PROGETTO DI RICERCA  “ ALICE”

ALIMENTAZIONE E CELIACHIA (ALICE) : TOSSICITA’ , IMMUNOGENICITA’ E SICUREZZA D’USO ALIMENTARE DI  CEREALI  E  SPECIE  AFFINI  

 STATO DELL’ARTE


La celiachia


La malattia celiaca è una grave patologia alimentare permanente caratterizzata da enteropatia con appiattimento dei villi intestinali , indotta in  individui geneticamente predisposti da proteine presenti in grano, segale,  orzo e triticale.  Essa sembra essere attivata da un meccanismo che coinvolge il sistema immunitario e , comunque, le reazioni immunitarie fanno parte del quadro clinico. La malattia può manifestarsi nel primo anno di vita durante lo svezzamento ma anche in età avanzata o molto avanzata. Pertanto è stato ipotizzato che alcuni fattori ambientali  (infezioni virali e batteriche, parto, fumo )  possano essere coinvolti nell’induzione della malattia.  La malattia può essere diagnosticata mediante la  biopsia intestinale e la ricerca nel siero  di anticorpi anti-gliadina, anti-endomisio (EMA) e anti-transglutaminasi (anti-tTG). Esiste un’ ampia variabilità del quadro clinico: alcuni celiaci non presentano danni (celiaci asintomatici) o presentano  lievi danni (celiaci oligosintomatici) a carico dell’’epitelio intestinale. Nei casi in cui ad una prima valutazione del paziente  non si osserva danno istologico della mucosa intestinale ma questo compare successivamente, si parla di celiachia latente. Il malassorbimento conseguente al danneggiamento dell’epitelio dell’intestino tenue nei celiaci conclamati comporta un ampio spettro di conseguenze quali diarrea, perdita di peso, osteoporosi, neuropatie, sterilità. La celiachia risulta essere una malattia multigenica diffusa nelle popolazioni europee (in Italia la prevalenza è di 1ogni 100-180 abitanti)  ma piuttosto rara nelle popolazioni di colore africane, cinesi e giapponesi. 

Le proteine tossiche.


Durante i 47 anni trascorsi dalla dimostrazione della tossicità del grano (Dicke et al., 1953), gli studi clinici e biochimici hanno portato alle seguenti conclusioni : (i) alcune proteine presenti nelle farine di grano,  orzo, triticale  e segale sono tossiche, mentre le proteine di mais e riso non lo sono. (Anand et al., 1978; Auricchio et al., 1984); (ii) il grano duro  (Triticum turgidum spp. durum) ed , in particolare , alcune varietà di questo cereale, mostrano una tossicità inferiore  rispetto al grano tenero (T. aestivum L.)  (Auricchio et al., 1982) e  (iii) la tossicità delle proteine di grano sembra essere associata alla presenza in esse di specifiche  sequenze aminoacidiche (De Ritis et al., 1988). 


Le particolari proprietà tecnologiche del grano, in particolare l’attitudine panificatoria del grano tenero e la qualità pastificatoria del grano duro sono in larga misura dovute alle caratteristiche funzionali delle proteine contenute nelle farine. E’ sperimentalmente dimostrato che il volume del pane e la tenuta alla cottura o la collosità della pasta sono dovuti alla gliadine e alle glutenine, le due principali famiglie di proteine  presenti nei chicchi di grano (Payne et al., 1987; Pogna et al., 1990). Inoltre  è stato dimostrato che l’alta qualità di alcune varietà di grano è dovuta alla presenza di specifiche glutenine, assenti nelle varietà di minor qualità. D’altra parte, la tossicità del grano per una frazione crescente della popolazione umana affetta da  celiachia è dovuta alla particolare natura chimica di queste stesse proteine.


