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RESUMO

A problemdtica do gliten na dieta humana tem sido alvo de grande preocupacao devido ao
crescente nimero de casos reportados de alteracdes fisioldgicas provocadas pelo consumo de
gldten, tais como a doenca celiaca, alergia ao gliten e ataxia com neuropatia periférica relacionada
com o gldten. A Doenca Celfaca (DC) € uma patologia sistémica mediada pelo sistema imunitario
que é despoletado pelo consumo de gldten em individuos geneticamente suscetiveis.De todas as
alteracdes € a que apresenta maior prevaléncia.

Quando foi inicialmente descrita, era considerada um distdrbio infantil raro, prevalente na
Europa e Estados Unidos da América e o diagndstico limitava-se a detecdo de sintomas gastroin-
testinais e confirmacao por bidpsia do intestino delgado. No entanto, nos ultimos 30 a 40 anos
tem-se observado um aumento significativo dos casos reportados em distintas dreas geograficas.

O Unico tratamento cientificamente registado, até a data, consiste na exclusdo de cereais
contendo gluten da dieta, isto €, uma Dieta Isenta de Gluten (DIG). Apesar de ser eficaz, este tra-
tamento pode conduzir a uma ma nutricdo, e a diminuicao da qualidade de vida, podendo ainda
ocorrer contaminagdo cruzada nos produtos alimentares.

Consequentemente tem-se observado um interesse crescente na fisiopatologia da Doenca
Celiaca, no desenvolvimento de novas terapéuticas e na necessidade de regulamentar os produ-

tos alimentares destinados a Dieta Isenta de Gldten.

PALAVRAS CHAVE: Doenca Celiaca; Dieta Isenta de Gluten; Gldten; Rotulagem



ABSTRACT

Gluten initiates a wide array of disorders that have been reported in a crescent way, such as
celiac disease, wheat dllergy and gluten-related ataxia and peripheral neuropathy. Celiac Disease is a
systemic immune-mediated disorder triggered by the ingestion of gluten-containing grains in genetically
susceptible individuals. Gluten is a protein complex found in wheat, rye and barley. From all the disorders
mencioned, celiac disease is the most common.

Historicaly, Celiac Disease was first described as a rare disorder, most dffecting individuals of
European and North American origin, and usually caracterized by onset during the first years of life.
At that time, diagnosis consisted of the detection of typical gastro-intestinal symptoms and confirmation
by the small intestinal biopsy. However there have been an increase of new cases worldwide, documen-
ted in the last 30-40 years.

The only currently available treatment for Celiac Disease is essencially made by dietary exclusion
of grains containing gluten, i.e., a Free-Gluten Diet. Although a non-gluten intake is the ideal treatment,
it can lead to nutricional problems, gluten contamination and an impaired qudlity of life.

Therefore there have been an effort in the discovery of fisiopathological mechanisms, the develo-

pment of new therapy approaches and the necessity of regulate Free-Gluten Diet products.

KEYWORDS: Celiac Disease; Free-Gluten Diet; Gluten; Labelling



ABREVIATURAS

APC — Associacdo Portuguesa de Celfacos

CMAA — Comité de Métodos de Andlise e de Amostragem
DC — Doenca Celfaca

DIG — Dieta Isenta de Gluten

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay

HLA — Human Leukocyte Antigen (Antigénio Leucocitdrio Humano)
IFN-y — Interferao y

IgA — Imunoglobulina A

lgG — Imunoglobulina G

IL-15 — Interleucina 15

LD — Limite de Detecao

LIE — Linfdcitos Intraepiteliais

MALDI-TOF— Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
NK — Natural Killers

PCR — Polimerase Chain Reaction (Reacdo Polimerase em cadeia)
PDC — Produtos Destinados a Celfacos

MM — Massa Molecular

TNF-o — Tumor necrosis factor alfa (Fator de Necrose Tumoral)
tTG — Tissue Transglutaminase (Transglutaminase Tecidular)

WDEIA  — Wheat-dependent exercise induced anaphylaxis
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I. INTRODUCAO

O gluten é descrito como sendo um complexo proteico encontrado em cereais, nome-
adamente no trigo (ou seja, todas as espécies Triticum), no centeio e na cevada. Este complexo
proteico pode prejudicar a salde de pessoas predispostas geneticamente, as quais devem excluir
estes cereais e seus derivados da dieta.

Existe um ndmero crescente de alteracdes fisioldgicas desencadeadas pelo consumo de
gldten, no entanto a doenca celiaca € a com maior prevaléncia e para a qual existe um maior
ndmero de estudos. Deste modo, € considerada como sendo o problema maior e mais grave
relacionado com o gldten na dieta (Catassi et al,, 201 3).

Os genes envolvidos pertencem a classe Il do Complexo Major de Histocompatibilidade
e codificam os antigénios de histocompatibilidade leucocitdria (HLA) presentes em, pelo menos,
95% dos doentes. A manifestacio clinica da intolerancia ao gliten dd-se o nome de Doenca Ce-
lfaca.

A DC € uma das intolerancias alimentares mais comuns, afetando cerca de 1% da popu-
lacdo mundial, na sua maioria individuos do sexo feminino (duas vezes mais prevalente que nos
individuos do sexo masculino).

Sabe-se que o consumo de gliten pelos individuos intolerantes pode conduzir a destruicao
da mucosa intestinal por indugao de resposta imunoldgica. A intolerancia pode conduzir ao desen-
volvimento de doengas autoimunes, por exacerbagdo do sistema imunitdrio e/ou a complicacdes
que podem advir da fraca absor¢ao de nutrientes, nomeadamente ferro e folato por estes serem
absorvidos na porcao inicial do intestino delgado que € onde ocorre a destruicao epitelial.

Sendo uma intolerancia alimentar responsdvel por despoletar uma resposta imune exacer-
bada, o Unico tratamento disponivel prende-se com a exclusao da substancia que causa toxici-
dade. Neste caso deve haver a exclusdao da dieta de géneros alimenticios que constituem ou sao
produzidos com ingredientes que contenham gldten.

Apesar da preocupacao crescente, por parte da inddstria alimentar, em preparar géneros
alimenticios especiais de modo a irem ao encontro das necessidades dos doentes celiacos €
praticamente impossivel evitar que haja contaminagao cruzada e consequentemente ingestao de
gldten. Posto isto, surge a necessidade de determinar o teor de gldten indcuo para os celfacos,
analisar se o valor do teor indicado nas embalagens respeita o limite e se os alimentos estdo ro-

tulados corretamente de modo a evitar ambiguidades e nao induzir o consumidor em risco.



