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RESUMO

ROCHA, Ana Carolina Alves. COMPARAC}AO ENTRE AS METODOLOGIAS
ANALITICAS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA PARA DOSAGEM DE ANTI-
TRANSGLUTAMINASE IGA PARA DIAGNOSTICO SOROLOGICO DE DOENCA
CELIACABrasilia, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016.

A doenca celiaca (DC) é uma desordem sistémica e imunomediada por gluten em individuos
geneticamente suscetiveis. A doenca estd associada ao antigeno leucocitario humano (HLA
I1), DQ2 e DQ8 e é caracterizada por inflamacdo intestinal, atrofia das vilosidades e
autoimunidade. Os anticorpos IgA contra transglutaminase tecidual (tTG IgA) sdo marcadores
sensiveis empregados no diagndstico laboratorial da DC. Atualmente, existem duas
metodologias laboratoriais mais empregadas na mensuragdo desse anticorpo, uma delas é a
metodologia de ELISA, que é considerada método referéncia, e amplamente utilizada no
diagndstico de DC, e a outra, ¢ a metodologia de quimioluminescéncia, cuja performance
analitica foi objeto deste estudo. Foram analisadas 182 amostras de soro de pacientes do
Laboratdrio de Pesquisas em Doenca Celiaca (LABDC), 11 amostras positivas e 171 amostras
negativas dosadas por Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA (método referéncia).
Todas as amostras foram mensuradas empregando ELISA e quimioluminescéncia, nos
equipamentos Best-2000® e Bio-Flash. Os resultados revelaram que a quimioluminescéncia
comparada ao ELISA, é substancialmente concordante (k=0,732) e reprodutivel, apresentando
CV de controles negativos e positivos respectivamente de 4,4% e 3,4% na avaliacdo da
precisdo intraensaio, e na precisao interensaio, demonstrando CV para controles negativos de
2,9% e positivos de 2,7%. O método apresentou sensibilidade de 81,8%, especificidade de
97,6%, e acurécia de 94%, mostrando-se mais sensivel que especifico quando comparado ao
método referéncia. No que se refere ao desempenho clinico-laboratorial da
guimioluminescéncia, 0 método demonstrou Valor Preditivo Positivo (VPP) de 69,2% e Valor
Preditivo Negativo (VPN) de 98,8%, que demonstra elevada capacidade de discriminar
individuos celiacos e ndo-celiacos, por meio da curva ROC, que apresentou area sobre a curva
de 0,9972. Diante das analises realizadas, podemos concluir que a metodologia de
guimioluminescéncia além da sua robustez e randomicidade, apresentou cut-off semelhante ao
método referéncia, capacidade discriminatoria entre celiacos e ndo-celiacos, com Risco
Relativo de 58,5 vezes maior para o desenvolvimento de DC quando tTG IgA for positivo, e
Odds Ratio de 187,9 demonstrando forte associacdo entre o exame positivo e chance de
desenvolver DC. Com estes resultados, podemos inferir que a quimioluminescéncia pode ser
utilizada como meétodo de escolha para o diagnéstico laboratorial da DC.

Palavras-chave: quimioluminescéncia, anti-transglutaminase IgA, doenca celiaca,
diagnostico laboratorial, imunoensaio, autoimunidade.



ABSTRACT

ROCHA, Ana Carolina Alves. LABORATORY COMPARISON ON ANALYTICAL
METHODOLOGIES FOR ANTI- transglutaminase IGA DETERMINATION USED IN
CELIAC DISEASE SEROLOGICAL DIAGNOSIS. Brasilia, 2016. Dissertation (Master in
Pharmaceutical Sciences) - Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia, 2016.

Celiac disease (CD) is a systemic immune-mediated and gluten disorder in genetically
susceptible individuals. The disease is associated with human leukocyte antigen (HLA 1)
DQ2 and DQ8 and is characterized by intestinal inflammation, atrophy of the villi and
autoimmunity. IgA antibodies against tissue transglutaminase (tTG IgA) are sensitive markers
used in laboratory diagnosis of CD. Currently, there are two most used laboratory methods to
measure the antibody, one of them is the ELISA methodology, which is considered the gold
standard and widely used in the diagnosis of CD and the other, is the chemiluminescence
method, whose analytical performance was studied in this research. Serum samples of 182
Research Laboratory patients in Celiac Disease (LABDC), 11 positive samples assayed by
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA (gold standard) and 171 negative samples.
All samples were measured using ELISA and chemiluminescent Best-2000® and Bio-Flash
devices. The results revealed that the chemiluminescence compared to ELISA is substantially
consistent (k = 0.732), and reproducible, with CV negative and positive controls respectively
4.4% and 3.4% in the assessment of intra-assay precision, and inter-assay precision negative
controls showing CV 2.9% positive and 2.7%. The method showed a sensitivity of 81.8%,
specificity 97.6% and accuracy of 94%, being more sensitive than specific when compared to
the gold standard. In regards to the clinical and laboratory performance, chemiluminescence
method showed Positive Predictive Value (PPV) of 69.2% and Negative Predictive Value
(NPV) 98.8%, which demonstrates high ability to discriminate celiac individuals and non-
celiac, through the ROC curve, which showed an area of 0.9972 of the curve. On the analysis
performed, we conclude that the chemiluminescence methodology beyond its robustness and
randomness, presented cut-off similar to the gold standard, discriminatory power among
celiacs and non-celiacs, with relative risk 58.5 times for development CD when tTG IgA is
positive, and odds ratio of 187.9 demonstrating strong association between positive test and a
chance of developing CD. With these results, we can infer that chemiluminescence can be
used as a method of choice for laboratory diagnosis of CD.

Keywords: chemiluminescence, anti- transglutaminase IgA, celiac disease, laboratory
diagnostics, immunoassay, autoimmunity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca celiaca

A doenca celiaca (DC) é uma desordem sistémica e imunomediada por gluten em
individuos geneticamente suscetiveis (HUSBY et al., 2012). A doenca esta associada com o
antigeno leucocitario humano (HLA) classe Il, DQ2 e DQ8 e ¢ caracterizada por inflamagéo
intestinal, atrofia das vilosidades e autoimunidade. Os anticorpos que estdo diretamente
envolvidos na resposta autoimune da DC s&o anticorpos do tipo IgA contra transglutaminase
tecidual ou anti-transglutaminase (tTG), anti-endomisio (EMA) e anticorpos anti-gliadina
(DGP) (CAJA et al., 2011; HUSBY e MURRAY, 2013).

A DC é uma condicdo permanente de intolerancia ao gluten, onde a inflamacéo da
mucosa intestinal pode ser reversivel pela utilizacdo de dietas livres de glaten (DLG) e a
reintroducdo do gluten na dieta, ocasiona a recidiva do quadro inflamatorio da mucosa
intestinal (LUDVIGSSON et al., 2013).

1.2. Manifestagdes clinicas

As manifestacbes clinicas da DC podem apresentar-se de véarias formas, podendo
confundir-se com outras desordens do trato gastrointestinal (LIONETTI e CATASSI, 2011).
E de extrema importancia diagnosticar ndo apenas criancas com quadro clinico classico
gastrointestinal, mas também aquelas que possuam sintomas leves ou ausentes, pois a doenca
pode trazer consequéncias negativas para a saude (HUSBY et al., 2012).

Tradicionalmente pacientes com DC apresentam ma absor¢do intestinal caracterizada
por diarreia, esteatorreia, perda ou dificuldade em ganhar peso ou diminui¢do no crescimento
(DC cléssica). Pode ocorrer também manifestacGes clinicas extra intestinais (DC ndo classica)
ou auséncia de sintomas (DC assintomatica) (KELLY et al., 2015).

De acordo com as manifestacfes clinicas a doenca celiaca pode ser classificada em
(LIONETTI e CATASSI, 2011): DC cléssica: quando apresenta diarreia crbnica, retardo no
crescimento, distensdo abdominal, perda de massa muscular, anorexia e alteracOes
comportamentais;_DC atipica: com anemia por deficiéncia de ferro, vitamina B12 e acido
folico, baixa estatura, osteopenia e/ou osteoporose, aumento nas transaminases, dermatite

hipetiforme, hipoplasia do esmalte dental, estomatite, dor abdominal, vomitos, constipacao,

1



dor de cabeca, polineuropatia, lesdo de substancia branca, ataxia cerebelar, epilepsia, atraso
puberal, abortos, infertilidade;_associada a doencas autoimunes: diabetes tipo |, tireoidite

autoimune, hepatite autoimune, miastenia grave, cirrose biliar primaria, colangite esclerosante

primaria, psoriase, Sindrome de Sjogren. E associada a doencas genéticas: sindrome de

Down, sindrome de Turner, sindrome de Williams, deficiéncia IgA.
Todas essas formas clinicas e a diversidade de suas manifestagdes na DC enfatizam a
necessidade de critérios de diagnostico robustos (LUDVIGSSON et al., 2014).

1.3. Patogénese

O desenvolvimento da DC é determinado tanto por fatores ambientais quanto
genéticos e influenciado pelos aspectos imunolédgicos. Em situacdes fisiolégicas normais, o
epitélio intestinal é impermeavel a macromoléculas. Na DC, essa permeabilidade intercelular
¢ comprometida, permitindo a passagem de macromoléculas como o gliten e seus
componentes, nas estreitas juncdes celulares do epitélio intestinal (LIONETTI e CATASSI,
2011).

O gluten contém gliadina e glutenina, que s&o resistentes as enzimas proteoliticas
gastrointestinais e ndo sofrem a hidrolise necessaria para sua digestdo completa e dessa
maneira sdo disponibilizadas na lamina prépria do intestino (LINDFORS et al., 2011). A
presenca desses peptideos de gliadina (imundgenos), em pessoas geneticamente predispostas,
desencadeia uma resposta imunitaria que entre outras acGes, compromete a permeabilidade
epitelial intestinal, uma das caracteristicas da doenca celiaca (CAJA et al., 2011).

Os peptideos de gliadina que chegam a lamina prépria, decorrente da digestdo
incompleta do gluten, sdo desamidados pela enzima transglutaminase tecidual (tTG)
(LINDFORS et al., 2011). A presenca de gliadina inicia o processo de patogénese da doenca
celiaca, induzindo a secrecéo da enzima tTG (DIETERICH et al., 1997).

Pacientes celiacos expostos ao gluten, expressam altos niveis de anticorpos contra a
gliadina, endomisio e contra a enzima transglutaminase tecidual (DIETERICH et al., 1997). A
eliminacdo do gliten na dieta, diminui a presenca significativa desses anticorpos
desaparecendo as manifestacdes clinicas provenientes dessa resposta imune (DIETERICH et
al., 1997; LINDFORS et al., 2011)

A resposta imune ao gluten é iniciada pelas Células Apresentadores de Antigeno
(Antigen Presenting Cells - APCs) aos linfécitos T CD4+. As APCs expressam em sua
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superficie  proteinas do Complexo de Histocompatibilidade Principal (Major
Histocompatibility Complex — MHC) que se ligam aos peptideos do gluten. Essas proteinas do
complexo MHC presentes nas APCs sdo codificadas pelos genes HLA (Human Leukocyte
Antigen) (LIONETTI e CATASSI, 2011). A suscetibilidade genética para DC, como
demonstra a Figura 1, esta associada aos heterodimeros HLA-DQ2 e HLA-DQ8 que estdo

envolvidos na patogénese (ABADIE et al., 2011).
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Figura 1 — Representacdo da patogénese da DC. Partes do gluten resistentes ao processo de hidrolise,
atravessam a membrana epitelial do intestino delgado e sofrem a desamidacdo pela transglutaminase tecidual,
formando o complexo gliadina desamidada e transglutaminase. As células T CD4+ reconhecem esse complexo
por moléculas de superficie das APCs, expressas por HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8. Apds esse reconhecimento, as
células T CD4+ emitem dois sinais de resposta imune, um secretando citocinas pré inflamatorias, provocando a
destruicdo e aumento na permeabilidade da mucosa intestinal, o outro, produzindo anticorpos contra a gliadina
desamidada e contra a transglutaminase tecididual, sendo essa Gltima a caracterizacdo de autoimunidade.
Diagrama adaptado de http://www.glutensensitivity.net/Celiac_Disease_with_text _050207.pdf acessado em 17
de agosto de 2016

1.4. Sensibilidade ao gluten em individuos néo celiacos

Algumas pessoas podem apresentar manifestacfes sintomaticas apds ingestdo de
gluten e ao investigar, a DC é descartada (LUDVIGSSON, et al, 2013). Ao contréario da DC,
pessoas ndo celiacas com sensibilidade ao gluten podem mostrar sinais de resposta imune,
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porém, sem enteropatia, valores negativos para autoanticorpos contra tTG, EMA e DGP.
(SAPONE et al., 2011). Estudo realizado por Hollon e colaboradores (2015), concluiu que a
gliadina presente no gluten, provoca aumento na permeabilidade intestinal em todos os
individuos estudados, independentemente de portarem a doenca celiaca, mas a presenca de

anticorpos s6 ocorre nos celiacos.

1.5. Evolucéo do diagndstico da doenca celiaca

A primeira descrigdo da DC foi encontrada nos escritos do médico grego Aretaeus
entre os anos 1 e 2 a.C. Ela foi descrita como uma doenca intestinal associada a diarreia e ma
absorcdo com ocorréncia em adultos e criancas, mais frequente em mulheres do que em
homens (ABADIE et al., 2011). Gee, em 1888 relatou que a doenca era ligada a alimentos e
concluiu que a cura deveria comegar pela dieta (DOWD e WALKER-SMITH, 1974).

Em 1950, Dicke e colaboradores, confirmaram que a remocdo de alimentos
provenientes de grdos de centeio e trigo resultaram em melhora significativa dessa condi¢do
(DICKE et al., 1953). Paulley em 1954, reportou o primeiro caso de manifestacdo clinica
envolvendo a destruicdo do intestino delgado pela DC (PAULLEY, 1954).

A identificacdo dos anticorpos de gliadina, ocorreu em 1961, surgindo o primeiro
teste sorolégico ndo invasivo da DC (TAYLOR et al., 1961). Em 1992, Marsh estabeleceu a
primeira classificacdo histolégica das lesdes provocadas pela DC, desde hiperproliferacdo das
criptas intestinais com linfdcitos intraepiteliais até total atrofia das vilosidades. Oberhuber e
colaboradores (1999), modificaram alguns parametros e passou-se a utilizar a classificacdo
Marsh-Oberhuber, a qual descreve cinco estados de injuria do intestino delgado (tipos de 0 a
4). Essa classificacdo é muito utilizada por patologistas, porém, existem algumas
subjetividades ao classificar o tipo de leséo observada na biopsia.

Em 2012, Corazza e Villanicci dividiram as lesdes da mucosa intestinal em duas
grandes categorias. A primeira, € lesdo sem atrofia das vilosidades com infiltrados de
linfécitos, que sdo as lesbes de grau A. A segunda categoria, grau B, representa as lesdes com
atrofia das vilosidades e infiltrados de linfocitos e é subdividida em Bl (aumento dos
linfdcitos intraepiteliais e hiperplasia de cripta) e em B2 (lesdes mais graves, atrofia total das
vilosidades (BAO, GREEN & BHAGAT, 2012).

A Sociedade Europeia de Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatrica
(European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition -ESPGHAN) em
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1997, recomendava uma série de trés bidpsias, uma na manifestacdo da doenca, outra na dieta
livre de gliten e outra quando o individuo era novamente desafiado a consumir gliten para
confirmar o diagnostico. No entanto, essa abordagem era muito complicada e acabou sendo
substituida por uma abordagem menos invasiva, exigindo apenas uma biopsia e 0
acompanhamento da resposta clinica com a dieta livre de gluten (HUSBY, 2012).

Avancos nos testes sorolégicos e analises genéticas sugeriram uma outra abordagem,
onde a bidpsia nem sempre € necessaria (MURCH, 2016). Em 2012, a ESPGHAN (Figura 2)
revisou seus critérios diagnosticos e afirmou que em criancas pode ser diagnosticada sem
biopsia em circunstancias especificas, como sintomas evidentes e valores de anti-
transglutaminase (anti-tTG) acima do cut-off do kit diagnostico utilizado em cerca de dez
vezes o0 valor do limite de normalidade, além disso o anti-endomisio IgA deve apresentar-se
positivo, e a confirmacdo da presenca dos genes HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 deve ser realizada
(HUSBY, 2012).
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Figura 2 — Critérios diagndsticos para DC. Algoritmo recomendado pela ESPGHAN adaptado (HUSBY, 2012)

1.6. Diagnoéstico laboratorial da DC

A imunidade adaptativa da DC ocorre a partir do aumento dos linfocitos T que
apresentam HLA-DQ na mucosa intestinal, respondendo contra fragmentos de gliadina
desamidada complexada com a transglutaminase tecidual. Por consequéncia, esse

reconhecimento celular dispara a resposta imunomediada por linfécitos B, levando a densa
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infiltracdo de células produtoras de IgA contra os peptideos de gliadina desamidada
(MURCH, 2016) e contra a transglutaminase tecidual (KONING, 2005). Portanto, um
marcador de doenca celiaca simples é analisar a presenca e quantidade de anticorpos anti-
transglutaminase IgA (DIETERICH et al., 1997; HUSBY, 2012; MURCH, 2016).

