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RESUMO

HELLWIG, Pamela dos Santos. Determinacdo de gluten em produtos de
panificagdo por teste Elisa e por Imunocromatografia. 2020. 69 f. Dissertagéo
(Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em NutricAo e Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A doenca celiaca (DC) é caracterizada por uma desordem sistémica autoimune,
desencadeada através da ingestdo de gluten em alimentos ou absor¢&o por vias
aéreas. E caracterizada pela inflamac&o crénica da mucosa do intestino delgado
ocasionando uma atrofia das vilosidades intestinais, inadequada absorgéo
intestinal e outras manifestacdes clinicas ou assintomaticas. O gluten € um
conjunto de proteinas que esté presente nos cereais como trigo, centeio, cevada
e malte. A constituicdo do glaten ocorre pela juncdo das proteinas gliadina e
glutenina, a gliadina € responsavel pela extensibilidade do glaten ficando
dispersa entre a glutenina desenvolvendo um filme elastico forte que envolve os
granulos de amido. A ocorréncia da DC se d& em individuos com predisposi¢ao
genética a doenca, sendo observada principalmente na infancia, mas pode surgir
em qualquer fase da vida. O Unico tratamento para a DC é baseado na total
exclusdo de alimentos com glaten da dieta. O sucesso da dietoterapia dos
portadores de DC esta relacionado com a adaptacao do individuo a dieta, com a
confiabilidade dos roétulos dos alimentos e com a eliminacdo da contaminacéo
cruzada de alimentos. As andlises em produtos alimenticios sdo necessarias
para assegurar a confiabilidade dos alimentos. As gliadinas podem ser
detectadas através de espectrometria de massa, cromatografia liquida de alta
resolucdo, analise de DNA e métodos imunolégicos (ELISA). Diante disso,
objetivou-se com o estudo realizar um questionario online com pessoas celiacas
sobre principais produtos consumidos por eles e seus conhecimentos sobre a
doenca, e analisar produtos de panificacdo sem gluten (paes, bolos, bolachas e
pao de queijo, entre outros) através do teste ELISA e por fitas
imunocromatograficas. A maioria dos respondentes do questionario eram
mulheres, com ensino superior, todos os respondentes disseram saber o que é
gluten, 92% seguem dieta sem gluten e 81% consomem produtos de panificacédo
sem gluten. O produto sem gliten mais consumido por eles foi o pédo e para
quase 50% dos entrevistados a maior dificuldade foi realizar as refei¢cdes fora de
casa. Pelo método de ELISA todas as amostras apresentaram resultados
negativos para a presenca de gluten e para as fitas imunocromatogréficas quatro
das amostras analisadas foram positivas para a presenca de gluten.

Com estes resultados podemos concluir que a maioria dos consumidores
de produtos sem gluten possuem doenca celiaca e ainda encontram dificuldades
de realizar refei¢des fora de casa. Os resultados das fitas imunocromatogréaficas
apresentaram divergéncia com o teste de ELISA R5, porém as fitas néo
demostram um numero exato da concentracdo, somente uma faixa de valor. O
uso do teste imunocromatografico demonstrou uma excelente opcéo para
garantir aos celiacos a qualidade do seu alimento em relacdo ao teor de gluten,
além de ser uma andlise mais rapida e de facil execucgao.

Palavras-chaves: Doenca Celiaca; Testes imunoenzimaticos; Confiabilidade
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ABSTRACT

HELLWIG, Pamela dos Santos. Determination of gluten in bakery products
by Elisa test and by Immunochromatography. 2020. 69 f. Dissertation
(Master's) - Programa de Pos-Graduacao em Nutricdo e Alimentos. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Celiac disease (CD) is characterized by a systemic autoimmune disorder,
triggered by the ingestion of gluten in food or absorption through the airways. It
is characterized by chronic inflammation of the small intestine mucosa causing
atrophy of the intestinal villi, inadequate intestinal absorption and other clinical or
asymptomatic manifestations. Gluten is a set of proteins that is present in cereals
such as wheat, rye, barley and malt. The constitution of gluten occurs by the
junction of the proteins gliadin and glutenin, the gliadin is responsible for the
extensibility of the gluten being dispersed among the glutenin developing a strong
elastic film that surrounds the starch granules. The occurrence of CD occurs in
individuals with a genetic predisposition to the disease, being observed mainly in
childhood, but can occur at any stage of life. The only treatment for CD is based
on the total exclusion of gluten foods from the diet. The success of diet therapy
for CD patients is related to the individual's adaptation to the diet, the reliability of
food labels and the elimination of cross-contamination of food. Food product
analyzes are necessary to ensure food reliability. Gliadins can be detected by
mass spectrometry, high performance liquid chromatography, DNA analysis and
immunological methods (ELISA). Therefore, the objective of the study was to
carry out an online questionnaire with celiac people about the main products
consumed by them and their knowledge about the disease, and to analyze gluten-
free bakery products (breads, cakes, cookies and cheese bread, among others)
through the ELISA test and by immunochromatographic tapes. Most respondents
to the questionnaire were women, with higher education, all respondents said
they knew what gluten is, 92% follow a gluten-free diet and 81% consume gluten-
free bakery products. The most consumed gluten-free product for them was
bread and for almost 50% of the interviewees the greatest difficulty was eating
meals outside the home. By the ELISA method, all samples showed negative
results for the presence of gluten and for the immunochromatographic strips four
of the analyzed samples were positive for the presence of gluten. With these
results we can conclude that the majority of consumers of gluten-free products
have celiac disease and still find it difficult to eat meals outside the home. The
results of the immunochromatographic tapes differed with the ELISA R5 test,
however the tapes do not show an exact number of the concentration, only a
value range. The use of the immunochromatographic test demonstrated an
excellent option to guarantee celiacs the quality of their food in relation to the
gluten content, in addition to being a faster and easier analysis.

Keywords: Celiac disease; Immunoenzymatic tests; Reliability
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1. INTRODUCAO

A Doenca Celiaca (DC) € uma desordem sistémica autoimune,
desencadeada através da ingestdo de gliten em alimentos ou através da
absorcdo pelas vias aéreas que ao ser exposto ao gluten, desencadeia uma
resposta anormal no sistema imunolégico, produzindo uma série
de anticorpos que podem afetar diversos 0rgaos, o que ocorre da mesma forma
através da ingestdo de alimentos fonte de glaten. No intestino delgado, esta
resposta imune provoca uma reacdo inflamatoria ocasionando atrofia das
vilosidades intestinais de tamanho o que afeta a absorcdo de nutrientes pelo
intestino, 0 que em muitos casos leva a anemia e outras manifestacfes clinicas.
(ACELBRA, 2018). A prevaléncia de DC é estimada em aproximadamente 1%
da populacdo mundial. No Brasil, segundo a Associa¢édo de Celiacos do Brasil
(ACELBRA), ha um portador da doenca celiaca para cada 600 habitantes. Porém
0 numero de celiacos, pode ser ainda maior devido aos casos contabilizados ser
referentes somente aos ja diagnosticados (ACELBRA, 2018).

O glaten é formado por um conjunto de proteinas que esta presente nos
cereais como trigo, centeio, cevada, aveia e malte, podemos dizer que o gluten
€ uma mistura das proteinas compostas por prolaminas e glutelinas. As gliadinas
do trigo pertencem a uma categoria de proteinas chamadas de prolaminas e as
gluteninas, a das glutelinas. A aveia em quantidades moderadas é geralmente
tolerada, por ser livre de gliten na sua composi¢cao genética, porém muitas vezes
acaba sendo contaminada por outros cereais com glaten devido seu
armazenamento e processamento. A fracdo proteica do glaten soltvel em alcool
€ chamada de prolamina e a insolavel de glutenina. Ambas s&o ricas nos
aminoécidos: glutamina e prolina. (ACELBRA, 2018).

A alimentacdo em um aspecto nutricional pode envolver diversos fatores
histdricos e culturais de acordo com cada época e dessa forma influenciam nos
habitos, nas referéncias alimentares e nos diferentes tipos de dietas no Brasil e
em diversos outros paises pelo mundo. A auséncia de glaten na dieta permite a
reparacdo das mucosas do intestino, alivia os sintomas e diminui o risco de
complicagbes na maioria das pessoas (FREITAS et al., 2011).

Conforme a Lei n° 11346/2006, a seguranca alimentar e nutricional

consiste no direito de todas as pessoas ao acesso regular e permanente dos



alimentos perante qualidade, quantidade e sem comprometer 0 acesso a outras
necessidades essenciais, tendo como base praticas alimentares provenientes de
saude, respeitando a diversidade cultural, ambiental, econdmica e socialmente
sustentaveis, bem como na existéncia de patologias na populacdo (BRASIL,
2006).

Conforme o CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION (2008), a
quantidade maxima permitida € de 20 ppm de gluten/kg de alimento para que
possam ser considerados alimentos isentos ou “livres” de gluten. Neste sentido,
o alimento produzido devera respeitar a legislacdo para a fabricacdo de
alimentos sem adicdo de trigo, centeio, cevada e aveia ou ter sido tratado para
reduzir o teor de gliten em quantidades inferiores a 20 ppm/kg.

Como o unico tratamento para a DC é baseado na total exclusdo de
alimentos fonte de glaten da dieta, o celiaco deve sempre conhecer e fazer a
leitura minuciosa dos ingredientes que compdem o alimento. Além disso, a
populacédo relata que a oferta de alimentos apropriados é restrita, o que torna a
dieta monotona, pois a maioria dos produtos disponiveis ho mercado séo
normalmente de alto custo. E importante destacar que o sucesso da dietoterapia
dos portadores de DC esta relacionado com a adaptacédo do individuo a dieta,
com o entendimento das informacdes contidas nos rétulos dos alimentos, assim
como a total exclusdo de medicamentos que possuem em sua formulacdo o
gliten e com a eliminacéo da contaminacéo cruzada de alimentos (ARAUJO et
al., 2010).

As andlises em produtos alimenticios sdo necessarias para assegurar a
qualidade e confiabilidade dos alimentos, uma vez que as gliadinas (prolaminas)
podem ser detectadas através de espectrometria de massa, cromatografia
liquida de alta resolugdo, analise de DNA e métodos imunolégicos qualitativos
(fitas imunocromatograficas) e quantitativos (ELISA R5) (BARBOSA et al, 2007).

A técnica ELISA R5 e as fitas imunocromatograficas foram selecionadas
neste trabalho, pois ambas possuem o tipo de técnica considerada padrao-ouro
para esse tipo de analise, sendo recomendada pelo CODEX ALIMENTARIUS e
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC). Ambas as analises sé&o
baseadas na acdo do anticorpo monoclonal que reconhece a sequéncia toxica
do pentapeptideo ‘Glutamina-Glutamina-Prolina-Fenilalanina-Prolina’,

detectando o gluten de diferentes variedades de trigo, centeio e cevada em
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produtos aquecidos ou ndo e ndo reage com as prolaminas do milho, arroz e
aveia (CODEX, 2008; AOAC, 2012)

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo realizar uma pesquisa
online com portadores da doenca celiaca sobre produtos sem gluten consumidos
por eles e seus conhecimentos sobre a doenca. E, a partir dessa pesquisa
verificar a presenca de gluten em produtos de panificacdo industrializados: péaes,
bolos, biscoitos/bolachas, mistura para bolos, mistura para paes, mistura para
pao de queijo, massa de arroz, fécula de mandioca (tapioca), granola sem glaten,
farinha de arroz, fermento quimico para bolo e avaliar se as informacfes

apresentadas nas embalagens séo fidedignas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Gluten

O gluten é formado por proteinas pertencentes as classes das prolaminas
e as glutelinas. Essas proteinas estao presentes em diversos cereais. Cada tipo
de cereal possui sua respectiva fracao proteica do gluten, toxica ao paciente com
DC. De acordo com o cereal de origem, a prolamina (representa 50% da
quantidade total da proteina) recebe diferentes nomes, por exemplo, no trigo
denomina-se gliadina; na aveia, avenina; no centeio, secalina; e na cevada,
hordeina. As prolaminas séo insolGveis em agua e soluveis somente em alcool,
ja as glutelinas séo insoluveis em agua e alcool (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007).
A Figura 1 abaixo representa a estrutura de um grao de trigo e sua constituicao.

As prolaminas existentes nos cereais sofrem digestdo incompleta no
intestino delgado e séo altamente toxicas para os celiacos, pois contém
peptideos ativadores da inflamacao intestinal (FASANO et al., 2008, SOUZA et
al., 2015). As prolaminas sédo denominadas de acordo com a sua composi¢do de
aminoacidos, com elevado teor em prolina e glutamina e sdo designadas por a,
B-, y- € w-prolaminas de acordo com a sua mobilidade em eletroforese e valores
de pH baixo e de acordo com a sua sequéncia de aminoacidos. As gluteninas
podem ser separadas em unidades de baixo peso molecular (LMW) e de elevado
peso molecular (HMW) (FASANO et al., 2008, SOUZA et al., 2015).