2. O GLUTEN:
CARACTERIZACAO E DOENCAS RELACIONADAS

O termo gldten € utilizado para descrever a fragdo proteica do trigo, cevada, centeio e aveia,
suas variedades cruzadas e derivados, a que algumas pessoas sao intolerantes (celfacos) e que é
insoluvel em dgua e numa solucao de 0,5 M de cloreto de sddio (Codex Alimentarius).

O gldten foi isolado pela primeira vez a partir da farinha, em 1745, pelo italiano Jacopo
Becari, numa experiéncia que consistia em lavar farinha de trigo com dgua, separando o amido
do gliten. Devido as suas caracterfsticas fisico-quimicas e o baixo custo, o gliten foi rapidamente
adotado pela indUstria alimentar para a fortificagdo de farinhas de baixo teor proteico, como
substituto proteico da carne e de forma a melhorar as caracteristicas organoléticas de alguns
alimentos (Pité, 2008). E também, largamente utilizado na inddstria farmacéutica, no entanto ha
pouca informacdo sobre as formulagdes farmacéuticas isentas de gluten.

As proteinas que constituem o gldten podem ser agrupadas consoante a solubilidade ou
massa molecular (MM). Na primeira divisdo podemos encontrar as prolaminas, protefnas mono-
mericas ricas em prolina que sdo sollveis em solucdes alcodlicas e as gluteinas, proteinas polimeéri-
cas insoluveis. As prolaminas variam entre espécies de cereais, por exemplo no trigo encontramos
a gliadina, no centeio as secalinas e na cevada as hordeninas (Ciclitira et al., 2005). Quanto a massa

molecular estdo divididas em elevada MM, média MM e baixa MM (Tabela ).

TABELA | | Divisao das proteinas do gluten consoante a massa molecular
Elevada Proteinas agregadas em cadeias com pontes dissulfito pertencentes ao grupo das gluteinas
Média Mondémeros de m-gliadina
‘ Baixa Engloba grande parte das gliadinas (o, B e ) e algumas gluteinas

Até ao momento, estudos comprovam que as sequéncias proteicas com maior toxicidade
correspondem ao dominio N-terminal das gliadinas o e 3, mais propriamente o aminoécido 33
(33-mer) da a-gliadina. Logo podemos afirmar que as protefnas de Baixa MM sdo, muito prova-
velmente, as responsdveis por desencadear a resposta inflamatdria tipica da DC em individuos

geneticamente predispostos (Dickson et al., 2006).



3. EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia da DC é muito variada, mas estudos epidemioldgicos demonstram um au-
mento na taxa de incidéncia a nivel global, afetando entre 0,6% a |,0% da populacao mundial.

Até recentemente a DC era tida como sendo uma doenca rara, que surgia na infancia e que
era autdctone dos Europeus, o que justificava o aparecimento em paises de migracao Europeia
como os Estados Unidos da América, o Canadd e a Austrdlia (Catassi & Fasano, 2008). Segundo a
Associagdo Portuguesa de Celfacos (APC), a incidéncia da DC em adultos é mais frequente que
em criangas e 25% dos novos casos diagnosticados ocorre em individuos com mais de 60 anos'.

Novos estudos epidemioldgicos permitem concluir que esta doenga € comum noutras par-
tes do globo consideradas, até entio, livres da DC, particularmente no Norte de Africa e no Mé-
dio Oriente. Atualmente sabe-se que grande parte da populacdo destes paises estd subdiagnos-
ticada, uma vez que os métodos de diagndstico ndo sdo tao acessiveis (Fasano & Catassi, 2012).

O aumento do nimero de casos observado € justificado pela ocidentalizagdo dos habi-
tos alimentares e das técnicas de processamento e armazenamento dos cereais. Por exemplo, a
adogdo da dieta mediterranica nestes paises, que levou a introdugdo de gliten na alimentacao
de individuos que apresentam predisposicao genética para a doenca e que posteriormente vao
desenvolvé-la. Como a prevaléncia entre gémeos homozigdticos € diferente de 100% (cerca de
75%) podemos concluir que, apesar de grande importancia a predisposicdo genética ndo € o
unico mecanismo de ativacdo da DC (Husby et al,, 2012).

Com estes dados, podemos afirmar que a predisposicao genética é um fator preponderan-
te para o desenvolvimento da DC mas o fator chave € a ingestao de gldten.

Estudos de screening seroldgico demonstram que apenas uma pequena percentagem
de casos foi reconhecida clinicamente, sendo que 90% dos celfacos expressam o haplotipo
HLA-DQ?2, 5% expressam o HLA-DQS e os restantes 5% expressam ambos haplotipos. Foi pos-
sivel concluir que a taxa de incidéncia da DC em individuos do sexo feminino é cerca do dobro
da incidéncia em individuos do sexo masculino e foram ainda apurados os dados apresentados na
Tabela Il (Catassi & Fasano, 2008).

TABELA Il | Dados Epidemioldgicos da Doenca Celiaca
30% Individuos celiacos sao caucasianos
(10-15) % Individuos com familiares diretos celiacos
3-16)% Individuos que apresentam Diabetes Mellitus tipo |
5% Outras doengas autoimunes associadas (por exemplo doenga de Sjogren)

' In, celfacos.orgpt, site oficial da Associacio Portuguesa de Celiacos (APC). Acedido em julho de 2015.



A epidemiologia da doenca celfaca é alegoricamente concetualizada pela imagem de um
iceberg (que veio a dar forma a imagem da capa). O iceberg no seu todo corresponde ao nime-
ro total de casos da DC, diagnosticados ou ndo, que sdo induzidos ndo sé por fatores genéticos
(haplotipos HLA-DQ,* e/ou - DQ,*) mas também pelo consumo de cereais que contenham
proteinas téxicas (gliadinas, secalinas e hordeinas) e por autoimunidade despoletada por perda da

funcdo barreira da mucosa intestinal (Figura ).

PREDISPOSICAO GENETICA

DOENGA CELIACA FATORES AMBIENTAIS

SISTEMA IMUNITARIO

Figura | | Fatores envolvidos na patogénese da Doenca Celfaca.

