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IgA anti-fransglutaminase tecidular.
Avaliacao de um novo imuno-ensaio
enzimdatico no diagnéstico e evolucao
clinica da doenca celiaca
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RESUMO

Introducgdo: ADoenga Celiaca (DC) é uma patologia
auto-imune intestinal, relacionada com a sensibilizacdo
ao gliuten em individuos geneticamente susceptiveis.
O diagnostico baseia-se nas alteracdes histologicas das
bidpsias intestinais (atrofia das vilosidades e hiperplasia
das criptas) e melhoria dos achados clinicos e histo-
légicos com a retirada do gliten da dieta e, também,
pelapresenca sérica de anticorpos para gliadina (AGA),
endomisio (EMA) e reticulina. Dieterich W e col., iden-
tificaram a transglutaminase tecidular (TGt) como o
principal auto-antigénio reconhecido pelos EMA nos
doentes com doenca celiaca e provaram que o subs-
tracto por exceléncia desta enzima é a gliadina. Estudos
recentes para a pesquisa de anticorpos IgA para a TGt
obtiveram boa correlacio com os EMA.

Objectivos: Verificar as caracteristicas operativas
de um teste comercial baseado num imuno-ensaio
enzimatico (ELISA) para pesquisa e quantificaciio de
anticorpos IgA para a TGt em doentes com doenca
celiaca nas diferentes fases clinicas - diagnostico inicial,
remissio clinica e recaida.

Material e Métodos: Incluimos neste estudo 80
amostras de outros tantos doentes avaliados no nosso
laboratério por doenca celiaca estabelecida ou suspeita.
Apés revisio dos dados clinicos e laboratoriais
referentes a cada doente, as amostras foram
classificadas em quatro grupos: 1) Primeiro diagnostico
(DCP) - 7 doentes, com média de idades 14,4 = 16,3
anos, todos do sexo feminino (F), estudados pela
primeira vez, com queixas gastro-intestinais com dieta
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sem restricdo de gliten. Estes doentes fizeram biopsia
jejunal e a histologia apresentava alteragdes tipicas da
doenca celiaca. 2) Doenca celiaca em recaida (DCR) -
- 16 doentes celiacos, com 9,9+7,0 anos (14F:2M), em
fase derecaida da doenca, que apresentavam sintomas
gastro-intestinais e alteracées do exame histologico
compativeis, apos re-introducio do gliten na dieta.
3) Doenga celiaca controlada (DCC) - 27 doentes
celiacos,com 10,9+7,0 anos (20F:7M) em fase de doenc¢a
controlada, assintomaticos e com exame histologico da
biépsia jejunal normal apoés terem efectuado uma
dieta com restri¢cao de gliuten ha pelo menos seis meses.
4) Grupo controlo (CT) - 30 doentes, com 11,2+12,5
(16F:14M), estudados por mau desenvolvimento estato-
-ponderal, anemia, diarreia crénica ou patologia
alérgica e cujos dados clinico-laboratoriais ou da
histologia jejunal excluiam a doenca. Em todas as
amostras foram pesquisados os anticorpos IgA anti-
-transglutaminase tecidular, por um método que se
baseia num imuno-ensaio enzimatico, os anticorpos
IgA anti-endomisio, por imunofluorescéncia indirecta
(IFD) e os anticorpos anti-gliadina (AGA) por um
método de imuno-ensaio fluoro-enzimatico.

Resultados: Os anticorpos IgA TGt foram positivos
no grupo de doentes identificados pela primeira vez
7/7 com uma sensibilidade de 100% [56-100], negativos
no grupo em remissiio 27/27 com uma sensibilidade de
100%[84-100], e positivos no grupo em recidiva 16/16
com 100% de sensibilidade [76-100]e uma especi-
ficidade de 100% [86-100] para todos os grupos.
Os EMA apenas detectaram positivos 10/16 no grupo
em recidiva ficando com uma sensibilidade de 63%
[36-84] e com uma especificidade de 100%[86-100]
para todos os grupos. Os AGA foram os anticorpos
que serevelaram de mais baixa sensibilidade especial-
mente no grupo de recidiva, onde conseguiu apenas
detectar positividade no soro de um doente.
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Conclusos: 1) O teste ELISA para a deteccio dos
anticorpos IgA TGt apresentou uma especificidade de
100% (0% de falsos positivos) e uma sensibilidade de
100% (0% de falsos negativos). 2) Emboraligeiramente
inferior, a pesquisa dos EMA por IFI foi semelhante
aos IgA TGt. 3) A sensibilidade dos AGA ¢ inferior,
nomeadamente na capacidade de detectar recidivas.
Este teste apresenta-se facil para efectuar, de modo
pratico e amplo, o seguimento dos doentes celiacos e
efectuar estudos em larga escala de prevaléncia da
doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca Celiaca, anticorpos
IgA anti-transglutaminase tecidular, anti-gliadina,
anti-endomisio.