As prolaminas ndo séo digeridas a nivel intestinal, portanto, atravessam
de forma intacta a mucosa sendo reconhecida pela enzima Transglutaminase
Humana Il ou também conhecida como Transglutaminase Tecidual, que é
responsavel em apresentar os peptideos do gliten ao Antigeno Leucocitario
Humano (HLA) dando inicio ao processo inflamatério da DC (LUDVIGSSON et
al., 2012).
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Figura 1 - O gréo de trigo e sua constituicio. FONTE: PITE, 2007.

Na formulacéo dos produtos de panificacdo as moléculas que formam o
gluten tém grande valor devido a sua elasticidade e a extensibilidade, conforme
demonstrado na Figura 2. Ao assar a massa o CO2 expande as colunas de gluten
e juntamente com a agua formam uma rede tridimensional viscoelastica que é
distribuida homogeneamente por toda extensdo da massa, por isso dentre 0s
cereais que contém glaten o que apresenta maior producdo e consumo no
mundo é o trigo (ARAUJO et al., 2010).

Gliadina Pu p—

Glaten: Gliadina+Glatenina

Figura 2 - Estrutura do glaten: gliadina e glutenina. Fonte: FASANO et al, 2008.

A quantidade total de proteinas existente no gréo de trigo varia entre 8 e
21%. Desta fragdo 15% correspondem a globulinas e albuminas que ndo séo
formadoras de gluten e 85% correspondem a gliadina e a glutenina que
combinadas tém a propriedade de formar o glaten. Quanto mais gluten tiver a
composicado da farinha mais consistente, flexivel e elastica sera a massa (Figura
2) (FASANO et al., 2008, SOUZA et al., 2015).



A farinha de trigo € a mais aplicada na producao de massas, produtos de
panificacdo e de confeitaria, pois as proteinas gliadina e glutenina em contato
com agua aumentem em até 200% o seu peso inicial, conferindo elasticidade,
adesividade e capacidade de retencdo de gas (Figura 2) permitindo que essa
massa formada possa ser esticada e estendida pela acdo de misturar, bater e
sovar. Também é utilizada no espessamento de preparacdes e pode ser
encontrada em produtos industrializados, como por exemplo na producéao de
café (que contenha cevada na sua composic¢ao), achocolatados em po, sorvetes,
chicletes, sopas e papinhas industrializadas, comidas desidratadas, embutidos,
produtos carneos, maioneses, molhos de tomate, mostardas, iogurtes, ketchup
e diversos alimentos destinados para alimentagéo infantil (ARAUJO et al., 2010).

Segundo os dados do CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento),
no Brasil a producao de trigo concentra-se na regido Sul, sendo o Parana e Rio
Grande do Sul os principais produtores. Em 2019 o trigo teve sua producgéo
estimada em 5,4 milhGes de toneladas. (BRASIL, 2019).

2.2. Doenca celiaca

A doenca celiaca (DC) € uma doenca crbnica inflamatdria que acomete o
intestino delgado sendo de carater autoimune desencadeada por trés elementos:
suscetibilidade genética, resposta autoimune e exposi¢cao ao gluten. Atualmente
estima-se que a prevaléncia de DC afete, aproximadamente, 1% da populacéo
mundial. Como consequéncia da reacdo imune local, ocorre inflamacao da
mucosa intestinal e atrofia vilositaria, sendo caracterizada por um processo
inflamatorio do intestino delgado mediada por linfocitos T, onde nesses pacientes
existe um aumento da infiltracdo dos linfécitos nas células epiteliais chegando a
uma proporcao de 25/100 células. Existem trés formas de apresentacéao clinica
da DC reconhecidas: classica ou tipica, ndo classica ou atipica e assintomatica
ou silenciosa (FASANO et al., 2008; SAPONE et al. 2012; YUAN et al. 2013;
SOUZA, 2015; LUND et al., 2015).

De acordo com a Portaria n® 307, de 17 de setembro de 2009 do Ministério
da Saude a DC pode ter trés formas de apresentacéo:

1- Forma Classica ou Tipica: caracterizada pela presenca de diarreia
cronica, em geral acompanhada de distensdo abdominal e perda de peso. O

paciente também pode apresentar diminuicdo do tecido celular subcutaneo,
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atrofia da musculatura glutea, falta de apetite, alteracdo de humor (irritabilidade
ou apatia), vdmitos e anemia. Essa forma clinica pode ter evolugédo grave,
conhecida como crise celiaca, que ocorre quando h& retardo no diagnéstico e
tratamento adequado, particularmente entre o primeiro e 0 segundo anos de
vida, e frequentemente desencadeada por infeccdo. Essa complicacéo
potencialmente fatal se caracteriza pela presenca de diarreia com desidratacéo
hipotbnica grave, distensdo abdominal por hipopotassemia e desnutricdo grave,
além de outras manifestacdes como hemorragia e tetania.

2- Forma nao Classica ou Atipica: caracteriza-se por quadro mono ou
oligossintomatico, em que as manifestacbes digestivas estdo ausentes ou,
guando presentes, ocupam um segundo plano. Os pacientes deste grupo podem
apresentar manifestacdes isoladas, como, por exemplo, baixa estatura, anemia
por deficiéncia de ferro refrataria a reposicéo de ferro por via oral, anemia por
deficiéncia de folato e vitamina B12, osteoporose, hipoplasia do esmalte
dentério, artralgias ou artrites, constipacdo intestinal refrataria ao tratamento,
atraso puberal, irregularidade do ciclo menstrual, esterilidade, abortos de
repeticdo, ataxia, epilepsia (isolada ou associada a calcificacdo cerebral),
neuropatia periférica, miopatia, manifestacbes psiquiatricas (depressao,
autismo, esquizofrenia), Ulcera aftosa recorrente, elevacdo das enzimas
hepaticas sem causa aparente, fraqueza, perda de peso sem causa aparente,
edema de aparicdo abrupta apds infeccdo ou cirurgia e dispepsia ndo ulcerosa.

3- Forma Assintomética ou Silenciosa: caracterizada por alteracdes
sorolégicas e histologicas da mucosa do intestino delgado compativeis com DC,
na auséncia de manifestacdes clinicas. Essa situacdo pode ser comprovada
especialmente entre grupos de risco para a DC como, por exemplo, parentes de
primeiro grau de pacientes com DC, e vem sendo reconhecida com maior
frequéncia nas ultimas duas décadas, apos o desenvolvimento dos marcadores
sorolégicos para esta doenca. Deve-se mencionar a dermatite herpetiforme,
considerada DC da pele, que se apresenta com lesdes cutaneas do tipo bolhoso
e intensamente pruriginoso e que se relaciona também com a intolerancia
permanente ao gluten.

Atualmente, os sintomas atipicos tem sido considerados mais frequentes
que os sintomas classicos assim como também vem se estudando a presenca

do gene HLA (Human Leukocyte Antigen) que representa o principal fator
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genético de risco para o desenvolvimento da DC. Por esse motivo a Sociedade
Europeia de Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo (ESPGHAN) recomenda
a utilizacdo da figura em forma de iceberg para definir a doenca celiaca, de
acordo com a Figura 3 (HUSBY et al., 2012):

e Sinais e sintomas gastrointestinais: diarreia cronica, constipacao,
distensdo abdominal, vomitos, anorexia, dor abdominal e irregularidade de
hébito intestinal.

e Sinais e sintomas extra-intestinais: anemia, neuropatia, diminuicao
da densidade Ossea, perda de peso, baixa estatura, irritabilidade, aumento de
enzimas hepéticas e fadiga cronica.

e Doenca celiaca silenciosa: presenca de anticorpos especificos, HLA e
bidpsia intestinal compativel com Doenca Celiaca, porém sem sinais e sintomas
suficientes para provocar uma suspeita clinica.

e Doenca celiaca latente: presenca do gene HLA compativel, sem
enteropatia, mas que apresentara enteropatia em outro momento de sua vida.
Podera ou nao ter sintomas e/ou anticorpos especificos positivos.

e Doenca celiaca potencial: presenca de anticorpos especificos e HLA
compativel, mas sem anormalidades histolégicas na biopsia duodenal. O
paciente pode ou ndo apresentar sinais e sintomas assim como desenvolver
enteropatia posteriormente.

A utilizacdo da imagem de um iceberg (Figura 3) surgiu para demostrar a
existéncia de um numero grande de pessoas portadoras de DC, porém apenas
uma pequena parte dessas pessoas apresentam sintomas que sao detectados
clinicamente. A partir dessa constatacéo foi definido uma outra maneira de se
definir a doenca nesses individuos, em especial, nos grupos considerados de
maior risco para a doenca (DINIZ-SANTOS, D; MACHADO; SILVA, 2012).

Diversas pesquisas tem demonstrado que a prevaléncia de DC é
aumentada na presencga de sindrome de Down, sindrome de Turner, sindrome
de Williams e deficiéncia de Imunoglobulina A (IgA) seletiva, além de doencas
autoimunes englobando diabetes mellitus tipo 1, artrite reumatoide, tireoidite e
cancer. Os celiacos tém risco aumentado para desenvolvimento de linfomas
intestinais, os tipos mais frequentes sao linfomas ndo-Hodkin de células B ou T.

A atual causa de mortalidade entre os celiacos € a neoplasia maligna, dentre



estas, um terco é causada por linfomas do tipo ndo-Hodkin (MAHAN et al., 2012;
TAYLOR et al., 2015; HAN et al., 2015).

_Sinais e sintomas
Gastrointestinais

Sinais e sintomas extra-
(RN ETS
Doenca Celiaca Silenciosa

Doenca Celiaca Latente

Doenga Celiaca Potencial

Figura 3 - Iceberg Celiaco representando a classificagdo da Doenga Celiaca com a nomenclatura
adotada pela ESPGHAN.

No Brasil a DC afeta em torno de 2 milhdes de pessoas, no entanto a
maioria delas encontra-se sem diagnéstico e sua incidéncia é pouco conhecida.
A prevaléncia da DC no pais ndo possui uma estimativa exata devido a poucos
trabalhos realizados que abordam os aspectos epidemioldgicos, clinicos ou
laboratoriais da DC, assim como também seu diagndstico ndo é preciso ja que o
namero de celiacos, pode ser superior ao relatado, em que as pesquisas
apontam apenas 0s casos que ja foram diagnosticados. Entretanto, dados
encontrados na pagina da Associacdo Brasileira de Doenca Celiaca de Sao
Paulo (ACELBRA/SP) apontam que os estados com maior prevaléncia de DC
seriam Sao Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parand e Mato Grosso,
no qual 57% dos celiacos teriam idade de até 20 anos (ACELBRA/SP, 2004;
SOUZA, 2015).

2.3. Diagnostico de doencga celiaca

A primeira padronizag&o do diagnéstico da DC foi proposta em 1969 pela
Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica. O critério diagndstico
recomendava que fosse sucedida uma primeira bidpsia de intestino delgado,
seguido de dois anos de dieta restrita em glaten aliado a bidpsia de controle.
Caso esta estivesse normal, era necessario a instituicdo da dieta contendo gluten

por um periodo de 3 meses ou até o surgimento dos sintomas (BRASIL, 2015)



Em 1990 houve modificacdo nos testes sorolégicos modificando os
critérios para diagnéstico da doenca, dispensando a terceira bidpsia na maioria
dos pacientes. Haveria exce¢es quando o diagndstico fosse estabelecido antes
dos 2 anos de idade ou quando houvesse duvida com relacdo ao diagnostico
inicial, como por exemplo, falta de evidéncias de resposta clinica a dieta sem
gluten, ndo realizacdo de bidpsia inicial ou biopsia inadequada ou exame
histopatologico néo tipico da DC (BRASIL, 2015).

Outra maneira de diagnostico sdo os marcadores soroldgicos que
contribuem para identificar os individuos que devem ser submetidos a biopsia de
intestino delgado. Esses marcadores também sé&o Uteis para acompanhamento
do paciente celiaco, podendo ser utilizado, para detectar transgressao a dieta.
Os principais testes soroldgicos para a deteccdo da intolerancia ao glaten séo: o
anticorpo  antigliadina, o anticorpo antiendomisio e o0 anticorpo
antitransglutaminase (TTG) (BRASIL, 2015).

