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RESUMO

A doenca celiaca (DC) é uma doenca autoimune causada pela intolerancia permanente ao gldten
e provoca lesbes na mucosa do intestino delgado, que reduzem a absorcdo dos nutrientes
essenciais para o bom funcionamento do organismo. O Unico tratamento da doenca celiaca é a
retirada total do gluten da dieta dos pacientes. A legislacdo brasileira determina que os produtos
alimenticios industrializados devem apresentar a adverténcia da presencga ou auséncia de gluten
na rotulagem. Amostras de pées, produzidos pelas proprias panificadoras, e vendidos como
“sem gluten” foram analisados para determinar a presenga de gluten por meio de ensaio
imunoenzimatico, ELISA. O limite de deteccdo foi de 5 ppm (mg/kg). O gluten foi detectado
em 40% das amostras declaradas isentas de gluten. Estes dados demonstram a falta de seguranca
para um celiaco se alimentar fora de casa, e que € necessario efetuar a implementacao de agdes
corretivas por parte da Vigilancia Sanitaria para que os portadores da DC tenham acesso a
alimentacdo segura, variada e, principalmente, que possam confiar nos produtos de
panificadoras.

Palavras-chave: Doenga celiaca. Contaminacdo cruzada. ELISA.

ABSTRACT

Celiac disease (CD) is an autoimmune disease caused by permanent gluten intolerance and
causes damage to the small intestine mucosa, which reduces the absorption of essential nutrients
for the proper functioning of the body. The only treatment for celiac disease is the total
withdrawal of gluten from patients diets. Brazilian law sets that industrialized food products
must contain a warning about the presence or absence of gluten in the label. Bread samples
produced by the bakers themselves and sold as “gluten free” were analyzed for gluten by
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA. The limit of detection was 5 ppm (mg / kg).
Gluten was detected in 40% of samples stated as gluten free. These data demonstrate the lack
of security for a celiac to eat out, and that it is necessary to implement corrective actions by the
Health Surveillance so that the carriers of CD have access to safe, varied and, especially, that
they can trust bakery products.
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A doenca celiaca € uma intolerancia alimentar, enfermidade do sistema imunoldgico
que inviabiliza o metabolismo do gluten. As fracdes proteicas do gluten tdxicas ao paciente
com doenga celiaca sdo diferentes em cada um dos cereais: gliadina no trigo, hordeina na
cevada, secalina no centeio. Caso o celiaco ingira esses alimentos, ele sofrera consequéncias
gastrintestinais e nutricionais, podendo ocorrer perda de peso e apresentar sintomas
associados a deficiéncia de vitaminas e minerais (ALMEIDA, 2011).

A quantidade de gluten tolerdvel varia entre as pessoas com doenca celiaca. O
tratamento para a doenca celiaca consiste em uma dieta isenta de gluten, que tem sido
comprovada para aliviar os sintomas na maioria dos casos e efetivamente prevenir
complicacdes potenciais (RASHTAK; MURRAY, 2012).

No Brasil foi promulgada a Lei 10.674, de 16 de maio de 2003, a qual determina que
todos alimentos industrializados deverdo conter em seu rétulo e bula, obrigatoriamente, as
inscricdes "contém Glaten" ou "ndo contém Gluten" (BRASIL, 2003).

Em nosso pais, a presenca de glaiten nos alimentos é baseada apenas na informacéo dos
fabricantes. Ndo ha exigéncia de comprovacéo do teor de gluten nos alimentos.

O numero de produtos oferecidos a populacdo celiaca ainda € pouco, principalmente
fora dos grandes centros urbanos, e as op¢oes ofertadas costumam ter um valor bem elevado, o
que atrapalha ainda mais a adesdo da dieta. Além disso, uma rotulagem incorreta, e possiveis
contaminacgdes por gluten durante o processo de fabricacdo, manuseio e armazenagem dos
alimentos, dificultam ainda mais a isencgéo total da dieta.