ABSTRACT

I1GA ANTI-TISSUE TRANSGLUTAMINASE.
EVALUATION OF A NEW ENZYME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY IN CELIAC DISEASE
DIAGNOSIS AND FOLLOW-UP

Introduction: Celiac Disease (DC) is an auto-immune
intestinal disorder, related to gluten sensitivity in
genetically susceptible individuals. The diagnosis is
based on an abnormal intestinal biopsy (villous atrophy
with hyperplasia of the crypts), clinical and histological
improvement when on a gluten free diet and also the
presence of anti-gliadin (AGA), anti-endomysium
(EMA), and anti-reticulin antibodies. Dieterich W et
al., identified tissue transglutaminase (TGt) as the auto-
-antigen recognized by EMA in patients with celiac
disease, showing that gliadin is an excellent substrate
for the engyme. Recent studies demonstrated a good
correlation between IgA anti-TGt and EMA.

Objective: To evaluate a commercial enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for the measuremt of
IgA antibodies to TGt in sera of patients with celiac
disease in different phases - initial diagnosis, clinical
remission and relapse.

Material and Methods: We studied sera from 80
patients evaluatedin our lab for suspected or established
celiacdisease. After revision of the clinical and laboratory
data from each patient, the samples were classified in
Sfour groups: 1) initial diagnosis (DCP) - 7 patients,
mean age 14.4 +16.3 years, all female (F) and evaluated
Sfor the first time due to gastro-intestinal complains with
an unrestricted diet. All had typical histological changes
in the jejunal biopsy. 2) Relapsing celiac disease (DCR)
- 16 patients, with 9.9+7.0 years (14F:2M), with a
noticeable clinical relapse and histological changes
after resuming a gluten containing diet. 3) Controlled
celiac disease (DCC) - 27 patients, with 10.9+7.0 years
(20F:7M) asymptomatic and with a normal jejunal
biopsy after a gluten-free diet, for at least six months.
4) Control group (CT) - 30 patients, with 11.2+12.5 years
(16F:14M), studied due to growth problems, anemia,
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chronic diarrhea, or allergy, in which the clinical,
laboratory and histological data excluded celiac disease.
All samples were analyzed for IgA antibodies to TGt
(IgA TGt) with an enzyme-linked immunosorbent assay,
IgA anti-endomysium by indirect immunoflourescence
(IF1), and IgA anti-gliadin (AGA) with a fluoroenzyme-
immunoassay.

Results: IgA TGt was positive in 7/7 patients at the
initial diagnosis, with a sensitivity of 100% [56-100],
negative in 27/27 patients in remission (DCC) with a
sensitivity of 100%[84-100], and positive in 16/16 patients
in relapse (DCR) with 100% sensitivity [76-100] and a
specificity of 100% [86-100] for all groups. EMA were
positive in 10/16 patients in relapse with a sensitivity of
63%[36-84] and a specificity of 100%[86-100] for all
groups. AGA showed the lowest sensitivity, specially in
the relapsing group where only one patient was positive.

Conclusions: 1) ELISA for measurement of IgA
antibodies to TGt showed a specificity of 100% (0% of
false positives) and a sensitivity of 100% (0% of false
negatives). 2) Although slightly lower the detection of
EMA by IFI was similar to I1gA TGt. 3) AGA has the
lowest sensitivity, namely for detection of relapsing
cases. This new test — IgA TGt — seems to be a practical
method to use on a wider scale for the study of disease
prevalence, and also in the follow-up of celiac patients.

KEY WORDS: Celiac disease, IgA antibodies anti-
-tissue transglutaminase, anti-gliadin, anti-endomysium.