O anticorpo antigliadina foi descrito em 1978, € determinado pela técnica
de ELISA, a especificidade do anticorpo é da classe imunoglobulina A (IgA) (71%
a 97% nos adultos e 92% a 97% nas criancas) e € maior do que da classe
imunoglobulina G (IgG) (50%), sendo a sensibilidade extremamente variavel. O
anticorpo antiendomisio também é da classe IgA e € identificado por meio de
imunofluorescéncia indireta. Esse anticorpo apresenta alta sensibilidade em
adultos (87% a 89%) e em crian¢as maiores de dois anos (88% a 100%), e alta
especificidade (91% a 100% nas criancas e 99% em adultos). Entretanto,
apresenta pior relacdo custo/beneficio e técnica mais trabalhosa para sua
deteccdo. Atualmente é a técnica considerada como padrdo ouro para
determinar a presenca de glaten pelo CODEX ALIMENTARIUS e pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (VALDES et al., 2003;
CODEX ALIMENTARIUS, 2008; BRASIL, 2009; SILVA, 2010; AOAC, 2012,
BRASIL, 2015).

Em resumo, h& superioridade do anticorpo antiendomisio e do anticorpo
antitransglutaminase, ambos da classe IgA, principalmente o anticorpo
antitransglutaminase recombinante humana IgA, em relagdo ao antigliadina.
Considerando a maior facilidade da dosagem do anticorpo antitransglutaminase,
aliado a elevada sensibilidade e especificidade na populacéo pediatrica e adulta,

este € o teste sorolégico de escolha para avaliacéo inicial dos individuos com
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suspeita de intolerdncia ao gluten. Deve-se destacar que a deficiéncia de
imunoglobulina A é responséavel por resultados falsos negativos dos testes
sorolégicos antiendomisio e antitransglutaminase da classe IgA. Por este motivo,
indica-se como testes diagndsticos iniciais da DC a dosagem sérica simultanea
do anticorpo antitransglutaminase da classe IgA e da imunoglobulina A. Deve-se
enfatizar que, até o momento, os marcadores sorologicos para DC nao
substituem o exame histopatolégico do intestino delgado, que continua sendo o
padrao ouro para o diagnéstico de DC. Os testes soroldgicos serdo considerados
testes diagndsticos iniciais, que identificam os individuos a serem encaminhados
para a biépsia duodenal (BRASIL, 2009).

2.4. Contaminacdao cruzada por gluten em alimentos

Uma das maiores dificuldades encontradas pelos celiacos é o alto risco
de contaminacdo cruzada em estabelecimentos comerciais e a falta de
informacdo segura nos rétulos das preparacdes. Por este motivo, desde 2003,
segundo a Lei n°® 10.674, as industrias alimenticias sdo obrigadas a publicar nas
embalagens a inscrigao “contém gluten” ou “nao contém gluten”, porém essa lei
nao se aplica a preparacdes de estabelecimentos comerciais, 0 que dificulta o
tratamento e a manutencéo da DC, gerando dificuldade no convivio social dos
portadores de DC. A falta de conhecimento e informacdes sobre a doenca na
maioria das vezes acaba restringindo ainda mais os alimentos que podem ser
consumidos pelos Celiacos, assim como também os estabelecimentos que eles
frequentam (BRASIL, 2003).

A contaminacdo cruzada ocorre quando um alimento naturalmente sem
gluten entra em contato com algum alimento que contém gliten, como exemplos:
uma batata que é frita em um O6leo onde foi processada e elaborada uma
preparacao com gluten, acarreta em um alimento com contaminacao de gluten;
usar o mesmo forno para assar o pao e/ou biscoito feito com farinha sem glaten
e o0 que é feito com gluten; o uso de utensilios utilizados para confeccionar um
alimento com gluten nao higienizado adequadamente e em seguida empregado
em uma preparacéo sem gliten gerando contaminacéo cruzada (ARAUJO et al.,
2010).

Podemos dizer que o alimento livre de gluten ou que contenha tracos de

gliten ndo pode exceder o limite considerado seguro de até 20 ppm, se esse
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limite for excedido entdo podemos dizer que ocorreu contaminacao cruzada
através de procedimentos inadequados nas etapas de producdo,
armazenamento e fabricagdo. Na grande maioria dos estabelecimentos e
fabricas o sistema de producéo € constituido de um sistema misto de fabricacao,
ou seja, 0s produtos com e sem glaten sao preparados em uma Unica linha de
producdo, sem os cuidados necessarios para evitar a contaminacdo. Esses
estabelecimentos normalmente dispdem do mesmo espaco fisico, equipamentos
e utensilios para a producédo dos dois grupos de alimentos, 0 que representa
risco ao consumidor celiaco (BICUDO, 2010; FARAGE et al., 2017, VERMA et
al., 2017).

Dessa forma, portadores de DC podem estar constantemente expostos a
alimentos contaminados com glaten, ou seja, que ndo sS40 seguros para o seu
consumo, mesmo quando estes alimentos sdo supostamente isentos de glaten.
Segundo a Comissao Alimentar CODEX ALIMENTARIUS, a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) em conjunto com a Organizacdo de Alimento e
Agricultura (FAO), “alimentos isentos de gluten” consistem ou sao feitos de um
ou mais ingredientes que ndo contém trigo (todas as espécies Triticum), centeio,
cevada e aveia ou suas variedades cruzadas, e o nivel de gliten ndo pode
exceder 20 ppm equivalente a 20 mg/Kg de peso total, baseando-se no alimento
na forma que € vendido ao consumidor (CODEX ALIMENTARIUS, 2008).

2.5. Legislacdo dos produtos sem glaten

N&o h& ainda no pais uma lei que estabeleca o limite maximo de gluten
presente em alimentos comercializados como isentos de gluten. Além disso, ndo
existe um sistema de vigilancia em vigor para controle do teor de gliten nesses
alimentos. Se esse controle ndo é realizado na industria de alimentos, essa
questdo assume uma dimensdo ainda mais problematica ao nivel de
estabelecimentos de pequeno porte (SILVA, 2010). Além de realizar o
acompanhamento permanente e a educacgao nutricional com nutricionista, o
portador de DC deve ainda incluir outros tipos de alimentos (frutas, hortalicas,
alguns derivados de leite) para suprir as possiveis deficiéncias de nutrientes em
seu organismo (LEE, 2003; AUTODORE; JATLA, 2009; WILD et al., 2010;

CIACCI et al., 2015; SOARES, 2017).
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No Brasil alei que estd em vigor atualmente € a RDC n° 40 de 8 de
fevereiro de 2002 tornou obrigatdrio constar no rétulo a adverténcia “CONTEM
GLUTEN” para os alimentos que contenham trigo, cevada, centeio, aveia ou
malte e derivados e para bebidas embaladas, exceto bebidas alcoolicas
(BRASIL, 2002). Posteriormente, foi publicada a lei no 10.674 de 2003, que dita
que todos os alimentos industrializados devem conter em seu rétulo a informacéo
sobre a presenca ou nao de glaten em sua composi¢ao, de acordo com o caso
e obriga as empresas a exibirem de forma clara nos rétulos desses produtos a
presenga ou auséncia de gluten (“CONTEM GLUTEN’” ou “NAO CONTEM
GLUTEN”). Porém ndo ha exigéncia de comprovacdo com testes laboratoriais
para a eventual presenca de gluten, certificando assim que néo tenha ocorrido
contaminacgdo cruzada na producédo destes alimentos (BRASIL, 2003).

E importante destacar que produtos disponiveis no mercado podem
conter tracos de gliten, mesmo quando essa informacao ndo esta presente no
rétulo. Pode ndo ser suficiente declarar a presenca ou auséncia de glaten
somente nos rétulos em funcéo dos ingredientes da composicdo do alimento, ja
gque a contaminacdo é algo que pode ocorrer na cadeia de producdo em
decorréncia de procedimentos inapropriados, quer sejam relacionados ao
ambiente, utensilios, maquinario ou equipe responsavel pela producéo
(ARAUJO et al., 2010).

Outro grande problema enfrentado pelos celiacos é que ndo é possivel
estabelecer um Unico valor de ingestao de limiar de gluten considerado seguro
para todos os celiacos, e por isso, assim delimitar que este seja o0 minimo
recomendado para se padronizar este valor na utilizacao dos rétulos. No estudo
de Catassi et al. (2007) os resultados mostraram que a maioria dos pacientes
tolerava até 50 mg de glaten por dia, o que permitiria um equivalente a 500 g de
alimento contendo 20 ppm de gluten sem a ocorréncia de complicacdes
causadas pelo gluten. Por outro lado, em uma revisdo sistematica de Akobeng e
Thomas os autores observam que a quantidade toleravel de ingestao de gluten
varia muito entre os pacientes com DC e eles sugerem que 10 mg de glaten por
dia seria mais seguro e provavelmente ndo causaria anormalidades significativas
(AKOBENG E THOMAS, 2008)

Portanto, no Brasil ainda ndo existe uma lei que estabeleca o limite

maximo de glaten presente em alimentos comercializados como isentos de
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gliten, como proposto pelo CODEX ALIMENTARIUS. Assim como, nao existe
um sistema de vigilancia em vigor para inspecao e controle do teor de gluten
nesses alimentos. Se esse controle ndo é realizado na industria de alimentos,
essa questdo assume uma dimensdo ainda mais problemética ao nivel de
estabelecimentos de pequeno porte, como restaurantes, panificadoras e outros
servigos de alimentacdo, o que representam grande risco para o consumidor
celiaco (SILVA, 2010).

2.6. Alimentacéo dos celiacos

O Unico tratamento para a Doenca Celiaca € exclusivamente dietético
sendo baseado na total exclusdo de alimentos fonte de gluten, sendo eliminados
todos os alimentos e medicamentos que contenham em sua composic¢ao o gluten
proveniente do trigo, centeio, cevada, aveia e seus derivados. Para garantir uma
dieta isenta de gluten, o celiaco deve sempre conhecer e fazer leitura minuciosa
dos ingredientes que compdem o alimento. Além disso, os celiacos relatam que
a oferta de alimentos apropriados é restrita, tornando a dieta monotona e de alto
custo, visto que os produtos disponiveis no mercado apresentam maior valor
guando comparados a produtos que nao apresentem restricdo ou isengcao de
gliten (ARAUJO et al., 2010; BRASIL, 2015).

De acordo com a POF (Pesquisa de Orcamentos familiares) de 2009,
cada vez mais os brasileiros estao realizando as refeicGes fora de casa, devido
a mudancas de estilo de vida e rotina de trabalho atuais. Essa pesquisa também
revelou que na area urbana, os panificados, juntamente com o leite e seus
derivados, representaram a segunda maior participacdo na alimentacdo do
domicilio e frequentemente os panificados sdo adquiridos em panificadoras.
Esses dados refletem o habito da populacdo de se alimentar fora de casa e
também a importancia que os panificados assumem dentro do contexto alimentar
dos brasileiros (IBGE, 2010)

Como dito anteriormente uma dieta totalmente isenta de gluten nao
constitui uma pratica facil. Os portadores de DC mesmo com o aumento dos
produtos para celiacos disponiveis, tém relatado dificuldade de dar sequéncia ao
tratamento dietético devido a pouca variedade de produtos existentes no
mercado, poucas op¢des de marca e sabores, assim como também a falta de

certificacdo de que os produtos realmente sejam isentos de gliten na sua
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composicdo. Esse problema acaba gerando inseguranca alimentar e nutricional
para o individuo celiaco dificultando o acesso e a disponibilidade a estes
produtos, este fato ocorre em razao de poucos produtos estarem disponiveis no
maioria dos supermercados, ao alto custo destes produtos quando comparados
aos produtos convencionais e que na maioria das vezes acabam se tornando
inacessiveis para as classes sociais menos favorecidas (SOLLID; KHOSLA,
2005; GELINAS et al., 2008; CIACCI et al., 2015; SOARES, 2017)

Dentre os cereais que possuem gluten, um dos mais consumido no Brasil
€ o trigo sendo utilizado em diversos produtos de panificacdo que se encontram
presentes na mesa dos brasileiros diariamente. Os produtos de panificagdo mais
consumidos a base de trigo sdo os paes, bolos e biscoitos que contribuem com
grande parte do aporte caldrico diario (ARAUJO et al., 2010).