Em Portugal, foi efetuado apenas um estudo epidemioldgico até ao momento. Este foi
desenvolvido na regido de Braga, e estima que cerca de 1% a 3% da populacdo portuguesa seja
celfaca. No entanto, existem apenas 10.000 celiacos diagnosticados, o que indica que a DC é uma
doenca largamente subdiagnosticada que merece ser rastreada caso a pessoa apresente sintoma-
tologia tipica (Associacao Portuguesa de Celfacos).

E importante referir que a sensibilidade ao gliten ndo celfaca ainda nio apresenta dados

epidemioldgicos relevantes uma vez que o seu descobrimento € relativamente recente (Catassi
et al,2013).

4. FISIOPATOLOGIA E MANIFESTAGCOES CLINICAS
DA DOENGCA CELIACA

A crescente quantidade de glidten na dieta, com a adocdo da dieta mediterranica a nivel
global, tem levado ao desenvolvimento de algumas doencas relacionadas com a ingestao destas
proteinas (Sapone et al., 2012). Incluidas nestas alteracdes fisioldgicas, encontramos as autoimunes,
que apesar de ndo comprometerem diretamente o estado de saldde afetam a qualidade de vida;
as alérgicas onde hd uma resposta imunoldgica que pode desencadear condi¢cdes que ameagam a
vida do doente e as que ndo sao autoimunes nem alérgicas, consideradas como “'sensibilidade ao
gldten” (Figura 2) (Czaja-Bulsa, 2014).



Autoimune Nao~auto’|myne Alérgica
e nao alérgica

; Sensibilidade ao Alergia mediada e
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Eermqtite WDEIA
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Dermatite de
contacto

Figura 2 | Classificacdo das alteracdes fisioldgicas provocadas pelo gldten.

Inicialmente a DC era considerada uma enteropatia, uma vez que os sinais e sintomas re-
portados eram de ordem intestinal. No entanto, com o avanco da medicina e dos métodos de
diagndstico veio-se a descobrir que, paralelamente aos sinais e sintomas intestinais, havia o apare-
cimento de anticorpos seroldgicos do tipo IgA nomeadamente a anti-transglutaminase tecidular
e ainda anticorpos antiendomisiais e antigliadina.

Com esta descoberta a DC deixou de ser apenas uma enteropatia e passou a ser reco-
nhecida como um distirbio sistémico imuno-mediado. Wieser e Koehler descreveram a forte
associagdo entre os alelos de classe Il do Antigénio leucocitdrio Humano tipo DQ, e DQ, (HLA
-DQ, e -DQ,) do Complexo Major de Histocompatibilidade e a predisposicao genética para a
DC. Deste modo, torna-se crucial referir o quadro genético (Wieser & Koehler, 2008).

O mecanismo patogénico da DC tem inicio na ingestdo do gliten, uma vez que os seus
peptideos ndo sofrem digestao enzimdtica completa e chegam ao Iimen do intestino delgado na
forma de macromoléculas.

Fisiologicamente o epitélio intestinal € praticamente impermedvel a macromoléculas, mas
nos doentes celiacos a permeabilidade paracelular, ou seja entre as células, estd alterada e a inte-
gridade das juncdes de oclusdo (tight junctions) estd comprometida. Este comprometimento pode
ser, inicialmente, despoletado por infecdes que alterem a permeabilidade intestinal, por exemplo
rotavirus em individuos geneticamente predispostos e € depois agravado com a sobreproducao
de zonulina e mediadores de inflamacdo (Stene et al,, 2006).

A alteracdo na permeabilidade do epitélio intestinal leva a passagem de peptidios do gliten
do lumen para a lamina prépria onde vai ser desencadeada a resposta imunoldgica. Esta reposta
consiste na ativagao de duas vias imunoldgicas, a do sistema imunitdrio adaptativo e a do sistema
imunitario inato.

A resposta adaptativa, tem inicio com a desamidacao dos peptideos do gliten pela transglu-
taminase tecidular (tTG) levando a formacdo de epftopos com acdo imuno-estimulante e que se
vao ligar aos recetores HLA-DQ, e HLA-DQ;, presentes em células apresentadoras de antigénios

como as células dendriticas maduras, macrdfagos e linfécitos B (Anexo ).



Estas células vao ativar Linfécitos T CD,* e estimular a produgdo citocinas Th, como o Fator
de Necrose Tumoral o (TNF-o) e o Interferdo 7y (IFN-y). Estas citocinas vao induzir a libertacdo e
ativacdo de metaloproteases dos miofibroblastos que vao levar a uma remodelagao da mucosa e
a atrofia das microvilosidades. Para além das citocinas, os Linfécitos T CD,* vao ainda conduzir a
ativacao das células NK levando a apoptose dos enterdcitos e a ativacao de Linfécitos B que migram
para o plasma e vao produzir anticorpos IgA e IgG especificos para o gliten. Estes anticorpos sdo
biomarcadores especfficos mas nao funcionam com precursores da DC (Wieser & Koehler, 2008).

A resposta inata é provocada por alguns peptideos do gliten que ndo s3o reconhecidos
pelo sistema imunitario adaptativo mas apresentam toxicidade. Esta toxicidade € traduzida na
producao e libertacao de citocinas IL-15, por ativacao dos enterdcitos, que vao estimular os
linfocitos T intraepiteliais do intestino delgado a exprimirem recetores membranares de ligacao
as células epiteliais. Uma vez ligados os linfdcitos T intraepiteliais vdo contribuir para a destruicao

tecidular (Figura 3) e aumento da permeabilidade intestinal (Hue et al,, 2004).

Figura 3 | Vilosidades intestinais sauddveis (A) e epitélio com perda total das vilosidades e aberturas nas criptas (B).
Fonte: adaptado de Pathology of Gastrointestinal Tract, 2™ Ed,, 1998, Ed. by Ming and Goldman

A DC pode ser classificada clinicamente consoante as manifestacdes clinicas em tipica,
onde predominam sintomas gastrointestinais, ou atipica observa-se a predominancia de sintomas
extraintestinais, apesar destas variarem de doente para doente (Tabela ll).

Muito frequentemente encontramos a DC associada a doencas autoimunes como a
Diabetes Mellitus tipo |, hepatite autoimune, miastenia gravis, psorfase e Doenca de Sjdgren ou
a doencas do foro genético como os sindromes de Down, Turner e Williams ou deficiéncia de
IgA (Lionetti & Catassi, 201 I). Uma das manifestacdes de maior relevancia para o diagndstico da
DC € a dermatite herpetiforme caracterizada pelo aparecimento de erup¢des papulovesiculares

pruriginosas (Ciclitira et al., 2005).