A Doenga Celiaca (DC) ¢ uma doenga auto-imune
com manifestagdes intestinais, relacionada com a
sensibiliza¢do ao gluten em individuos geneticamente
susceptiveis (HLA-DQ2 ou DQS).

Clinicamente predominam as perturbacdes gastro-
intestinais (diarreia, dor, distencdo abdominal, ma
absorcao) e anemia, mas pode ter sintomatologia atipica
ou ser assintomatica.! O diagnostico baseia-se nas
alteracdes histologicas das biopsias intestinais (atrofia
das vilosidades ¢ hiperplasia das criptas), na resposta
clinica e histologica a retirada do gluten da dieta e,
também, na presenga sérica de anticorpos para gliadina
(AGA), endomisio (EMA) ereticulina (ARA).? Dieterich
ecolaboradores® identificaram em 1997 atransglutaminase
tecidular (TGt) como o principal auto-antigénio
reconhecido pelos anticorpos anti-endomisio nos doentes
com doenga celiaca e demonstraram que a gliadina é o
substracto por exceléncia desta enzima. Estudos recentes
com a pesquisa de anticorpos IgA para a TGt obtiveram
boa relagdo com os EMA em doentes celiacos.*’

O objectivo donosso estudo foi avaliar as caracteristicas
operativas de um teste recentemente comercializado,
baseado num imuno-ensaio enzimatico (ELISA) para
pesquisa e quantificagdo de anticorpos IgA paraa TGt,em
doentes com doenga celiaca e nas suas diferentes fases
clinicas — diagnostico inicial, remissao clinica e recaida.
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MATERIAL E METODOS

Incluimos neste estudo 80 amostras de outros tantos
doentes avaliados no nosso laboratério por doenga celiaca
estabelecida ou suspeita. Apos revisao dos dados clinicos
e laboratoriais referentes a cada doente, as amostras foram
classificadas em quatro grupos: 1) Primeiro diagnostico
(DCP) - 7 doentes, com média de idades 14,4 = 16,3 anos,
todos do sexo feminino (F), estudados pela primeira vez,
com queixas gastro-intestinais com dieta sem restricao de
gluten. Estes doentes fizeram bidpsia jejunal e a histologia
apresentava alteragdes tipicas da doenca celiaca.
2)Doengaceliacaemrecaida (DCR) - 16 doentes celiacos,
com9,9+7,0 anos (14F:2M), em fase de recaida da doenga,
que apresentavam sintomas gastro-intestinais e alteragdes
do exame histologico compativeis, apds re-introdugdo do
gluten na dieta. 3) Doenga celiaca controlada (DCC) -
- 27 doentes celiacos, com 10,9+7,0 anos (20F:7M) em
fase de doenca controlada, assintomaticos € com exame
histologico dabidpsia jejunal normal apos terem efectuado
uma dieta com restri¢gao de gliten ha pelo menos seis
meses. 4) Grupo sem doenga celiaca (CT) - 30 doentes,
com 11,2+2.5 anos (16F:14M), estudados por mau
desenvolvimento estato-ponderal, anemia, diarreia cronica
ou patologia alérgica e cujos dados clinico-laboratoriais
ou da histologia jejunal excluiram a doenga.

Emtodas as amostras foram pesquisados os anticorpos
IgA anti-transglutaminase tecidular, por um método que
se baseia num imuno-ensaio enzimatico, os anticorpos
IgA anti-endomisio, por imunofluorescéncia indirecta e
osanticorpos anti-gliadina por um método de imunofluoro-
-ensaio enzimatico. Para cada prova diagnostica foram
calculadas asensibilidade, a especificidade e os respectivos
intervalos de confianga a 95% quando aplicado aos
diferentes grupos de diagnoéstico clinico. A comparagao
entre variaveis quantitativas foi feita através da prova de
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, quando havia mais de
dois grupos. Foi considerado significativo um valor de
p<0,05 e osresultados apresentados como média + desvio-
-padrdo, independentemente da natureza da distribuicdo,
por razdes de simplificag@o da leitura.