As principais caréncias nutricionais dos portadores de DC séao
relacionadas a ma absorcdo de micro e macro nutrientes (principalmente ferro,
calcio, B12 e &cido félico) devido a problemas nas vilosidades do intestino
causadas pela presenca de gluten que é toxica para estas pessoas. Outras
deficiéncias nutricionais estdo relacionadas a problemas de nutrientes
alimentares que na sua maioria causam anemia por deficiéncia de ferro refrataria
ao tratamento, deficiéncia ndo explicada de acido félico e vitamina B12,
problemas de osteopenia e portanto recomenda-se que todo paciente com DC
tenha adequada ingestdo de calcio e vitamina D (ROSELL; MARCO, 2008;
THEETHIRA; DENNIS, 2015; RESENDE et al, 2017); e a pouca oferta de
produtos para celiacos existentes no mercado pode ocasionar em uma dieta
pobre em ferro, célcio, magnésio, zinco, vitamina D, &cido félico, vitaminas do
complexo B e fibras e rica em gorduras saturadas e agucar, aumentando o risco
nutricional e diminuindo a absorcdo de nutrientes importantes para o bom
funcionamento do organismo ocasionando alto risco para doencas metabdlicas
(CASTRO et al., 2007; PREICHARDT et al., 2009; WILD et al., 2010; CIACCI et
al., 2015; SOARES, 2017).

O monitoramento da adeséao a dieta devera ser avaliado periodicamente
e incentivado em toda a consulta, pois € essencial para a recuperagéo nutricional
e prevencao de complicacdes pelo consumo de glaten. A Tabela 1 é referente a
lista dos principais alimentos proibidos e permitidos na alimentacdo da pessoa

celiaca. A realizagdo da sorologia (antitransglutaminase) apds seis meses do
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diagndéstico também € recomendada para verificagdo do seu declinio, adeséo e

resposta ao tratamento. A negativacdo da sorologia devera ocorrer apos 12

meses. Caso ndo ocorra melhora clinica e/ou declinio da sorologia, devera ser

avaliada transgressdo da dieta, DC refrataria e avaliagdo dos diagnosticos

diferenciais da doenca, como alergia ao glaten, por exemplo. Posteriormente,

nos pacientes assintomaticos, a sorologia deveré ser realizada anualmente além
do seguimento clinico (RESENDE et al, 2017).

Tabela 1 - Lista dos alimentos permitidos e proibidos para portadores de DC

Alimentos Permitidos

Alimentos Proibidos

Bebidas Suco de frutas e vegetais naturais, cha, | Cerveja, uisque, vodca, gim.
café nao misturado a cevada com selo | Ovomaltine, bebidas e
ABIC e refrigerantes. Vinhos, | preparagbes contendo malte.

champanhe, aguardente e saqué. Café misturado com cevada.
Bebidas com composicao

desconhecida.

Carnes, Todos in natura Preparacgdes a milanesa,
Peixes e Ovos hamburguer, salsicha, patés,

embutidos e enlatados. Verificar

composicao.

Gorduras, Manteiga, margarina, banha de porco, | Verificar composicéo.

Oleos e gordura vegetal hidrogenada, 6leos

Azeites vegetais, azeite.

Legumes, Todos
Hortalicas e

Frutas

Leites e Leites integrais, semidesnatados e | Leites achocolatados que
Derivados desnatados. Leite condensado e creme | contenham malte ou extrato de

de leite. Queijos frescos (minas, ricota e
parmesao). logurte e requeijao: verificar

embalagem

malte, queijos fundidos ou
preparados com cereais que
contenham  glaten.  Verificar
composicao de queijos, iogurtes

e requeijao.

Condimentos

Sal, pimenta, salsinha, ervas, temperos

caseiros, maionese caseira, vinagre
fermentado de vinho tinto e arroz,

glutamato monossadico.

Mostarda, catchup, maionese e
temperos industrializados
podem conter glaten. Verificar

composicao.
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Tabela 1 — Continuacéo

Cereais, Arroz, batata, milho e mandioca, feijdo, | Trigo, centeio, cevada, malte e
Graos, ervilha, lentilha, amendoim, grdo de bico | aveia. Todos os produtos feitos
Tubérculos e | e soja (extrato proteico de soja e extrato | com esses cereais (paes,
Farinhas hidrossollvel de soja). Farinha de arroz, | biscoitos, massas e outros).
creme de arroz. Fécula de batata. Fubd, | Extrato proteico vegetal e
amido de milho, canjica e pipoca. | proteina vegetal hidrolisada.
Tapioca, polvilho, farinha de mandioca. | Sempre conferir composi¢do nas

Macarrao de arroz, milho e mandioca. embalagens.

Fonte: www.acelbra.org.br (2020)

2.7. Métodos de identificagcdo do gluten

De acordo com o CODEX ALIMENTARIUS os métodos considerados
como padrdo ouro para a determinacdo de glaten em alimentos sdo: métodos
imunoenziméticos (ELISA R5) e os métodos de DNA (CODEX, 2008). As
gliadinas podem ser detectadas por espectrometria de massa, cromatografia
liquida de alta resolucdo, andlise de DNA e métodos imunoldgicos. A técnica
imunoldgica adotada na detecgéo de gluten atualmente € o método ELISA que
pode ser do tipo R5 e ELISA y-gliadina (VALDES et al., 2003; PIRES, 2013).

A técnica de ELISA R5 fundamenta-se na utilizagdo de um anticorpo
monoclonal que reconhece a sequéncia toxica do pentapeptideo ‘Glutamina-
Glutamina-Prolina-Fenilalanina-Prolina’ (GGPFP) e detecta niveis de 1,50 ppm
de gliadina ou 3 ppm de gluten, sendo que contetddo de gluten no alimento &
calculado levando-se em conta a estimativa de que 50% do glaten esta sob a
forma de gliadina (VALDES et al., 2003; CODEX ALIMENTARIUS, 2008; SILVA,
2010; AOAC, 2012). Sendo capaz de detectar gluten de diferentes variedades
de trigo, centeio, aveia e cevada em produtos aquecidos ou ndo e nao reage com
as prolaminas do milho e arroz (OLIVEIRA, 2014).

Existem varios estudos realizados com kits comerciais ELISA R5. Os
resultados demonstraram que a repetitividade e a reprodutibilidade dos Kkits
foram aceitaveis para o teste de ELISA R5 e garantiram uma sensibilidade 1,5
ppm de gliadina em alimentos livres de glaten (PIRES, 2013).

As fitas imunocromatograficas sdo uma alternativa rapida e de facil
manuseio quando comparadas a técnica de ELISA. Seu limite de deteccgéo € de

5 a 20 ppm, dependendo do fabricante. Essa analise é de facil manuseio e
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rapidez nos resultados (3 a 15 min), auséncia de equipamentos caros como
leitores de absorbancia e centrifugas. Porém, a analise por fitas
imunocromatograficas ainda ndo séo validadas como padrdo para presenca ou
nao de glaten em amostras de alimentos devido apresentarem alguns resultados
falso positivos, entretanto apresentam um grande potencial para analise de
alimentos devido sua praticidade (LAUREANO, 2010).

O método de PCR (Polimerase chain reaction) serve para a discriminacéo
especifica de trigo, centeio, cevada e aveia em amostras alimentares, sendo que
a sensibilidade deste método é comparavel aos métodos imunoquimicos, com a
vantagem que a PCR também discrimina entre diferentes espécies de cereais
(TERZI et al., 2005, PIRES,2013).

A técnica baseada na extracdo de DNA por PCR possui deteccédo de
gliten que se baseia na estabilidade do DNA dos cereais mesmo apés
aquecimento. A reacdo funciona da seguinte forma, o DNA é extraido da
amostra, submetido a varios ciclos de amplificacdo de um gene alvo em um
termociclador para depois ser analisado em gel de agarose (DEBNATH,
MARTIN; GOWDA, 2009). A anélise de DNA apresenta excelente sensibilidade
e especificidade e pode ser utilizada como método confirmatério dos testes
ELISA (DAHINDEN, VON BUREN; LUTHY, 2001). Na area alimentar, o PCR ja
€ utilizado na identificacdo de organismos geneticamente modificados e
compostos alergénicos, além de possuir elevada sensibilidade e capacidade de
detectar e amplificar quantidades pequenas de DNA desejado (BENITES, 2016).

Outro método bastante utilizado é a eletroforese em gel de poliacrilamida
gue consiste na separacao de proteinas em um substrato em gel através da sua
massa molecular, com aplicacdo de um campo elétrico. E um dos métodos de
referéncia na andlise de proteinas, porém possui uma abordagem bastante
versatil que permite a analise de uma grande diversidade, tanto no tipo como na
dimensao das proteinas, podendo estas estar na sua forma nativa ou reduzida,
e podendo ser efetuada em condi¢des acidas, basicas ou neutras, e utilizando
diferentes mecanismos de separacdo. Este método € simples e de baixo custo,
porém a desvantagem é a demora em se concretizar uma sesséo e as diversas
etapas envolvidas na separacéo das proteinas (PITE, 2007).

Um dos métodos de eletroforese em gel mais comuns € o método de

“Western blot”. Nesse método, as proteinas séo transferidas do gel para uma
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membrana de nitrocelulose, onde s&o usados como sondas anticorpos
especificos para proteinas. Esse método € bastante sensivel podendo detectar
pequenos componentes presentes nas amostras em misturas complexas. Na
analise de gluten, o “Western blot” permite a detecgéo e tipificacdo das proteinas
do gluten por comparacdo com marcadores de massa molecular existentes para
o trigo, centeio, cevada e aveia, e a detec¢cdo e visualizagdo tanto das varias
fragcbes de prolaminas como de prolaminas hidrolisadas (de massa molecular
inferior). Esta técnica tem a vantagem de poder detectar falsos positivos e
negativos obtidos nos métodos de ELISA, podendo também revelar quais as
amostras que contém prolaminas hidrolisadas sendo, no entanto, necessario
quantifica-las utilizando o método competitivo (SMOLEC et al, 2005).

O glaten também pode ser detectado por espectrometria de massa que é
um método analitico usado para medir massas quimicas ou moleculares. Para
andlise de glaten tem sido utilizada a espectrometria de massa MALDI-TOF7
(dissorgéo/ionizagdo mediante laser por uma matriz assistida acoplada a um
detector de tempo de v60). Nesse tipo de espectrometria de massa os analitos
misturam-se com uma matriz organica transformando-se em ions através da
acdo de um laser. Ja4 no analisador de tempo de v6o (TOF) os ions ap0s terem
sido acelerados no vacuo de campo elétrico, eles sdo separados de acordo com
sua massa e carga. Esse método possui pontos positivos e negativos. Como
pontos positivos o fato de ser uma analise rapida (alguns segundos), manuseia
uma unica amostra, determina a massa de prolamina com exatidao, possui uma
interpretacéo de rotina relativamente simples e ideal para fazer a tipificacdo das
proteinas. Os pontos negativos sao: instrumentacdo complexa, equipamentos
caros, técnica ndo quantitativa, necessita de uma grande instalacéo e precisa de

uma prévia elaboracéo de livraria de espectro (DeSILVA et al, 2003).

2.8. Pesquisa com consumidores sobre produtos sem gluten

Segundo a Federacdo Nacional das Associacdes dos Celiacos do Brasil
(FENACELBRA) nos ultimos dez anos aumentou a consciéncia sobre a doenga
celiaca (que afeta aproximadamente dois milhdes de brasileiros) e a
sensibilidade ao gluten (que afeta 14 milhdes de brasileiros, com efeitos mais
brandos), sendo que a maioria ainda ndo possui um diagndstico preciso sobre a

doenca nem a sensibilidade ao gluten. De acordo com estatisticas da federacéo
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dos celiacos, estima-se que a cada 400 habitantes, um possui restricdo ao gluten
(FENACELBRA, 2015).

Com a preocupagédo cada vez maior por encontrar produtos para celiacos
torna-se primordial conhecer as necessidades destes consumidores. Por isso, é
relevante compreender a seguranca dos produtos sem gluten e a facilidade em
encontrar estes produtos. Nos Ultimos anos cada vez mais estudos vem
pesquisando o perfil destes consumidores, a qualidade e confiabilidade destes
produtos, precos e comparacdo sobre as qualidades sensoriais dos produtos
sem gluten com os produtos convencionais.