Gli studi clinici hanno dimostrato che alcune gliadine  note come (-gliadine sono tossiche per i pazienti celiaci (Kumar et al., 1984). Tuttavia studi recenti basati sulla attività agglutinante verso cellule umane eritroidi indifferenziate della linea  K562 (S) , attività strettamente correlata con la tossicità verso le cellule della mucosa digiunale atrofica di celiaci (Auricchio et al.,1984), suggeriscono che la tossicità riguarda anche le altre famiglie  gliadiniche, note come (-, (- e (-gliadine. Questi studi hanno indicato che la rimozione di  geni che codificano per  le (-, (- e (-gliadine comporta una ridotta tossicità , suggerendo che anche queste gliadine possano avere effetti tossici sui celiaci (De Vincenzi et al., 1996[a]).  D’altra parte anche le subunità gluteniniche HMW e LMW, seppure in concentrazioni relativamente elevate (1g/l), sono risultate  in grado di agglutinare le cellulle K562(s), suggerendo una loro moderata attività tossica (De Vincenzi et al., 1996[b]). Questa tossicità sembra essere dovuta alla presenza di sequenze simili a quelle delle (-, (- e (-gliadine.  In particolare,  la sequenza aminoacidica  glutamina-glutamina-glutamina-prolina (QQQP) tipica dei peptidi tossici (-gliadinici (De Ritis et al., 1988),  ricorre frequentemente nelle subunità LMW e compare anche nella sequenza di alcune subunità HMW. 


La tossicità del grano riguarda pertanto numerosi componenti  appartenenti a famiglie proteiche diverse e controllati da numerosi geni a diversa localizzazione cromosomica. Ciò comporta che la eliminazione di alcune di queste famiglie proteiche non è un valido approccio per sviluppare  varietà di grano da destinare alla produzione di alimenti per celiaci. D’altra parte, è atteso  che  l’eliminazione   totale di gliadine e glutenine  abbia effetti molto negativi sulle proprietà tecnologiche delle farine, cioè sulla loro capacità di dare un buon pane o una buona pasta, in quanto queste proprietà dipendono proprio dalla presenza di queste proteine.  In teoria, l’ingegneria genetica potrebbe consentire di modificare la sequenza aminoacidica in modo tale da conservare la funzionalità delle proteine del grano eliminandone la tossicità, ma i geni da modificare sono così numerosi da rendere impraticabile questo approccio,  almeno nel prossimo futuro. 

Cereali a ridotta tossicità


Recenti studi clinici hanno dimostrato l’assenza di effetti tossici delle farine di avena per i pazienti celiaci e per quelli affetti da dermatite erpetiforme.. Tuttavia è stato anche osservato che  nella mucosa  celiaca coltivata in vitro le proteine di avena sono in grado di attivare una risposta immunitaria mediata da linfociti T.  Inoltre le stesse proteine inducono una infiltrazione linfocitaria nell’epitelio  rettale di pazienti celiaci, mettendo in discussione la proposta di includere l’avena nella dieta dei pazienti celiaci  (Mayer et al., 1997). 


Sono state ottenute prove sperimentali che indicano una certa variabilità nel livello di tossicità tra le diverse specie di  grano e tra  le varietà coltivate della stessa specie. In particolare, le proteine di  alcune varietà di grano duro risultano incapaci di agglutinare le cellule K562(S) e mostrano una minor tossicità verso le cellule intestinali di pazienti celiaci (Auricchio et al., 1982).  E’ stato osservato che l’assenza di capacità agglutinante è probabilmente dovuta alla interferenza tra una frazione proteica tossica C, che come tale  agglutina  le cellule K562(S), ed una frazione proteica “protettiva” B, che è in grado di inibirne l’attività agglutinante (De Vincenzi et al., 1995). A questo proposito è interessante ricordare che mediante studi in vitro sono state individuate sostanze in grado di annullare l’effetto tossico delle proteine di grano sulla mucosa del celiaco. Ad esempio il mannano, un polimero dello zucchero mannosio presente nella parete cellulare dei lieviti, è in grado di proteggere in vitro sia l’intestino fetale di ratto che la mucosa atrofica del celiaco in fase florida, in virtù della sua proprietà di legare le proteine tossiche (Auricchio et al.,  1990; Fais et al., 1992) . Analogamente il chitosano, un polimero della N-acetil-glusosamina che si ricava dai sottoprodotti della lavorazione dei crostacei, svolge  una azione protettiva in quanto capace di legare le proteine responsabili della patologia celiaca (Auricchio et al.,  1990). Recentemente, il chitosano è stato ufficialmente approvato come additivo alimentare.