TABELA Ill | Classificacao da doenca celiaca

Classificagao Manifestagoes Clinicas

DC Tipica Diarreia Cronica
Distencao Abdominal
Anorexia
Perda de massa corporal

DC Atipica Anemia (provocada pela ma absorcao de folato, ferro e vitamina B|3)

Osteopenia / Osteoporose
Disturbios neurologicos
Dermatite Herpetiforme

O desenvolvimento dos testes seroldgicos permitiu reportar novos casos de doenca celfa-

ca em individuos considerados sauddveis até entdo por serem assintomdticos. Assim, foi caracte-

rizada uma nova apresentacdo clinica da doenca, a DC silenciosa.Como referido anteriormente,

surgem agora dados relativos a alteracdes fisioldgicas provocadas pelo consumo de gldten mas

que nao estao relacionadas com a doenca celiaca.

Esquematicamente estas alteracdes, genericamente designadas por sensibilidade ao gliten

ndo celfaca (SGNC), podem ser distinguidas da DC como mostra a Figura 4. A grande diferenca

prende-se com a permeabilidade intestinal que, ao contrdrio do que acontece na DC, na SGNC

aparece reduzida (Volta et al,, 201 3).

Sensibilidade ao gliten

nao celiaca
Aumento do
recrutamento
dos neutrofilos
T Funcao barreira Inflamagao
do epitélio intestinal

(permeabilidade reduzida)
Alteragoes na
microbiota intestinal

Resposta imunologica
a gliadina (AGA)

Doenga celiaca

l Fungao barreira
do epitélio
(permeabilidade aumentada)

Destruicao da
mucosa intestinal

Autoimunidade
(tTGA)

Fonte: Adaptado de Volta et al,, 2013.

Figura4 | Diferencas entre os mecanismos patogénicos da SGNC e a DC.



5. DIAGNOSTICO DA DOENCA CELIACA

O diagndstico da DC é essencial para determinar doentes com sintomatologia gastroin-
testinal evidente, mas deve ser feito o rastreio em individuos com quadros clinicos menos claros
e 0s que estdo inseridos em grupos de risco (i.e., individuos com familiares diretos celfacos, com
predisposicao genética, com outra doenca autoimune ou que residam em zonas onde o gliten faz

parte da dieta base) de modo a iniciarem o tratamento evitando complica¢des clinicas futuras.

5.1. Pesquisa Serolégica

Uma vez que a DC vai ativar a resposta imunoldgica adaptativa, vai haver a sobreproducao
de imunoglobulinas que vao ser utilizadas como Biomarcadores no diagndstico da doenga.

A serotipagem deve ser a primeira abordagem do processo de diagndstico visto ser uma
técnica pouco invasiva e que permite eliminar a hipdtese de outra enteropatia. No entanto a

sensibilidade e especificidade de cada teste € variada (Quadro ).

QUADRO | | Testes seroldgicos de Diagndstico de Doenca Celiaca

Sensibilidade  Especificidade

Ensaio (médla - %) (médla - %) Comentarios
Anticorpos IgA >95 >95 Recomendado como ensaio de screening teste
anti-tTG de 1.7 linha
Anticorpos IgG 12,6 2 99,3 86,32 100 Utilizado em casos de deficiéncia de IgA
anti-tTG
Anticorpos IgA >90 98,2 Utilizado em doentes com diagnostico incerto

Antiendomisiais

Anticorpos IgG >90 >90 Utilizado em casos de deficiéncia de IgA e criangas
anti-DGP
Notas: DGP - Deamidated Gliadin Peptides (Peptideos de gliadina desaminados). Fonte:Adaptado de Fasano & Catassi, 2012.

tTG - Tissue Transglutaminase (transglutaminase tecidular).

No caso de técnicas de pesquisa de IgA, aquando da interpretacao dos resultados, deve-se
ter em conta o valor seroldgico total de IgA, a idade, o consumo de gliten e se o doente estd sob

medicacao imunossupressora.

a) IgA anti-transglutaminase tecidular

A pesquisa deste biomarcador deve ser feita numa fase inicial do diagndstico pela elevada
sensibilidade (94%) e especificidade (97%), evitando a utilizacdo de outras técnicas (Zintzaras &
Germenis, 2006).
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b) IgA endomisiais

As imunoglobulinas do tipo A endomisiais sao consideradas como sendo o biomarcador
mais especifico (cerca de 100%) para a doenca celfaca ativa. No entanto, esta € uma técnica cara
e que exige a presenca de um operador, devendo ser utilizada apenas para confirmacgao de falsos

positivos.

c) lgG
No caso de doentes que sofram de deficiéncia de anticorpos IgA pode ser feita a pesqui-
sa de 1gG anti-transglutaminase tecidular e IgG endomisiais. Com a ressalva de que no caso do

primeiro grupo de imunoglobulinas existe uma grande variabilidade na sensibilidade e especifici-
dade.

Como alternativa, pode ser feita a pesquisa de IgG Anti-peptideos da Gliadina Desaminados

por ser um ensaio com maior sensibilidade que os anteriores (Villalta et al, 2010).

5.2. Tipagem do Antigénio Leucocitario Humano

A tipagem do HLA serve de marcador genético permitindo a identificacdo da doenca
em individuos de grupos de risco. Como o haplotipo HLA-DQ, (DQAI*0501/DQBI*0201)
€ expresso em 90% dos doentes celfacos, o HLA-DQ, (DQAI*0301/DQBA*0302) € expres-
so em 5% e os restantes 5% expressam pelo menos um dos dois genes que codificam o DQ,
(DQAIT*0501 ou o DOQBI*0201) é extremamente improvédvel um individuo negativo para um

dos haplotipo desenvolver DC.

5.3. Biopsia Intestinal

A biopsia intestinal é considerada como sendo o “elemento de ouro” na determinagdo da
doenca celiaca, uma vez que a presenca de anticorpos circundantes apoia o diagndstico mas nao
é essencial sendo necessdria a confirmacao histoldgica. Em contrapartida, um diagndstico baseado
apenas na histopatologia pode levar a conclusdes errdneas.