O estudo de FALLAVENA, 2015 realizou a pesquisa sobre o “perfil do
consumidor de produtos sem gluten: necessidade ou modismo?”, neste estudo
ele realizou perguntas onde verificou o grau de conhecimento deste tema pelos
consumidores de produtos sem gluten. Foi aplicado um questionario com 14
questdes com 450 entrevistados. Através da analise dos dados obtidos, o autor
observou que a maioria dos entrevistados consome regularmente produtos sem
gliten ou faz alguma dieta com restricdo de gluten, sendo a maioria dos
entrevistados mulheres com faixa etaria de 31 a 59 anos e grau escolar variando
de superior incompleto a pos-graduacéo (incompleta ou completa). Desses, a
maioria era composta por celiacos, sendo estes diagnosticados por exames
meédicos. Porém, uma parcela significativa (21,54%) tem diagndstico incerto
ocasionado pela auséncia de exames conclusivos. Cerca de metade dos
entrevistados ndo conheciam todas as doencas relacionadas ao gluten. Os
principais veiculos de informacéo relatados foram Sites sobre Saude, Blogs e
Livros (47,74%). A maioria (219 entrevistados) respondeu saber o que é gluten.
Surpreendentemente, 34 pessoas celiacas ou com sensibilidade ao gluten
relataram ainda continuar consumindo produtos com glaten, sendo os principais
produtos relatados paes e massas. Esses, por sua vez, também foram os
principais produtos relatados como sendo substituidos por produtos sem gluten.
O principal efeito relatado da troca da dieta por alimentos sem gluten foi pela
melhora dos problemas gastrointestinais e metade dos entrevistados
demonstrou acreditar que os produtos sem glaten sejam melhores para a saude

humana como um todo.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado na Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) sendo dividido nas seguintes etapas: desenvolvimento e aplicacédo de
questionario online sobre produtos sem gluten; escolha dos tipos de produtos de
panificacdo; aquisicdo das amostras e kit de analises; processamento das
amostras; andlise laboratorial das amostras e analise estatistica dos dados.

Nas diferentes etapas da analise foram utilizados os laboratérios da
UFPEL de Analise Sensorial de Alimentos e Biologia Molecular ambos situados
no Campus Capao do Leé&o. E o laboratério de Nutricdo e Dietética e Farmacia
no Centro Universitario da Regido da Campanha/RS (URCAMP), onde

realizamos um estudo piloto para entender melhor a metodologia.

3.1. MATERIAIS

- Kit de andlise de ELISA R5 e de fitas imunocromatograficas - RIDASCREEN®
da R-Biopharm AG;

- Estufa de secagem,;

- Grau e pistilo;

- Liquidificador;

- Peneira;

- Solucéo de Alcool 60%;

- Solucéo de Alcool 80%;

- Espectrofotdmetro de placa de micro titulagdo EZ Read 400 — Biochrom;
- Centrifuga KR600 — Kubota;

- Solucao Coktail (patenteada) - R-Biopharm AG;

- Eppendorfs;

- Tubos de falcon;

- Pipetas;

- Vortex XH- DU Vortex- Global Trade Tecnology;

- Amostras;

- Agua destilada.
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3.2. METODOS

3.2.1. Questionéario de avaliacdo do consumo de produtos sem glaten

Buscou-se através deste estudo observar quais sao as pessoas que estao
aderindo a dieta sem glaten, visto que a adesdo a dieta pode estar associada a
um aumento de pessoas consideradas celiacas, também buscamos saber qual
0 conhecimento destas pessoas sobre o gluten e os produtos sem glaten. O
guestionario foi respondido por 115 pessoas ficando online durante o periodo de
26/08/2019 até 24/12/2019. Utilizamos a plataforma do Google forms para
realizar o questionério, também distribuimos o link do questionario em grupos de
pessoas celiacas da cidade de Pelotas e regido através das redes sociais
visando alcancar o maior nimero de pessoas possiveis.

Utilizou-se este questionario também para avaliar quais 0s produtos mais
consumidos por este publico para nos auxiliar quais seriam os produtos testados
nas analises. As respostas foram avaliadas de forma a observar as tendéncias
de pensamento em relacdo ao conhecimento sobre o gliten, produtos sem
gliten e consumo destes produtos, assim como avaliacdo sensorial destes
produtos de panificacdo isentos de gluten, também servira para delinear um perfil
para o consumidor de produtos sem glaten. Utilizamos o teste sensorial afetivo
qualitativo de andlise individual (One-on-One interviews). As questbes do

guestionario aplicado encontram-se no anexo A.

3.2.2. Determinagéo dos alimentos analisados

Através da aplicacdo do questionario online sobre produtos sem gluten,
0s principais produtos consumidos por eles e os que eles acreditam ndo serem
confidveis sobre a isencdo de gluten na formulacdo, definimos os produtos a
serem analisados. Foram analisadas amostras de produtos de panificacéo
rotulados como “ndo contém gluten” e alimentos “naturalmente livres de gluten”,
estes foram adquiridos aleatoriamente em estabelecimentos comerciais do
municipio.

Apos a coleta dos dados do questionario, os produtos analisados foram:
paes, biscoitos/bolachas, mistura para bolos, mistura para paes, mistura para
pao de queijo, massa de arroz, fécula de mandioca (tapioca), granola sem gluten,

farinha de arroz, fermento quimico para bolo, sendo analisados pelo menos 2
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amostras de marcas diferentes e em duplicata. Para garantir a eficacia dos kits

de andlises usamos como amostra padrao a farinha de trigo.

3.2.3. Preparo das amostras

O processamento das amostras foi realizado logo ap6s a compra, nos
Laboratorios da Universidade Federal de Pelotas. Todas as bancadas,
superficies, equipamentos e utensilios necesséarios para essa etapa foram
higienizados com agua destilada e detergente comum, e com solucéo de etanol
70% para evitar qualquer tipo de contaminacdo por gluten decorrente do
ambiente laboratorial.

As amostras foram preparadas conforme descricdo pela instrucdo do
fabricante dos kits de ELISA R5 e de Fitas imunocromatograficas ambas da
marca RIDASCREEN® da R-Biopharm AG (Darmstadt, Alemanha). Os kits para

as andlises foram adquiridos com recursos proprios.

3.2.4. Extracdo das amostras e andlise por ensaio imunoenzimético (ELISA
R5)

A homogeneizacdo das amostras foi realizada em uma sala isolada ao
local que foi realizada a analise de ELISA R5 e das Fitas imunocromatograficas,
para evitar possiveis contaminacdes por pequenas particulas e poeira de cereais
suspensas no ar e nos equipamentos. As analises foram realizadas em dois dias
por isso, obteve-se mais de uma curva padrao.

Depois do preparo das amostras de acordo com a metodologia da
RIDASCREEN® Gliadina (R7001). Todas as amostras serdo extraidas com a
solucdo Cocktail (patenteada) (R7006/R7016, método oficial R5-Mendez) para
alimentos declarados sem glaten. Realizou-se a homogeneizacdo na capela
devido a R-mercaptoetanol, presente na solucao cocktail (patenteada), depois de
peneiradas e pesadas as amostras foram extraidas com a solugéo de cocktail
diluida pelo menos na proporgcéo 1:500 (recomendacdo 1:500 para amostras
com aproximadamente 20 mg/kg de gliten e 1:2500 para amostras com
aproximadamente 100 mg/kg de glaten).

O kit R5 ELISA RIDASCREEN® Gliadin possui todos os reagentes
necessarios para 0 ensaio imunoenzimatico incluindo os padrdes (calibrados

para prolaminas), cada kit serve para até 96 determinacdes. Possui limite de

23



deteccao: 0,5 mg/kg (ppm) de gliadina ou 1 mg/kg (ppm) de gluten (dependendo
da matriz utilizada) e limite de quantificacao: 2,5 mg/kg (ppm) de gliadina ou 5
mg/kg (ppm) de gluten.

O anticorpo monoclonal R5 reage com a gliadina para fracdes de trigo e
prolaminas correspondentes de centeio e cevada. Basicamente o anticorpo
monoclonal reconhece a sequéncia téxica do pentapeptideo ‘Glutamina-
Glutamina-Prolina-Fenilalanina-Prolina’ e possui limites de detec¢cédo de acordo
com o que o CODEX ALIMENTARIUS preconiza que deve ter pelo menos 10
ppm como limite de deteccéo.

A extracdo das amostras e preparo das solu¢cdes ocorreu de acordo
com as seguintes etapas:

1- Pesou-se uma quantidade suficiente (pelo menos 5 g) de amostra dos
produtos analisados;

2- Para as amostras contendo cacau e especiarias adicionou-se 0,25 g
de leite em p6 desnatado, conforme indicado pelo fabricante do kit;

3- Para que as amostras chegarem a consisténcia de p6 foi necessario
secar em estufa para remover a agua presente nos alimentos e facilitar a
moagem (estufa por 2 — 6 h a 250 °C);

4- Foi feita a moagem completa das particulas até que estas obtivessem
consisténcia de p0, se necessario foi utilizado uma peneira,

5- ApOs pesou-se 0,25 g da amostra (balanca analitica) em um tubo de
falcon de 15 mL e adicionou-se 2,5 mL da solugdo Cocktail (patenteada) na
capela misturando bem;

6- Deixou-se a amostra descansando por 40 min a 50 °C na estufa;

7- Depois a amostra ficou sob temperatura ambiente e apos adicionou-se
7,5 mL de etanol 80%;

8- O frasco foi fechado e homogeneizou-se em centrifuga por 10 min a
2500 rpm na temperatura ambiente (20 — 25 °C), apoOs deixou-se o frasco
descansando durante 1 h;

9- Apés a centrifugacdo filtrou-se o0 extrato, se necessario
(aproximadamente 2 mL do extrato);

10- Transferiu-se o sobrenadante para outro tubo de falcon de 15 mL;

11- Logo em seguida preparou-se a diluicdo da solucdo buffer (tampé&o)
que foi feita na proporcéo 1:5 (1 + 4) com agua destilada (por exemplo, 3 mL de
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concentrado + 12 mL de agua destilada, suficiente para a diluicdo de 10
amostras);

12- ApoOs preparou-se a diluicdo da solucéo conjugada (frasco com tampa
vermelha). Para reconstituicdo, o concentrado da solucédo conjugada foi diluido
na proporcao 1:11 (1 + 10) com agua destilada (por exemplo, 200 mL de
concentrado + 2 mL de agua destilada);

13- Depois preparou-se a solugéo tampéo de lavagem. Que foi diluida na
proporcao 1:10 (1 + 9) com agua destilada (100 mL de concentrado de tampéao
de lavagem + 900 mL de agua destilada). Antes da diluicdo, se necessario
dissolver os cristais eventualmente formados e incubar a solugcdo tampao em
banho-maria a 37°C.

ApOs todas as solugBes prontas prosseguimos para a analise de
ELISA R5 conforme descrito o passo a passo de cada etapa:

1- Utilizou-se o numero suficiente de micro-poc¢os para todos os padrdes
e amostras a serem executados em duplicata. Anotou-se as posi¢des do padréo
e das amostras (transferiu-se as amostras para eppendofs em duplicata);

2- Adicionou-se 100 pL de cada solucéo padrdo (padréo 1-6) nos micro-
pocos e 100 pL de cada amostra e incubou-se em lugar protegido da luz durante
30 min a temperatura ambiente (20 — 25 °C);

3- ApGs lavou-se a placa virando-a placa com 0S micro-pog¢os para que o
liquido presente nos pocos seja eliminado com batidas leves no suporte da placa
(trés vezes) contra uma folha de papel absorvente para garantir a remocao
completa do liquido dos micro-pocos;

4- ApOs esta etapa adicionou-se 250 pL de solucdo tampéao de lavagem
ja diluida nos micro-pocos, repetiu-se 0 processo anterior de lavagem e todo
esse processo foi repetido mais duas vezes;

5- Realizou-se a primeira lavagem adicionando 100 pL da solugéo
conjugada j& diluida nos micro-po¢os, incubou-se durante 30 min a temperatura
ambiente (20 — 25 °C) no escuro;

6- Apos realizou-se a segunda lavagem, adicionou-se em todos 0s micro-
pocos 250 pL de solucéo buffer ja diluida e repetiu-se o processo de lavagem
como descrito anteriormente mais duas vezes;

7- ApOs realizou-se a terceira lavagem adicionando 50 pL de substrato e

50 pL de cromogénio (responsavel pela coloracdo nos micro-pocos) em cada
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micro-poc¢o. Agitou-se suavemente a placa manualmente e incubou-se por 30
min em temperatura ambiente (20 - 25 °C) no escuro;

8- E por fim adicionou-se 100 pl da solugdo de parada em cada micro-
poco. Novamente misturou-se suavemente agitando a placa manualmente e
apos 30 minutos realizou-se a leitura da absorbancia a 450 nm no
espectrofotometro para leitor de micro-pogos.

Para facilitar o entendimento das diversas etapas do método de andlise
de ELISA R5, utilizou-se o esquema simplificado. A Figura 4 é referente ao

esquema simplificado para analise imunoenzimatica de ELISA R5.

l

Preparo das Amostras

B B Sobrenadante da extragdo com
Preparo das Solucdes: Solucao etanol apés centrifugagéo

Aliquota de 100 pl das amostras
e solugéo padrao (1-6) em cada

Tampao de Diluigdo e de Lavagens micropogos
Lavagem da placa trés vezes e Aliquota 250 pl de solugdo tampéo Lavagem da placa trés vezes e
secagem de lavagem nos micropogos secagem
Apds a primeira lavagem - ) Apéds a segunda lavagem,
adicionou-se 100 pl da solugéo Incubagéo por 30 minutos adicionou-se 250 ul de
conjugada nos micropogos no escuro solugéo buffer nos micropogos
Apos a terceira lavagem R
Incubagao por 30 minutos adicionou-se 50 pl de substrato Lavagem da placa trés
no escuro e 50 ul de cromogénio em vezes e secagem
cada micropocos

Adicionou-se solugao de parada
e descansar por 30 minutos

Leitura da absorbancia a 450 nm

Figura 4 - Figura referente ao esquema simplificado para analise imunoenzimatica de ELISA R5.