De acordo com as diretrizes da Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediéatrica,
Diretrizes Nutricionais e para o Diagnéstico de Doenga Celiaca (European Society for
Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition Guidelines for the Diagnosis of
Coeliac Disease — ESPGHAN) publicado em 2012, o diagnéstico da DC ndo mudou nos
ultimos vinte anos, porém, durante esse tempo, a DC passou de doenga enteropatica incomum
para uma doenca com distirbios multiorganicos em pacientes geneticamente predispostos. O
diagnostico também evoluiu, disponibilizando testes de anticorpos especificos para DC,
baseados principalmente em anticorpos para transglutaminase, anticorpos anti-endomisio e
genotipagem molecular para identificar a presenca dos genes HLA-DQ2 e HLA-DQS8
(HUSBY, 2012).

1.6.1. Ensaios moleculares

O teste genético para detectar a presenca dos genes HLA-DQ2 e HLA-DQ8 é de
grande valor preditivo negativo, ou seja, dificilmente o individuo que ndo possui esses genes,
desenvolvera doenca celiaca. Aproximadamente 30% das pessoas possuem esses genes,
porém, apenas 3 a 4% desse grupo ird desenvolver a DC (ABADIE et al, 2011; CHANG &
GREEN, 2009; WOLTERS & WIIMENGA, 2008; VIVES-PI et al, 2013).

A ESPGHAN recomenda o teste genético em casos de pacientes assintomaticos
pertencentes ao grupo de risco, tais como filhos de celiacos, diabéticos tipo 1 e portadores de
sindrome de Down, com o intuito de descartar a hip6tese diagndstica em casos duvidosos. Ou
seja, se 0s genes nao estiverem presentes, a chance de desencadear a DC é extremamente
baixa (HUSBY, 2012), pois o HLA ¢ responsavel por 40% do risco genético para a doenga
(TRYNCA et al, 2011).

1.6.2. Ensaios sorologicos

No passado, muitas incertezas a respeito dos testes sorolégicos para DC foram
levantadas, tais como sensibilidade e especificidade quando comparadas com outros testes
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soroldgicos para deteccdo de doengas autoimunes (LEFFLER e SCHUPPAN, 2010).
Atualmente, existem métodos com sensibilidade e especificidade comprovadamente elevadas,
sendo utilizados nas sorologias para deteccdo e monitoramento da doenca celiaca
(GROSSMANN et al., 2016).

Os testes soroldgicos na pratica clinica para a DC sdo usados com frequéncia para
identificar individuos sintomaticos ou assintomaticos que inicialmente necessitariam de
exame de biopsia intestinal para confirmar o diagndstico (LIONETTI et al., 2015). Testes
positivos na sorologia apoiam o diagnostico de doenca celiaca.

Para o diagnostico sorolégico de doenca celiaca sdo analisados 0s autoanticorpos
contra endomisio (EMA), gliadina (AGA) e transglutaminase (tTG) (DIETERICH et al.,
1997; GROSSMANN et al., 2016). O EMA e o anti-tTG apresentam sensibilidade em torno
de 95%, e especificidade em torno de100% (DIETERICH et al., 1997).

Os testes anti-gliadina ndo séo considerados de boa sensibilidade ou especificidade
para serem usados no diagnostico da DC (BAO, GREEN & BHAGAT, 2012), mas
recentemente estes testes passaram por modificacBes que permitem a deteccdo de anticorpos
contra gliadina desamidada (anti-DGP) IgG e IgA, e sdo indicados nos casos de deficiéncia de
IgA, quando sdo detectados anticorpos anti-DGP 1gG (SCHUPPAN & ZIMMER, 2013), e
também sdo empregados como testes adicionais em pacientes que sdo negativos para outros
testes sorologicos, mas que apresentam sintomas clinicos caracteristicos de DC,
principalmente em criancas com idade inferior a dois anos, quando sdo dosados anti-DGP IgA
e IgG (HUSBY et al, 2012; SCHUPPAN & ZIMMER, 2013).

A imunoglobulina mais utilizada para as sorologias EMA, AGA e tTG é a IgA
(GROSSMANN et al., 2016), porém, em pacientes com concentracfes baixas de IgA total,
pode haver resultados falso-negativos para essas imunoglobulinas especificas (DIETERICH,
1997; DAHLBOM et al., 2005; CAJA et al., 2011; GROSSMANN et al., 2016). Em caso de
deficiéncia na concentracdo de IgA, pode ser usada como alternativa a dosagem de IgG para
EMA, AGA e tTG (DAHLBOM et al., 2005; VERMEERSCH et al., 2012, HUSBY, 2012).

Dentre 0s ensaios soroldgicos existentes, a determinacdo de anti-tTG IgA
isoladamente pode ser usada como teste de triagem e para monitoramento da DC. E um
analito de alta exatiddo, o anticorpo contra a transglutaminase tecidual (anti-tTG) participa
diretamente da patogénese da doencga celiaca e ndo depende do observador, como € o caso do
anti-endomisio (COLLIN et al., 2005; MONZANI et al., 2011). Outras considera¢cdes como
precisdo, confiabilidade e custo, a medi¢do do anticorpo IgA contra transglutaminase (anti-
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tTG IgA), fazem com que esse teste seja recomendado para iniciar o diagnéstico da DC
(HUSBY, 2012).

1.6.2.1. Anti-transglutaminase (anti-tTG) IgA

Em 1997, Dieterich e colaboradores, encontraram autoanticorpos contra tTG em
amostras séricas de doentes celiacos, sugerindo mecanismo de inducdo autoimune apos
ingestdo de glaten. A transglutaminase faz parte de uma familia de enzimas calcio
dependente, encontrada tanto no interior quanto no exterior das células (AGA INSTITUTE,
2006). Essas enzimas modificam a glutamina em residuos de aminas primarias (STAMNAES
e SOLLID, 2015) e na DC esta envolvida em diversas situacdes (ROSTOM et al., 2006).

A transglutaminase tecidual desempenha papel central na patogénese da DC, ela
potencializa a imunogenicidade dos peptideos do glaten (imunogénicos) por meio da
desamidacdo que ocorre no intestino delgado (SCHUPPAN e ZIMMER, 2013). O produto
dessa desamidacdo é acido glutamico, que promove a ligacao de peptideos do gliten ao HLA-
DQ2 ou HLA-DQ8 potencializando a reacdo inflamatéria das células T, sendo importante
também no efeito destruidor de células T CD8+ na mucosa intestinal (VIVES-PI et al., 2013;
BARDELLA et al., 2001; SCHUPPAN e ZIMMER, 2009). A presenca dessas células T
citotoxicas, induz apoptose de enterdcitos, remodelacdo atréfica da mucosa e ma absorcao
intestinal (SCHUPPAN e ZIMMER, 2009).

Vaérias sdo as razfes pelas quais a pesquisa do anticorpo anti-tTG IgA tornou-se o
primeiro teste sorolégico para diagndstico e acompanhamento de DC na maioria dos paises
(ROSTOM et al., 2005; HILL et al., 2004; HUSBY, 2012; AGA INSTITUTE, 2006). Alguns
estudos apontaram a especificidade e sensibilidade desse ensaio, acima de 95% e 90 a 96%,
respectivamente (VERMEERSCH et al., 2012; UTIYAMA et al, 2002; ROSTOM, 2005;
AGA INSTITUTE, 2006). A positividade de anti-tTG IgA esta altamente associada com DC
em criancas e adolescentes (ROSTOM, 2005; LEWIS, 2006). Outro fator de grande
importancia na escolha de anti-tTG IgA como teste de triagem, € para confirmacdo de DC
para individuos assintomaticos e exclusdo da doenca em pessoas sintométicas (LEWIS,
2006).

Outra variavel que deve ser levada em consideracéo, é a quantificacdo da IgA total,
que deve ser analisada paralelamente com anti-tTG IgA, para evitar interpretac6es erradas de

resultados falsamente negativos, pois a deficiéncia de IgA total afeta diretamente 0s



resultados de anti-tTG IgA (DAHLBOM et al., 2005; HILL et al., 2005; ROSTOM et al.,
2005; GROSSMANN et al., 2016).

1.6.2.2. Anticorpos anti-gliadina (anti-AGA)

O anticorpo anti-gliadina foi o primeiro marcador soroldgico associado a DC, pois a
presenca do anticorpo estava diretamente relacionada com biopsias alteradas, o que nédo
ocorria em bidpsias normais, conforme descrito por O'Farrelly e colaboradores em 1983. A
pesquisa de autoanticorpos da classe IgG contra a gliadina desamidada (anti-DGP) esta
substituindo a pesquisa de anti-gliadina (anti-AGA), isso porque desamidacao da gliadina por
meio da atividade da transglutaminase tecidual, estd presente apenas em individuos que
possuem DC (SCHUPPAN e ZIMMER, 2013).

Apesar da precisdao de anti-tTG no diagnostico da DC, a sensibilidade é reduzida
qguando testado em criangas menores de dois anos. Muitas criangas que apresentam resultados
negativos para anti-tTG IgA, podem apresentar resultados positivos para gliadina desamidada,
sendo considerada como grande vantagem no auxilio do diagnéstico de DC (MOZO et al.
2012).

As imunoglobulinas anti-gliadina (AGA) envolvidas na resposta imune sdo as de
classe IgA e 1gG. A AGA IgA é mais comumente utilizada e possui sensibilidade maior que a
classe 1IgG (ROSTOM et al.,, 2006), embora o teste de AGA possua sensibilidade e
especificidade menor gque outros marcadores soroldgicos (HILL, 2005). A metodologia mais
aplicada para a dosagem de AGA é o ELISA (TONUTTI et al., 2009).

1.6.2.3. Anticorpos anti-endomisio (anti-EMA)

Anticorpos anti-endomisio (EMA) reagem contra as miofibrilas que sdo semelhantes a
reticulina no tecido conjuntivo que envolve as fibras de muasculo liso no trato gastrointestinal
de primatas, substrato empregado no teste (CHORZELSKI, 1984).

O EMA ¢ mensurado por imunofluorescéncia indireta, utilizando como substrato,
tecido de esdfago de macaco ou corddo umbilical humano. Dependendo do padrdo de
colocacdo observado em microscopia de fluorescéncia, o resultado é positivo. Essa técnica
possui a desvantagem de ser dependente do microscopista (ROSTOM et al., 2006) e &
limitada, por ndo afirmar de fato, se o paciente possui ou ndo doenga celiaca (ROSTOM, A.;
MURRAY, J.; KAGNOFF, M., 2006; CAJA, 2011; VIVES-PI, 2013).



Com base na literatura, os melhores testes para este propdsito sdo o EMA IgA e tTG
IgA, ambos altamente sensiveis e especificos (CHORZELSKI, 1984; DIETERICH, 1997;
COLLIN, 2005). Em contrapartida, em individuos sintomaticos nos quais a evidéncia clinica
ndo seja classica para a DC, a biopsia intestinal deve ser considerada, mesmo se o teste

soroldgico é negativo (HILL, 2005)

1.7. Metodologia de ELISA

O termo Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) caracteriza-se por ser um
ensaio heterogéneo, cujo principio basico é a imobilizacdo de um dos reagentes em fase
solida, enquanto outro reagente, geralmente o anticorpo, pode ser ligado a uma enzima, com
preservacdo das atividades enzimatica e imunologica do anticorpo (FERREIRA E MORAES,
2013).

Para a fase sélida, o suporte mais empregado sao as placas de polietileno, nas quais é
possivel adsorver antigenos e/ou anticorpos. Estas placas possuem 96 pogos e podem realizar
maultiplos ensaios, aléem de permitir a utilizacdo de equipamentos automatizados. O grau de
pureza do antigeno ou do anticorpo empregado na fase sélida é muito importante, pois
qualquer molécula inespecifica poderd interferir nos resultados (DIAMANDIS E
CHRISTOPOULOS, 1996).

Para a pesquisa de antigeno, o anticorpo utilizado na sensibilizacdo da placa deve ter
alta afinidade e curva dose-resposta, determinando por meio dessa curva 0s resultados
proporcionais ao antigeno presente na amostra-teste. Para a pesquisa de anticorpos, o antigeno
deve estar livre de impurezas, podendo-se utilizar antigenos purificados por cromatografia de
alta afinidade com anticorpos monoclonais, peptideos sintéticos ou antigenos recombinantes
(CROWTHER, 1995).

O objetivo do ensaio é a quantificacdo ou verificacdo da presenca de um antigeno ou
anticorpo. Os métodos de expressdo dos resultados do teste enquadram-se em duas categorias:
guantitativos e qualitativos. Nos resultados quantitativos, como sugerido pelo nome, ocorre
quantificacdo da concentracdo da amostra em analise em Densidade Optica (D.O.), e o0s
resultados sdo expressos em Unidade Arbitraria (UA), Unidades Internacionais (Ul) ou
Unidades (U). Nos qualitativos, os resultados obtidos séo classificados como
positivo/negativo ou reagente/ndo reagente considerando-se os valores da absorbancia obtidos
por D.O. ou a coloragéo da reacédo final (DIAMANDIS e CHRISTOPOULOQS, 1996).
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Para a pesquisa de antigenos, é possivel obter as concentragdes por meio de uma
amostra referéncia chamada padréo, empregada para construir uma curva de calibracdo dose-
resposta, calculada a partir da concentracdo do padrdo versus absorbancia ou densidade oOtica..
Na pesquisa de anticorpos a quantificacdo € mais complexa, pois além de serem heterogéneos
quanto a sua afinidade e propriedades fisico-quimicas, os anticorpos sdo geralmente ensaiados
em uma faixa de concentracdo mais ampla do que a dos antigenos. Além disso, a afinidade
dos anticorpos varia com a concentracdo, sendo maior em amostras mais diluidas (efeito pro-
zona). Essas diferencas devem ser consideradas ao expressar os resultados e determinar o
limiar de reatividade ou cut-off, empregado para definir a positividade e negatividade do
ensaio (FERREIRA e MOARES, 2013).

A extensa utilizacdo do método de ELISA deve-se a facilidade na obtencdo dos
resultados por reacdo de cor que pode ser observada a olho nu, ou utilizando
espectrofotdbmetros multicanais. O uso da adsor¢do em fase solida (nas placas de polietileno),
fornece ao metodo o6tima flexibilidade no desenho de imunoensaios. O método de ELISA
pode ser classificado em: direto, indireto, sanduiche (direto e indireto) e competitivo
(CROWTHER, 1995).

1.7.1. Método ELISA indireto

O método ELISA indireto € amplamente utilizado na pesquisa de anticorpos e possui a
grande vantagem de utilizar um Unico conjugado. Neste método, os 96 pocos da placa de
polietileno sdo sensibilizados com o antigeno que reage com os anticorpos da amostra. O
conjugado anti-imunoglobulina humano reage com o anticorpo capturado pelo antigeno e a
reacdo € revelada com a solugdo cromogena. A reacdo é interrompida e a intensidade da cor é
estimada. A intensidade da cor da solucédo ¢é proporcional a quantidade de anticorpo e a leitura
pode ser realizada a olho nu ou por meio de algum sistema espectrofotométrico de placas
multicanais (FERREIRA e MORAES, 2013).

1.8. Metodologia de quimioluminescéncia

Os ensaios quimioluminescentes foram inicialmente testados como alternativas aos
radioisotopos na década de 70. A quimioluminescéncia caracteriza-se pela emissao de luz

apo6s reacdo quimica de oxidacdo utilizando enzimas, tais como, fosfatase alcalina e
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peroxidase. A energia quimica gerada como resultado da dissociagdo de ligacGes fracas,
produz compostos intermediarios em um estado eletronicamente excitado que, quando
retornam ao estado de energia inicial, emitem luz (DIAMANDIS e CHRISTOPOULOS,
1996).

Existem diversas moléculas com caracteristicas estruturais que produzem
quimioluminescéncia. O luminol e o isoluminol foram as primeiras moléculas
qguimioluminescentes a serem testadas em um imunoensaio. O grupo 5-amino de luminol
proporciona um local conveniente de ligacdo de antigenos e anticorpo (DIAMANDIS e
CHRISTOPOULOS, 1996).