Marsh (1990), veio propor um sistema de classificacdo das lesdes na DC que veio a ser
revisto por Oberhuber de modo a facilitar a aplicagdo do diagndstico (Oberhuber, 2000). Desta
revisao surgiu o sistema de classificagdo de Marsh-Oberhuber que categoriza quatro tipos de
lesdo intestinal (Tabela V). Esta classificacdao € utilizada atualmente pelos patologistas aquando da
andlise histoldgica para o diagndstico da DC.

A Sociedade Europeia de Gastroenterologia e Hepatologia Pedidtrica emitiu guidelines que
sugerem que a bidpsia ao intestino delgado pode n3o ser exigida no caso de criangas com sinto-
matologia tipica e com o valor de anticorpos anti-transglutaminase intestinal dez vezes superior

ao limite natural acoplado a confirmacdo de predisposicao genética.
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TABELA IV | Classificacio de Marsh-Oberhuber

vael Contagem HlperpIaS|a Atrofia das
de LIE® microvilosidades Conclusoes

Tipo 0* < 30/100 Identificagcao serolégica (DC silenciosa)
Tipo I* > 30/100 - - Fase infiltrativa (ndo especifica da DC)
Tipo 2* > 30/100 + - Fase infiltrativa - hiperplastica

Tipo 3 (a) > 30/100 + Ligeira As lesbes de tipo 3 foram
. subcategorizadas de modo a

Tipo 3 (b) > 30/100 + Moderada distinguir a gravidade da destruicio

Tipo 3 (c) > 30/100 + Total

Tipo 4** < 30/100 - Total Nao ha recuperagao mesmo iniciada a DIG

* Nao permitem concluir que é DC apenas pela biopsia, necessitando de confirmagio. No entanto sio sugestivas.
** Com a subcategorizacio das lesGes de tipo 3,a classe 4 caiu em desuso.
(1) LIE - Linfocitos intraepiteliais, contagem de 30 LIE por cada 100 células epiteliais.

A titulo exemplificativo apresenta-se o caso de um individuo do sexo feminino, com 22
anos, que apresenta fratura no pulso feita durante um jogo de voleibol. Apds radiografia obser
Vou-se osteopenia e os testes hematoldgicos apresentam um hematdcrito de 32% e baixos niveis
de ferritina e vitamina D. Reporta ainda fadiga, alguns sintomas gastrointestinais e ulceracdes
intermitentes na cavidade oral sem outros sintomas aparentes. Apds aplicacao do algoritmo para
o diagndstico diferencial de desordens relacionadas com o gldten (Anexo 2) concluiu-se que a
doente padecia de doenca celiaca (Fasano & Catassi, 2012).

Outra abordagem ao diagndstico que pode ser feita € o desafio do gluten, neste os doentes
celfacos sao sujeitos a uma dieta contendo gldten e sao monitorizados de modo a avaliar a sen-
sibilidade ao gldten e perscrutar o aparecimento de sintomas. No entanto esta técnica tem caido
em desuso por exigir uma monitorizagao constante e por desencadear sintomas que podem

comprometer a sadde dos doentes.

6. TRATAMENTO

Uma vez que hd destruicdo da mucosa intestinal, os doentes celfacos podem vir a sofrer
deficiéncias nutricionais pela diminuicdo da absor¢ao. Assim, quando é estabelecido o diagndstico
de DC torna-se imperativo iniciar a exclusao do gliten da dieta, uma vez que este € o elemento
chave para o desenvolvimento da doenca celiaca em individuos com predisposicao genética.

Surge assim a definicao de Dieta Isenta de Gliten (DIG), na qual os doentes devem excluir
alimentos e medicamentos que contenham gluten (Saturni, Ferretti, & Bacchetti, 2010).

Quando aconselhada, a DIG deve ser seguida de forma imediata e rigorosa pelos celfacos,

uma vez que alivia a sintomatologia e nalguns casos reverte o processo de destruicao da mucosa.
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No entanto, a DIG tem algumas limitagdes a nivel nutricional e a adesdo total é dificil visto exigir
um nudmero elevado de restri¢des, algumas das quais afetam a qualidade de vida dos doentes.
Neste sentido tém sido realizados estudos estatisticos para determinar o impacto da doenca e da
DIG na qualidade de vida dos individuos celfacos (Lee & Newman, 2003).

No Canadd em 2006 (Zarkadas et al., 2006), foi realizado um inquérito que concluiu que
as dificuldades em seguir uma DIG prendem-se ndo sé com problemas nutricionais mas também
com fatores sociais. Foi concluido que a DIG limita a vida social e familiar dos doentes uma vez
que encontram dificuldade em saber quais os alimentos isentos de gldten (85%) e onde os en-
contrar (83%), evitam viajar (38%) e fazer refeicdes fora de casa (79%).

Apds iniciada a DIG, os doentes devem ser informados dos produtos isentos de glidten dispo-
niveis e devem adaptar a dieta de maneira a compensar a falta de nutrientes como as vitaminas do
complexo B e o ferro fornecidas pelos cereais proibidos nesta dieta.

E papel do farmacéutico dar a conhecer aos doentes, quais os alimentos e medicamentos
que pode ou ndo consumir (Anexo 3). Deve ainda aconselhar suplementos alimentares que
contenham os nutrientes em falta e encaminhar os doentes a médicos e nutricionistas para estes
fazerem um plano nutricional. Nos planos nutricionais especiais para os doentes celiacos devem
estar incluidos alimentos como vegetais, comida animal (peixe, aves e carnes vermelhas), frutos,
arroz, milho, batata e cereais isentos de gldten.

Para além dos alimentos que contém gldten, deve haver também a sensibilizagao dos ce-
llacos para a existéncia de alguns aditivos alimentares que sdao derivados de cereais que contém
gldten, como € o caso dos amidos modificados (E-14XX)(Pité, 2008).

Ha que salientar que os farmacéuticos e outros profissionais de salde devem estar cientes
da existéncia de alimentos que poderao, ou nao, ser prejudiciais, como € o caso da aveia.

Apesar da aveia ser referida como um dos cereais que apresenta efeitos téxicos, devem ser
feitos estudos mais aprofundados sobre o seu papel no desencadeamento da DC. A problemdtica
da aveia fazer, ou ndo, parte dos cereais téxicos surge por esta desencadear reagdes imunoldgicas
adversas a alguns individuos apesar de estar analogamente mais afastada das espécies do trigo e
da cevada (Green & Jabri, 2006). Assim sendo, a aveia pode fazer parte da DIG, até porque pode
ser benéfica a nivel nutricional e organolético, mas deve haver uma monitorizacao para avaliar o
aparecimento de sintomatologia tipica da DC.