3.2.5. Andlise por fitas imunocromatograficas

As analises por fitas imunocromatograficas foram realizadas em setembro
de 2020 no Campus Capdo do Leédo, no laboratorio de Andlise Sensorial.
Realizamos a analise conforme a descricdo do fabricante. Foi utilizado o kit da
RIDA®QUICK da R-BIOPHARM®, que é um teste imunocromatografico para a
detec¢do qualitativa de contaminacédo por glaten. O kit de teste € composto de

25 tiras (e 25 tubos para determinacoes).
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Apoés o tempo determinado de espera da analise verificamos visualmente
0s resultados nas fitas. Para resultado negativo apenas uma banda foi vista
(banda controle) e para resultado positivo duas bandas foram vistas (bandas
controle e teste).

As tiras também usam o anticorpo R5 e mostram uma boa correlacdo com
o método de ELISA R5. O anticorpo monoclonal R5 reage com a fracdo de
gliadina do trigo e as prolaminas correspondentes de centeio e cevada.

Para esta analise foi utilizado 50 pL (0,05 mL ou 3 gotas) do sobrenadante
resultante da extracdo da amostra que foi adicionado a 500 pL (0,5 mL) de
tampdo de diluicdo no tubo de ensaio, ap6s agitou-se com vértex para
homogeneizar a solugéo.

Preparamos a amostra conforme a descricdo de preparo para
matéria-prima solida e dura:

1- Primeiramente pesou-se 5 g de amostra e moemos até consisténcia de

7

Po;

2- Utilizou-se 1 g deste po e adicionamos 10 mL de solucédo de etanol 60%
(para amostras contendo soja adicionamos 1 g de leite em p6 desnatado);

3- Agitou-se bem por pelo menos 30 segundos no vortice;

4- Deixou-se a amostra filtrando em papel filtro e utilizou-se somente o
sobrenadante;

5- Colocou-se a fita-teste dentro do tubo de ensaio (cuidando para néo
mergulhar a tira além da linha maxima) contendo a solucédo e depois de 5 minutos
realizou-se a leitura.

Observou-se os resultados visualmente, comparando com o cartdo de
avaliacao presente no kit. Em caso de resultado negativo apenas uma banda foi
vista (banda controle azul), em caso de resultado positivo, duas bandas foram
vistas na fita imunocromatografica (banda controle azul e banda teste) e o
resultado sera considerado invalido quando ndo apresentar nenhuma banda
colorida.

Para facilitar o entendimento do método de andlise das fitas
imunocromatogréficas, utilizou-se o esquema simplificado. A Figura 5 € referente

ao esquema simplificado para analise das fitas imunocromatograficas.
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[ Fitas Imunocromatogréficas]

\

Preparo das Amostras:

1 g de amostra em po 30 segundos no vértex Adicionado 3 gotas

do sobrenadante

10 mL de solucgao etanol 60%

Colocar a fita no tubo de ensaio

/

Tubo de ensaio contendo 5 mL de

tampao de diluicéo

Incubar por 5 minutos

Realizar a leitura visual

Figura 5 - Figura referente ao esquema simplificado para andlise das fitas imunocromatograficas.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises foram digitados em uma tabela do programa
Excel® para ser realizada a analise de média e desvio padrdo. A comparacao
das médias foi realizada por andalise de variancia através do programa STATA
versao 12.1 (ANOVA) e pelo teste de significancia de Tukey (p<0,05) e analises

multivariadas.
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5. RESULTADOS

5.1. Questionario de avaliagcdo do consumo de produtos sem gluten

Foi aplicado um questionario online de multiplas questdes para avaliar o
conhecimento de pessoas celiacas ou que consomem dieta com restricdo de
gluten. Obteve-se as respostas e analisou-se 0 conhecimento dos participantes
sobre o glaten, os produtos sem gluten, sintomas da DC e consumo destes
produtos.

Apo6s o encerramento do questionario analisamos os dados e observamos
que a maioria das pessoas que responderam ao questiondrio, 88,7% sao
mulheres, 44% dos participantes possuem idade acima dos 40 anos,
praticamente 42% possuem pos-graduacao. Os participantes foram perguntados
sobre o que é glaten e todos (100%) responderam saber o que é gluten,
praticamente 81% dos participantes consomem produtos de panificagdo sem
glaten, 54% consomem diariamente esses produtos e 92% seguem dieta sem
gliten. Quando perguntados sobre a doenca celiaca 93% possuem alguma
enfermidade relacionada ao glaten, 51% relataram encontrar com facilidade
produtos sem glaten, porém 40% ndo se sentem seguros quando ao cCoNnsumMo
destes produtos e 50,4% relataram que sua maior dificuldade € realizar as
refeicOes fora de casa.

Também questionamos com perguntas dissertativas sobre o que eles
sabiam sobre as enfermidades que o gluten pode causar, quais os produtos de
panificacdo sem gluten mais consumidos, se ainda consumiam algum produto
de panificacdo com gluten e se os produtos de panificacdo sem glaten possuem
beneficios para a nossa saude. O produto mais consumido foi 0 pdo com 27,2%
das respostas, 5,3% dos respondentes acham que celiacos podem consumir
produtos com glaten, 78,1% acreditam que os produtos sem gliten trazem
beneficios para saude e 12,3% nao souberam responder.

Perguntamos também sobre a dieta alimentar dos participantes, 80,9%
relataram que consomem produtos sem gluten devido a doenca celiaca, 66%
relataram que houve melhora nos problemas digestivos apos a substituicdo dos
alimentos com glaten para alimentos em gluten, 41% dos participantes relataram
que a principal diferenca dos produtos de panificagdo sem gluten comparados

com os produtos que possuem glaten é a textura que estes produtos apresentam
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seguido pelo preco elevado, em que 40% relataram como uma das principais
diferencas. Para os respondentes o principal motivo da troca de alimentos com
glaten por sem glaten é a melhora de problemas de saude (65,8%), seguido por
perda ou ganho de peso (15,8%) e as diferencas encontradas nessa troca de
produtos foi o preco (40,4%), a textura (37,7%), o sabor (21,1%) e a cor (0,8%).
As respostas do questionario estdo descritas abaixo de acordo com as
figuras de 6 — 20. Porém, com excecao das perguntas dissertativas que foram
analisadas resposta por resposta sendo evidenciada somente as mais citadas.

@ Menor de 18 anos
@ D2 182329 anos
@ De 30 a 40 anos
@ Acima de 40 anos

Figura 6 - Gréfico referente a faixa etaria dos participantes.

& Feminino
& Masculing

Figura 7 - Gréfico referente ao sexo dos participantes.

@ Ensino Fundamental
@ Ensino Médio

@ Ensino Superior

@ Fos Graduacéo

Figura 8 - Gréfico referente a escolaridade dos participantes.
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& Sim
@ Nio

Figura 9 - Gréfico referente a pergunta o que é gluten?
® Sim

& Mio
O As vezes

Figura 10 - Gréfico referente ao consumo de produtos de panificagdo sem gliten.

@ Diariamente
@ 2-3 vezes na semana
) Raramente

- @ Munca

Figura 11 - Gréfico referente a frequéncia de consumo de produtos de panificagdo sem gliten.

@ Sim
@& Mo

Figura 12 - Gréfico referente a realizar algum tipo de dieta com restricdo de gluten.
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& Sim
@ Nio

Figura 13 - Grafico referente a possuir alguma enfermidade com relagédo ao gluten.

ﬂ @ Sim

@ Mio
Figura 14 - Gréfico referente a encontrar produtos sem gliten com facilidade.

@& Sim
& Mo

Figura 15 - Grafico referente a consumir produtos sem gliten serem seguros para 0 consumo.
@ Preco dos produtos
@ Dificuldade de encontrar produtos sem
gliten
@ Confiabilidade dos rotulos
@ Realizar as refeicbes fora de casa

Figura 16 - Gréfico referente as maiores dificuldades com relagao as restricbes da alimentacéo
sem gluten.
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@ Sim
@& Mo

Figura 17 - Gréfico referente ao consumo de produtos de panificacdo que contenham gluten por
participantes celiacos.

@ Doenca celiaca

@ Outras doencas, intolerancia ou alergia
@ Perda de Peso

@ Distas

@ Acredita que o gliten traz algum risco a
salde

@ Menhuma das alternativas

Figura 18 - Gréfico referente ao motivo que levou os participantes ao consumo de produtos sem
glaten.

@ Perda ou ganho de peso

@ Melhora dos problemas digestivos
O Alergias

@ Alteracdo de humaor

@ MNehuma

@ Mehum

Figura 19 - Gréfico referente a diferenga ou alteracao na salde ao trocar produtos com glaten
por produtos sem glaten.

& Textura
@ Coloragdo
& Sabor

@ Freco

Figura 20 - Gréfico referente a diferencga entre os produtos com gluten e sem gluten.
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Todos os dados do questionario foram analisados estatisticamente e
avaliados se apresentaram significancia entre eles, porém, no presente trabalho
somente sao apresentadas discussdo das variaveis que apresentaram
significancia estatistica. No apéndice B esta descrito todas as variaveis geradas
e tratadas estatisticamente por ANOVA. Podemos verificar que quando
analisadas as variaveis escolaridade x dificuldade de encontrar produtos sem
gliten e escolaridade x dificuldades que estas apresentaram significancia
estatistica (p < 5), as demais variaveis analisadas nao apresentaram
significancia estatistica.

As Tabelas 2 - 4 sdo referentes as analises estatisticas. Como descrito
anteriormente somente a varidvel escolaridade apresentou significancia
estatistica, apresentou desvio padrao de 0,905 e no programa estatistico foi
considerado somente 114 respostas, uma das respostas foi considerada
invalida. A Tabela 3 é referente a analise da variancia da variavel escolaridade,
onde observamos 113 respostas vélidas e intervalo de confianca de 0,376 e a
Tabela 4 analisa a soma dos quadrados da variavel escolaridade, somente duas
das variaveis analisadas apresentaram intervalo de confianca significativo.

Podemos dizer que quando comparamos a variavel escolaridade frente a
facilidade e também a dificuldade de encontrar produtos em glaten estas
variaveis se mostraram significativa, ou seja quanto maior ou menor a
escolaridade, ela tem influéncia na escolha do lugar e para comprar os produtos
sem gluten, assim como ainda é um ramo do mercado que € pouco explorado, e
relatado por muitos se torna muitas vezes sendo mais localizado na parte central

da cidade ou em lojas mais especificas de produtos naturais ou de suplementos.

Tabela 2 - Estatisticas descritivas (Dados quantitativos):

~ Obs. com . .
Variavel Observacoe dados Obs. sem dados Minimo Méxim Média Desv~|o
s faltantes o} padréo
faltantes
Escolaridade 114 0 114 1,000 | 4,000 | 3,149 | 0,905

Tabela 3 - Andlise da variancia (Escolaridade):

Fonte GL Soma dos Média dos quadrados F Pr >F
quadrados

Modelo 37 31,936 0,863 1,084 | 0,376

Erro 76 60,529 0,796

Total corrigido | 113 92,465

35



Tabela 4 - Andlise da Soma de Quadrados da variavel Escolaridade:

Somados |Médiados
Fonte GL quadrados |quadrados F Pr>F

Voceé sabe o que é GLUTEN? 0 0,000

Costuma consumir produtos S/G 0 0,000

Frequéncia do consumo 3 4,395 1,465 1,840 0,147

Dieta S/G _ 1 2,489 2,489 3,125 0,081

Enfermidade ao GLUTEN 1 0,003 0,003 0,004 0.950
[ 2) Encontra produtos S/G com facilidade: 1 3,308 3,308 4,153 0,045

b) Seguro ao consumo S/G 1 1,199 1,199 11,505 0,224
[¢) Dificuldades 3 9,319 3106  B,000 | 0,012 |

Enfermidades ao GLUTEN? 1 0,041 0,041 0,051 0,821

Celiaco consome produtos com

GLUTEN: 1 1,018 1,018 1,278 0,262

Consume produto SEM GLUTEN. 7 4,007 0,572 0,719 0,656

Produtos + consume C/G 6 1,628 0,271 0,341 0,913

Motivo produtos S/IGLUTEN: 3 1,146 0,382 0,480 0,697

Beneficios p/ saude produtos S/G 2 0,438 0,219 0,275 0,760

Troca alimentos C/G por S/G 4 1,752 0,438 0,550 0,700

Diferenca consumo S/G e C/G 3 1,195 0,398 0,500 0,683

ARAUJO et al, (2010) ressaltam que o seguimento de uma dieta isenta de
glaten interfere drasticamente no estilo de vida dos celiacos e, muitas vezes,
para ndo se privarem de frequentar servi¢cos de alimentacao, viagens, convivio
com parentes e amigos, por exemplo, acabam seguindo a dieta dita normal, que
tem menor impacto social. Ainda segundo o autor no Brasil, com o objetivo de
minimizar as dificuldades da adesé&o ao tratamento, surgiram as Associacdes de
Celiacos, sendo que a primeira associacao de celiacos criada foi a ACELBRA
(Séo Paulo) fundada em fevereiro de 1994, que busca orientar os pacientes
guanto a doenca e a dieta sem gluten e divulgar a doenca.