1.9. Metodologias soroldgicas para mensurar anti-transglutaminase IgA na deteccdo de

doenca celiaca

O diagnostico precoce é de extrema importancia para que as manifestacdes clinicas
decorrentes da doenca possam ser minimizadas com dieta livre de gluten (SULKANEN et al.,
1998). Dieterich e colaboradores (1997), identificaram que a IgA reage com a
transglutaminase tecidual em individuos com doenca celiaca, sugerindo que a deteccdo desse
autoanticorpo poderia ser ferramenta Util no diagnéstico e acompanhamento da doenca.

Sulkanen e colaboradores (1998), desenvolveram o ensaio pela metodologia ELISA,
com o objetivo de obterem teste soroldgico tdo sensivel quanto especifico. Eles concluiram
que a identificacdo de autoanticorpos contra transglutaminase IgA pela metodologia de
ELISA ¢ altamente preciso para detectar doenca celiaca ndo tratada. A metodologia de ELISA
foi pioneira para analisar anti-tTG IgA (SULKANEN et al., 1998n0). Leffler e Schuppan
(2010) realizaram um estudo a respeito das sorologias na doenga celiaca, onde obtiveram
sensibilidade e especificidade de 98% para anti-tTG IgA.

Esse fendmeno pode ser definido de uma maneira simples como reagdes quimicas que
emitem luz. Essas reacdes se dao pela transicdo de elétrons a partir de seu estado fundamental
para um estado eletrénico excitado, acompanhado geralmente por alteracdes de rotacdo
vibracional na molécula, emitindo fotons de luz (HILL et al., 2005; ROSTAMI et al., 1999).

O ensaio anti-tTG IgA é aceito como a melhor ferramenta de rastreio para DC, e até
pouco tempo sé poderia ser realizado utilizando a metodologia de ELISA, mas recentemente

passou a ser dosado empregando a metodologia de quimioluminescéncia, apresentando varias

12



vantagens quando comparada ao método considerado como referéncia, demonstrado no
Quadro 1 (AGA INSTITUTE, 2006).

Quadro 1 — Vantagens da metodologia quimioluminescente frente a metodologia ELISA.

Vantagens da quimioluminescéncia frente a metodologia de ELISA

Facilidade operacional

Realiza vérios imunoensaios simultaneamente na mesma amostra
Alta sensibilidade

Alta especificidade

No caso do anti-tTG, mensura a concentracdo de anticorpo IgA
Intervalo de medi¢do muito maior

Menor volume de amostras, favorecendo pacientes pediatricos
Tempo de reagdo diminuido

Menor producéo de residuos solidos e liquidos

A facilidade da dosagem da anti-tTG, aliado a elevadas sensibilidade e especificidade
na populacdo pediatrica e adulta, torna esse teste sorolégico na melhor escolha para avaliacdo
inicial dos individuos com suspeita de intolerancia permanente ao gluten (LUDVIGSSON et
al., 2014; BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A quimioluminescéncia ¢ uma metodologia réapida, eficaz e com alto desempenho
analitico, ou seja, possui alta sensibilidade e especificidade (AITA et al., 2013). Verificando a
necessidade de inovacdo, otimizacdo de tempo e fluxos de trabalho além de metodologia
dindmica e atual, o trabalho realizou uma comparacéo entre ELISA e quimioluminescéncia, a
fim de garantir a equivaléncia diagnostica entre esses dois ensaios, fornecendo dessa forma,

mais uma op¢éo analitica para a mensuracao de anti-tTG IgA.

1.10. Parametros de validagdo de ensaio

A avaliacdo da qualidade dos ensaios laboratoriais € de grande interesse de
investigacdo clinica e epidemiologica, e para isso, varios parametros devem ser analisados
para validacdo de um teste diagndstico. Nesse estudo foram avaliados parametros intrinsecos,
que avaliaram o teste de acordo com o método referéncia (ELISA), tais como sensibilidade,
especificidade e eficiéncia, como demostrado na Figura 3 (VAZ, TAKEI e BUENO, 2007;
FERREIRA e MOARES, 2013).
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J& os parametros extrinsecos avaliaram a reprodutibilidade, acuréacia e a precisdo da
quimioluminescéncia. Foram avaliados também os parametros como os valores preditivos
negativos e positivos do método referéncia na qual a populacdo em estudo esta sendo avaliada
(FERREIRA e MORAES, 2013).

PARAMETROS PARAMETROS PA;;,“S:QE&S S:J ‘
XTRIN INTRIN g
E SECOS SECOS PREVALENCIA DA DOENCA
indice Kappa Curva ROC VPP
Premsao_ Sensibilidade VPN
Intraensaio
Precisao Especificidade RVP
Interensaio
Acuracia RVN

Figura 3 — Parametros de validagéo de ensaio adaptado (FERREIRA e MORAES, 2013)

A avaliacdo dos parametros citados, garante que o método que esta sendo validado
seja capaz de garantir os resultados laboratoriais de acordo com a condicdo clinica do
paciente, seja ele doente ou saudavel (LINDEN, 2006; FERREIRA e MORAES, 2013).

1.10.1 Parametros extrinsecos

Os parametros extrinsecos determinam a existéncia de concordancia, repetitibilidade,
reprodutibilidade e estabilidade dos resultados obtidos a partir de amostras com concentragdes
conhecidas, com o objetivo de avaliar 0s erros experimentais pertinentes ao método
(FERREIRA e MORAES, 2013).

1.10.1.1. indice kappa ()
E uma medida de concordancia que permite realizar uma avaliagio interensaio e mede
0 grau de concordancia que seria esperado, por meio da divisdo da diferenca entre a

concordancia observada e a concordancia esperada pelo acaso, onde a concordancia esperada
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pelo acaso é a maior diferenca possivel entre concordancia observada e esperada (FERREIRA
e MORAES, 2013).

Os graus de concordancia podem ser classificados como ruim (0,00 a 0,20), fraca
(0,21 a 0,40), moderada (0,41 a 0,60), substancial (0,61 a 0,80) e quase perfeita (0,81 a 1,00).

1.10.1.2. Precisao intraensaio
Precisdo intraensaio € a capacidade do analito apresentar a menor variacdo entre

resultados quando repetido diversas vezes na mesma amostra (WALLACH, 2013).

1.10.1.3. Precis&o intrerensaio

Precisdo intraensaio € a capacidade do analito apresentar a menor variacdo entre
resultados quando repetido diversas vezes na mesma amostra, em dias alternados
(WALLACH, 2013).

1.10.2. Parametros intrinsecos

Os parametros extrinsecos determinam a capacidade do teste em detectar a real
situacdo da populacdo em relacdo a doenca estudada (FERREIRA e MORAES, 2013).

1.10.2.1. Curva Receiver Operating Characteristic (Curva ROC)

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) é uma ferramenta que analisa 0
desempenho dos testes diagnosticos, levando em consideracdo a precisdo e exatiddo do ensaio
(METZ, 1978). A precisdo (pardmetros extrinsecos) esta diretamente relacionada com a
dispersdo dos valores em sucessivas observagdes, enquanto a exatiddo (parametros
intrinsecos) refere-se a representacdo da estimativa do verdadeiro valor esperado. Porém,
conhecer os resultados “falsos negativos” e “falsos positivos”, ¢ mais importante que
conhecer apenas a precisao do analito, pois eles sdo dependentes do limiar de deciséo (cut off)
(METZ, 1978). Para validar um ensaio diagndstico, a descri¢do dos principios da curva ROC,
possui significativa superioridade em relacdo a outras medidas de acuracia (METZ, C.;
HERMAN, B.; ROE, C., 1998).

Essa ferramenta € construida por meio de grafico simples e robusto, que permite
determinar e avaliar a especificidade e sensibilidade para cada ponto de corte (cut off)
(METZ, 2008). Define as caracteristicas operacionais de um teste com valores numeéricos
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continuos a partir da base de dados formada por um conjunto de amostras que assumem
determinada caracteristica diagnostica, neste caso, resultados positivos ou negativos aos quais
sdo chamamos de classificadores (LINDEN, 2006).

As métricas sdo determinadas de acordo com o cruzamento da matriz de contingéncia
(Quadro 2). O tp rate (relacdo entre os resultados verdadeiros positivos e o total de resultados
positivos — eixo Y) e fp rate (relagédo entre os resultados falsos positivos e o total de
resultados negativos — eixo X) servem de base para a construcdo do espaco ROC. As métricas,
precisdo (que é a taxa de acerto) e acuracia (taxa de acerto dos dois classificadores e o
nimero total de analises) sdo entdo plotados bidimensionalmente na curva ROC,

representando dessa forma, o desempenho global do ensaio (DEEKS, 1999; LINDEN, 2006).

100 %%

Sensibilidade %

0% 100 %%
(1-Especificidade) %

Curva l Curva 2

Hio Hio
doertes oetttes doerteit/ Dosttes

Carval 4 EC
gff% Yﬂes

Figura 4 — Curvas ROC. A curva 1 ilustra alta sensibilidade e alta especificidade, distinguindo bem a
populacdo doente dos ndo doentes. A curva 2 demonstra equilibrio entre sensibilidade e especificidade, com
margem baixa para individuos doentes e ndo doentes. A curva 3, ndo distingue pacientes de acordo com a
doenca, a linha central da curva 3, significa 50% da acurécia do ensaio

1.10.2.1.1. Area sob a curva ROC

A érea sob a curva analisa o desempenho do ensaio diagndstico (ENG, 2012; METZ,
2008). A area sob a curva, define a probabilidade do teste em detectar os verdadeiros
positivos e 0s verdadeiros negativos, ou seja, expressa a acuracia do ensaio (LINDEN, 2006).

A linha em diagonal (45 graus) expressa a acuracia em 50 %. A curva ROC ideal é aquela que
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argqueia o mais proximo do eixo y (probabilidade dos verdadeiros positivos) e mais longe do
eixo X (probabilidade dos falsos positivos) (DEEKS, 1999; LINDEN, 2006).

Para interpretar o desempenho analitico da area sob a curva como teste acurado, 0
ensaio deve possuir alto indice de precisdo (area sob a curva > 0.9), baixo indice de erro
padréo (< 0,01) e p < 0,0001 (FERREIRA e MORAES, 2013).

1.10.2.2.Sensibilidade
E a capacidade que o ensaio laboratorial apresenta de detectar os individuos
verdadeiramente positivos (FERREIRA e MORAES, 2013).

1.10.2.3. Especificidade
E a capacidade que o ensaio laboratorial apresenta de detectar os individuos
verdadeiramente negativos (FERREIRA e MORAES, 2013).

1.10.2.4. Eficiéncia ou acuracia

E a relacio do somatdrio dos resultados verdadeiros positivos e verdadeiros negativos.
Nesse caso, quanto mais proximo de 1, melhor é o teste em estudo (FERREIRA e MORAES,
2013).

1.10.3. Parametros que dependem da prevaléncia da doenca

Os valores preditivos dos resultados positivos e negativos dependem néo apenas da
sensibilidade e da especificidade do ensaio, mas também da prevaléncia da doenca que esta
sendo diagnosticada no estudo (VAZ, TAKEI e BUENO, 2007; FERREIRA e MORAES,
2013; PEREIRA, 1995).

1.10.3.1. Valor preditivo de um resultado positivo (VPP)

O valor preditivo de um resultado positivo pode ser calculado pela proporgéo de
individuos doentes entre os resultados positivos obtidos no teste em estudo, refere-se entdo, a
probabilidade de doenca quando o resultado do ensaio é positivo (FERREIRA e MORAES,
2013; PEREIRA, 1995).
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1.10.3.2. Valor preditivo de um resultado negativo (VPN)

O valor preditivo de um resultado positivo pode ser calculado pela proporgéo de
individuos sadios entre os resultados negativos obtidos no teste em estudo, refere-se entédo, a
probabilidade de ndo ocorréncia da doenca quando o resultado do ensaio € negativo
(FERREIRA e MORAES, 2013; PEREIRA, 1995).

1.10.3.3. Razéo de verossimilhanca positiva (RVP)

E a probabilidade do resultado esperado para um individuo doente com a
probabilidade do mesmo resultado em um individuo ndo portador da doenca. Neste caso,
quanto melhor o teste, maior a RVP (FERREIRA e MORAES, 2013; PEREIRA, 1995).

1.10.3.4.. Razédo de verossimilhanc¢a negativa (RVN)

E a probabilidade do resultado esperado para um individuo sadio com a probabilidade
do mesmo resultado em um individuo portador da doenca. Neste caso, quanto melhor o teste,
menor a RVN (FERREIRA e MORAES, 2013; PEREIRA, 1995).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Comparar a eficdcia de quimioluminescéncia e ELISA, que é o método referéncia, na

dosagem soroldgica de anticorpos anti-transglutaminase IgA.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a performance analitica do ensaio de quimioluminescéncia empregada na
dosagem de anti-transglutaminase IgA (anti-tTG IgA) para o diagndstico laboratorial da
doenca celiaca utilizando o célculo de indice Kappa, especificidade, sensibilidade e acuracia.

Avaliar a performance clinica por meio do calculo de Valor Preditivo Positivo e
Negativo, e a Razdo de Verossimilhancga, fatores associados a positividade na dosagem de
anti-transglutaminase IgA (anti-tTG IgA), além do Risco Relativo e Odds Ratio que avaliam o
risco/chance de desenvolvimento da Doenca Celiaca em pacientes que apresentem

positividade para tTG IgA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras séricas

Neste estudo de avaliacdo de testes diagnosticos, foram analisadas 182 amostras de
soro de pacientes, oriundas do biorepositorio do Laboratorio de Pesquisas em Doenga Celiaca
(LABDC), localizado no Laboratorio Interdisciplinar de Biociéncias (LabIBC), do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina, da Universidade de Brasilia (UnB). O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Sadde da Universidade
de Brasilia, sob 0 nimero 649.664.

Todas as amostras de soro foram mensuradas empregando duas metodologias
distintas, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) e quimioluminescéncia,
empregando os equipamentos Best-2000® e Bio-Flash® ambos da INOVA Diagnostics Inc.
(San Diego, CA, Estados Unidos).

Para o processo de selecdo das amostras de soro a serem incluidas no estudo para a
dosagem de anticorpos anti-transglutaminase da classe IgA (tTG IgA), foram separadas 11
amostras que inicialmente foram dosadas por ELISA e apresentaram resultados positivos no
teste de tTG IgA (Cut-off acima de 30 U) e 171 amostras com resultados negativos (Cut-off
abaixo de 29 U), que juntas totalizam as 182 amostras empregadas no estudo.

Apds a dosagem pela metodologia de ELISA, as mesmas amostras foram processadas
empregando a metodologia de quimioluminescéncia. Em ambos os ensaios metodoldgicos

foram empregadas as normas do fabricante.

3.2. Anti-transglutaminase IgA por ELISA indireto

O ensaio de anti-transglutaminase IgA (tTG IgA) pelo método de ELISA (INOVA
Diagnostics, Inc., San Diego, CA, Estados Unidos), foi realizado no analisador de
imunoensaio totalmente automatizado empregando metodologia de ELISA indireto. Para a
realizacdo do teste tTG IgA, todos os reagentes foram colocados a temperatura ambiente (20 a
26 °C). Os pogos da microplaca utilizados para a realizacdo do ensaio tTG IgA estavam
sensibilizados com antigeno humano tTG recombinante. No inicio do ensaio, 100 pL de
tampéo fosfato (PBS) pH 7,0 foi adicionado em cada um dos dois primeiros pogos destinados
ao branco da amostra e 100 pL por poco de controle positivo alto, positivo baixo e controle
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negativo foram adicionados em duplicata nos pogos subsequentes da placa sem diluicéo
prévia. Em seguida as amostras de pacientes a serem analisadas foram diluidas 1:100 em
solucdo de tampdo fosfato (PBS), e foram pipetadas 100 pL nos pogos subsequentes. Apds a
adicdo de controles e amostras, a placa foi incubada a 37 = 2 °C durante 30 minutos.

Os autoanticorpos presente nas amostras de soro dos pacientes que reconhecem o
antigeno transglutaminase humano, ligam-se durante essa primeira incubacdo. Apos esse
periodo os pocos foram lavados 3x com 300 pL/pogo de solucdo de lavagem fornecida pelo
kit, para a remocdao de anticorpos que ndo se ligaram. Na etapa seguinte, foi adicionado 100
puL do conjugado de cabra anti-lgA marcado com peroxidase purificada em cada poco da
placa, exceto no branco da amostra que foi incubado por 30 minutos a 37 £ 2 °C. O conjugado
ndo ligado foi removido por uma nova lavagem nas mesmas condicBes descritas para a
primeira lavagem.

Em seguida foi adicionado100 pL substrato marcado com tetrametilbenzidina (TMB)
para a formacao de um produto de cor azul, cuja intensidade é proporcional a concentracdo de
anticorpos presentes na amostra. A reacao foi interrompida pela adicdo de 100 pL de acido
sulfurico 0,344 M em cada poco que produziu a formagdo de uma cor amarela, indicando o
fim da reagdo (Figura 5). A leitura foi realizada empregando um filtro com comprimento de
onda de 450 nm e filtro de referéncia em 620 nm.