Os anticorpos IgA anti-transglutaminase tecidular
(ATGt) foram determinados com um ensaio comercial -
- Quanta Lite® tTG ELISA (INOVA). Abreviadamente, o
ensaio usa como substracto a transglutaminase tecidular
de figado de cobaio, purificada e inactivada, revestindo os
pogos da microplaca. As amostras, diluidas 1/100, e os
controlos em duplicado, incubam com o substracto por
30 minutos, permitindo que os anticorpos especificos, se
presentes na amostra, se liguem. Apos lavagem da placa
com solugdo de lavagem, ha um segundo periodo de
incubag@o com o conjugado de imunoglobulinas anti-IgA
humana, marcadas com a enzima HRP por 30 minutos.
Apds nova lavagem junta-se um substracto cromogéneo
TMB, desenvolvendo-se um produto corado. Findo o
tempo de incubag¢do (30 minutos) a reacgio ¢ parada com
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H,SO,, e as absorbancias sdo lidas num fotémetro com o
filtro de 450 nm. A média das densidades opticas das
amostras ¢ comparada com a média do pogo do controlo
positivo cujo valor ¢ conhecido. As amostras sdo
classificadas emnegativas, fracamente positivae moderada
a fortemente positivas se o valor for <20 unidades, 20-30
e >30 unidades, respectivamente.

Os anticorpos IgA anti-endomisio (EMA) foram
pesquisados sobre cortes de es6fago de macaco, como
substracto, e com um conjugado de anticorpos anti-IgA
humana, marcado com isotiocianato de fluoresceina
(Euroimmun). Os soros a ensaiar sao diluidos 1/10 num
tampao salino de fosfato (PBS) ¢ incubam por 30 minutos
sobre o substracto em camara humida. Se as amostras
forem positivas, os anticorpos especificos ligam-se as
estruturas do endomisio do es6fago de macaco. Apos uma
lavagem com PBS para remocdo do excesso que nao
reagiu, os anticorpos ligados sdo marcados com a jungao
do conjugado fluorescente. As amostras observam-se ao
microscopio de epifluorescéncia (250-400x) e sdo
consideradas positivas quando aparece fluorescéncia na
zona da muscularis mucosa ¢ na tinica externa da
muscularis. Os resultados sdo confirmados por comparagdo
com os controlos positivo e negativo ensaiados em paralelo.
Os anticorpos anti-gliadina (AGA) foram determinados
comum teste comercial, cujo principio ¢ um imunofluoro-
-ensaio enzimatico - IgA especifica Unicap e equipamento
Unicap 100 (Kabi Pharmacia), que processa todos os
passos do ensaio automaticamente. O antigénio de interesse
(gliadina) esta ligada covalentemente a uma fase solida de
celulose, e vai reagir com os anticorpos IgA especificos
presentes na amostra diluida 1/100. Apds lavagem, ¢
adicionado um conjugado de imunoglobulinas anti-IgA
humana marcado com uma enzima. Apds um periodo de
incubagdo, segue-se nova lavagem e o complexo ligado
vai reagir com uma solugdo de desenvolvimento por um
determinado tempo, findo o qual a reacgao ¢ parada ¢ o
composto fluorescente formado ¢ medido automati-
camente. Os resultados das amostras sdo calculados por
comparagdo com a resposta dos calibradores usados
durante a sessdo. Os resultados sdo expressos em mgA/I
(anticorpos especificos de antigénio); até 3 os soros sao
negativos e se >3 sdo positivos.

RESULTADOS

Para a analise dos resultados as amostras foram
divididas em quatro grupos, de acordo com os dados
clinico-laboratoriais e histopatoldgicos dos doentes.

Os anticorpos IgA anti-TGt foram positivos no grupo
de doentes identificados pela primeira vez (DCP) e em
recaida (DCR). No grupo com doenga controlada e no
grupo controlo encontramos valores abaixo do cut-off de
positividade (<20U), apresentando no entanto o grupo
com doenca controlada uma média significativamente
mais elevada (p<0,005) (Fig.1).
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Fig. 1 - Anticorpos IgA anti-transglutaminase tecidular nos diferentes
grupos estudados. A figura apresenta a média (trago cheio) + o desvio
padrao (trago fino, horizontal) e valores extremos (trago vertical). Os niveis
médios 1gA anti-TGt na Doenga Celiaca no primeiro diagnostico (DCP) e em
recaida (DCR), sdo significativamente mais elevados do que nos doentes
controlados (DCC) e nos controlos (CT) (p<0,005). Estes dois iltimos
grupos apresentam valores abaixo do cut-off (<20U representado por
tracejado horizontal) se bem que mais elevados nos doentes controlados
(DCC versus CT p<0,005).