Podemos assim concluir que apesar da DIG ser segura e eficaz ndo € a terapia ideal por
questdes que se prendem com o custo e a disponibilidade dos alimentos. Posto isto, tem havido

um esfor¢o continuo para o desenvolvimento de novas terapéuticas.

7. NOVASTERAPIAS E PERSPETIVAS FUTURAS

A evolucdo das ciéncias biomédicas levou ao melhor conhecimento dos mecanismos fisio-

patoldgicos da DC e a identificagdo de potenciais alvos terapéuticos.



Assim, algumas das propostas apresentadas sao a criacao de espécies geneticamente modifi-
cadas de trigo que sao desprovidas dos peptideos tdxicos; a administracao oral de endopeptidases
bacterianas que vao digerir o 33-mer téxico da gliading; alteracdo na permeabilidade da muco-
sa utilizando antagonistas da zonuling; inibicdo enzimdtica da tTG, impedindo a desamidagdo dos

peptideos; modulacdo da inflamagdo, por inibicdo das citocinas e imunomodulacdo por vacinagao.

8. LIMITES SEGUROS E METODOS DE DETERMINACAO

Em 2007, Catassi et al. demonstraram, num ensaio clinico double-blind controlado com
placebo, que o limite seguro, em casos de exposicao prolongada a quantidades residuais de gluten
(i.e., contaminacdes com gliten), é de 50 mg/dia, sendo que os 20 mg/kg indicados pela legislacao
para alimentos isentos de gliten permitem uma margem segura (Catassi et al., 2007).

Como descrito anteriormente, o Unico tratamento aceite na doenca celiaca € a exclusao
de alimentos contendo gliten da dieta. Assim a industria alimentar desenvolveu uma gama de
produtos destinados a uma alimentacdo especial, apresentados como sendo “isentos de gliten”
ou com “teor muito baixo de gldten”.

No entanto e apesar do esforco por parte dos doentes celfacos na aquisicao deste tipo de
alimentos, manter uma dieta completamente isenta de gldten € dificil uma vez que pode haver
contaminacdo cruzada ou podem surgir dificuldades em determinar se um alimento €, de facto,
isento de gldten (EFSA Journal, 2014).

Como referido anteriormente, surge a necessidade de definir as mencdes “isentos de glu-
ten” e “teor muito baixo de gliten”, de rotular de forma clara e correta e de avaliar o teor em
gliten destes alimentos, garantindo que os consumidores nao sejam induzidos em erro ou con-
fundidos por informagdes de cardcter divergente sobre a auséncia ou a presenca reduzida de
gldten nos géneros alimenticios (RE 828/2014, de 30 de julho de 2014).

O Codex Alimentarius define, os géneros alimenticios isentos de gliten como sendo os que
consistem ou sao produzidos com ingredientes que nao contenham trigo, centeio, cevada, aveia e
suas variedades cruzadas, ou que foram especificamente processados de modo a remover o gld-
ten, e que os niveis de gliten ndo excedam 20 mg/kg no total. S3o géneros alimenticios com teor
muito baixo de gliten os que consistindo em um ou mais ingredientes provenientes dos cereais
supracitados, foram especificamente processados para reduzir o teor em gliten para niveis entre
0s 20 mg/kg e 100 mg/kg no total (Codex Alimentarius).

No que toca a rotulagem e publicidade, as menc¢des “teor muito baixo de glidten” e “isento
de gldten” devem figurar préximo da denominagao de venda do alimento. Sendo que no caso de
alimentos “isentos de gliten” a mencao sé pode ser ostentada se o teor ndo exceder os 20 mg/kg
e se o género alimenticio for destinado especificamente a pessoas com intolerancia ao gliten
(Regulamento n.? 41/2009, de 20 de Janeiro de 2009).
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E ainda obrigatéria a inclusdo, na lista dos ingredientes, de qualquer ingrediente que seja
utilizado na producao de um género alimenticio e que se mantenha no produto acabado, mesmo
sob a forma alterada (Regulamento | 169/201 | de 25 de outubro de 201 1).

Sabe-se que a sensibilidade do gldten varia de individuo para individuo. Em 2008, Akobeng
e Thomas fizeram uma andlise a varios estudos realizados e concluiram que alguns individuos to-
leram o teor de gluten estipulado pelo Codex Alimetarius mas outros desenvolvem sintomatologia
com valores inferiores (Akobeng & Thomas, 2008).

Apesar de um alimento ndo conter gliten ou ser produzido com ingredientes que ndo
contenham gluten, pode haver contaminagcao cruzada que, a longo prazo, € traduzida em
complicacdes e sintomas em individuos sensiveis. Esta contaminacao € principalmente causa-
da pela presenca de gldten do trigo, centeio e cevada que surge durante a colheita, o trans-
porte, o armazenamento e a transformacao de outros cereais. Torna-se assim imperativo
quantificar o gldten presente nos géneros alimenticios destinados a pessoas com intolerancia
ao gliten, de modo a proteger os consumidores com DC da exposicdo ao gluten (Fiedler et
al, 2014).

Uma vez estabelecido o limite de seguranca do teor de gliten nos alimentos, com base na
evidéncia cientifica, € necessdrio validar os métodos analiticos de determinacdo quantitativa do
gliten em géneros alimenticios e ingredientes.

Por forma a realizar a sua validacdo, o Comité de Métodos de Andlise e de Amostragem
(CMAA), do Codex Alimentarius, exige que a determinacao quantitativa do gliten seja baseada
num método imunoldgico ou outro que providencie igual sensibilidade e especificidade e que o
limite de detecdo seja menor que 10 mg/kg.

O método de primeira linha para determinacdo de gliten, reconhecido pelo Codex Alimen-
tarius € o ensaio imunoenzimdtico ELISA — R5, de E. Mendez. Este € um método rdpido, de simples
implementacdo, com elevada especificidade e sensibilidade baseado no principio imunoldgico de
reconhecimento e unido de anticorpos as moléculas de antigénio — prolaminas. A validacdo e
calibracao do método é feita utilizando a gliadina por ser a fracao do gliten responsdvel pela toxi-
cidade. No entanto a gliadina ndo € o Unico alvo dos anticorpos, por isso utilizar apenas o ensaio
imunoenzimdtico pode ser insuficiente (Diaz-Amigo & Popping, 201 3).