ARAUJO et al, (2010) ja relatava problemas com a atual legislacdo em
vigor para produtos sem gluten, a Lei n° 8.543 da vigilancia sanitéria, que obriga
as industrias alimenticias a imprimirem em caracteres destacados uma
adverténcia nos rétulos e nas embalagens de produtos industrializados que
contém glaten ou seus derivados. Em 2003, foi publicada a Lei n° 10.674, que
obriga os produtos alimenticios comercializados a portarem informacao sobre a
presenca de gluten como medida preventiva e de controle da doencga celiaca.
Assim, todos os alimentos industrializados devem conter em seu rotulo,
obrigatoriamente, as inscricdbes “contém gluten” ou “ndo contém gluten”,

conforme o caso.

36



PRATESI (2019), avaliou com um questionario a qualidade de vida dos
celiacos, senso utilizado um questionario adaptado culturalmente e validado
conforme o questionario “celiac disease quality of life questionnaire”
originalmente desenvolvido na Alemanha. O questionario foi aplicado em 450
pacientes celiacos de 18 estados brasileiros, com duracdo de 2 semanas e
composto por 28 perguntas de multipla escolha. Apos a coleta de dados a autora
observou que o questionario brasileiro de qualidade de vida apresentou medidas
validas de reprodutibilidade e consisténcia interna. Foi possivel observar a
correlacéo positiva entre maior nivel de escolaridade e melhor qualidade de vida.
Os pacientes com DC que seguiam rigida dieta sem gluten apresentaram 0s
maiores valores na escala de qualidade de vida, o diagndstico tardio esta
relacionado a um pior escore de avaliacdo de qualidade de vida. Contudo
observou-se que o tempo de diagnostico, o nivel de escolaridade superior, a
adesdo estrita a dieta sem gliten e o género masculino foram os que
apresentaram melhores resultados neste questionério e estdo relacionados aos
maiores escores de qualidade de vida dos celiacos. O conhecimento da dieta e
de qualidade de vida € importante para ajudar a implementar estratégias eficazes
para melhorar a vida dos pacientes celiacos brasileiros e reduzir a carga fisica,

emocional e social sobre eles.

5.2. Andlise por ensaio Imunoenzimatico (ELISA R5)

Os testes de ELISA R5 foram realizados no laboratério de Biologia
molecular no centro de Biotecnologia no Campus Capédo do Ledo. Apés a coleta
dos dados estes foram enviados para RIDASCREEN® da R-Biopharm AG, para
a realizacdo da leitura no software especifico para a andlise, os resultados foram
recebidos em abril de 2020.

O teste possui limite de deteccéao de: 0,5 mg/kg (ppm) de gliadina ou 1
mg/kg (ppm) de glaten (dependendo da matriz utilizada) e limite de quantificagéo:
2,5 mg/kg (ppm) de gliadina ou 5 mg/kg (ppm) de gliten. As mostras foram
codificadas, conforme a Tabela 5 para facilitar e evitar qualquer vinculo com as

marcas utilizadas durante a realizacdo das analises.
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Tabela 5 - Codificacdo das amostras

Cadigo Produto

11 Cookies chocolate marca A - 100g

12 Biscoito salgado queijo e linhaca marca B - 759

13 Biscoito salgado quinoa com tomate marca C - 25¢g

21 Brownie de chocolate marca D- 40g

31 Granola sem glaten marca A- 200g

41 Mistura para p&do de Queijo marca E - 2509

42 Mistura para pado de Queijo marca F - 2509

51 Massa de arroz marca G - 200g

61 Farinha de arroz marca H -1 Kg

62 Mistura multigréos para pdo marca H - 310g

71 Mistura para bolo de laranja marca | - 300g

72 Mistura para bolo de chocolate marca J - 300g

81 Bolo de laranja marca A- 200g

91 Pao tradicional sem gliten marca K - 170g

100 Massa para tapioca marca L - 70g

110 Fermento para bolo marca M - 100g

120 Rosquinha de polvilho com batata doce marca N - 50g
200 (C) Farinha de trigo marca O - 1Kg (Amostra Controle)

Esses resultados estdo dispostos conforme a distribuicdo das amostras
nos micropogos da placa de ensaio imunoenzimatico do teste ELISA R5. Todos
os resultados apresentaram resultado negativo para concentracao de glaten, ou
seja, apresentaram resultados < de 2,5 mg/kg (ppm) de gliadina e < 5 mg/kg
(ppm) de glaten. A Unica amostra que apresentou resultado positivo foi a amostra
controle, que obrigatoriamente teria que possuir gliten na sua composi¢ao. No
entanto quando observamos a absorbancia dos resultados podemos perceber
gue algumas amostras apresentaram absorbancia elevada o que poderia indicar
a presenca de tracos de gluten em algumas das amostras analisadas, lembrando
que segundo a legislacdo brasileira ndo especifica a quantidade de ppm de
gluten que contém no produto.

As tabelas 6 - 10 sao referentes as concentragfes, a absorbancia e aos
resultados das analises imunoenzimaticas de ELISA. O grafico 1 e 2

demonstram a concentracdo x absorbancia dos resultados apos a leitura no
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espectrofotometro. A primeira etapa da analise foi realizada em outubro de 2019

e a segunda etapa da analise foi realizada em janeiro de 2020.

Tabela 6 - Concentragdo e Absorbancia das Concentragdes Padréo (Standards) 12 dia

Amostras Padrédo Concentracédo ng/mL Absorbancia Concentracéo (%)
(fornecida pelo kit)

1 0,00 0,002E 0,2

2 5,00 0,168E 15,2

3 10,00 0,310E 28,0

4 20,00 0,508E 45,9

5 40,00 0,834E 75,3

6 80,00 1,107E 100,0

Tabela 7 - Resultados das Amostras da 12 dia

Amostras | Absorbancia Concen | Concentragdo | Gliadina | Glaten Concentracgéo gluten
(média da tracéo calculada mg/Kg mg/Kg calculada a partir da
duplicata) (%) ng/mL curva padrédo

72 0,011E 1,0 <5,00 <2,50 <5,00 -10,176
61 0,025E 2,3 <5,00 <2,50 <5,00 -9,1

62 0,003E 0,3 <5,00 <2,50 <5,00 -10,792
12 0,002E 0,2 <5,00 <2,50 <5,00 -10,869
13 0,007E 0,6 <5,00 <2,50 <5,00 -10,484
81 0,013E 1,2 <5,00 <2,50 <5,00 -10,023

Célculo referente a equacédo da curva padrao de gliadina
Apbs a obtencédo dos resultados, utilizou-se o grafico da curva padréo x
absorbéancia para gerar a equacdo da curva padrdao de gliadina, conforme o

calculo abaixo (este calculo foi repetido para todas as amostras):

y = 0,0134x + 0,1433
0,011 = 0,013x + 0,1433
0,011 — 0,1433 = 0,013x
-0,1323 = 0,013x

X =-0,01323 /0,013

X =-10,176
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y=0,0134x + 0,1433

R?=0,9224

0,834

Absorbéancia

40

60

Concentracdo ng/mL

Gréfico 1 - Concentracéo x absorbancia das amostras da 12 dia.

1,107

80

Tabela 8 - Concentrac@o e Absorbancia das Concentracdes Padrédo da 22 dia.

100

Amostras Padrao Concentra¢cédo ng/mL Absorbancia Concentracéo (%)
(fornecida pelo Kit)
1 0,00 0,388E 40,0
2 5,00 0,177E 18,2
3 10,00 0,304E 31,3
4 20,00 0,504E 45,9
5 40,00 0,800E 82,5
6 80,00 0,970E 100,0
Tabela 9 - Resultados das Amostras da 22 dia
Amostras | Absorbancia | Concentra | Concentragao Gliadina | Glaten Concentracédo glaten
(média da céo (%) calculada ng/mL | mg/Kg mg/Kg calculada a partir da
duplicata) curva padréo
200 1,243E 128,1 >80,00 >40,00 >80,00 84,592
71 0,025E 2,6 <5,00 <2,50 <5,00 -9,1
100 0,056E 5,8 <5,00 <2,50 <5,00 -6,715
31 0,056E 5,8 <5,00 <2,50 <5,00 -6,715
51 0,003E 0,3 <5,00 <2,50 <5,00 -10,792
110 0,006E 0,6 <5,00 <2,50 <5,00 -10,561
120 0,006E 0,6 <5,00 <2,50 <5,00 -10,561
11 0,017E 1,8 <5,00 <2,50 <5,00 -9,715
41 0,032E 3,3 <5,00 <2,50 <5,00 -8,561
42 0,036E 3,7 <5,00 <2,50 <5,00 -8,253
91 0,017E 1,8 <5,00 <2,50 <5,00 -9,715
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Gréfico 2 - Concentragéo x absorbancia das Amostras da 22 dia.

Existem vérios estudos semelhantes que utilizam teste ELISA para
verificar presenca de gluten em alimentos, conforme citados abaixo que foram
utilizados para comparar os resultados encontrados no presente estudo.

No estudo realizado por PIRES, 2013 onde foram avaliados biscoitos sem
glaten, o autor observou que 6,7% dos rétulos apresentaram resultados
diferentes do que estava informado nos rétulos. Nos biscoitos rotulados com a
inscricdo “ndo contém gluten”, todos apresentaram resultados positivo apés
analise da técnica ELISA. Neste estudo constatou-se que ocorreu contaminacao
por gliten nestes alimentos. Para comprovar a presenga de gluten,
principalmente em alimentos rotulados como isentos de glaten, o autor ressalta
a importancia de se utilizar mais de uma técnica de andlise para confirmacéo dos
resultados. Além de serem avaliados através da técnica ELISA R5, foi utilizado
a técnica de PCR para confirmar a contaminacgéo e identificar quais foram os
cereais contaminantes, como por exemplo, se foi encontrado presenca de
cereais provenientes de trigo, centeio, cevada ou aveia (SANDBERG et al,
2003).

A contaminagdo cruzada com gluten representa um alto risco para a
salude e para a vida das pessoas com doenca celiaca, sensibilidade ao gluten
nao-celiaca e alérgica ao glaten. Portanto, o cumprimento das regras,
principalmente como a adoc¢éo de boas préticas de fabricagéo, controle rigoroso

dos procedimentos operacionais padrdo sao extremamente necessarios para
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garantir a integridade e a seguranca dos consumidores, segundo estudos
realizados por Farage, et. al. (2017) e Farage et al., (2018). Outro problema
citado por eles sdo os varios problemas que existem sobre a rotulagem dos
produtos, o autor relata problemas desde a aquisicdo dos produtos até a
rotulagem final, que ndo é rigorosamente seguida. No estudo realizado por
VERMA et al, (2017) é mencionado que em servicos de fast food a chance de
ocorrer contaminagdo por glaten é muito alta devido ao treinamento inadequado
de pessoal, uso descuidado de ferramentas, bancadas, equipamentos, entre

outros.

5.3. Analise por fitas Imunocromatogréaficas

Os resultados foram comparados visualmente e pode-se observar que 5
amostras apresentaram resultado positivo para a presenca de gluten, as
amostras positivas foram as de numero 200 (amostra Controle), 62, 110, 12 e
61. As fitas possuem limite de detec¢do para alimentos sem gluten de 4,4 - 6,3
mg/kg de glaten. As amostras foram codificadas conforme ja descrito

anteriormente para a analise de ELISA R5.

Procedure Interpretation

Result window

C C
1
5 min.
Max line
Reaction Zone ﬂ ’ -~

dip positive  negative

C = control band (blue)
T = test band (red)

Figura 21 - Interpretacé@o do resultado conforme fabricante das fitas imunocromatogréficas.