Oltre ad alcune varietà di grano duro,  anche in un grano primitivo non più coltivato noto come  grano monococco (Triticum. monococcum), è stato dimostrato un meccanismo di interferenza tra peptidi tossici C e peptidi protettivi B (De Vincenzi et al., 1996[c]). Alcune specie cerealicole come  teosinte, Tripsacum lacrima Jobi, miglio,  sorgo e teff sono filogeneticamente vicine al mais e pertanto è probabile che non  siano tossiche per i pazienti celiaci,  anche se in mais sono stati identificate proteine di riserva appartenenti alla famiglia delle zeine contenenti il tetrapeptide tossico QQQP. 


Altre specie da cui si ottengono farine alimentari sono  grano saraceno, amaranto e quinoa. Queste sono dicotiledoni molto lontane filogeneticamente dalle graminacee e non contengono proteine con le sequenze tossiche critiche.  Tuttavia non sono ancora stati condotti studi scientifici conclusivi sulla sicurezza d’uso alimentare di  queste specie.


A.3. Attuali problematiche scientifiche


Gran parte delle nostre conoscenze sulla tossicità dei cereali e di alcune specie affini deriva da studi parziali condotti molti anni fa utilizzando i metodi in vitro e test clinici dell’epoca. In realtà soltanto grano tenero e avena sono stati studiati approfonditamente con i metodi analitici più avanzati. Ad esempio gli anticorpi anti-endomisio (EMA), e non quelli  anti-gliadina utilizzati nel passato,  hanno mostrato alta  specificità e sensibilità per l’identificazione dei pazienti celiaci. In particolare, nei celiaci gli EMA vengono prodotti a livello di mucosa intestinale e vengono sintetizzati ex-novo quando la cultura cellulare di mucosa intestinale di celiaci in remissione viene messa a contatto con peptici gliadinici. Inoltre non ci sono solide evidenze scientifiche a favore o contro l’ipotesi che esista una soglia di consumo di proteine del glutine al di sotto della quale non c’è allarme e al di sopra della quale si manifesta pienamente la patologia. 


Qualora  venisse confermata la ridotta tossicità di grano duro e grano monococco e si chiarisse la natura chimica ed il controllo genetico dei peptidi con attività protettiva, si potrebbero aprire nuove prospettive per la dieta dei pazienti celiaci.


Inoltre sono disponibili nuove linee di grano tenero, grano duro e grano monococco nelle quali sono stati eliminati alcuni dei geni che  codificano per le gliadine o le subunità gluteniniche, con le quali è possibile sviluppare nuove varietà di grano di buona qualità tecnologica e  ridotta tossicità. Queste varietà, pur non essendo direttamente  utilizzabili per la produzione di alimenti per celiaci conclamati, potrebbero contribuire a ridurre il livello di esposizione della popolazione generale (inclusi i celiaci latenti)  a  prodotti alimentari  contenenti  proteine potenzialmente tossiche. 


D’altra parte, rimane da determinare o confermare la atossicità e la sicurezza di uso alimentare di cereali o specie affini quali miglio, Tripsacum, grano saraceno, amaranto e quinoa e la loro possibile utilizzazione nella produzione di pane, pasta e prodotti da forno.


Infine è di particolare interesse clinico e epidemiologico lo sviluppo di nuovi  test diagnostici sierologici  utilizzabili anche nel “follow-up” della malattia celiaca. 
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OBIETTIVI SPECIFICI DI RICERCA INTERMEDI E FINALI DA CONSEGUIRE


Le ricerche hanno quattro obiettivi principali:

1. Approfondimento delle conoscenze sulla tossicità e immunogenicità di grano duro, farro tetraploide (Triticum dicoccum), farro diploide (T. monococcum), orzo, segale, avena, mais,  miglio e grano saraceno  utilizzando sistemi di coltura in vitro di mucosa intestinale,  agglutinazione di cellule K562(S), coltura di cellule CaCo2 e test in vivo su pazienti con celiachia latente. (Obiettivo intermedio).