Consoante o analito vai também variar o tipo de ELISA aplicado. Assim, utilizamos o mé-
todo ELISA — R5 “sandwich” para a pesquisa e quantificacdo de prolaminas, nomeadamente a
-gliadina (por ser a mais termoestdvel) e o método ELISA — R5 “competitivo” para a detecdo de
prolaminas da aveia e hidrolisadas em produtos hidrolisados, por exemplo a cerveja.

Como os ensaios imunoenzimdticos apresentam algumas limitagcdes, como por exem-
plo a sensibilidade para reconhecer fracdes mais pequenas de protefnas que sdo degradadas
pelo processamento dos alimentos alterando, assim, a composicao do gldten, tem havido
estudos para desenvolver novas metodologias analiticas para a detecao do gliten, nomea-
damente Western blot/SDS-PAGE, PCR (Polimerase Chain Reaction) e espectrometria de
massa (MALDI-TOF).

Foi, ainda, desenvolvida uma outra metodologia analitica de identificacdo e quantificacdo das

proteinas do gliten nos géneros alimenticios, por cromatografia liquida acoplada a espetrometria de
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massaem tandem (LC/MS/MS),que possuiuma sensibilidade cerca de cem vezes superiora do méto-
do de ELISA-R52 Atualmente estes métodos sdo utilizados na confirmacdo dos resultados do ELISA
(TabelaV).

TABELAV | Métodos de Andlise do gliten

RN | = ===

Western blot / SDS-PAGE — Detegao de proteinas insoliveis — Demorado e requer formagao
— LD* de 10 mg/kg /especializagao
PCR — Sensibilidade muito elevada — Nao deteta proteinas e requer
— Permite identificar o cereal formagao/especializagao
MALDI-TOF — Rapido e reprodutivel — Instrumentagao complexa e cara
— Ideal para a tipificagao proteica € nao quantitativa
LC/MS/MS — LQ** de 10 pglkg — Prego elevado
(100x superior ao ELISA) — Exige proteina sintética
— Deteta gliten mesmo apoés padronizada

processamento/cozinhado

* LD — Limite de Detegéo.
#* .Q — Limite de Quantificagio.

E importante salientar que foi redigido um novo Regulamento de Execucio da Unido Euro-
peia (UE) relativo aos requisitos de prestacao de informacdes aos consumidores sobre a auséncia
ou presenca reduzida de gliten nos géneros alimenticios (RE n.° 828/2014, de 30 de Julho de
2014) que reitera a proibicdo das mencdes “isento de gliten” ou “teor muito baixo de gliten” nas
fédrmulas para lactentes e de transicdo. Esta alteracdo foi efetuada devido a imaturidade do trato
gastrointestinal dos lactentes, uma vez que ndao pode ser encontrado qualquer vestigio de gldten
nestes géneros alimenticios. Este Regulamento € aplicidvel a partir de 20 de Julho de 2016, data
até a qual as indUstrias alimentares e farmacéuticas que produzem este tipo de género alimenticio
devem retirar as mencoes.

O Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), no ambito da seguranca alimentar
desenvolveu um estudo de monitorizacao com o objetivo de avaliar o teor de gliten em 250
alimentos que suscitam duvidas quanto a presenca de gldten. Utilizou-se o método analitico ELI-
SA-R5 conforme estabelecido pelo Codex Alimentarius (Anexo 3).

Deste estudo concluiu-se que muitos dos alimentos, nomeadamente farinhas de arroz e
milho naturalmente sem gldten, permitidos pela APC parecem estar frequentemente contamina-
dos (Tabela VI) (Pité, 2008).

2 In, EFSA Journal 12(11):3894 - 2014, “Scientific Opinion on the evaluation of allergenic foods and food ingredients for labelling
purposes” — Acedido a julho de 2015.
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TABELAVI | Andlise de alguns géneros alimenticios

Género alimenticio Numero Relacao Valor maximo | N.° alimentos
amostras [(contaminados:total) obtido >20 ppm

PDC* (formas infantis) 0:28 < LD**

Cereais 47 15:47 5000 mg/kg 13
Refei¢oes pré-preparadas 12 [:12 > 20 mg/kg I
Molhos, especiarias e caldos 16 0:16 - -
Charcutaria 26 1:26 7 mglkg 0
Confeitaria, sobremesas e gelatina 21 1:21 (gelatina) Il mg/kg |
Produtos a base de chocolate 27 2:27 6 mg/kg 0
Gelados 30 2:30 > 20 mg/kg e 2

< 100 mg/kg
Outros 43 0:43 < LD 0

* PDC — Produtos Destinados a Celiacos.
## LD — Limite de Detegao.

9. CONCLUSAO

A problemdtica do gldten na dieta humana tem sido uma temdtica de interesse crescente
no universo das intolerancias alimentares.

Apesar da vasta utilizagdo do gluten pelas industrias alimentares e farmacéuticas, o seu con-
sumo por individuos com predisposicdo genética provoca a doenga celfaca. A prevaléncia desta
doenca demonstrou ser muito superior a inicialmente estimada, afetando cerca de |9 da popula-
¢ao mundial, sendo o surgimento crescente do nimero de casos justificado pela globalizagao da
dieta mediterranica.

A DC ¢ geralmente alegorizada pela imagem de um iceberg (Figura 5) do qual a parte visi-
vel corresponde a DC tipica, diagnosticada pelos sinais e sintomas sugestivos e a parte submersa
€ uma alusdo a DC latente, em que hd predisposicao genética apesar da integridade da mucosa
intestinal, e a DC silenciosa que € caracterizada pela auséncia de sinais e sintomas sugestivos,
apesar das altera¢oes do epitélio intestinal. Esta Ultima condicdo € a principal causa dos indmeros
casos subdiagnosticados estimando-se que por cada caso diagnosticado existem cinco por diag-
nosticar

Uma vez que os individuos que nao foram diagnosticados mantém uma dieta normal, a quan-
tidade de gluten presente nos alimentos que € ingerida vai provocar complicagdes de saldde graves
a longo prazo, por exemplo infertilidade, osteoporose ou cancro. Posto isto € impreterivel que in-
dividuos que fagcam parte de grupos de risco sejam alvo de diagndstico de modo a melhorarem a

qualidade de vida, evitar complicagdes futuras e consequente minimizacao dos custos terapéuticos.
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DC com
sintomatologia

Com lesoes
observaveis

SEROLOGIA
ANORMAL
Mucosa normal
Suscetibilidade genética: DQ,g
Figura 5 | Modelo iceberg da doenga celfaca.