O presente estudo, tem por objetivo a necessidade de avaliar, do ponto de vista
laboratorial, o teor de gluten de alimentos comercializados como “sem glitem”. Visando
proporcionar aos pacientes celiacos uma maior seguranca em relacdo aos alimentos que

consomem.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a confiabilidade dos pées industrializados no municipio de Arapongas, em

relacdo a rotulagem para gluten através da quantificacdo do teor de glaten, utilizando técnica
de ELISA.
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2.2 Objetivos Especificos

e Analisar quantitativamente, através do teste imunoenzimatico (Elisa), os pées
produzidos em panificadoras de Arapongas/PR, comercializados como ‘“sem
Gluten”.

e Verificar rotulagem, de acordo com a legislacdo RCD 26/2015.

e Auvaliar a confiabilidade das informagdes fornecidas por funcionérios das

panificadoras.
3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Histdria e origem do péo

A origem do pdo, por mais que se pesquise, permanece questionavel. Acredita-se que
0s povos pré-histéricos comecaram a produzi-lo a aproximadamente, 10.000 anos atras. Na
antiga Mesopotamia, as pessoas utilizavam pedras para moer os grdos de cereais; misturando
com agua, obtinham uma massa que, era cozida sobre o fogo.

De acordo com Braga (2006), no Oriente Médio, 12 mil anos antes da Era Cristd, foram
encontrados vestigios de cultivos de espécies de trigo e cevada. Ja no sexto milénio antes da
nossa era, o trigo passa a ser testemunho de uma agricultura intensiva. E trés mil anos mais
tarde, os egipcios descobrem o uso do fermento.

A mistura de agua e farinha era deixada ao sol até que se formassem bolhas e entdo
assada entre pedras aquecidas. Eles utilizavam esta técnica em 2600 a.C. Os gregos chamavam
o egipcios de “arthophagoi” que significa comedores de pdo. Os egipcios criaram também

o primeiro forno, e comecaram a utilizar diversos tipos de cereais para fazer farinhas e paes.
3.2 Pao sem glaten

O péo e um produto alimenticio presente na dieta de grande parte da populagéo tendo
bastante aceitabilidade. O desenvolvimento de produtos, como o pdo, isentos de gluten,
destinados aos celiacos, representa um desafio para a inddstria de panificacdo, devido a
dificuldade de reproduzir as caracteristicas dos produtos com trigo, tanto em termos

tecnoldgicos, como sensoriais e nutricionais (FIGUEIRA et al., 2011).
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O glaten com sua particular elasticidade tem-se mostrado como um grande desafio aos
pesquisadores no desenvolvimento de produtos sem glaten. Englobando barreiras tecnolégicas
ndo exclusivas ao campo das matérias-primas, mas também no processamento e na vida Util.
As expectativas dos consumidores para pdo sem glaten sdo muito influenciadas pelos atributos
dos pées tradicionais, fazendo com que os pesquisadores e os fabricantes procurem tipos de
farinhas alternativas para a farinha de trigo. No entanto, € dificil obter a qualidade desejada sem
usar algum aditivo, tal como gomas, emulsificantes, ingredientes lacteos, ou fibra alimentar que
tem a capacidade de imitar as propriedades viscoelasticas do glaten (DEMIRKESEN; SUMNU;
SAHIN, 2013).

Figura 1 - Representacdo de como o gliten se apresenta no endosperma do trigo
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Fonte: Fasano (2009)

3.3 Intolerancias e Alergias Alimentares

A palavra alergia é proveniente do grego allan (outro) e ergon (trabalho).
(FERNANDES, 2005). As reacdes alérgicas envolvem mecanismos imunoldgicos que podem
ou néo ser mediados pela IgE (Imunoglobulina E), que normalmente se encontra associada a
alergias alimentares e reacGes de hipersensibilidade, tendo como caracteristica a rapida
liberacdo de mediadores como a histamina (CONSTANT, 2008; PORTERO; RODRIGUES,
2001). Ja o termo intolerancia alimentar refere-se a qualquer resposta anormal a um alimento
ou aditivo, sem envolvimento de mecanismos imunes (LUIZ; SPERIDIAO; FAGUNDES
NETO, 2007). A principal diferenga entre intolerancia e alergia alimentar é o tipo de resposta
gue o organismo apresenta quando em contato com o alimento. Na alergia, 0 organismo reage
como se o alimento fosse um agente agressor, ja na intolerancia o alimento nao é digerido
corretamente (ZANIN, 2016).
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O trigo € o segundo alergénico com maior prevaléncia em termos de reacOes adversas
(NWARU et al., 2014) e também é um dos alimentos mais implicados nas alergias alimentares
em criancas em Portugal (COSTA, 2016). A fracdo proteica do trigo e de outros cereais como
0 centeio e a cevada € designada de gluten. Estes cereais tém um papel bastante importante na
alimentacdo mediterranea, sendo frequentemente e amplamente utilizados através de diversas
formas (p&o, bolos, pastas). No entanto, o gldten presente nestes pode ser prejudicial para
individuos suscetiveis. De fato, o glaten esta associado a Alergia ao Trigo e também a duas