( \ ( s \ [Anticorpo conjugado \
Placa de Adigao da amostra de bt A com Substrato marcado
poliestireno do paciente diluida peroxidasge Acido Sulfurico (STOP)
e 30m 30m
Diluicéo da incubagdo + incubacéo +
amostra wash wash
(e bi Anticorpo anti-tTG Ligagdo dos anticorpos Leitura

-tTG recombinante IgA conjugados espectrofotdmetro

Figura 5 — llustragdo da metodologia de ELISA indireto para analise de anti-tTG IgA
Fonte: FERREIRA e MORAES, 2013 com adaptacdes.

Para o calculo dos resultados o equipamento plotou uma regressdo ndo linear

considerando para obtencdo do resultado, a D.O. da amostra dividido pela D.O. do controle
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positivo baixo, e este valor foi multiplicado pelo valor do controle positivo baixo e expresso
em unidades (U).

A curva de calibracdo permite um intervalo de leitura de no minimo 1,23 U até no
méaximo 100,00 U, a partir dessa concentracdo, a amostra devera submeter-se a uma diluicéo
para a mensuragéo real do anticorpo anti-tTG IgA.

De acordo com os valores de referéncia do fabricante e a andlise estatistica da
Receiver Operating Characteristic (Curva ROC), as amostras com resultados abaixo de 30 U

foram consideradas negativas e resultados acima de 30 U consideradas positivas.
3.3. Anti-transglutaminase IgA por quimioluminescéncia

O ensaio de anti-transglutaminase IgA QUANTA Flash h-tTG IgA (INOVA
Diagnostics, Inc., San Diego, CA, Estados Unidos) foi realizado no equipamento de
imunoensaios totalmente automatizado, que emprega a metodologia de quimioluminescéncia
Bio-Flash® fabricado pela INOVA Diagnostics Inc. (San Diego, CA, Estados Unidos). O
principio de reacdo dos ensaios desse sistema foi recentemente descrito, e um desenho
esquematico da reacao pode ser visualizado na Figura 6 (MAHLER et al., 2016).

( Particulas \ ( Adicao da amostra \ (Anticorpo conjugado \ ( Tigger 1 e 2 sdo \

paramagnéticas do paciente diluida com isoluminol adicionados

./ﬁ
—= -
2\
-
| 1= A=
e 10m “ 10m “ l
Dilui¢do da . % i &
incubagdo + incubagdo +
amostra
wash wash
4 Ligagdo anticorpos e 3 3
: ﬂ.-G Anticorpo anti-tTG IgA gag : pN Geracao & mensuracao
\ recombinante j \ \ homogeneizagao \ daluz

Figura 6 — Esquema de ensaio simplificado do procedimento realizado automaticamente pela
quimioluminescéncia. Adaptado de MAHLER et al., 2016

O procedimento envolve trés reacfes: captura do anticorpo de interesse a partir da amostra por meio de antigeno
acoplado as esferas paramagnéticas, reconhecimento com o anticorpo marcado com isoluminol e a medicéo
quimioluminescentes. Os passos sdo separados por duas lavagens.

Para mensurar anti-transglutaminase IgA por quimioluminescéncia no equipamento
Bio-Flash®, foram necessarios os seguintes materiais: A - Kit com cartucho de reagente de
guimioluminescéncia, contendo: a - Esferas paramagnéticas revestidas de h-tTG (antigeno
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transglutaminase humano recombinante), b - Tamp&o de ensaio: contendo tampéo salina
Tris, Tween 20, estabilizadores proteicos e conservantes e ¢ - Marcador IgA (anticorpo IgA
anti-humano marcado com isoluminol, contendo tampéo, estabilizadores e conservante); B-
System rinse: fosfato surfactante e azida sédica (menos de 0,1%); C - Trigger 1: hidroxido de
sodio; D - Trigger 2: perdxido de uréia; E - Cubetas de polietileno; F - Calibradores e G -
Controles.

Antes de inserir o cartucho de reagente quimioluminescente, foi necessario realizar a
suspensdo das particulas paramagnéticas com a solucdo tampdo. A solucdo tampdo foi
adicionada ao compartimento do cartucho que continha as esferas paramagnéticas, que foram
resuspensas e homogeneizadas usando a pipeta de transferéncia que compde o kit. As esferas
paramagneéticas, sao revestidas com o antigeno transglutaminase humano recombinante (h-
tTG). ApOs a ressuspensao, o0 reagente esta pronto para uso no equipamento Bio-Flash®.

Apo6s a inicializacdo mecéanica do equipamento e carregamento do reagente no
aparelho, é possivel inserir as amostras. O instrumento dilui as amostras de soro utilizando o
“system rinse” 1:17 em uma cubeta de polietileno (especifica para esse equipamento). Em
seguida o soro diluido, tampdo do ensaio e as esferas paramagnéticas de h-tTG sdo
transferidos para uma segunda cubeta e misturados. Essa mistura é incubada a 37° C. Ap0s a
incubacéo, as esferas sdo magnetizadas por meio de imés (impedindo a succao da reacdo pelo
sistema de lavagem das reacdes) e lavadas trés vezes com o rinse, afim de eliminar anticorpos
inespecificos. Em seguida, é adicionado a cubeta o marcador IgA anticorpo anti-humano
conjugado de isoluminol (marcador quimioluminescente) e incubado novamente a 37° C.
Apos a incubacdo, as esferas sdo magnetizadas e lavadas. A reacdo luminescente ocorre logo
apos a adicdo dos reagentes Trigger 1 e Trigger 2 (reagentes ativadores) a cubeta. A luz
produzida a partir dessa reacdo é medida como Relative Ligth Unit (RLU) pelo luminémetro
do aparelho. A quantidade de luz produzida é proporcional a quantidade de conjugado de
isoluminol ligado, que por sua vez & proporcional a quantidade de anticorpos anti-
transglutaminase ligados a esfera paramagneética.

Para o calculo dos resultados das amostras faz-se necessaria a calibragdo da curva do
ensaio. Ou seja, a cada novo lote, o cartucho de reagente deve ser calibrado. Os calibradores
possuem concentracdes conhecidas e sdo apresentados em dois niveis, um baixo e um alto. Ao
inserir 0 tubo do calibrador no aparelho, a informacao sobre as concentracGes de cada nivel,
sdo inseridas automaticamente atraves da leitura do codigo de barras impresso no tubo. Cada
calibrador ser& dosado em triplicata, e apds essas analises, o software exigira a validacdo da
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calibragdo pelo analista, que manualmente valida a curva. Uma vez aceita, a calibracdo esta
valida para mensurar as amostras. O célculo é realizado a partir da quantificagdo de luz
emitida (RLU) pela reacdo da amostra. As RLUs sdo projetadas para a curva calibrada, que
refletird a concentracdo diretamente proporcional a quantidade de luz emitida pela reacéo
quimioluminescente.

A calibracdo para o ensaio de anti-tTG IgA permite um intervalo de leitura de no
minimo 1,9 CU até no maximo 4.956 CU, a partir dessa concentracdo, a amostra devera
submeter-se a uma dilui¢do para a mensuracgéo real do anticorpo anti-tTG IgA.

De acordo com os valores de referéncia do fabricante e a andlise estatistica da
Receiver Operating Characteristic (Curva ROC), as amostras com resultados abaixo de 30

CU foram consideradas negativas e resultados acima de 30 CU consideradas positivas.

3.4. Procedimento analitico

As 11 amostras de pacientes previamente diagnosticados como doentes celiacos,
foram submetidos a dosagem de anti-tTG por ELISA e logo apds a analise, foram
armazenadas a temperatura de -20° C em tubos tipo eppendorf .

Apos 7 dias corridos, as 11 amostras armazenadas a -20° C, foram descongeladas até
atingirem a temperatura ambiente — sem inducdo térmica (banho maria) ou mecanica
(homogeneizacdo) — de 18 a 23° C. Depois do descongelamento, as amostras foram
homogeneizadas por inversao lenta e inseridas no equipamento para dosagem de anti-
transglutaminase IgA por quimioluminescéncia. Paralelamente a essas analises, foram
dosadas 171 amostras com resultados negativos na metodologia de ELISA. Essas amostras
com resultados negativos foram analisadas por quimioluminescéncia imediatamente apos a
liberacdo das amostras pelo sistema automatizado Best 2000®, ndo sendo submetidas ao
processo de congelamento e descongelamento de amostras.

Nesse estudo, apds mensurar ambas as metodologias, ELISA e quimioluminescéncia
para anti-tTG IgA, foi utilizada a curva ROC para obter o ponto de corte e determinar a
sensibilidade e especificidade dos ensaios.

Para definir os parametros de validacdo do ensaio, foi utilizada a combinacéo binaria
(Quadro 2), relacionando os resultados obtidos pelo metodo referéncia (ELISA) e o0s

resultados obtidos do método em validagdo (quimioluminescéncia).
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Quadro 2 - Combinacdo binaria (matriz de contingéncia 2x2) entre o método referéncia
(ELISA) e 0 método em validagdo (quimioluminescéncia).

Método em validacdo Método referéncia (ELISA)
(Quimioluminescéncia) Positivos Negativos

Positivos VP -Verdadeiros positivos (a) FP - Falsos positivos (b)
Negativos FN - Falsos negativos (c) VN - Verdadeiros negativos (d)
Total a+c b+d

3.4.1. Parametros extrinsecos

A analise dos parametros extrinsecos retrata o desempenho analitico da metodologia
que esta em processo de validacdo. Esse desempenho analitico esta relacionado com a
medicdo de reprodutibilidade, exatiddo, precisdo e grau de concordancia dos resultados
comparados a referéncia.

3.4.1.1. Indice Kappa ()
Para avaliarmos o indice de concordancia entre os métodos ELISA e
Quimioluminescéncia empregados, calculamos o indice Kappa (K),

Apos a quantificacdo do anticorpo nas amostras por ELISA e quimioluminescéncia, 0s
resultados foram anotados e avaliados individualmente. Para a construcdo da combinacéo
binaria, bem como o calculo do indice Kappa, a metodologia de ELISA foi utilizada como
referéncia para classificar as amostras como verdadeiras positivas e verdadeiras negativas; e,
os resultados discordantes obtidos pela quimioluminescéncia quando comparados aos de
ELISA, foram classificados como falso positivos e falsos negativos.

O indice kappa foi calculado da seguinte maneira:

_rx+r:i

Po =

i

[(a+b)(atc)]+[(c+d)(b+4d)]
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Onde:

a = verdadeiros positivos

b = falsos positivos

¢ = falsos negativos

d = verdadeiros negativos

Po = concordancias observadas
Pe = concordancias esperadas
K = indice Kappa

n = nimero total de amostras

3.4.1.2. Preciséo Intraensaio

A preciséo intraensaio foi realizada de acordo com as recomendagdes EP5-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para analise dos dados foi calculado o
Coeficiente de Variacdo (CV %) das dosagens realizadas em cada controle, esse calculo tem a
finalidade de analisar a homogeneidade dos resultados obtidos, ou seja, a reprodutibilidade
dos resultados. Quanto menor é o CV % mais homogéneos ou reprodutivos sdo os resultados,
CV % < 15% representa alta homogeneidade ou reprodutibilidade, CV% entre 15 — 30%
representa média homogeneidade entre os resultados e valores >30% baixa homogeneidade
entre os resultados ou baixa reprodutibilidade. Para calcular o CV % empregamos a férmula
CV = DP/X x 100, onde DP é o desvio-padrdo, e X é a média encontrada nas dosagens dos
controles.

Esse valor foi considerando a variagdo maxima de discordancia permitida entre os
valores medidos. Para essa analise de precisdo, foram realizadas 20 medicGes na mesma
amostra medidos repetidamente e simultaneamente (COMMISSION, 2007).

Utilizamos uma amostra de controle negativo e uma de controle positivo, ambos
pertencentes a0 mesmo lote (Lote 151019) e especificos para o equipamento de
guimioluminescéncia. Cada controle contém quantidades diferentes de anticorpos IgA anti-h-
tTG, o controle baixo foi descrito pelo fabricante com limites aceitaveis de 5,6 a 13 CU, e 0
controle alto 33,2 a 77,6 CU.

Os controles foram armazenados sob refrigeracdo em temperatura controlada de 2 a 8°
C. O fabricante recomenda a dosagem imediata apds retirar da refrigeracdo, sem a
necessidade de aguardar que atinjam temperatura ambiente 25 © C para serem analisados.

Antes de retirar os controles da refrigeracdo para realizacdo das dosagens, o cadastro
foi realizado no software do equipamento Bio-Flash®, informando as concentragdes
conhecidas dos controles (Lote 151019), bem como sua data de validade e limites aceitaveis
de resultados de acordo com o desvio padrdo sugerido na bula do fabricante (Tabela 1).
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Ap0s o cadastro no sistema analitico, os controles foram inseridos no equipamento e

em cada um foi mensurado o anticorpo anti-transglutaminase IgA por quimioluminescéncia.

3.4.1.3. Preciséo Interensaio

A precisdo interensaio foi realizada de acordo com as recomendagdes EP5-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para analise dos dados foi calculado o
Coeficiente de Variacdo (CV %) das dosagens realizadas em cada controle, esse calculo tem a
finalidade de analisar a homogeneidade dos resultados obtidos, ou seja, a reprodutibilidade
dos resultados. Quanto menor é o CV % mais homogéneos ou reprodutivos sdo os resultados,
CV % < 15% representa alta homogeneidade ou reprodutibilidade, CV% entre 15 — 30%
representa média homogeneidade entre os resultados e valores >30% baixa homogeneidade
entre os resultados ou baixa reprodutibilidade. Para calcular o CV % empregamos a formula
CV = DP/X x 100, onde DP é o desvio-padrdo, e X é a média encontrada nas dosagens dos
controles.

Esse valor foi considerando a variagdo maxima de discordancia permitida entre os
valores medidos. Para essa analise, foram realizadas quatro réplicas em cinco dias alternados
na mesma amostra, medidos repetidamente e simultaneamente (COMMISSION, 2007).

Para esse ensaio, utilizou-se uma amostra de controle negativo e uma de controle
positivo, ambos pertencentes ao mesmo lote (Lote 151019) e especificos para o equipamento
de quimioluminescéncia. Cada controle contém quantidades diferentes de anticorpos IgA
anti-h-tTG, o controle baixo foi descrito pelo fabricante com limites aceitaveis de 5,6 a 13
CU, e o controle alto 33,2 a 77,6 CU. Os valores preconizados pelo fabricante encontram-se
dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores esperados para os controles, fornecidos pelo fabricante.

_ Intervalo
Controle Nome Média (CU) DP "
aceitavel (CU)
Negativo TTGAN 9,3 1,24 5,6a13,0
Positivo TTGAP 55,4 7,37 33,2a77,6
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3.4.2. Parametros intrinsecos

A avaliacdo dos parametros intrinsecos ilustra o desempenho do analito quando

comparado ao metodo referéncia e a eficacia diagnostica.

3.4.2.1. Curva Receiver Operating Characteristic (Curva ROC)

Apds avaliar as amostras pelo ponto de corte obtido, foi elaborada a curva ROC, para
que os parametros da area sob a curva pudessem ser analisados com a finalidade de validar o
ensaio de quimioluminescéncia, a fim de averiguar se a acurécia dessa metodologia é
comparavel & metodologia de ELISA (método referéncia). Os resultados do ensaio de anti-t-
TG IgA foram plotados e calculados pelo programa Graphpad Prism versdo 6.01 01
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA).