Para além do diagndstico precoce, a salde e qualidade de vida dos celiacos pode ser
melhorada por maior disponibilidade, variedade e qualidade dos géneros alimenticios isentos de
gldten que se encontram a venda no mercado, em restaurantes e disponibilizados em instituicdes
publicas como cantinas e hospitais.

O aumento do nimero de casos reportado levou ao estudo de terapéuticas alternativas,
no entanto, até ao momento, a DIG € a unica reconhecida como tal, apesar de todas as limitagcdes
nutricionais e sociais que apresenta.

Pelo efeito nefasto do gldten na dieta dos doentes celfacos a regulagdo em torno desta
problemdtica tem sido mais rigorosa, havendo cada vez mais estudos analiticos para avaliar o teor
de gldten em géneros alimenticios rotulados como sendo “isentos de gldten” e com “teor muito
baixo de gldten”. A rotulagem também tem sido alvo de preocupacao de modo a n3o ser dubia
nem confusa, para nao induzir o consumidor em erro.

A 20 de Julho de 2016, entra em vigor nova legislagdo que proibe qualquer mencao a
auséncia ou presenca de gliten em formas para lactentes e de transicao, uma vez que nao € per-

mitido estas conterem qualquer vestigio de alergénios.

10. DISCUSSAO

Fruto do desenvolvimento das ciéncias biomédicas, os aspetos fundamentais da doenga
celiaca sao jd bastante conhecidos. Com o estabelecimento do teor seguro de gliten que os indi-

viduos com sensibilidade ao gliten podem ingerir foram elaborados Regulamentos que estipulam
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o teor mdximo de gldten que pode ser encontrado em géneros alimenticios especiais para os
doentes celfacos. No entanto e apesar do esforco por parte dos celiacos em manter uma Dieta
Isenta de Gluten, podem ser contaminados pelo consumo de medicamentos que utilizem gldten
como excipiente ou na sua preparagao. Assim, € imperativo haver um maior controlo por parte
da industria farmacéutica de modo a evitar complicacdes de saldde para estes doentes.

Posto isto, a luz do que foi feito pela Canadian Celiac Association, com os alimentos, a indus-

tria farmacéutica deveria disponibilizar uma lista dos medicamentos isentos de gliten.
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ANEXOS mmmmmmmmmme



ANEXO | — Patogénese da Doenca Celiaca

Positions 4, & and7
of the antigen-binding groove
of HLA-DO2 molacules

Megatively charged glutamic
acid residues

Adaptado de Farrel & Kelly, 2002.



ANEXO |l — Diagnostico diferencial utilizado pelos patolo-
gistas para identificacao de doenga celiaca

Suggestive history, physical examination,
and initial evaluation; consider

differential diagnosis

Wheat allergy

Celiac disease or
gluten sensitivity

Specific skin-prick tests

‘Wheat-specific serum
IgE test

Gluten challenge

Tests
and challenge
positive

Yes

{

Mo —=

Confirm wheat allergy

TG Igh test (with or
without EMA) plus
total Igh

Deamidated AGA Igh
and IgG tests

Rule out
wheat allergy

Consider celiac
disease
(follow-up)

-=— Mo

AGA — Antigliadin peptide antibodies.
EGD — esophagogastroduodenoscopy.
EMA — antiendomysial antibodies.
tTG — tissue transglutaminase.

Perform EGD
with biopsy

T
Yes

No — | 5trOnE clinical I —— Consider other
o suspicion o diagnoses
fes
Perform EGD
with biopsy
T
fes
Consider
Mo —e= gluten
sensitivity

Confirm celiac disease

Rule out gluten
sensitivity;

No == .
consider other

diagnoses

Confirm gluten sensitivity

Adaptado de Sapone et al, 2012.
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ANEXO Il — Géneros alimenticios que contém
ou podem conter gliten

Cereais e derivados Batatas ou outros amidos Molhos / Oleos /
Condimentos

* Trigo (Durum, Espelta, Kamut, * Batatas congeladas com farinha * Maionese
Bulgur) de trigo associada * Ketchup
* Batatas fritas de pacote (?) * Mostarda

* Amido de trigo (?
mido de trigo (7) * Puré de batata (?) * Temperos industrializados

* Molho de soja

* Gérmen de trigo
* Seitan - gliten de trigo Leite e derivados
Produtos Carneos

* Farinha integral (?)

* Aveia (?) )
) * Leites achocolatados (?)
> el * Leites aromatizados (?) » Conservas / congelados
* Cevada * Queijos (?) * Fiambre / presunto /
* Cuscus * logurtes (?) chourigo (?)
* Farelo * Farinheira / alheira

* Massas / Pasta / Lasanha Doces / Sobremesas / : groqduetes e rissdis (?)
. i Pastelaria * ranados
Semolina * Charcutaria (?)

* Triguilho * Compotas (?) * Hamburger tofu (?)
e Triticale * Puré de castanhas (?) ¢ Patés (?)

 Cereais pequeno almogo(?) * Bombons ()

i ) * Chocolates (?)
* Pizza comercial « Caramelos (?) Bebidas
* Malte * Pudins (?)

 Estrato de Malte * Gelados (?) * Cerveja
* Amido vegetal (?) 0 B.olos. * Bebidas contendo malte
* Extrato proteico vegetal (?) 0 [eelizey : Caf’e < @z
) o ) * Bolachas * Chas de ervas c/malte / cevada
* Proteina vegetal hidrolisada (?) . Tartes « Leite aromatizado ()
* Proteina vegetal texturizada (?) o Gelatinas o Leite maltado

(?) - produtos que podem conter gluten Adaptado de Capili et al., 2015.



ANEXO |V — Procedimento analitico do método de
ELISA-R5 utilizado pelo INSA

Homogcncizai}o (trituracdo, etc)
Pcsagcntlra tubo de analise

Adicao de solucao “cocktail”
\ Estufa (50°C)

40 min

€ Etanol (80%)

ETANOL

60% (v/v)

Extraccao com remocao
de taninos

Adaptado de Marina Pité, 2008.



	capa Tese Diogo1
	Monografia v3-Diogo