outras patologias distintas, a Doenca Celiaca e a Sensibilidade ao Gluten Nao Celiaca.
3.4 Doenca Celiaca

O diagnostico sorologico da doencga celiaca é baseado na deteccdo de autoanticorpos
sendo o antiendomisio e a antitransglutaminase tecidual os parametros mais comumente
utilizados. (LEFFLER; SCHUPPAN, 2010) Os testes que realizam a deteccdo de IgA especifica
apresentam sensibilidade e especificidade superiores quando comparados aos testes que fazem
uso de IgG e IgM. Dessa forma, o teste de IgA especifica antitransglutaminase tecidual tem se
tornado a principal escolha para diagnéstico da doenca celiaca, sendo o ponto de corte utilizado
de 7 a 10 UA. (CONCEICAO-MACHADO et al., 2015)

E uma doenca autoimune que afeta o intestino delgado e é desencadeada pela ingestéo
de glaten em individuos geneticamente suscetiveis (MOSCOSO; QUERA, 2016; ELLI et al.,
2017). Os sintomas sdo variados e podem se apresentar de forma diferente, podendo ocorrer de
forma assintomatica, o que faz com que esta patologia seja subdiagnosticada.

Figura 2 - Mucosa Intestinal

normal mucosa atrophy of villi

Fonte: Sociedade Brasileira de Autoimunidade (2017)
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A prevaléncia da Doenca Celiaca na popula¢do mundial é de cerca de 1%, e no Brasil
a doenca celiaca afeta 2 milhdes de pessoas, porém a maioria dessas pessoas ainda esta sem
diagnostico (ELLI et al., 2017; ACELBRA, 2017).

O unico tratamento efetivo para a Doenca Celiaca é uma dieta livre de gluten que leva a
resolucdo da sintomatologia e alteragcdes histoldgicas proprias na maioria dos casos. Para que
seja eficaz a dieta deve ser rigorosa, permanente e mantida durante toda a vida. Esta dieta exclui
0 consumo de gluten do trigo, centeio e cevada. A inexisténcia de tratamento adequado leva ao

desenvolvimento de processos autoimunes e cancro (ARANDA; ARAYA, 2016).
3.5 Contaminacéo Cruzada

Quando falamos em contaminacdo cruzada por gluten, muitas pessoas ficam sem
entender o que é isso. Muitos produtos alimenticios ndo contém gliten em sua composicao, mas
devido a uma série de fatores, acabam tendo tracos de gliten. E o que chamamos de
contaminacdo cruzada. A contaminacdo cruzada € uma transferéncia de tracos ou particulas de
gluten de um alimento para outro alimento, diretamente ou indiretamente. Podendo ocorrer na
area de manipulacdo de alimentos, ou ainda durante o plantio, colheita, armazenamento,
beneficiamento, industrializagdo e no transporte e comercializagdo desse produto. (BENATI,
2016).

Outro problema ao qual os portadores de DC podem estar sujeitos é a presenca de
glaten nos alimentos como consequéncia de contaminacgdo por esta proteina no ambiente, por
utensilios ndo higienizados corretamente e até mesmo pelos manipuladores (ARAUJO et al.,
2010).