Como ja citado anteriormente na legislacdo brasileira existem normas que
regulamentam para rotulagem quanto a presenca ou auséncia de gluten nos

7

alimentos, porém ndo € estabelecido um controle laboratorial para essa

42



rotulagem. Também ndo ha um método padrao para controle de qualidade dos
produtos, nem um nivel de concentracdo de gluten aceitavel. O Codex
Alimentarius considera aceitdvel um produto com até 20 ppm de gliten para
alimentos naturalmente livres de gluten e 200 ppm para alimentos com glaten
retirado para serem considerados “sem gluten” (CODEX ALIMENTARIUS,
2008).

Outro fator importante € a quantidade deste alimento que vai ser
consumida por uma pessoa celiaca, por exemplo, como pela definicdo néo existe
uma definicdo de quantidade de glaten que o alimento contenha, consideramos
que até 20 ppm de gluten é considerado como alimento livre de glaten, imagina
que um celiaco poderia ingerir até 500 g desse alimento por dia sem danos a
sua saude, mas para outra pessoa celiaca apenas 1ppm pode ser totalmente
intoleravel, causando diversos problemas. E se pensarmos como aceitavel um
valor de até 5 ppm de gluten para o alimento ser considerado livre de gluten essa
ingestdo aceitavel subiria para até 2 kg deste alimento por dia. O uso das fitas
imunocromatogréficas para a avaliagcdo da presenca ou auséncia de glaten nos
permitiria indicar para celiacos, com maior tranquilidade alimentos com resultado

negativo quanto a presenca de gluten (LAUREANO, 2010).

5.4 Comparacgao entre os métodos ELISA e fitas imunocromatograficas

Comparando os testes imunoenzimatico (ELISA R5) com o
imunocromatografico (fitas), pode-se perceber que as fitas s6 indicam a
presenca ou auséncia de gliten nas amostras analisadas, enquanto no teste
ELISA R5 é possivel determinar a concentracdo de gluten e gliadina presente
nas amostras analisadas, conforme a tabela 10. Conforme observou-se durante
a realizacdo das analises as fitas foram desenvolvidas para serem um método
mais pratico e com um limite de deteccéo favoravel.

No estudo realizado por LAUREANO (2010) foi relatado que o resultado do
teste ELISA R5 acima de 5 ppm de gluten apresentou Otimos valores
comprovando a adequacao do uso das fitas imunocromatogréaficas a veracidade
dos resultados, garantindo que as amostras tenham um valor de glaten inferior
ou muito préximo a 5 ppm, uma vez que o resultado desse teste seja negativo
ou inferior a 5 ppm. O autor compara o teste imunocromatografico aos resultados

de R5- ELISA maiores que 20 ppm de gluten, mostrando que amostras de gluten
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gue apresentam resultado negativo nas fitas realmente possuem valor de gluten

inferior a 20 ppm.

Tabela 10 — Comparagédo dos resultados entre os métodos

Amostras Resultados ELISA Fitas imunocromatograficas
Gliadina mg/Kg | Gluten mg/Kg
200 >40,00 >80,00 Positivo
71 <2,50 <5,00 Negativo
100 <2,50 <5,00 Negativo
31 <2,50 <5,00 Negativo
51 <2,50 <5,00 Negativo
110 <2,50 <5,00 Positivo
120 <2,50 <5,00 Negativo
11 <2,50 <5,00 Negativo
41 <2,50 <5,00 Negativo
42 <2,50 <5,00 Negativo
91 <2,50 <5,00 Negativo
72 <2,50 <5,00 Negativo
61 <2,50 <5,00 Positivo
62 <2,50 <5,00 Positivo
12 <2,50 <5,00 Positivo
13 <2,50 <5,00 Negativo
81 <2,50 <5,00 Negativo
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O questionario online foi respondido por 115 pessoas, sendo que a
maioria dos respondentes eram mulheres, com ensino superior. Todos o0s
respondentes disseram saber o que € gluten, 92% seguem dieta sem gluten e
81% consomem produtos de panificacdo sem gluten. O produto sem gluten mais
consumido por eles foi o pao.

Quando questionados sobre as caracteristicas sensoriais o principal
motivo da troca de alimentos com gluten por sem gluten foi a melhora de
problemas de saude para a maioria dos respondentes, seguido por perda ou
ganho de peso. As principais diferengas encontradas nessa troca de produtos foi
0 preco, seguido da textura, do sabor e da cor dos produtos. Com bases nestes
resultados podemos concluir que a maioria dos consumidores que responderam
0 questionario online sobre produtos sem gluten possuem DC, tem entendimento
sobre o que é gluten e sobre a DC, assim como, ainda encontram dificuldades
para realizar as refei¢cdes fora de casa.

Os resultados das fitas imunocromatograficas apresentaram divergéncia
guando comparados com o teste de R5-ELISA, onde no teste de ELISA todas as
amostras apresentaram resultados negativos para a presenca de gluten, com
excecao da amostra controle e no teste por fitas quatro amostras mais a controle
apresentaram resultado positivo para a presenca de gluten. Porém as fitas nédo
demonstram um numero exato da concentracdo, somente uma faixa de valor. Se
considerarmos, para a rotulagem dos alimentos livres de gluten, um teor de
glaten de até 5 ppm os dois testes se equivalem. O uso do teste das fitas
imunocromatogréficas demonstrou uma excelente opcdo para garantir aos
celiacos a qualidade do seu alimento em relacdo ao teor de glaten, assim como
€ uma analise mais rapida e de facil execucao.

Podemos observar que a falta de informacdes corretas sobre o glaten, sua
presenca ou auséncia em alimentos principalmente em servi¢os de alimentacéo,
como restaurante, servicos de tele-entrega e lojas de produtos especificos para
celiacos pode comprometer o tratamento para DC, embora esse tratamento
possa ser considerado relativamente simples, uma vez que nao requer 0 UsO
regular de medicamentos e/ou procedimentos de intervencdo médica, somente

seguir a dieta adequada. A necessidade de evitar alimentos que contenham
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gliten geralmente traz mudancas consideraveis nos padrdes de alimentacéo e
estilo de vida dos celiacos, o que torna mais dificil de manter ao longo da vida.
Sendo assim, € importante refletirmos sobre o quanto a pessoa celiaca
enfrenta dificuldades com sua alimentacdo e com problemas relacionadas a
contaminacgdao cruzada. A presenca de tracos de gluten nos alimentos sem gluten
pode impedir a recuperacéo das pessoas com DC.
Outro fator preocupante € a atual legislacéo brasileira sobre a rotulagem
e presenca de gluten em alimentos, acredito que esta precisa ser revisada e
melhorada, pois na atual legislacdo nédo existe a obrigatoriedade para os
restaurantes e servicos de alimentacdo apresentarem identificagcdo quanto a
presenca de gluten, comprometendo a adoc¢éo da alimenta¢do adequada que 0s
celiacos necessitam. Um dos problemas mais importantes no atual modelo de
rotulagem é n&o possuir um padrdo definido, nem limite especifico de ppm para
ser considerado livre de gluten, lembrando que o alimento pode ser considerado

livre de gluten e ainda possuir tracos em sua composicao.
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APENDICE A - QUESTIONARIO SOBRE DOENCA CELIACA E
ALIMENTACAO

Questao 1: Faixa etaria

a) Menor de 18 anos
b) Entre 18 e 29 anos
c) Entre 30 e 40 anos
d) Acima de 40 anos

Questao 2: Sexo

a) Masculino
b) Feminino

Questao 3: Grau de escolaridade

a) Ensino fundamental
b) Ensino médio

c) Ensino superior

d) Pés-graduacao

Questao 4: Vocé sabe o que é GLUTEN?

a) Sim
b) Nao

Questdo 5: Vocé costuma consumir produtos de panificacdo (paes, bolachas,
bolos, pdo de queijo) identificados como "SEM GLUTEN"

a) Sim
b) Nao
c) Asvezes

E qual a frequéncia do consumo desses produtos:

a) Diariamente
b) 2-3 vezes na semana
c) Raramente

Questo 6: Voceé faz algum tipo de dieta com restricio de GLUTEN?

d) Sim
e) Nao

Questdo 7: Vocé é celiaco ou possui alguma enfermidade relacionada ao
GLUTEN?

a) Sim
b) Né&o

Questéo 8: Se vocé é celiaco, ou possui alguma restricdo alimentar relacionada
ao gluten responda as seguintes questodes:
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a) Vocé encontra produtos de panificacdo (paes, bolachas, bolos, pdo de
queijo) SEM GLUTEN com facilidade:

a) Sim
b) Nao

b) Vocé se sente seguro ao consumir alimentos rotulados como SEM
GLUTEN:

a) Sim
b) Nao

c) Quais as maiores dificuldades em relacdo a essa restricdo na sua
alimentacao:

a) Preco dos produtos

b) Dificuldade de encontrar produtos sem glaten
c) Confiabilidade dos rotulos

d) Realizar as refei¢Oes fora de casa

Questdo 9: O que vocé sabe a respeito das enfermidades relacionadas ao
GLUTEN?

Questdo 10: Se vocé é celiaco, mesmo com restricdo alimentar ainda consome
produtos de panificacéo (paes, bolachas, bolos e pdo de queijo) que contenham
GLUTEN:

a) Sim
b) Nao

Questdes 11: Quais os produtos de panificacao (ex: paes, bolachas, bolos e péo
de queijo) que vocé consume SEM GLUTEN.

Questdo 12: Quais os produtos de panificacdo (ex: paes, bolachas, bolos e péo
de queijo) que vocé mais consume COM GLUTEN.

Questdo 13: Qual motivo levou vocé a consumir produtos identificados como
SEM GLUTEN:

a) Doenca celiaca

b) Outras doencas, intoleréncia ou alergia

c) Perda de peso

d) Dietas

e) Acredita que o gluten traz algum risco a saude
f) Nenhuma das alternativas

Questdo 14: Os produtos SEM GLUTEN trazem beneficios para a satde
humana? Sim ou Nao e por qué?

Questdo 15: Vocé, ao trocar alimentos COM GLUTEN por SEM GLUTEN, notou
alguma diferenca/alteracédo na sua saude quanto:
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a) Perda ou ganho de peso

b) Melhora dos problemas digestivos
c) Alergias

d) Alteracdes de humor

e) Nenhuma

Questdo 16: Vocé, ao consumir produtos de panificacao (péaes, bolachas, bolos
e pao de queijo) SEM GLUTEN notou alguma diferenca quando comparado aos
produtos de panificagdo COM GLUTEN quanto a:

a) Textura
b) Coloragao
c) Sabor

d) Preco
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APENDICE B — TABELA COM ESTATISTICAS DESCRITIVAS DO
QUESTIONARIO (DADOS QUALITATIVOS)

Variavel Categorias Contagens Freqgiéncias %
Vocé sabe o que € GLUTEN? 1 114 114 100,000
Costuma consumir produtos S/G 1 92 92 80,702
2 8 8 7,018
3 14 14 12,281
Frequéncia do consumo 1 61 61 53,509
2 25 25 21,930
3 21 21 18,421
4 7 7 6,140
Dieta S/G 1 104 104 91,228
2 10 10 8,772
Enfermidade ao GLUTEN 1 105 105 92,105
2 9 9 7,895
a) Encontra produtos S/G com
facilidade: 1 60 60 52,632
2 54 54 47,368
b) Seguro ao consumo S/G 1 48 48 42,105
2 66 66 57,895
c) Dificuldades 1 24 24 21,053
2 11 11 9,649
3 22 22 19,298
4 57 57 50,000
Enfermidades ao GLUTEN? 1 109 109 95,614
2 5 5 4,386
Celiaco consome produtos com
GLUTEN: 1 6 6 5,263
2 108 108 94,737
Consume produto SEM GLUTEN. 1 30 30 26,316
2 6 6 5,263
3 3 3 2,632
4 9 9 7,895
5 3 3 2,632
6 13 13 11,404
7 7 7 6,140
8 43 43 37,719
Produtos + consume C/G 1 5 5 4,386
2 1 1 0,877
3 3 3 2,632
4 1 1 0,877
7 95 95 83,333
8 8 8 7,018
1 1 1 0,877
Motivo produtos S/IGLUTEN: 1 91 91 79,825
2 15 15 13,158
5 1 1 0,877
6 7 7 6,140
Beneficios p/ saude produtos S/G 1 89 89 78,070
2 11 11 9,649
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3 14 14 12,281
Troca alimentos C/G por S/G 1 18 18 15,789
2 75 75 65,789
3 6 6 5,263
4 3 3 2,632
5 12 12 10,526
Diferenca consumo S/G e C/G 1 46 46 40,351
2 1 1 0,877
3 21 21 18,421
4 46 46 40,351
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