Para a elaboragdo do eixo x da curva ROC, foram selecionadas todas as com
probabilidade de resultados falso positivos e para compor 0 eixo Yy, todas as amostras com
probabilidade de verdadeiro positivo. A partir disto, eixo x (1-especificidade) e eixo y
(sensibilidade), foram empregados para calcular a area sob a curva com o objetivo de analisar
o desempenho do método, interpretando a probabilidade do individuo portador de doenca ter
o resultado do teste diagnostico de maior magnitude do que aquele individuo que nédo porta a
doenca. Um teste totalmente incapaz de discriminar os individuos doentes dos ndo doentes,
teriam uma éarea sob a curva de 0,5. Portanto, quanto maior a capacidade do teste em
discriminar os individuos, segundo esses dois grupos, a curva se aproximaria do canto

superior esquerdo do gréfico, e a area sob a curva mais préxima de 1.
3.4.2.2. Sensibilidade

Baseado no quadro de combinagdo binéria, foi usada a seguinte formula para calcular

a sensibilidade da quimioluminescéncia:

Sensibilidade =

(a+c)

Onde:
a = verdadeiros positivos
¢ = falsos negativos
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3.4.2.3. Especificidade
Baseado no quadro de combinacédo binéria, foi usada a seguinte formula para calcular

a especificidade da quimioluminescéncia:

Especificidade = b+ d)

Onde:
d = verdadeiros negativos
b = falsos positivos

3.4.2.4. Acurécia
Baseado no quadro de combinacdo binéria, foi usada a seguinte formula para calcular

a eficiéncia da quimioluminescéncia:

a+d

T

Acuracia =

Onde:

a = verdadeiros positivos

d = verdadeiros negativos

n = nimero total de amostras do estudo

3.4.3. Parametros que dependem da prevaléncia da doenca
3.4.3.1.Valor preditivo positivo (VPP)

Baseado no quadro de combinagdo binéria, foi usada a seguinte formula para calcular

a porcentagem do VPP na quimioluminescéncia:

VPP =

(a +b)

Onde:
a = verdadeiros positivos
b = falsos positivos
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3.4.3.2.Valor preditivo negativo (VPN)
Baseado no quadro de combinacdo binéria, foi usada a seguinte formula para calcular

a porcentagem do VPN na quimioluminescéncia:

VPN =

(c+d)

Onde:
d = verdadeiros negativos
¢ = falsos negativos

3.4.3.3.Razéo de verossimilhancga positiva (RVP)
Baseado no quadro de combinacdo binéria, foi usada a seguinte formula para calcular

a RVP na quimioluminescéncia:

()
_atc
RVF b
b+d
Onde:
a = verdadeiros positivos
b = falsos positivos
¢ = falsos negativos
d = verdadeiros negativos
A RVP pode ser reescrita dessa forma:
Sensibildiade

RVE =
1 — Especificidade

3.4.3.3.Razéo de verossimilhanga negativa (RVN)
Baseado no quadro de combinacdo binéria, foi usada a seguinte formula para calcular

a RVN na quimioluminescéncia:

—atc
RVN —ri

o=
-+
=

30



Onde:

a = verdadeiros positivos
b = falsos positivos

¢ = falsos negativos

d = verdadeiros negativos

A RVN pode ser reescrita dessa forma:

1 — Sensibildiade
Especificidade

RVN =

3.5. Analise estatistica

Para a andlise estatistica do desempenho analitico das metodologias desse estudo,
foram utilizados os softwares GraphPad Prism versdo 6.01 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA) e MedCal Software bvba versdo 16.4 (Copyright ©, Acacialaan, Ostend,
Bélgica).
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4. RESULTADOS

Apos as analises de anticorpos anti-transglutaminase da classe IgA (TG IgA) pela
técnica de ELISA, 11 (6 %) amostras apresentaram resultados positivos tTG IgA (Cut-off
acima de 30 U) e 171 (94 %) amostras com resultados negativos (Cut-off abaixo de 29 U), de
um total de 182 amostras. Pela técnica de imunofluorescéncia 13 (7,2 %) destas amostras
apresentaram resultados positivos (Cut-off acima de 30 U) e 169 (92,8 %) amostras

apresentaram resultados negativos (Cut-off abaixo de 29 U).

4.1. Parametros extrinsecos

4.1.1. indice Kappa

O indice Kappa (K) obtido foi de 0,732 (IC 0,528 a 0,937, Erro padrédo 0,104), o
nimero de concordancia esperado seria 156,6 amostras (87,68 %) e o numero real de
concordancia das amostras obtido foi de 176 (96,70 %). Estes resultados nos permitem inferir
que o grau de concordancia entre os métodos de ELISA e Quimioluminescéncia é classificado
como “substancialmente concordante” porque o indice Kappa esta no intervalo 0,610 — 0,800
da escala de classificacdo deste indice, um nivel abaixo da classificacdo méaxima de

concordancia (Graphpad, 2016).

4.1.2. Precisao intraensaio

Considerando o CV % encontrado apds as analises intraensaio de 4,4% e 3,4%,
respectivamente para o controle negativo e o positivo, podemos afirmar que esses resultados
observados nos controles sdo homogéneos, de alta reprodutibilidade e precisdo, porque 0s
valores de CV% encontrados sdo inferiores a 10%. Comparando o CV% do fabricante com
nossos resultados observamos um discreto aumento do CV%, 0 que ndo é representativo de

para analise precisdo do ensaio (Tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados de preciséo intraensaio.

Limites aceitaveis Média F Média O CVF CVO
(CL) (CU) (CL) (%) (%0)
Controle
) 5,6-13 8,7+0,3 9,1+04 3,4 4.4
Negativo
Controle
o 332-77,6 405+1,2 529+1,8 2,9 3,4
Positivo

Média F — média fornecida pelo fabricante, Média O — média dos valores observados, DPF e DPO — desvio-
padrdo Fabricante e Observado, CVF e CVO — Coeficiente de Variacdo Fabricante e observado.

4.1.3. Precisao Interensaio

Foram realizadas 4 réplicas simultdneas em cinco dias consecutivos para avaliar a
precisdo de acordo com o recomendado pelo fabricante. Os resultados sdo representados nas
Tabelas 3 e 4.

Para a andlise dos dados foram calculados a Média, Desvio Padrdo (DP) e
Coeficiente de Variacdo (CV%) das dosagens realizadas em cada controle. Foi realizado o
calculo de Média aritmética simples para obtencdo de uma concentracdo Unica a partir de
varios resultados, esse calculo tem a finalidade de comparar com os valores conhecidos
fornecidos pelo fabricante, a fim de analisar se essa média observada se encontra dentro do
intervalo aceitavel para o controle, fornecido pelo fabricante. A média também foi empregada
para outros célculos, como Desvio Padrdo e Coeficiente de Variagdo, que foram calculados
para as dosagens realizadas em cada controle, esse calculo tem a finalidade de analisar a
homogeneidade dos resultados obtidos, ou seja, a reprodutibilidade dos resultados.

Na andlise interensaio, além de avaliar a reprodutibilidade, conforme descrito
anteriormente os resultados foram analisados de acordo com o intervalo aceitavel dos
controles. Considerando o intervalo aceitavel para o controle negativo de 5,6 a 13,0 CU e que
as médias nos 5 dias analisados foram 8,8; 9,5; 9,1; 9,2 e 8,8, podemos afirmar que esses
resultados observados para o controle negativo se encontram dentro do intervalo aceitavel,
com valores muito proximos da média para esse controle, que é de 9,3 CU. Além disso, foi
possivel observar que, os DPs nos dias das andalises sdo todos inferiores ao fornecido pelo
fabricante, demonstrando que os resultados encontram-se dispostos bem préximos da media.
Quanto ao CV%, os resultados demonstram que sdo homogéneos, de alta reprodutibilidade e
precisédo, porque os valores de CV % encontrados séo inferiores a 10%. Ao comparar 0 CV%
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médio do fabricante (3,4%) com a média dos nossos resultados de CV % (3,94%) observamos

um discreto aumento do CV %, 0 que ndo é representativo para anélise precisdo do ensaio

(Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados de controle negativo, precisao interensaio

Controle Negativo Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Reéplica 1 8,9 9,2 9,7 9,2 8,7
Réplica 2 9,1 9,4 8,7 8,6 8,7
Réplica 3 8,3 9,7 8,7 9,5 9,2
Réplica 4 9,0 9,7 9,2 9,5 8,6
Média 8,8 9,5 9,1 9,2 8,8
DP 0,4 0,2 0,5 0,4 0,3
CV% 4,1 2,6 5,3 4,6 3,1

Considerando o intervalo aceitavel para o controle positivo de 33,2 a 77,6 CU e que

as médias nos 5 dias analisados foram 53,5; 52; 53,5; 53,9 e 52,8, podemos afirmar que esses

resultados observados para o controle positivo se encontram dentro do intervalo aceitavel,

com valores muito préximos da média para esse controle, que é de 55,4 CU. Além disso, é

possivel observar que, os DPs observados nos dias das analises sdo todos inferiores ao

fornecido pelo fabricante, demonstrando que os resultados encontram-se dispostos bem

préximos da média. Quanto ao CV%, os resultados demonstram que sdo homogéneos, de alta

reprodutibilidade e precisdo, porque os valores de CV % encontrados sdo inferiores a 10%.

Ao comparar 0 CV% do fabricante (2,9%) com o CV % médio dos nossos resultados (2,72%)

observamos a precisdo do controle positivo (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados de controle positivo, preciséo interensaio.

Controle Positivo  Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
Réplica 1 52,1 52,3 52,6 52,4 50,7
Réplica 2 53,8 52,1 54,2 53,1 51,9
Réplica 3 56,2 52,5 53,1 56 52,4
Réplica 4 51,8 51,1 54,0 52,4 56
Media 53,5 52,0 53,5 53,9 52,8
SD 2,0 0,6 0,8 1,6 2,3
CV% 3,8 1,2 1,4 2,9 43
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4.2. Parametros intrinsecos e parametros que dependem da prevaléncia da doenca

4.2.1. Parametros intrinsecos

4.2.1.1.Curva Receiver Operating Characteristic (Curva ROC)
Apobs a analise dos resultados obtidos entre as duas metodologias, btivemos a
seguinte curva ROC, disposta na Figura 7, para a validacgdo do método de

qguimioluminescéncia, utilizando ELISA como método referéncia.

110
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90 —=— Especificidade %
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70
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40
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u T 1 1 1 | 1 1 | 1 | 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10011
100 % - Especificidade

Figura 7 — Curva ROC (Receiver Operating Characteristics). Desempenho do ensaio Anti-tTG IgA por

Sensibilidade

quimioluminescéncia (linha vermelha), acuracia de 50% (linha preta)

A érea sob a curva encontrada foi de 0,9972 + 0,0030 (IC 95%: 0,9913 a 1,003), e a
diferenca entre as metodologias foi estatisticamente significante (p < 0,0001). Levando em
consideracdo esses resultados, pode-se afirmar que o ensaio de quimioluminescéncia possuli
grande capacidade de discriminatoria entre individuos doentes e ndo doentes comparando-se

com a metodologia referéncia (ELISA).

4.2.1.2. Sensibilidade, Especificidade e Acuracia

Os resultados obtidos das andlises por ELISA e por quimioluminescéncia foram
plotados na matriz de contingéncia 2x2, levando em consideracdo como método referéncia, o
ELISA e método em validacdo, a quimioluminescéncia. Os resultados positivos e negativos
foram determinados por meio do cut off (ponto de corte) preestabelecido e classificados como:
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a- verdadeiros positivos (VP), selecionandas as amostras positivas no ELISA e positivas na
quimioluminescéncia; b- falso positivo (FP), resultados negativos no ELISA e positivos na
quimioluminescéncia; c- falso negativo (FN), resultados positivos no ELISA e negativos na
quimioluminescéncia; d- verdadeiro negativo (VN), negativos no ELISA e negativos na
quimioluminescéncia.

Os resultados das 182 amostras analisadas foram dispostos conforme o Quadro 3.

Quadro 3 - Combinacdo binaria (matriz de contingéncia 2x2) entre o método referéncia
(ELISA) e o método em validacdo (quimioluminescéncia).

Método em validagdo Meétodo referéncia (ELISA)
(Quimioluminescéncia) Positivos Negativos
Positivos VP=9 (a) FP=4 (b)
Negativos FN=2 (c) VN= 167 (d)
Total at+tc=11 b +d=171

Os ensaios de quimioluminescéncia e ELISA foram comparados usando o método de
combinacdo binaria 2x2, utilizando o GraphPad Prism 6.0, para realizar os célculos, foram
obtidos os coeficientes de concordancia, aos quais obtivemos os seguintes resultados e 0s
intervalos de confianca (IC) conforme apresentados na Tabela 5.

Os célculos revelaram para a metodologia de quimioluminescéncia apresentou 81,8%
de sensibilidade e 97,6% de especificidade em relacdo ao metodo referéncia (que apresenta
segundo a referéncia técnica do fabricante, sensibilidade de 92,7 % e especificidade de
91,6%), 0 que sugere que a metodologia de quimioluminescéncia é mais especifica do que
sensivel, ou seja, apresenta maior capacidade de detectar individuos verdadeiramente
negativos e que apresenta melhor especificidade que o método referéncia. O ensaio também
apresentou eficiéncia de 0,94 ou 94%, quanto mais préximo de 1 ou 100% melhor € o teste
avaliado, o que nos permite afirmar que a eficiéncia do ensaio de quimioluminescéncia é

excelente, esta muito proxima do méximo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Parametros intrinsecos calculados para a metodologia de quimioluminescéncia
tendo a metodologia ELISA como método referéncia.

Parametros Intrinsecos IgAtTG
Ponto de corte (cut off) 30CU
Sensibilidade - S % (IC 95 %) 81,8 %
(48,2-97,7)
Especificidade - E % (1C 95 %) 97,6 %
(94,1-99,3)
Eficiéncia ou Acurécia (%) 94%

4.2.2. Parametros que dependem da prevaléncia da doenca

Em relacdo ao Valor Preditivo Positivo (VPP %), que permite avaliar a probabilidade
de doenca quando o resultado do ensaio é positivo, obtivemos um valor de 69,2%, o que
sugere que um individuo com resultado positivo de Transglutaminase IgA (tTG IgA) tem
69,2% de chance de desenvolvimento de Doenga Celiaca (DC). Ja em relacdo ao Valor
Preditivo Negativo (VPN %), que avalia probabilidade de ndo ocorréncia da doenc¢a quando o
resultado do ensaio € negativo, obtivemos 98,8 %, que infere que um resultado de tTG IgA
negativo tem 98,8 % de chance de ndo desenvolvimento da DC (Tabela 6).

Analisando a Razéo de Verossimilhanca (RV) que descreve o desempenho de um teste
diagndstico utilizando o mesmo tipo de informacdo que a sensibilidade/especificidade, e
permite calcular a probabilidade de doenca depois de um teste positivo (RVP %) ou negativo
(RVN %), podemos afirmar que a metodologia de quimioluminescéncia apresenta excelente
desempenho analitico com RV de 34,98 (Tabela 6).

Em relacdo a Razao de Verossimilhanca Positiva (RVP %), que avalia a probabilidade
de esperar um resultado positivo para um individuo doente e a probabilidade do mesmo
resultado em um individuo ndo portador da doencga, quanto maior a RVP %, melhor é o teste
utilizado para o diagndstico, neste caso obtivemos uma RVP de 27, que indica bom
desempenho analitico do ensaio quimioluminescentes para distinguir testes positivos e
negativos. J& para a Razdo de Verossimilhanca Negativa (RVN %), que calcula a
probabilidade do resultado esperado para um individuo sadio e a probabilidade do mesmo
resultado em um individuo portador da doenca, neste caso quanto menor o RVN melhor ¢é a

capacidade do método de discernir entre individuos negativos e positivos, aqui o valor
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encontrado foi de 0,19, considerado muito baixo, o que demostra que o0 ensaio
quimioluminescentes apresentou essa capacidade (Tabela 6).

Quando analisamos o Risco Relativo (RR) que avalia o risco ou probabilidade de
desenvolver neste caso Doenca Celiaca (DC), encontramos um RR de 58,5 (p < 0,001), que
significa que, a presenca de um resultado tTG IgA positivo é um fator predisponente para o
desenvolvimento de DC, e representa um risco de 58,5 vezes (Tabela 6) maior nestes
individuos do que naqueles que nédo apresentam positividade no teste.

E finalmente, a analise de Odds ratio (OD) ou razédo de chances, que permite avaliar se
ha associacdo entre a presenca de tTG IgA e a chance de desenvolvimento da DC. Neste caso
0 OD ¢ avaliado como OD < 1 (associacao protetora), OD = 1 (ndo h& associacdo entre as
variaveis estudadas) e OD > 1 (ha associacdo entre as variaveis estudadas e quanto maior o
nlmero obtido acima de 1, mais forte a associa¢do). O OD obtido foi de 187,9, que representa
forte associacdo, ou seja, os individuos que apresentam tTG IgA positivo tém 187,9 vezes
(Tabela 6) mais chance ou possibilidade de desenvolver DC.

Tabela 6 — Parametros que dependem da prevaléncia da doenca calculados para a
metodologia de quimioluminescéncia tendo a metodologia ELISA como método referéncia.