3.6 Rotulagem e legislacao

O Cadigo de Protecdo e Defesa do Consumidor Brasileiro, sancionado através da Lei
n° 8.078 em 11 de setembro de 1990, em seu Artigo 6°, prevé que o consumidor tem direito a
informacdo clara e adequada sobre os produtos adquiridos e também, a protecdo contra
publicidade enganosa e abusiva. Em alimentos, os rotulos séo instrumentos para a transmissao
de informagdes aos consumidores e para tal, precisam estar em acordo com as legislagoes
relacionadas vigentes (BRASIL, 1990).
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A rotulagem nutricional tem a funcdo de transmitir informacdes importantes sobre 0s
alimentos para os consumidores (CAVADA et al., 2012).

Informacdes sobre a presenca dos constituintes alergénicos nos alimentos € de grande
importancia para preservar a satde de individuos que possuem alergias alimentares. Observa-
se a necessidade da transparéncia e do dever de informacdo do fornecedor, tendo em vista que
a rotulagem € o principal meio de ligacéo entre o fornecedor e 0 consumidor sobre a presenca,
ou ndo, de alergénicos (ANVISA, 2015).

No Brasil, a RDC 40 de 8 de fevereiro de 2002 tornou obrigatdrio constar no rétulo a
adverténcia “contém gluten” para os alimentos que contenham trigo, cevada, centeio, aveia ou

malte e derivados (BRASIL, 2002).
4 METODOLOGIA

As amostras dos pdes foram obtidas no periodo de marco a julho de 2019, em
panificadoras do municipio de Arapongas, da maneira como estavam expostas para a
comercializacdo, individualizadas, em embalagens préprias. Imediatamente apds a aquisicéo,
as amostras foram transportadas em sacos plasticos, a uma temperatura em torno de 25°C para
o laboratério de uma empresa da regido, onde ficaram armazenadas em local apropriado até o
momento da analise.

No presente estudo foi utilizado 0 método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay). O método de ELISA consiste em uma reacao antigeno-anticorpo detectavel por meio de
reacOes enzimaticas. Os micropogos sdo revestidos com anticorpos especificos contra gliadina.
Nos micropocos sao adicionados os padrdes e as amostras, onde a gliadina presente se ligara
aos anticorpos especificos. Os compostos ndo ligados aos anticorpos, sdo entdo removidos na
etapa de lavagem. Em seguida, o anticorpo conjugado com peroxidase € adicionado. Algumas
enzimas conjugadas néo ligadas sdo removidas na etapa de lavagem. A enzima conjugada ligada
converte o cromdgeno incolor em um produto azul. A adicdo da solugéo Stop conduz a mudanca
de cor de azul para amarelo. A leitura é efetuada no espectrofémetro de 450nm. A absorbancia

é proporcional a concentracao de gliadina na amostra.
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Figura 4 - Fluxograma dos procedimentos
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Fonte: Gaiguer e Toledo (2019).

Para a realizacdo da extracdo, pesou-se 0,25g de cada amostra, e foram colocadas em
tubo plastico, adicionou-se 2,5ml de cocktail e agitou manualmente. Em seguida os tubos foram
levados ao banho-maria, a 50°C por 40 minutos. Apds a incubag&o, foram resfriados em banho
de gelo, para atingir a temperatura ambiente. No passo seguinte, foi adicionado 7,5ml de
solucdo de etanol 80%, e levados a mesa agitadora, a 240 rpm por 60 minutos, e apds isso 0s
tubos foram centrifugados a 3500 rpm por 10 minutos.

Para a diluigdo , passou-se 80 pl da amostra extraida para um becker, e adicionou-se
920 pl de diluente.

Com as amostras diluidas, adicionou-se 100 pl de amostra padrao em cada micropogo,
e na sequéncia 100 ul das amostras diluidas nos micropogos subsequentes, e foram incubados
por 30 minutos em temperatura ambiente, com 0s pocinhos cobertos, para proteger de
contaminagdo ambiente. Apos essa incubacdo, o liquido dos pogos foram descartados, batendo-
0s vigorosamente por 3x sobre papel absorvente, para garantir a completa remocao do liquido.
Entdo foram preenchidos com 250 ul de solugdo tampao de lavagem, despejou-se esse liquido
e repetiu esse processo por mais 2x.

