram que os alimentos
sem glaten foram preparados adequadamente pelos portadores de DC e/ou seus familiares e a
maioria dos produtos industrializados ndo continha gluten ou se encontrava dentro dos limites
permitidos pela Comissdo do Codex Alimentarius.

Outro estudo realizado por Capparelli e colaboradores (2004) que analisaram amostras
isentas de gluten - 30 tipos de macarrdo e 30 diferentes tipos de farinha — mostrou que, apenas
1 apresentou contaminagdo acima do permitido; as amostras que eram a base de arroz e milho
ndo apresentaram contaminacédo por glaten.

Segundo Dahinden e colaboradores (2001): “Nos produtos escolhidos ndo houve
nenhum caso de um produto livre de trigo contendo gliadina, fato que seria um indicativo de
que gliadina purificada ¢ usada como um aditivo alimentar.” Resultado divergente ao
encontrado no presente estudo, ja que a amostra 7 apresentou um teor de gliadina superior ao
permitido e esse era um produto rotulado como “ndo contém gluten”.

Em um outro estudo, Storsrud e colaboradores (2003), analisando amostras de farinha
de arroz e milho, produtos naturalmente isentos de gluten, detectaram indices de
contaminagdo em aproximadamente 41% dos alimentos investigados; valor este muito maior
que o encontrado nas outras pesquisas. Um dos grandes problemas nos produtos isentos de
gluten é a contaminacdo das matérias primas (GELINAS et. al, 2008 ; SDEPANIAN et. al,
2001c) e a contaminagdo cruzada que pode ocorrer em Vérias etapas do processo de produgédo
destes alimentos. A contaminagdo da matéria prima compromete a qualidade final dos

produtos produzidos com elas, como os biscoitos, muito utilizados pela populagéo celiaca.
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Felinto (2008) avaliou a presenca ou nao de gluten na composicdo de chocolates
através da técnica ELISA e comparou com as informagdes contidas nos rétulos desses
alimentos, a fim de promover mais seguranca aos portadores de DC e também ampliar as
opcdes de consumo. O estudo demonstrou que as amostras avaliadas ndo apresentavam
quantidades de gluten superiores ao permitido pela legislacdo (20ppm) e ao comparar 0S
dados obtidos com as informagdes presentes nos rétulos foi verificado que todas as marcas
analisadas apresentavam a informagao “contém gliaten”, mesmo nao contendo a proteina.

Esse é um fato tdo importante quanto a contaminacdo em produtos que deveriam ser
isentos de gluten. Isso porque, essa parcela da populacdo ja sofre com a escassez de produtos
proprios, o elevado valor de mercado desses alimentos e a propria restricdo alimentar gerada
pelo tratamento. Sendo assim, alimentos rotulados erroneamente também no que diz respeito
a inexisténcia de gluten, podem gerar problemas até mesmo psicoldgicos, uma vez que
restringe ainda mais as op¢Ges de consumo dos pacientes celiacos.

Olexova e colaboradores (2006) aperfeicoaram um método baseado em PCR para a
deteccdo de cereais que contém glaten, em farinhas e produtos de panificacdo. Para
demonstrar a aplicabilidade do método em produtos alimenticios, foram analisadas com
sucesso quatro amostras de farinhas e 13 marcas de biscoitos designados "sem gluten".
Desses, duas farinhas e uma marca de biscoitos foram positivos para cereais contendo gluten.

Sandberg e colaboradores (2003) criaram um método de PCR em tempo real para
deteccdo especifica de trigo, centeio, cevada e aveia. Tal método foi aplicado a todos 0s
cereais puros e aos produtos alimenticios derivados deles. Os resultados dos métodos de PCR
em tempo real foram comparados com os resultados obtidos com o ensaio imunoenzimatico
estabelecido. Uma boa correlacdo entre os métodos foi alcancada, como também foi relatada
por Dahinden e colaboradores (2000) que avaliou 35 alimentos para bebés através da mesma
técnica de Real Time PCR. O mesmo ocorreu no presente estudo, para biscoitos que
continham a informacao ‘“contém glaten”, houve 100% de concordancia entre as técnicas

ELISA R5 e PCR.
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O trabalho de Dahinden e colaboradores (2001) avaliou a presenga de gluten através
do ELISA e comparou os resultados com os obtidos através de uma PCR quantitativa
competitiva para 0s cereais: trigo, cevada e centeio. Em relacdo aos resultados observados
com os dois métodos, pode- se presumir que uma boa correlagédo foi obtida. Das 15 amostras,
11 apresentaram os mesmos resultados no sistema de PCR quantitativo competitivo como
com o ELISA. Os autores sugerem que o sistema de PCR quantitativo competitivo pode ser
utilizado como uma confirmacéo para a analise de amostras de alimentos caracterizadas por
ELISA.