Os anticorpos IgA anti-TGt foram positivos em todos
(7/7) os doentes identificados pela primeira vez (DCP),
com uma sensibilidade de 100% [intervalo de confianga a
95%: 56-100%], negativos no grupo com doenga
controlada (27/27 casos) com uma sensibilidade de 100%
[intervalo de confianca a 95%: 84-100%], positivos no
grupo em recidiva (16/16) com 100% de sensibilidade
[intervalo de confianga a 95%: 76-100%] apresentando
uma especificidade global de 100% [intervalo de confianga
a 95%: 86-100%] (Tabela 1).

Todos os resultados positivos na imunofluorescincia
foram detectados pelo ensaio ELISA da IgA anti-TGt
(Fig. 2). No entanto, os anticorpos IgA anti-endomIsio
(EMA) apenas detectaram como positivos 10/16 doentes
em recidiva, apresentando uma sensibilidade de 63%
[intervalo de confianAa a 95%:36-84%]. A especificidade
dos EMA foi de 100% [intervalo de confianAa a 95%: 86-
100%] para todos os grupos (Tabela 1).

A base imunolégica da doenga é suportada pela
evidéncia de associagdo a determinados haplotipos do
HLA (DQ2 e DQ8),* ao isolamento de linfocitos T nas
lesdes intestinais e que proliferam in vitro em resposta a
gliadina quando apresentada por células HLA-DQ2/8" e a
associagdo da doenga a anticorpos IgA anti-gliadina e
anti-endomisio séricos.® Mais recentemente, a TGt foi
identificada como o auto-antigénio reconhecido pelos
anticorpos anti-endomisio® e que esta enzima esta envol-
vidana desamidacao da gliadina.’ Desta ac¢do enzimatica
resultam peptideos carregados negativamente, que se
associam melhor as moléculas HLA-DQ2 e DQ-8 ¢ que
tém maior capacidade de estimular in vitro linfocitos T
especificos da gliadina.* '?

O diagnostico da Doenga Celiaca ¢ com frequéncia
complexo, levando por vezes a necessidade de ainda
recorrer a provocagdes digestivas com o glaten e
subsequente avaliagdo histologica,>'' sendo o exame
histologico o principal critério para uma afirmacao da
doenga.? A presenga de IgA especifica para a gliadina,
reticulina e endomisio na altura da apresentagdo inicial,
e o seu desaparecimento quando o doente faz uma dieta
sem gluten, reforcam o diagndstico.” Apesar do
diagnostico definitivo necessitar de comprovacao
histoldgica, os anticorpos IgA especificos sdo eficientes
no rastreio da doenca, dada a sua elevada sensibilidade
e especificidade,' " que pode atingir os 100% em parti-
cular os IgA anti-endomisio (EMA).'>!?

O facto dos EMA serem pesquisados por imuno-
fluorescéncia sobre um substrato de primata (esofago de
macaco) levanta algumas dificuldades na sua obtencgdo e
comercializagdo. As alternativas até agora propostas -
- corddo umbilical humano - ndo sdo completamente
satisfatorias, o que se alia, na pratica, a
alguns dos inconvenientes do método
daimunofluorescéncia (subjectividade

IgA anti-TGt IgA anti-endomisio (EMA)
Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade
Primeiro diagnéstico (n=7) 100% [56-100] 100% [86-100] 86% [42-99] 100% [86-100]
Recaida (n=16) 100% [76-100] 100% [86-100] 63% [36-84] 100% [86-100]
Controlada (n=27) 100% [84-100] 100% [86-100] 100% [84-100] 100% [86-100]

na observacdo, laborioso, custos
importantes envolvidos). Uma etapa
importante na pesquisa laboratorial dos
EMA, foi aidentifica¢do por Dieterich

Tabela 1 - Sensibilidade e especificidade diagnostica dos anticorpos IgA anti-TGt e anti-endomisio (EMA) no
grupo global dos doentes celiacos nas diferentes fases da doenga.