2. Determinazione delle sequenze tossiche primarie delle prolamine e sviluppo di sistemi capaci di inibire l’attivazione immunologia specifica da parte dei peptici tossici.(Obiettivo intermedio).
3. Ricerca e sviluppo di nuovi test sierologici utili nel “follow-up” della malattia celiaca come marcatori precoci di attivazione immunologia specifica. (Obiettivo finale).
4. Sviluppo  e valutazione della  sicurezza d’uso e della qualità reologica/merceologica di prodotti alimentari di ridotta o nulla tossicità a base di cereali e specie affini, da destinare alla popolazione generale e a quella celiaca (celiaci latenti inclusi), curando anche la creazione di linee e genotipi da utilizzare nello sviluppo di varietà agronomicamente valide. (Obiettivo finale).
Le ricerche sono articolate in cinque settori:

S.1. Studi biochimici e  genetici di proteine contenenti  peptidi tossici e peptidi protettivi


Si procede alla caratterizzazione genetico-biochimica  e alla purificazione delle proteine di grano duro, farro tetraploide (Triticum dicoccum), farro diploide (T. monococcum), orzo, segale, avena, mais,  miglio e grano saraceno utilizzando tecniche elettroforetiche e cromatografiche. Vengono studiate anche linee di grano tenero, grano duro e grano monococco contenenti delezioni di loci prolaminici e proteine estratte da malto da birra.. Gli studi vengono condotti da ISC (genetica, sviluppo di linee recanti mutazioni e analisi elettroforetica), UT (analisi HPLC, purificazione),  SPS (allevamento vegetale).

S.2. Studi tossicologici e immunologici  di peptidi tossici,  peptidi protettivi e  chitosano.


Peptidi ottenuti da proteine purificate (vedi S.1) vengono valutate per la loro tossicità, immunogenicità o inibizione dell’attività immunologia specifica utilizzando sistemi di coltura in vitro di mucosa intestinale,  agglutinazione di cellule K562(S), coltura di cellule CaCo2 e test in vivo su pazienti con celiachia latente. Gli studi vengono  condotti da ISS (digestione, cromatografia di affinità, test di agglutinazione su cellule K562S e coltura con cellule CaCo2), UR (coltura in vitro di mucosa intestinale) e UP (test in vivo su celiaci latenti).

S.3. Nuovi metodi diagnostici sierologici


Vengono definiti nuovi test immunologici sierologici e messe a punto le tecniche per la non attivazione immunologia da parte dei peptidi tossici. Vengono utilizzate peptidi ottenuti di frazioni proteiche purificate (vedi S.1 e S.2).Gli studi vengono condotti da UR.

S.4. Analisi tecnologiche, reologiche e nutrizionali di nuovi  prodotti per celiaci e valutazione della loro sicurezza d’uso alimentare.


Vengono valutati dal punto di vista reologico, tecnologico, merceologico  e nutrizionale farine e prodotti alimentari (pane, pasta, biscotti, flakes) ottenute da cereali e specie affini risultate atossiche o addizionate di fattori protettivi (vedi S.1 e S.2). Gli stessi prodotti vengono utilizzati in test in vivo su celiaci latenti. Gli studi vengono condotti da ISC (produzione e analisi tecnologiche di alimenti), CRB (produzione su scala semi-industriale di pane e analisi reologiche) e da UP (test in vivo).

S.5. Sviluppo di linee e genotipi per la costituzione varietale.


Sulla base delle informazioni acquisite, vengono selezionati genotipi a ridotta o nulla tossicità e viene attivato un programma di miglioramento genetico per lo sviluppo di varietà valide agronomicamente a bassa o nulla tossicità. L’attività viene svolta da ISC, SPS e CRB.