Parametros associados a Prevaléncia da Doenca IgAtTG
Valor Preditivo Positivo - VPP % (IC 95 %) 69,2 %
(38,6 —90,9)
Valor Preditivo Negativo - VPN % (I1C 95 %) 98,8 %
(95,7 - 99,8)
Razéo de Verossimilhanca (RV) (likelihood ratio) 34,98
Razédo de Verossimilhanca Positiva - RVP % (IC 95 %) 27
Razé&o de Verossimilhanca Negativa - RVN % (1C 95 %) 0,19
Risco Relativo (RR) (IC 95 %) 58,5
(14,07 a 243,2)
Odds Ratio (IC 95 %) 187,9

(30,27 a 1.166)

CU — unidades quimioluminescente, IC — intervalo de confianca, S — sensibilidade, E — especificidade, VPP —
valor preditivo positivo, VPN — valor preditivo negativo, RVP — razdo de verossimilhancga positivo, RVN — razo
de verossimilhanca negativo
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5. DISCUSSAO

A dosagem de anticorpos anti-transglutaminase classe IgA (tTG IgA) é a primeira
escolha diagndstica em pacientes com sintomas suspeitos de doenca celiaca (HILL, 2005;
HUSBY, 2012) e em 2012, a ESPGHAN revisou seus critérios diagndsticos que contribuiram
para que o teste sorolégico ganhasse ainda mais relevancia. Desde entdo, pacientes com
suspeita de DC que apresentam tTG IgA cerca de 10 vezes o valor do cut-off do kit
diagnostico, com anti-endomisio IgA positivo, e a presenca de genes HLA-DQ2 ou HLA-
DQ8 confirmada por genotipagem, podem ter o diagnostico de Doenca Celiaca confirmada,
sem a necessidade de realizagdo de biopsia (HUSBY, 2012).

A maioria dos ensaios comercialmente disponiveis para a deteccdo de tTG séo testes
baseados em ELISA (AITA et al.,, 2013), que produzem resultados confidveis com boa
sensibilidade e especificidade, estes dados podem ser suportados por estudos de meta-
andlises, dentre estes um dos primeiros estudos realizados apontaram sensibilidade e
especificidade de tTG IgA mais elevados do que 92% e 96%, respectivamente (ZINTZARAS
et al., 2006).

Recentemente, além do ELISA ha disponibilidade de outras metodologias para a
dosagem de tTG IgA, como por exemplo, Enzimaimunoensaio Fluorimétrico (FEIA) e
Imunoensaios por Quimioluminescéncia. Estas metodologias ja realizadas em analisadores
totalmente automatizados, tém melhorado a precisdo dos resultados, 0 que promove uma alta
eficiéncia diagndstica com o uso destes imunoensaios (RESS et al., 2011; AITA et al., 2013),
razdo pela qual este estudo propde uma avaliacdo analitica de um ensaio de
qguimioluminescéncia em equipamento automatizado.

Para além da vantagem de realizar o teste de forma automatizada, a metodologia de
guimioluminescéncia apresenta ainda algumas vantagens superiores ao ELISA, tais como: alta
sensibilidade e especificidade, limites de deteccdo mais abrangentes, nitida distin¢do entre
resultados positivos e negativos, processamento das andlises de forma mais rapida, e
simplicidade de processamento atrelada & automacgdo, o que torna essa metodologia mais
atrativa como ferramenta diagnostica (BAEYENS et al., 1998; BASSO et al., 2006; AITA et
al. 2013; MAHLER et al., 2016).

Para melhor compreensdo da avaliacdo das duas metodologias estudadas, os resultados
foram divididos em duas fases. A primeira avaliou a Performance Analitica do método, onde

foram calculados Indice Kappa, sensibilidade, especificidade e exatiddo, os chamados
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pardmetros extrinsecos: ensaios de precisdo intraensaio (precisdo) e precisdo interensaio
(exatiddo). E a segunda fase para avaliacdo da Performance Clinica do método, onde foram
calculados Valor Preditivo Positivo e Negativo, Razdo de Verossimilhanga Positiva e
Negativa, Risco Relativo e Odds Ratio, os chamados parametros intrinsecos e que dependem
da prevaléncia da doenca, além da Curva ROC.

Na primeira fase de Performance analitica, ao analisarmos os resultados da precisdo
intraensaio obtidos na quimioluminescéncia a partir do controle negativo e positivo,
obtivemos alta precisao, pois o coeficiente de variacdo observado foi inferior a 4,4 %. Dados
semelhantes foram constatados no estudo realizado por Aita e colaboradores (2013), que
observaram um coeficiente de variacdo inferior a 4 %. A importancia de realizar a avaliacdo
da precisao intraensaio, permite constatar a eficacia das analises, garantindo a repetitividade,
favorecendo testes acurados com o0 maximo de precisdo, 0 que nos permite inferir que os
resultados obtidos nesse estudo e no método de quimioluminescéncia empregados sdo
precisos.

Ainda nesta etapa, quando analisamos a precisdo interensaio obtida na
guimioluminescéncia, foi constatada excelente exatiddo, pois o desvio padrdo observado foi
de 0,37 para o controle baixo, e de 1,46 para o controle alto, comparado aos dados fornecidos
pelo fabricante, que forneceu o desvio padréo para o controle baixo de 1,24 e para o controle
alto 7,37. A importancia de avaliar a precisao interensaio, permitiu constatar a exatiddo do
ensaio, ou seja, garantir o resultado verdadeiro para o teste em analise, pois quanto mais baixo
0 desvio padrdo, mais proximo o resultado esta da concentracao real.

Além destas analises, calculamos o indice Kappa (K), que permite avaliar a
concordancia entre os métodos avaliados, neste caso ELISA e quimioluminescéncia. A
concordancia observada foi de 96,7 % com kK = 0,732, o que o classifica como
substancialmente concordante, na escala de classificacdo deste indice. Diante destes dados,
podemos inferir que os resultados obtidos em ambos os metodos, referéncia e
quimioluminescéncia apresentam confiabilidade.

Na segunda fase, a da Performance Clinica, iniciamos as analises dos parametros
intrinsecos, sensibilidade, especificidade e exatiddo. Ao comparar duas metodologias, é de
grande importdncia analisar a sensibilidade e especificidade analitica de cada uma
individualmente. O objetivo dessas analises € garantir que os resultados verdadeiramente
positivos e verdadeiramente negativos serdo identificados, assim é possivel diagnosticar 0s
doentes e os ndo doentes. De um modo geral, quanto mais 0 ensaio ganhar em sensibilidade,
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mais perderd em especificidade e vice-versa. O ensaio ideal é aquele que consiga manter tanto
a sensibilidade quanto a especificidade o mais proximo de 100%, para que as analises possam
ter o menor indice de resultados falso negativos (alta especificidade) ou falso positivos (alta
sensibilidade).

Ao compararmos nossos dados com outros estudos, encontramos apenas um estudo
publicado na literatura com os mesmos Kkits diagnosticos que utilizamos. Neste estudo
realizados por Aita e colaboradores (2013) e considerando os dados fornecidos pelo fabricante
(INOVA), os dados encontrados de sensibilidade analitica foram de 90,5% e 92,3%,
respectivamente. Quando comparamos aos dados obtidos em nosso estudo encontramos uma
sensibilidade de 81,8%. Essa diferenga observada, provavelmente tem relacdo direta com o
cut-off. Outros autores ja chamaram atencédo para o fato de que os pontos de corte ou cut-off,
que diferem para cada método e de um teste comercial para outro, resultam em variacdo na
precisdo e consequentemente no diagnoéstico (VERMEERSCH et al., 2013).

Quando avaliamos o ponto de corte ou cut-off do ensaio quimioluminescente, Aita e
colaboradores (2013) consideraram um cut-off de 16 CU, o fabricante INOVA considera um
cut-off de 20 CU e nesse estudo, apds analise da curva ROC, consideramos um cut-off de 30
CU, o que explicaria uma menor sensibilidade do método para as amostras estudadas.

Fazendo uma reflexdo mais profunda sobre a sensibilidade analitica encontrada 90,5%
(AITA et al., 2013) e 92,3% (fabricante), e com os valores de cut-off de 16 CU e 20 CU,
respectivamente, e comparando com 0s nossos dados sensibilidade de 81,8% e cut-off de 30
CU, poderiamos sugerir que quanto menor o cut-off maior a sensibilidade analitica
encontrada, mas essa sentenca ndo é verdadeira quando analisamos os dados de Aita e
colaboradores (2013), pois embora seu cut-off tenha sido inferior ao do fabricante, sua
sensibilidade analitica ndo foi mais elevada que a encontrada pelo fabricante, o que nos leva a
refletir que outros fatores, tais como: equipamento, calibracdo, condi¢bes de temperatura do
ambiente, ajustes de instalagdo, também possam ainda que minimamente interferir na
sensibilidade analitica, ou um destes dados estéo inconsistentes.

Avaliando agora os nossos dados, como o cut-off empregado em nosso estudo foi
maior que o do estudo de Aita e colaboradores (2013), seguindo 0 mesmo raciocinio, era de se
esperar que a nossa sensibilidade analitica fosse menor que a encontrada no estudo deles,
embora empregando o mesmo Kit diagnostico e equipamento, e de fato estes dados
encontrados concordam com a hipotese, o que aparentemente reforca a ideia de inconsisténcia

em um dos dados.
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Analisando agora os demais parametros da segunda fase, a da Performance Clinica,
que dependem da prevaléncia da doenca. O Valor Preditivo Positivo (VPP %) do estudo
realizado por Aita e colaboradores (2013) e os fornecidos pelo fabricante (INOVA) foram
respectivamente de 96,8 % e 100 % respectivamente, e 0s dados encontrados nesse estudo,
revelaram um VPP de 69,2 %. Em relacdo ao Valor Preditivo Negativo (VPN %), que avalia
probabilidade de ndo ocorréncia da doenca quando o resultado do ensaio é negativo,
obtivemos 98,8 %, enquanto Aita e colaboradores (2013) e os fornecidos pelo fabricante
(INOVA) foram respectivamente de 96,4 % e 97,2 %.

Analisando os VPPs encontados com os de Aita e colaboradores (2013) e os
fornecidos pelo fabricante (INOVA), observamos que os dados do estudo s&o muito inferiores
comparados aos outros dados da literatura, considerando que o VPP avalia a chance de
ocorréncia de DC quando um resultado de tTTG IgA for positivo, é passivel afirmarmos que o
valor obtido em nosso estudo de 69,2 %, seja realmente proximo ao encontrado na pratica
laboratorial, uma vez que outros autores j& afirmaram a ocorréncia de resultados falso
positivos de tTG IgA em pacientes com outras doengas como: doenga cronica do figado,
linfoma, giardiase e doencas reumatoldgicas (BIZZARO et al., 1999; CARROCCIO et al.,
2002; SORELL et al., 2002; PICARELLI et al., 2003). J& para o VPN os valores encontrados
em nosso estudo foram maiores que os do estudo encontrado na literatura e os dados do
fabricante, o que coloca nosso dado como verdadeiro negativo, com um percentual baixo de
erro.

Quando analisamos a Razdo de Verossimilhanca Positiva (RVP %) obtivemos 27,
enquanto Aita e colaboradores (2013) e os fabricante (INOVA) obtiveram 31,9 e 35,5,
respectivamente. Considerando que quanto maior for a RVP melhor é a sua capacidade em
distinguir resultados positivos de negativos, e melhor seu desempenho analitico, nosso
resultado embora inferior ao ja descritos pelo estudo anterior e pelo fabricante, ainda assim
apresenta um excelente desempenho.

O mesmo ocorreu para a Razdo de Verossimilhanca Negativa (RVN %), quando
obtivemos 0,19, enquanto Aita e colaboradores (2013) e o fabricante (INOVA) obtiveram
0,04 e 0,0, respectivamente. Colocando a possibilidade de a RVN refletir a capacidade do
método de diferenciar individuos negativos e positivos, e sabendo que quanto mais proximo
de zero maior € essa capacidade, consideramos que 0 nosso valor seja compativel com os
demais dados do nosso estudo, entretanto ndo podemos deixar de ressaltar que o dado
fornecido pelo fabricante é passivel de ser questionado, uma vez que em qualquer dosagem
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analitica laboratorial h& erros inerentes a fase analitica que sdo contabilizados e valores
absolutos como estes sdo pouco provaveis de serem encontrados.

Em relacdo ao Risco Relativo (RR) 58,5 (IC 95% 14,07 a 243,2) vezes e 0 Odds Ratio
(OR) de 187,9 (IC 95% 30,27 a 1166) vezes, ndo foi possivel estabelecer comparagcfes com a
literatura, uma vez que refletem a probabilidade e a chance de desenvolvimento da DC de
acordo com os resultados encontrados neste estudo.

Por fim, realizamos a comparacao entre os métodos de ELISA e quimioluminescéncia
por meio da curva ROC, que foi realizada com o intuito de avaliar o desempenho no que diz
respeito a exatidao e precisdo de ambos os ensaios, individualmente. Os resultados obtidos
revelam Otima acuracia, ja que a area sob a curva foi de 0,9972, e estudos realizados por

Lakos e colaboradores (2014) e Aita e colaboradores (2013), obtiveram exatiddo de 0,97.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, estudamos a performance analitica dos anticorpos anti-
transglutaminase IgA utilizando a quimioluminescéncia como método laboratorial para
diagnosticar doenca celiaca. O indice Kappa revelou substancial concordancia (k=0,732), os
CVs para controles negativos de 4,4% e 2,9% e para controles positivos de 3,4% e 2,7%,
demonstram alta exatiddo na precisdo intraensaio e alta exatiddo na precisdo interensaio,
respectivamente. O método apresentou sensibilidade de 81,8%, especificidade de 97,6%, e
acurécia de 94%, mostrando-se mais sensivel que especifico quando comparado ao método

referéncia.

No que se refere ao desempenho clinico-laboratorial, o0 método demonstrou Valor
Preditivo Positivo (VPP) de 69,2% e Valor Preditivo Negativo (VPN) de 98,8%, que
comprova elevada capacidade de discriminar individuos celiacos e ndo-celiacos, somada a
curva ROC, que apresentou area sobre a curva de 0,9972. Quanto ao Risco Relativo quando a
anti-tTG IgA apresentar resultado positivo, foi observado indice de 58,5 (IC 95% 14,07 a
243,2) vezes maior para o desenvolvimento de DC, além do Odds Ratio de 187,9 (IC 95%
30,27 a 1166) o que demonstra forte associacdo entre 0 exame positivo e a chance de
desenvolver DC.

E possivel concluir que a metodologia de quimioluminescéncia possui capacidade de
discriminar individuos celiacos de ndo celiacos, podendo ser utilizada como método para

diagnostico laboratorial da doenca celiaca.

44



7. REFERENCIAS

ABADIE, V. et al. Integration of genetic and immunological insights into a model of celiac
disease pathogenesis. Annu Rev Immunol, v. 29, p. 493-525, 2011

AGA INSTITUTE. AGA institute medical position statement on the diagnosis and
management of celiac disease. Gastroenterology, v. 131, p. 1977-1980, 2006.

AITA, A. et al. Chemiluminescence and ELISA-based serum assays for diagnosing and
monitoring celiac disease in children: a comparative study. Clin Chim Acta, v. 421, p. 202-7,
Jun 5 2013.

BAEYENS, W. R. et al. Chemiluminescence-based detection: principles and analytical
applications in flowing streams and in immunoassays. J Pharm Biomed Anal, v. 17, n. 6-7,
p. 941-53, Sep 1 1998.

BAO, F.; GREEN, P. H.; BHAGAT, G. An update on celiac disease histopathology and the
road ahead. Arch Pathol Lab Med, v. 136, n. 7, p. 735-45, Jul 2012

BARDELLA, M. T. et al. Serological markers for coeliac disease: is it time to change? Dig
Liver Dis, v. 33, n. 5, p. 426-31, Jun-Jul 2001.

BASSO, D. et al. A new indirect chemiluminescent immunoassay to measure anti-tissue
transglutaminase antibodies. J Pediatr Gastroenterol Nutr, v. 43, n. 5, p. 613-8, Nov 2006.

BIZZARO, N.; PASINI, P.; FINCO, B. False-positive reactions for IgA anti-phospholipid and
anti-beta(2)-glycoprotein | antibodies in patients with IgA monoclonal gammopathy. Clin
Chem, v. 45, n. 11, p. 2007-10, Nov 1999.

BRANDTZAEG, P. Mucosal immunity: induction, dissemination, and effector functions.
Scand J Immunol, v. 70, n. 6, p. 505-15, Dec 2009.

CAJA, S. et al. Antibodies in celiac disease: implications beyond diagnostics. Cellular &
Molecular Immunology, v. 8, p. 103-109, 2011.

CARROCCIO, A. et al. Comparison of anti-transglutaminase ELISAs and an anti-
endomysial antibody assay in the diagnosis of celiac disease: a prospective study. Clin Chem,
v. 48, n. 9, p. 1546-50, Sep 2002.

CHANG, M.; GREEN, P. H. Genetic testing before serologic screening in relatives of patients
with celiac disease as a cost containment method. J Clin Gastroenterol, v. 43, n. 1, p. 43-50,
Jan 20009.

CHORZELSKI, T. P. et al. IgA anti-endomysium antibody. A new immunological marker of

dermatitis herpetiformis and coeliac disease. Br J Dermatol, v. 111, n. 4, p. 395-402, Oct
1984.