Os anticorpos IgA anti-gliadina (AGA) foram
os anticorpos que se revelaram de mais baixa sensibili-
dade, particularmente no grupo em recidiva onde
apenas conseguiu detectar positividade no soro de um
doente (DCP n.° positivos= 4/7 doentes, DCC= 25/27,
DCR=1/16).

DISCUSSAO

A doenga celiaca ¢ uma sindrome de malabsorgdo
desencadeada pela exposicdo através da alimentacdo ao
glaten do trigo e de outros cereais.
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e colaboradores’® da transglutaminase
tecidular (TGt) como o principal auto-
-antigénio reconhecido pelos anti-
corpos anti-endomisio ¢ a adaptacdo
da TGt aum método de ELISA. Recentemente a pesquisa
de IgA anti-TGt por ELISA tem vindo a ser considerada
o teste ideal para o rastreio laboratorial da Doenga Celiaca
eoutras entidades associadas a sensibilizagdo imunologica
ao glaten.!>1

Os resultados obtidos na avaliagdo deste ensaio vém
nesse sentido, pois obtivemos como anteriormente uma
elevada concordancia (89%) entre IgA anti-TGt e EMA
(Fig.2).'®!7 Nanossasérie, a discordancia entre estes dois
testes (7/80 amostras) observou-se essencialmente
no grupo dos doentes celiacos em recaida (6 casos so
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Fig. 2 - Relagdo dos anticorpos 1gA anti-endomisio (EMA) e
anti-transglutaminase tecidular. A figura apresenta a média de
TGt (trago cheio) + o desvio padrao (trago fino, horizontal) e valores
extremos (trago vertical). Todas as amostras positivas (pos.) no ensaio
dos EMA tém uma IgA anti-TGt positiva
(>20U representado por tracejado horizontal).

positivos na IgA anti-TGt), o que reforca o interesse
clinico deste novo teste para a identificagdo de doenga em
recaida. A elevada sensibilidade por nos encontrada, foi
também sobreponivel a de casuisticas recentes de doentes
adultos.'® 17

A razao pela qual estes doentes poderdo formar auto-
-anticorpos IgA contra a TGt, face a uma exposi¢ao
alimentar a um antigénio distinto - a gliadina - podera
parecer paradoxal.!® No entanto, sabe-se hoje que a
transglutaminase ¢ uma enzima que se liga electivamente
a gliadina, cooperando na sua degradagio e apresentagio
aos linfocitos T auxiliares especificos da gliadina, presentes
na mucosa intestinal destes doentes. A activagdo local
destes linfocitos T, face a ingestao continua de gliadina,
podera levar a cooperagdo imunologica com linfocitos B
que reconhecem a TGt nos complexos gliadina-TGt.
Deste modo, linfécitos T anti-gliadina contribuem para a
quebra da tolerancia imunologica B a nivel das mucosas
que, como ¢ sabido, se associa a producao de anticorpos
IgA.

Em conclusdo, do estudo das caracteristicas operativas
do teste ELISA da IgA anti-TGt para o rastreio de doenga
celiaca, que efectuamos num grupo de 80 doentes avaliados
nonosso laboratdrio, verificamos que com a utlilizagdo de
um método ELISA para a pesquisa de anticorpos IgA
anti-TGt aumentamos claramente a sensibilidade de
detecgdo de auto-anticorpos associados a Doenga Celiaca
em fase activa (primeiro diagnostico e recidiva clinica)
(Tabela 1). Em termos de especificidade, este teste €
sobreponivel aos métodos ja utilizados no laboratdrio
(anticorpos IgA anti-endomisio por Imunofluorescéncia
indirecta e IgA anti-gliadina por Imunofluoro-ensaio
enzimatico), mas a sua maior sensibilidade na detecgdo de
recidivas constitui uma vantagem adicional no seguimento
clinico da Doenga Celiaca. A facilidade de execucdo e de
interpretagdo, nomeadamente em comparagdo com oS
ensaios de imunofluorescéncia (EMA), apontam também
para a sua utilidade em estudos mais alargados a comu-
nidade para o rastreio da Doenga Celiaca e em futuros
estudos prospectivos com avaliag@o regular dos doentes
até ao seu controlo clinico.
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