Hernandéz e colaboradores (2005) criaram um PCR em tempo real para deteccdo
quantitativa de alguns cereais dentre eles, cevada e trigo. PCRs em tempo real especificas de
cevada e trigo totalmente acordados com os ingredientes indicados na etiqueta dos nove
produtos alimentares foram testados. O DNA de trigo foi detectado no germe de trigo, cereais
matinais, no farelo de trigo integral, bisnagas de péo, biscoitos, pao e pdo integral. J4 0 DNA
de cevada foi detectado em bolos multicereais. Os resultados da cevada e trigo tém particular
importancia devido ao seu teor de gluten, o que ndo € tolerado pelos pacientes celiacos
(OGASAWARA et. al, 1999).

No estudo de Koppel e colaboradores (1998) 38 amostras de aveia foram investigadas
por PCR e ELISA para a contaminacdo por trigo. Foram 30 amostras de aveia em flocos ou
gréos e 8 produtos de aveia industrialmente processadas. A deteccdo de gliadina por ELISA
mostrou que uma amostra chegou a 38 mg de gliadina, resultado maior que o preconizado
pelo Comissdo do Codex Alimentarius e pela Unido Européia. Experimentos mostraram que
em amostras enriquecidas o sistema de PCR é de cerca de 10 vezes mais sensivel do que o
sistema ELISA, desde que o DNA isolado seja totalmente amplificavel. Assim, o DNA do
trigo poderia ser detectado através de PCR nas 10 amostras que obtiveram teores de gliadina
abaixo do limite de deteccdo do sistema de ELISA utilizado. Apenas duas das oito amostras
de produtos de aveia industrialmente processadas continham DNA amplificavel, as outras seis
amostras ndo tinham DNA detectavel. Uma amostra foi PCR positivo para trigo. No entanto,

essas mesmas oito amostras continham quantidades detectaveis de gliadina no ELISA.
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Hernando e colaboradores (2003) investigaram o grau de contaminacdo com trigo,
cevada, centeio, ou uma mistura destes cereais em um grande numero de grdos e produtos
comerciais de aveias; além de identificarem o tipo de cereal contaminante. Os métodos
ELISA R5 e PCR quantitativo em tempo real foram utilizados para analisar um total de 134
amostras de aveia, compreendendo gréos e produtos de aveia comerciais coletados na Europa,
Estados Unidos e Canada. A maior parte, 109 amostras, foi principalmente contaminada com
misturas de trigo, cevada e centeio, sendo a cevada o contaminante predominante. Resultado
este similar ao encontrado no presente estudo, uma vez que das 30 amostras analisadas por
PCR para a presenca dos quatro cereais: trigo, centeio, cevada e aveia, 28 apresentaram a
presenca de cevada em sua composicao.

Ainda de acordo com o trabalho de Hernando e colaboradores (2003), as porcentagens
desses cereais nas amostras foram calculados através de sistemas PCR quantitativos em tempo
real especificos para trigo, centeio e cevada. Os dados confirmaram que produtos de aveia
contaminados, com base na mesma variedade, podem ter diferentes niveis de contaminacgéo
por trigo, cevada e centeio.

Visto isso, percebe-se que as implicacBes nutricionais de uma dieta isenta de gluten,
acrescidas de baixa oferta de produtos especificos no mercado brasileiro e o panorama da
legislacdo atual, trazem para discussdo a necessidade de regulamentacédo de: uma metodologia
adequada para deteccdo do gluten (ELISA R5) nos setores industriais, valores limite para o
conteddo de gluten nos alimentos isentos de glaten, rotulagem especifica de modo a facilitar a
populacdo celiaca, bem como a definicdo de uma politica de fiscalizacdo ao final da producéo
dos alimentos isentos de glaten (SILVA, 2010).

E necesséria também a implementacio de um sistema de vigilancia que investigue as
possiveis fontes de contaminacdo dentro do processo de producdo. E da mesma forma
necessario o incentivo da producdo nacional de alimentos livres de gliten, aumentando sua
diversidade e qualidade. A legislacdo vigente deveria incorporar as diretrizes internacionais
de deteccdo do glaten e definir assim, com clareza, os alimentos que podem utilizar a

inscrigdo “livre de gliten” e “naturalmente livre de gluten”.
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6. CONCLUSAO

A técnica de ELISA R5 demonstrou ser extremamente adequada para a detec¢édo de
gluten neste tipo de alimento.

A extracdo do DNA tanto dos controles positivos quanto das amostras através do
método CTAB mostrou-se eficaz.

Os primers estabelecidos por Sandberg e colaboradores se mostraram bem delineados
e a técnica de PCR se mostrou efetiva e de facil implementacao.

De acordo com os resultados do ELISA e da PCR nota-se que para os produtos
rotulados com a inscrigdo “contém gluten”, as técnicas apresentaram 100% de concordancia.
No entanto, para as amostras de biscoitos rotuladas como “ndo contém gluten” os resultados
foram bastante divergentes: Através do ELISA apenas uma amostra obteve uma concentracdo
de gliadina superior a 20ppm. Ja pela PCR todas as amostras amplificaram para o trigo e para
ao menos mais um cereal.