45



COLLIN, P. et al. Antiendomysial and antihuman recombinant tissue transglutaminase
antibodies in the diagnosis of coeliac disease: a biopsy-proven European multicentre study.
Eur J Gastroenterol Hepatol, v. 17, n. 1, p. 85-91, Jan 2005.

COMMISSION, I. O. F. S. I. E. International vacabulary of metrology - Basic and general
concepts and associeted terms. Guide 99. Genebra 2007.

CROWTHER, J. R. Methods in Moleculary Biology. New Jersey: Humana Press, 1995.

DAHLBOM, I. et al. Immunoglobulin G (IgG) anti-tissue transglutaminase antibodies used
as markers for IgA-deficient celiac disease patients. Clin Diagn Lab Immunol, v. 12, n. 2, p.
254-8, Feb 2005.

DEEKS, J. J. Using evaluations of diagnostic tests: understanding their limitations and
making the most of available evidence. Ann Oncol, v. 10, n. 7, p. 761-8, Jul 1999.

DIAMANDIS, E. P.; CHRISTOPOULOS, T. K. Immunoassay. California: Academic Press,
Inc., 1996.

DICKE, W. K.; WEIJERS, H. A.; VAN DE KAMER, J. H. Coeliac disease. Il. The presence
in wheat of a factor having a deleterious effect in cases of coeliac disease. Acta Paediatr, v.
42,n. 1, p. 34-42, Jan 1953.

DIETERICH, W. et al. Identification of tissue transglutaminase as the autoantigen of celiac
disease. Nat Med, v. 3, n. 7, p. 797-801, Jul 1997.

DOWD, B.; WALKER-SMITH, J. Samuel Gee, Aretaeus, and the coeliac affection. Br Med
J, v.2,n.5909, p. 45-7, Apr 6 1974.

FERREIRA, A. W.; MOARES, S. L. Diagnéstico Laboratorial das Principais Doencas
Infecciosas e Autoimunes. 3. Rio de Janeiro: Ed. Guanabara Koogan, 2013.

FRULIO, G. et al. Evaluating diagnostic accuracy of anti-tissue Transglutaminase IgA
antibodies as first screening for Celiac Disease in very young children. Clin Chim Acta, v.
446, p. 237-40, Jun 15 2015.

GIERSIEPEN, K. et al. Accuracy of Diagnostic Antibody Tests for Coeliac Disease in
Children: Summary of an Evidence Report. Journal of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition, v. 54, p. 229-241, 2012.

GROSSMANN, K. et al. Simultaneous detection of celiac disease-specific IgA antibodies
and total IgA. Auto Immun Highlights, v. 7, n. 1, p. 2, Dec 2016.

HILL, I. D. et al. Guideline for the diagnosis and treatment of celiac disease in children:
recommendations of the North American Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition. J Pediatr Gastroenterol Nutr, v. 40, n. 1, p. 1-19, Jan 2005.

HILL, I. D. What are the sensitivity and specificity of serologic tests for celiac disease? Do
sensitivity and specificity vary in different populations? Gastroenterology, v. 128, n. 4 Suppl
1, p. S25-32, Apr 2005.

46



HILL, P. G. et al. IgA antibodies to human tissue transglutaminase: audit of routine practice
confirms high diagnostic accuracy. Scand J Gastroenterol, v. 39, n. 11, p. 1078-82, Nov
2004

HOLLON, J. et al. Effect of gliadin on permeability of intestinal biopsy explants from celiac
disease patients and patients with non-celiac gluten sensitivity. Nutrients, v. 7, n. 3, p. 1565-
76, Mar 2015.

HUSBY, S. et al. European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and
Nutrition guidelines for the diagnosis of coeliac disease. J Pediatr Gastroenterol Nutr, v.
54,n. 1, p. 136-60, Jan 2012.

HUSBY, S.; MURRAY, J. Defining Thresholds of Antibody Levels Improves Diagnosis of
Celiac Disease: Replacing the Gold Standard. Clinical Gastroenterology and Hepatology,
v. 11, p. 404-405, 2013.

INSTITUTE, A. G. A. AGA Institute Medical Position Statement on the Diagnosis and
Management of Celiac Disease. Gastroenterology, v. 131, n. 6, p. 1977-80, Dec 2006.

KELLY, C. P. et al. Advances in diagnosis and management of celiac disease.
Gastroenterology, v. 148, n. 6, p. 1175-86, May 2015.

KHOSHBATEN, M. et al. Celiac disease and multiple sclerosis in the northwest of Iran.
Bratisl Lek Listy, v. 113, n. 8, p. 495-7, 2012.

KONING, F. et al. Pathomechanisms in celiac disease. Best Pract Res Clin Gastroenterol,
v. 19, n. 3, p. 373-87, Jun 2005.

LAKOS, G. et al. Analytical and clinical comparison of two fully automated immunoassay

systems for the diagnosis of celiac disease. J Immunol Res, v. 2014, p. 371263, 2014.

LAVOISIER, A.; SCHLAEPPI, J. M. Early developability screen of therapeutic antibody
candidates using Taylor dispersion analysis and UV area imaging detection. MADbs, v. 7, n. 1,
p. 77-83, 2015.

LEFFLER, D. et al. Kinetics of the histological, serological and symptomatic responses to
gluten challenge in adults with coeliac disease. Gut, v. 62, n. 7, p. 996-1004, Jul 2013.

LEFFLER, D. A.; SCHUPPAN, D. Update on serologic testing in celiac disease. Am J
Gastroenterol, v. 105, n. 12, p. 2520-4, Dec 2010.

LEWIS, N. R.; SCOTT, B. B. Systematic review: the use of serology to exclude or diagnose
coeliac disease (a comparison of the endomysial and tissue transglutaminase antibody tests).
Aliment Pharmacol Ther, v. 24, n. 1, p. 47-54, Jul 1 2006.

LINDEN, A. Measuring diagnostic and predictive accuracy in disease management: an
introduction to receiver operating characteristic (ROC) analysis. J Eval Clin Pract, v. 12, n.
2, p. 132-9, Apr 2006

47



LINDFORS, K. et al. Galactosylation of serum IgAl O-glycans in celiac disease. J Clin
Immunol, v. 31, n. 1, p. 74-9, Feb 2011.

LIONETTI, E. et al. Celiac disease from a global perspective. Best Practice & Research
Clinical Gastroenterology, v. 29, p. 365-379, 2015.

LIONETTI, E.; CATASSI, C. New clues in celiac disease epidemiology, pathogenesis,
clinical manifestations, and treatment. Int Rev Immunol, v. 30, n. 4, p. 219-31, Aug 2011.

LUDVIGSSON, J. F. et al. Diagnosis and management of adult coeliac disease: guidelines
from the British Society of Gastroenterology. Gut, v. 63, n. 8, p. 1210-1228, 2014.

LUDVIGSSON, J. F. etal. The Oslo definitions for coeliac disease and related terms. Gut, v.
62, p. 43-52, 2013.

MAHLER, M. et al. Detection of autoantibodies using chemiluminescence technologies.
Immunopharmacol Immunotoxicol, v. 38, n. 1, p. 14-20, Feb 2016.

MARSH, M. N. Gluten, major histocompatibility complex, and the small intestine. A
molecular and immunobiologic approach to the spectrum of gluten sensitivity (‘celiac sprue’).
Gastroenterology, v. 102, n. 1, p. 330-54, Jan 1992.

METZ, C. E. Basic principles of ROC analysis. Semin Nucl Med, v. 8, n. 4, p. 283-98, Oct
1978.

METZ, C. E. ROC analysis in medical imaging: a tutorial review of the literature. Radiol
Phys Technol, v. 1, n. 1, p. 2-12, Jan 2008.

METZ, C. E.; HERMAN, B. A.; ROE, C. A. Statistical comparison of two ROC-curve
estimates obtained from partially-paired datasets. Med Decis Making, v. 18, n. 1, p. 110-21,
Jan-Mar 1998.

MONZANI, A. et al. Use of deamidated gliadin peptide antibodies to monitor diet
compliance in childhood celiac disease. J Pediatr Gastroenterol Nutr, v. 53, n. 1, p. 55-60,
Jul 2011.

MOZO, L. et al. Diagnostic value of anti-deamidated gliadin peptide 1gG antibodies for
celiac disease in children and IgA-deficient patients. J Pediatr Gastroenterol Nutr, v. 55, n.
1, p. 50-5, Jul 2012.

MUNOZ-BERBEL, X. et al. Monolithically integrated biophotonic lab-on-a-chip for cell
culture and simultaneous pH monitoring. Lab Chip, v. 13, n. 21, p. 4239-47, Nov 7 2013.

MURCH, S. Recent Advances in Celiac Disease. Indian J Pediatr, Jun 8 2016
OBERHUBER, G.; GRANDITSCH, G.; VOGELSANG, H. The histopathology of coeliac

disease: time for a standardized report scheme for pathologists. Eur J Gastroenterol
Hepatol, v. 11, n. 10, p. 1185-94, Oct 1999

48



O'FARRELLY, C. et al. Alpha gliadin antibody levels: a serological test for coeliac disease.
Br Med J (Clin Res Ed), v. 286, n. 6383, p. 2007-10, Jun 25 1983.

PAULLEY, J. W. Observation on the aetiology of idiopathic steatorrhoea; jejunal and lymph-
node biopsies. Br Med J, v. 2, n. 4900, p. 1318-21, Dec 4 1954.

PICARELLI, A. et al. Anti-tissue transglutaminase antibodies in arthritic patients: a disease-
specific finding? Clin Chem, v. 49, n. 12, p. 2091-4, Dec 2003.

RESS, K. et al. Use of a fully automated immunoassay for celiac disease screening in a
pediatric population. Clin Chem Lab Med, v. 49, n. 6, p. 983-7, Jun 2011

ROSTAMI, K. et al. Sensitivity of antiendomysium and antigliadin antibodies in untreated
celiac disease: disappointing in clinical practice. Am J Gastroenterol, v. 94, n. 4, p. 888-94,
Apr 1999.

ROSTOM, A. et al. The diagnostic accuracy of serologic tests for celiac disease: a systematic
review. Gastroenterology, v. 128, n. 4 Suppl 1, p. S38-46, Apr 2005.

ROSTOM, A.; MURRAY, J. A; KAGNOFF, M. F. American Gastroenterological
Association (AGA) Institute technical review on the diagnosis and management of celiac
disease. Gastroenterology, v. 131, n. 6, p. 1981-2002, Dec 2006.

SAPONE, A. et al. Divergence of gut permeability and mucosal immune gene expression in
two gluten-associated conditions: celiac disease and gluten sensitivity. BMC Med, v. 9, p. 23,
2011.

SCHUPPAN, D.; JUNKER, Y.; BARISANI, D. Celiac disease: from pathogenesis to novel
therapies. Gastroenterology, v. 137, n. 6, p. 1912-33, Dec 2009.

SCHUPPAN, D.; ZIMMER, K. P. The diagnosis and treatment of celiac disease. Dtsch
Arztebl Int, v. 110, n. 49, p. 835-46, Dec 6 2013.

SORELL, L. et al. Celiac disease diagnosis in patients with giardiasis: high value of
antitransglutaminase antibodies. Am J Gastroenterol, v. 99, n. 7, p. 1330-2, Jul 2004.

SORELL, L. et al. One-step immunochromatographic assay for screening of coeliac disease.
Lancet, v. 359, n. 9310, p. 945-6, Mar 16 2002.

STAMNAES, J.; SOLLID, L. M. Celiac disease: Autoimmunity in response to food antigen.
Semin Immunol, v. 27, n. 5, p. 343-52, Sep 2015

SULKANEN, S. et al. Tissue transglutaminase autoantibody enzyme-linked immunosorbent
assay in detecting celiac disease. Gastroenterology, v. 115, n. 6, p. 1322-8, Dec 1998.

TAYLOR, K. B. et al. An immunological study of coeliac disease and idiopathic

steatorrhoea. Serological reactions to gluten and milk proteins. Br Med J, v. 2, n. 5269, p.
1727-31, Dec 30 1961.

49



TONUTTI, E. et al. Diagnostic efficacy of the ELISA test for the detection of deamidated
anti-gliadin peptide antibodies in the diagnosis and monitoring of celiac disease. J Clin Lab
Anal, v. 23, n. 3, p. 165-71, 20009.

TONUTTI, E.; BIZZARO, N. Diagnosis and classification of celiac disease and gluten
sensitivity. Autoimmun Rev, v. 13, n. 4-5, p. 472-6, Apr-May 2014.

TRYNCA G, et al. Dense genotyping identifies and localizes multiple common and rare
variant association signals in celiac disease. Nature genetics.; v. 43(12), p. 1193-1201, Nov
2011

UTIYAMA, S. R. R. et al. Correlation of anti-endomysial and antitransglutaminase
antibodies with celiac disease. Revista Brasileira de Analises Clinicas, v. 34(1), p. 39-45,
2002.

VAZ, A. J.; TAKEI K.; BUENO, E. C. Imunoensaios: fundamentos e aplicacdes. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2007.

VERMEERSCH, P. et al. Serological diagnosis of celiac disease: comparative analysis of
different strategies. Clin Chim Acta, v. 413, n. 21-22, p. 1761-7, Nov 12 2012.

VIVES-PI, M. et al. Biomarkers for diagnosis and monitoring of celiac disease. J Clin
Gastroenterol, v. 47, n. 4, p. 308-13, Apr 2013.

WALLACH, J. B. Interpretacdo de Exames Laboratoriais. Rio de Janeiro: Ed Guanabara
Koogan, 2013.

WOLTERS, V. M.; WIJMENGA, C. Genetic background of celiac disease and its clinical
implications. Am J Gastroenterol, v. 103, n. 1, p. 190-5, Jan 2008.

ZHANG, H. et al. Biomarkers for monitoring pre-analytical quality variation of mRNA in
blood samples. PL0oS One, v. 9, n. 11, p. e111644, 2014.

ZINTZARAS, E.; GERMENIS, A. E. Performance of antibodies against tissue

transglutaminase for the diagnosis of celiac disease: meta-analysis. Clin Vaccine Immunol,
v. 13,n. 2, p. 187-92, Feb 2006

50



8. ANEXO

g'\.mnrﬂ'p MBS TERID D SALDE - Conselo Nacional de Salde - Comissio Nacional de Etica em Pesquisa— COMER

PROJETO DE PEZGUISA ENVOLYENDD ZEREE HUBANDS

Frojeio de Pesquisa: $|:rr'pa'a|;.!n de mendologiss araliticas laboraiorisls para a dosspem da Ant-Transgiubaminase igA utilrsds o dispredstion
soroitgicn de Dosnga Cellaca

informagbec Preliminarsc

Recponcavel Prinoipal

GPF: 020423424682 e Yanna Kara de Medelnos Mobrega

Telsfone: (1) 3235-3784 E-mail:  yanranobregaiomal.com

Irctitulgdc Proponants

CHP.E D003 174000143 Nomie da InsShulgia Faculisde de Cléncias da Sadde da Universidade de Brasilia

£ um sctudo Intamacional?  Nio

B AcciciEnisc

CPF MormE

BE4 336.529-15 |Ana Camolina Ahves Rocha

Arsa de Ectudo

Grandss Arsac do Conhecimants (CHNPg)
# Grande Area £, Ci&ndas da Sadde
Propdcits Prinalpal do Echede {OM3]
* Duiros

THula Fablloo da Pecqulcs: Comparagio de metodologias analiticas laboratorals para a dosagem da Ant-Trarsgivtaminass igh wlizda no

diagndstoo somidgioo de Doenca Cellaca

Contata Pablloo

CPF Mo Tei=fone: E-mall
02042346462 Yanna Kana de Medeins Mobrega (1] 923E-a75s yanranobregaiBomal.com
Contato Yanna Kara de Medsinos Hobrega

o1




Decento de Echede ! Apolo Finanosirg

Deeenha:

-:‘-nmprag!u de meindologias analfticas laboratorials para a dosagem da AnS-Trarsglutaminass igA wllizada no diagnidstico somidgioo de Doenca
Collaca, avalisrco & sersiblldads = especificdade da metcdoiogia de guimiclgminescdncia a s=r e=sda com o padrio-owro que & a metodoiogla de
ELIBA

—— Apolo Fin o
CHEY Mo E-mal Teiefone Tipo
Financiamismo
Prépric
—— Falavra Thave

Palava-chayve

quimicluminescéncia, ELIZA, ant-ransgiutaminase IgA, valldagia, doena cellaca

Detalhamenio do Ectudo

A doenpa cellaca (CO¥) & uma enferopabia auio-imune mediada, prOVoCads por uma inniedncia permanente 30 gidten em indviduos susceptiveis
{ZAZBARRIMNI et al., 2008, GREEN & CELIER, 2007). Estudos g prevaidncla da OoC 12m demonsirasds que i3 & mals fresquenie do gue SE pEnsava,
mias contnua sendo subesimada. Afalta de In'l'nnlr'n-;'.lu sobre & D0 = & dficuidade pars o diagnisico prejudicasm a sdeslo a0 ratsmendn = Imiam
s poasbildades de maihors do quadno clinkco. Fesquisas revelam que a doenca abinge pessoas de fodas &5 Kades, mas compromets
principaimenie criancas de & meses a S anos de idade. Fol iambdm observads frequéncia malor em packnies do sexo feminino, na pn:-p-cr;h e
duas muiheres para cada homem. O carter hereditno da doenga boma mprescndieel que parenies em primeiro grau de cellacos se submetam ao
beshe para sua detecplo (FASANO B CATASSI, 2001 ; FASAMD ET AL., 2003; PRATES! ET AL, 3003} De acordo com o Oiimo relxitio de
consenso =m C0, bidpsias do Intesting deigeds =bo consideradas o padrio-ourn = =ho obrigatinas para o dagréstos (FASAND ET AL, 2005, Por
oultro lado, o tesie soroldgkco para anboorpos especficcs para DG wllizado & o méiodo de ELISA, sendo conskdsrado o mésodo valldado para avaliar
05 poess hveds dosnbes oo Intolerdmcia a0 gioisn, dentfcar os individeos a ssrem encaminhados a bidpsia duodenal, acompan har o talamenio do
pacenbe cellaco, como por evempl, ransgrescio & dista (BRASIL, 2009).Considerande a Impoidncia da OC & suss possiblidades aluals de
ralamenic, o desarrotvimento de pesguisas gee Insimam novas abematvas diagnédsicas mo AmbEc laboraiorial pode apresentar resuliados
Importantes, aumenando sspecicidads & sansiblidade & diminuindo o cUSio dos exames, além de minkmizara reressidade da realizagio de
rames. Invashios, gue sxigem grands habllidade BEonkca. Dessa forma enssios ecombinanies de quimilluminescéncls fTE-IgA humano foram
desernvoividos € podem S&r dosados em analsadores de mancensaios (IMMULITE 20009, Slemens®, Alemanks & BloFash, Werfen Medicak®,
Espanhal. Eszas plataformas permitem festes &m grande escala com slevado rendimendo, uma vaniagem gue deve ser Evada em conta devido @0
crescents aurmento na solidaglo & exeouclo de teshes sorolsgicos que detectam a doeniga.