Adicionou-se entao 100 ul de enzina conjugada diluida em cada pogo, e ficou por mais

30 minutos incubando em temperatura ambiente. Na sequencia, despejou novamente o liquido
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do poco, batendo vigorosamente para garantir completa remocéo. Preencheu-se novamente com
250 pl de solugao tampao de lavagem, despejou o liquido e repetiu o processo mais 2X.

Entao foi adicionado 50 ul de substrato e 50 pl de cromégeno, misturando com
delicadeza, agitando manualmente, incubou por 30 minutos em temperatura ambiente e sob
abrigo de luz. E por fim, adicionou em cada pogo 100 pl de solugdo Stop misturando
delicadamente, e efetuou a leitura de absorbancia em 450nm, no tempo maximo de 30 minutos.

A quantificacdo foi feita através da leitura de absorbancia em leitora Elisa, com o limite
de quantificacdo de gliadina de 5ppm. Todas as amostras foram realizadas juntamente com
uma amostra referéncia, com o objetivo de mostrar resultado confiavel. Caso haja algum desvio
no resultado da amostra referéncia, significa que ocorreu algum erro durante a anéalise, e 0s
resultados ndo sdo confiaveis, devendo refazer as analises.

Foram incluidas apenas as amostras produzidas pelos proprios estabelecimentos, e
vendidas como “sem Glaten”.

Foram excluidas as amostras com embalagens violadas.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 5 amostras analisadas, 2 apresentaram contaminacgéo cruzada, representando 40%
das amostras, sendo a amostra C, a que apresentou maior quantidade de gluten em sua
composicdo, conforme tabela 1. Diante disso, podemos dizer que as amostras analisadas nao
estavam em conformidade com a RDC 26/20015, onde os produtos vendidos como ‘“‘sem
gluten”, devem apresentar em seus testes laboratoriais resultados de "tragos indetectaveis".
Antes de 2015, até mesmo a ANVISA seguia a recomendacdo do CODEX ALIMENTARIUS,
que considerava seguro, o valor de até 20pp de glaten, mas como essa tolerancia é muito
variavel em cada individuo, a partir de 2015, se houver tragos, ou chance de contaminacgao

cruzada, j& deve constar no rotulo a inscri¢do “contém gluten.”

Tabela 1 - VValores Glaten Obtidos.

Amostras Gluten
(Ppm)
Amostra referéncia 78,78
Pao amostra A 5,97
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P&o amostra B <5,00
P&o amostra C 58,33
P&o amostra D <5,00
P&o amostra E <5,00

Fonte: Gaiguer e Toledo (2019)

Gelina et al. (2008), avaliaram a contaminacdo por gluten, em alimentos rotulados
como “livre de gliten”, e observaram uma taxa de contaminac¢do de 9,1%, um resultado bem
menor comparado a esse estudo atual.

Storsrud et al. (2003), Analisando amostras & base de farinha de arroz e milho,
detectaram indices de contaminagdo acima de 20ppm em aproximadamente 41% dos alimentos
investigados. E de acordo com Valdés et al. (2003), em estudo conduzido na Europa, sugeriram
que mais de 30% dos alimentos com cereais “livres de gluten” estavam contaminados. Ainda
assim ficando abaixo do resultado encontrado nas amostras do presente estudo, o que j& era
esperado, por se tratar de produtos de fabricacdo prépria das panificadoras, locais onde sdo
fabricados e manipulados produtos com gluten.

Segundo Germano et al. (2009), esse achado é alarmante considerando que as
panificadoras sdo estabelecimentos bastante frequentados pela populagéo geral por questdes de
praticidade, localizacdo, horario de funcionamento e a disponibilidade de alimentos
supostamente isentos de gluten poderia justificar sua procura por portadores de DC.

E interessante observar que a amostra C apresentou teor de gliten muito alto ou até
proximo ao encontrado para pao francés, que foi a amostra referéncia nesse estudo (78,78 ppm).

O péo francés é o alimento mais comum nas panificadoras, produzido a partir da
farinha de trigo. Isso mostra que a amostra C pode nao ter sido apenas contaminada, mas sim
preparada também com farinha de trigo, apesar da informacéo dada pela atendente, do produto
se tratar de um péo produzido 100% com farinha de améndoa.