Sendo assim o estudo verificou que persiste a contaminacao por gliten em alimentos
destinados especificamente a populacdo celiaca. Demonstrou ainda que a presenca de gluten,
principalmente em alimentos rotulados como isentos de gluten, pode ser avaliada através da
técnica ELISA R5 e aponta ainda para a importancia da utilizacdo de técnicas de confirmacéo,
como a PCR, para confirmar a contaminacdo e identificar quais foram o0s cereais

contaminantes.
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ANEXO A — SOLUCOES CTAB

- Tampédo CTAB (20g CTAB/L, 1,4 M NacCl, 0,1 M Tris HCL, 20mM EDTA)

Brometo de Cetiltrimetilamonio (CTAB)---------------=-=-m-mmm e 2.0g
Tris (hidroximetil) aminometano/ HCI 1M pH 8,0-----------=--=-==-=-o--- 10mL
NaCl 3M pH 8.0-------==m o m oo 46.6ml
Acido etilenodiamino tetra- acético 0.5M--------===nn-mmmmmemmmmmeeemmeeee 4.0ml
Agua purificada gsp-------=============mmmmm e 100ml

- Solucédo de Tris/HCI 1M

Tris (hidroximetil) aminometano-------------========-mmommmomoome oo oo 121.14g
Agua purificada gsp--=-===-=======s=s=mmeme e eeeeee 1000ml

Adicionar 600ml de agua purificada, dissolver com agitacéo, ajuatar o pH a 8.0 com &cido
cloridrico e completar o volume até 1000ml.

- Tampao de preciptacdo com CTAB (5g CTAB/L; 0.04M NacCl)

Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB)-----------=-=-=---m-mmemm o e 0.59
NACl 3M PH 8.0---==mmmmmmmm oo oo 1.33ml
Agua purificada Sp----=-=========mm=mm e 100ml

- Solugéo de NaCl 1.2M

Cloreto de s6diQ----==-=----===-==m=mmmmmmmmmoooee e 70.13g
Agua purificada gSsp-----=-=========mmm e e 1000ml

Adicionar 800ml de agua purificada, dissolver o sal e completar o volume até 1000ml.

- Solucéo de NaCl 3M

Cloreto de s6diQ----------=========mnznnmmmmmaee s mmmeeeees 175.329
Agua purificada gsp-----==-=========mm e 1000ml

Adicionar 800ml de agua purificada, dissolver o sal e completar o volume até 1000ml.



- Solucédo de EDTA 0.5M

Acido etilenodiamino tetra- acético (PM 292.2) e 186.1g
Agua purificada gsp--=-===-=======s=s=smeme oo 1000ml

Adicionar 800ml de agua purificada, dissolver com agitacéo, ajustar o pH a 8,0 com
hidroxido de sodio e completar o volume até 1000ml.

- Tampdo TBE 5X

Tris (hidroximetil) aminometan0----------====-======smmmmmmmrommmoo oo 54.0g
ACIAO DOFTCO--mmmmmmmm oo 27.59
Acido etilenodiamino tetra- acético 0.5M pH8.0--------------===--oomonmoee 20ml
Agua purificada gsp---------==-========mm 1000ml

Ajustar o pH 8.0 com &cido cloridrico.

- Tampdo TBE 1X (100Mm Tris HCI, 90mM acido boérico, ImM EDTA)

Tampao TBE 5X--nnnn-mmmmmmmmmmmmmoo oo --- 200ml
Agua purificada gsp--=-===-=======s=s=mmeme e eeeeee 1000ml

- Solucdo de Brometo de etidio(5mg/ml)

Brometo de etidio---------=======mmmmmmmmooo oo 0.005g
Agua purificada gSp--------========mm e e iml




ANEXO B - FOTOS GEIS PCR

- Géis Trigo

Figura 9: Gel PCR Trigo amostras 1-12 Figura 10: Gel PCR Trigo amostras 13-24

Figura 11: Gel PCR Trigo amostras 16-20 Figura 12: Gel PCR Trigo amostras 21-25




Figura 13: Gel PCR Trigo amostras 26-30

- Géis Centeio

Figura 14: Gel PCR Centeio amostras 1-5

Figura 15: Gel PCR Centeio amostras 6-10
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2.3- Géis Cevada

Figura 20: Gel PCR Cevada amostras 1-5 Figura 21: Gel PCR Cevada amostras 6-10

Figura 22: Gel PCR Cevada amostras 11-15 Figura 23: Gel PCR Cevada amostras 16-20
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Figura 24: Gel PCR Cevada amostras 21-25 Figura 25: Gel PCR Cevada amostras 26-30

2.3- Géis Aveia

Figura 26: Gel PCR Aveia amostras 1-5 Figura 27: Gel PCR Aveia amostras 6-10
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Figura 28: Gel PCR Aveia amostras 11-15 Figura 29: Gel PCR Aveia amostras 16-20

Figura 30: Gel PCR Aveia amostras 21-25 Figura 31: Gel PCR Aveia amostras 26-30