Introdwgdoc

A doanipa cellaca (DT & uma enferopalia mano-mediada caracterizada por Inﬂama-;iu criinica do Inbestino deigsdn, que acomets individuos
peneticamente suscethels. O fator desencydeants da doenga & a ingessio de giiten, um complexo proteico encontrdo em cereals como g,
cevada & cenbebo. O deservohvimento da DG & conssquenis 3 mmhh:g'.lu desses fafones genétioos & ambientals gus podem redursdar em vandvel
espacino de mmr‘eﬂm;ﬂcs dinicas. (FREIUTTI &t al, 2007; ECHUFFAN, JUNKER E BARIZANI, 2009; ABADIE =tal, 2011; BAG, GREENE
BHAGAT, 2012; HUSEY et al., 2021 HA alguns anos a DG era considenda ura afeccio mm, hoje publicagles confirmam que 2 doenca estd
fomando wma das mals comans no mundo. Estudos epldemioldgicos na Europa = mos Estados Unidos, mcsiraim uma prewalénci de 1% da 0C na
p-opuhg!u geral (CATAZSI et al., 2007, FASAMNC =f al., 2003). Na Edlla, fol enconirada prevaiéncls de 12210 casos de oilangas com OO (CATAZ3]
afal, 1555 ). Em Porugal a prevai®ncla enconirada, &m adokescenies my pnpul.:-;!u iparal, fol de 1-132 [ANTUNES et al, 20081 Ha Tunilsla, a
prevaidncia fol 1:157 criangas com DC (HARIZ =t al, 2007} Mo Erasl estudos realizades em diferentes regiles mostraram uma prevaiéncly pam 0T
variamdo entre 1:214 & 1:217 em adulios = 1:182 em crangas (CROVELLA et al, 2007, PEREIRA et al, 2006; MELO =t al, Z006; PRATESI et al
2003 O diagnisiico da doenca & baseado em teshes sorniGgicns, que ubizs metodologias como enzyme-inked mmunosorbent assay (ELISA) &
Imurcfucr=scéncia indirets para debeciar & presenca de anticopos and-ransghaminase & and-2rdomisio, respectivarmende (ABADIE =t al, 2011
Fara comfrmagio do disgnésSco pode serrequenda biopsia Intestinal do pacients, onde s8o obsenadas anomalas coma hiperplasia da cript e
atrofla das vilosidades inbestnalks (CHANG E GREEM, 200%). Eshes tesies sonidgicos parmEem a pesguisa de anfcomos especficos para OC, o
sensivels e especticos, de facl execuclo, & ha uma vasta gama de ks comercials dispontvels, © beste e Imunogiotaina A (IgA] Contra o antipens
de tecido de ransglutyminase (TTE] & aceRo como a mehor feramenta de rasireio para O, & ab pouco tempo 50 poderta Ser realizade uSEzando a
misindologia de ELEZA (FASAND ET AL., 2008). Receniements, um rowe ensalo TG -igh homano fol lancado pela meindoiogls de
quimisluminescénda, & |a esta disponitve] comeniaiments. A guimiolaminesoinca & uma meicdoiogia gue ol desenvolvida pam ser ullizada como
mifindo akematbivo aos radicistiopos nos iImuncersains. Esse fendmena pode o definido de umia maneim simples comao rzan;n!-:s quimicas. que
emikem L. Essas reagles s dlo pels ransiglio de siétons a partr de seu estado fundamental para um sty seirinios animado, Scompanhado
peralmente por akera = de roacho vibadonal na molécula, emitndo foltns de e (DODEIGME ef al, Z2000). Um rmbalho neallmsdo por Rogen o
al. = 15954 revisou a3 principals vantagens da quimicluminescgncla sendo aplicivels afd os dias de hoje. Entre elas desiscam-se & grande nesposi
linear alcangada com bastante sensbilidade analiica, emissic dpida de luz, establldade dos reagenies e da reaglio apos a adigio do conjugado,
bailen conswmo de reagenies excesshamenis cams, curio i=mpo de Inn.ba;h..ﬂlz senshbildads = ata reproduiblidade mos ensakos dinsos,
Indirefics, competitives & FuRoméinoos, além de suséncla de fodcideds. Comenclalimenie foram lancados dols ks que ullizam a metodologla de
quimislumirescénda, o fabricado pela BlemensE (Erangen, Alermaniia) para uso com o analsador IMMULITE 20008 = 0 oubno fabricado pela
Werfen Medica® (Barceiona, Espaninal para o analsador Blo-Flashe. Estes ks embora estelam sendo ulllzados comerciamente &m slgurs
palze=s, nfo possusm registo o Brasil emBde pela Agéncia Maconal d= Viglldnca Sanfaia (ANVEZA] = Fid o momenio somenis podem sar
wtlizados par pesguisa, 0 gue represent uma sxceknte oportunidade para comparacio ente metodologlas, uma vez que o padrio-curo utitzado &
o BLIEA, realzado rofineiramenie peio Centro de Fesguiss &=m Doenga Cellaca, kocal onde o ibalho serd dessmwoivide. Além disso, tando-se de
& cnicas de dagnastos laboratonal, 3 evoluglo de tonicas & inevitdvel & posshilEym rapldez & seguranga. Essas platatormas permitem testes em
grande escaly com elevado rerndimento, W yartagem que deve tarlsvada em conta devido 8s crescentes solicitacies medicas de exames & 2
etlizaclo de testes de somiogia. 05 sistemas auomatizados quimiciuminescentes em sua grande mailora =io mandomizados, permitem malor
ctmizpio dos ensalos, anallsym dhversos pardmetos simultaneaments, realzam Kentfcapio de cada pacents individuaiments, aumentam &
mieloram a Asireablldade e seguranca. Possuem precisio e evabidSo analftica adequasdos para contole de qualidsde safisfaitino, com
senskilidade & especificidade compativels com outres mifodos padrlo-curn, além de mbustez, praficidads = mpldez na Ib:ra;h dors Pesuitadices.

Hipotage:
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Comparar medoioglas anaicas comparando oo A melodologls padric-oun

Objetivo Primario:

Comparar duas melodologies wilzadas para a dosagem de antHrarsgiutaminaiss A (AntHTTE IgAd.

Objetivo Ssoundario:

Avaliar a sensibildade & especiicidads da melodolegia de ELEZA (padric-ouns] comparada a de quisicluminescincis para a dosagem de Anb-TTS
ipA Reakzar 'ralh:h-g!n analibica enfre as duas meiodolcgizs para garanir & uma possiel subaﬂtl.llg!u enire o mdiodos para a dosagem de Ani-
TG IgA, seguranga & efckncla memdoldgicas.

Mebodclogila Propocta:

4.1, I}bten;!c-dﬂrﬁmﬂalblumnlm Az amostras ublzsdss serdo fomecidas da soroleca oo CEnDG de Pesguiss &m Doenga Cellaca (CFDT), sendo
provenkenies de pacientes acompanhados no ambulaidno de Doenga Cellaca do Hospital Unversiidnio de Brasilia (HU], gue se submetsram 3
participar de =studos realzados pelo referdo laboraidr anterdormenie. As amostras estio armazenadas a - 20°C, = serdo descongeladas para
r":l:ﬂm;«ln simultdnea nos meodos de ELISA & guimiclum inescEencls, por melo da u‘l:ll.la;&odﬂ sistema analftico IMMULITE 2000 eicw Bia-Flash,
dsponibizndos ac laboraddrio pelos fabricantes. & GPDC adquirrd oom recursas priprios os kit comertials dos fabricantes, por importaglo direta
através da losnip pesquisydor para Serem usSados apenas Ra pesquisa. 4.2, Principio dos procedimenios - ARtHTS g, IMMULITE 2000, Skemens:
& um ensaio de fxse sdida, seguencial quimishaminesosnies, A fase silida, uma péncla de pollesireno & eooberka com om antigeno de
ransgktsminase Hesular (TS )L A amcestras do pacient= = & pémis recoberts =i sdickonadas =0 Tubo de Rza;&o.'..lma fosfatase aicalima marcada
com anficoma monccional murino ant-gA @mbém & adicionada ao Tuba de H.E.:-g'.lu. Apds oz passos de h-cmag'.lu = lavagem, o subsirain
guimigiuminescents (dorstanc) wal hidrolisar ke presenca de fostatase sicalina (marcador dos ensalos). A Ant-rarsgivtaminass igh & um snssio
IMuRCSrice, ou Seja, guants maior 3 concentraglo desse anaiko, makr sard 3 emissio de iz, Os fotons mensurados peio lumindmeto, sstio
diretamente comeiacionados 4 presenca de antioorpos ant-arsgluiaminase igh R amosira. - Quanta Flash =ITE igA, BloFlash, BOWVA A fase
sdlids desse snsalko & pormposis por h=T1E recombinams revestido s ssfearas de @5y paramagnéticss, gus sstio no carfucho de reagenbss, que
CONSErm o antkpend &m ey =55y reatvo. Ao wtlizar o reagents pei primeira vez, uma scluglo iymponada @ adicionads 3o tubo que contém as
esferas pammagnatcas & &m seguida, o carucho de reagents & inserdo no Insruments BloFlash. No eguipaments, &5 amosiras sSo previamente
diuidas automabicamente, utllzando um tampio de amcstras adcionado 3 uma cubeta pldstica. Em uma segunda oubeta, as esferas
paamagrificas = & amosia pri-dilulds, sdo misturadas, cosre uma InD.l:u-g!u & 3T, as esferas so magreiizadas, sendo vadas diversas
wEREs. Apds & lavapens & sdicionsdo o lsoluming & incuba-se mals umes ver Respentes affvadones se conjugam com o Isclamingl, provocando a
r:a-;jn rminescents, sendo por sua ver medids peio lumindmeo do =quipamienio. A quanbdade de luz amibida, & proporcional a quanfidads d= antl
-traresgivtaminase igA pres=nies na amosira do paclente. - Susnts LE= & HTE Igh, ELEEA, INOWA FADH'A-D—G'.RGH Pogpos da microplaca 20
revestidos oo antigenc (TG recombinants. As amostras sSo pipetadas Rot pogos, of autoanticompos gue reconhecem o antigenc (TG ligam-se
durante a primeira incubagio. Apds a lawagem dos pogos, para remoglo de anticomos presentes nas amostras do pacents gue pdo o= ligaram, &
Sdicionado o conjugsdo de cabra antHpA marcado oo perosidayse purficado. © conjugado lipa-se a0 antoomo humano caplurado & 0 excesso de
Conjugado & removido por vagens. Apds a adl;hd:-subﬁtrﬂn THB formmia-se um produio de cor azul, cuja Riensidade & proponcioenal &
concentragio de anticompos na amostra. Addo Sufonoo & adiclonado & reaglio, provecando uma coloragio amarela, indicanda o final da reaglo, que
& lda utiizando fitno de 250nm em espectosodmetn. 4.3. Procsdmento do ensaio Serlo utlizados o5 analsadones automascos BAMULITE 2000
atou Eid=lash como métodos. guimicluminesceniess. Todos o procedimenics de r"ﬂ'p.l:en;hde rotina, conforme recomiendado pelos fabricanbes,
deverfo sar fgorosamenie realizados antes das analses. Simuliansamente serd utlizado o sisterma ELIZA para dosagem das mesmas amostras.
Apss a obéerigio dos resultados, andlises de cormeiaclo, precisio, exalidio, espechficdade = sensbilid

Rlooos:

MS0 ha rsoos diretos a0s packentes enwokidos No Drojet

Eenafiolos:

Argallsar profundamente metodologlas ansiBcys para MIB;!I:I dio 2yame uEliEado para o disgritistco da Doenca Ceilaca
Mebodologla de Andllce de Dados:

4.10. Andlse estatishon ApSs 3% 00SageEns realiradas nos dok sistemas analfticos, sario analizadas as periormances oos Skemas
quimiclumirescentes, 1=nda Coma MEdo refentncla o ELISA. Fara iodos oF S5tudos procassados, ser esimado a imprecisSo anaitica, preciclo
Intra ensalo & inker snsalo, coeficlentes de m;,h-:c'.'].muu.mm e BlAS, gue serdo calouadas ubkzando o softeanrs SraphPad Prism
verslo 4 0 (GraphFad So%ware, San Diego, Cafdmia, U2A). S=rfo consideradas diferencas eshabisicamentes significanies guando p 0,05.

Decfecho Primidrio:
‘WValldar = comparar as medoiglas sadas

Tamanhd da Amoctra mo Bracll: 200

——  Falcec de Reorutamanto

Pais de Origem do Estudo Fals N® g participantes da pEsquisa

2im ERAEIL 300
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Cutra Informaglec

Haverd uco de foriec cesundariac de dados (pronhsirios, dedoc demogrifioos, edof?

2im

Detainamarto:

Arcsirs coletadas de projetcs anteriores, tujo precedments de colets de amostrs tam um termo sdbve assnado peio pacienbe.

Informa o ndmaro de Individuce abordados pecsoalments, reorutsdos, ou que cofmerdo algum tpo de Irllmungln =gty osniro de
pacguica:

300
Grupoc am gue cario divididos oo partiolpentss da pecquilca nacis oeniro
10 Enapo N de Individucs Intervengiles a serem relzadas
Celiscos diagnisticados on TS gk
Controdes nfio celiscos 100 TS Igh

0 Estudo 4 Muliodnirioo no Eracll?
(LTS

Propde dicpesnca do TCLEF

aim

Justloatha:

Facieni=s A sssiraram bermo adivo de colets de sanpue pair u'HI.l.a;.h de amostras &m outras pesgulsas.
Havera retangdo de amoctrac para armazenamento em banoo?

NEo

Cromrograma de Exsouplo

ldenificacio da Elapas Inicio (DORRTAAAA Tidrming (DDA

1- Submizsio ao ComBes de Efca em Pesquisas da (287112043 ey R e i
Faculdsdie de ClEncas da Sadde (CEPFES)
2- Levaniamento de dados bibllografioces 2812012 2822044
}Gzlzphdns-mtras bdologicas J& obtidys para  |03M32044 309052044
nchusdo no rabalho
-'-—'.'aln:hg!n e aprendizagpem dos méiodos & 30ME20A4 309062044
itnicas adciadas
Dossgem das amosias teshe 02me 2044 280082044
5~ Analise Estatistica, resultados & concluslo da 01/0%2014 2212204
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Reursos priprios para aquisiclo de kits, soluples  |Cusieio RE 10.000,00
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Total em RE RE 10.000,00
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