De acordo com a resolucdo 360/03 da ANVISA, se os produtos forem fabricados no
estabelecimento que os vende e pré-embalados na auséncia do consumidor, devem apresentar
informacdo nutricional. No entanto, se os produtos forem fabricados no estabelecimento que os
vende e oferecidos ao consumidor sem embalagem, ou com embalagem simples apenas para

protecdo, ndo precisam apresentar informagéo nutricional.
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Cabe destacar que em nenhum desses alimentos havia alegagdo de isencdo de gluten
no rotulo e nem presenca de lista de ingredientes. Contudo, em todos 0s casos, 0 funcionario
do estabelecimento informou que o produto ndo continha farinha de trigo e/ou nenhum outro
cereal com glaten. Esse fato constitui um problema grave, ja que ndo ha4 como o portador de
DC verificar a producdo do alimento e inspecionar os ingredientes utilizados. Dessa forma, o
consumidor celiaco tende a acreditar na informacéo fornecida pelo funcionario.

Esses resultados indicam que o consumidor celiaco ndo deve confiar nas informacGes
fornecidas por funcionérios de panificadoras. O fato de o funcionario referir a auséncia de
glaten no produto, que deveria garantir alguma seguranca para o portador de DC, se mostrou
nesse estudo um fator de risco. No estudo de Olsson et al. (2009), adolescentes celiacos
relataram que ocasionalmente funcionarios de restaurantes informam erroneamente que alguma

preparacdo nao contém glaten, como o observado no presente trabalho.

Tabela 2 - Custos das amostras

Amostras Custo R$(unidade)
127
Amostra referéncia 0,70
Amostra A 19,00
Amostra B 9,00
Amostra C 30,00
Amostra D 11,00
Amostra E 20,00

Fonte: Gaiguer e Toledo (2019).

Quando comparamos ainda os valores de cada pdo utilizado na analise desse estudo
(tabela 2), vemos o tamanho da diferenca de preco que existe entre eles, enquanto um péo
francés custa R$ 0,70, o pdo da amostra C, que coincidentemente foi 0 mais contaminado,
custou R$ 30,00, uma diferenca de mais de 4000%.

Diferentemente do que grande parte da populacgao acredita, dietas restritivas, como as
isentas de gluten, sdo veiculadas em revistas ndo cientificas e de facil acesso possuem varias
inadequacdes nutricionais e tendem a ser bem mais caras e, frequentemente, inadequadas do
ponto de vista nutricional em comparacdo a uma alimentacdo convencional. (FARIA et al.,
2014; FIATES et al., 2014).
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O resultado obtido nesse estudo mostra que 40% das amostras, apresentaram valores
acima do tolerado pela RDC 26/2015, que € <5ppm de gluten. Tais resultados demonstram o
qudo dificil é seguir uma dieta totalmente livre de gluten, o que € ideal para o tratamento da

DC, estando assim, sempre em risco de contaminacdo, podendo gerar agravos a saude.
6 CONCLUSAO

Ap0s andlises quantitativas dos paes, pelo método Elisa, foi detectado em alguns
produtos, contaminag&o cruzada por glaten.

Visto que os produtos eram de fabricacdo artesanal, pelas proprias padarias, nao
apresentavam rétulos com informacdes claras, apenas data de fabricacdo e validade. Dessa
forma, as informacdes mais detalhadas foram dadas por parte dos funcionarios dos
estabelecimentos, o que mostrou ndo ser confiavel.

Muitos dos erros ou faltas de informacao deve-se a auséncia de um nutricionista no
estabelecimento, o qual seria o Unico responsavel habilitado para elaborar um rotulo fidedigno
com as informac@es necessarias.

Sugere-se que outras pesquisas sejam realizadas, para garantir cada vez mais seguranga
aos consumidores portadores da doenca celiaca.

Desta forma, concluiu-se que, se deve aumentar a fiscalizacao nestes estabelecimentos,
com a exigéncia de um Responsavel Técnico presente e atuante, fazendo com que todas as
informacdes de direito do consumidor sejam apresentadas, a fim do consumo ser seguro, sem

causar danos a saude destes.
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