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AVALIACAO DE ANTICORPOS ANTI-
SACCHAROMYCESCEREVISAE
E Auto-Anticorpos em Doentes com Doenca

Inflamatoria [ntestinal

MariliaBELTRAO, AbiliaBODAS, Fernando AZEVEDO, Amadeu NUNES,
CarlosSANTOS, LuisDELGADO

RESUM O

Nas ultimas décadas aincidénciadas doengasinflamatoriasintestinais (DI1) tem aumen-
tado a nivel mundial, pelo que o seu diagndstico se tornou um topico de interesse cres-
cente na praticaclinica. Apesar dos avancos no conhecimento da patogénese e terapéuti-
caso diagndstico diferencial entre doencade Crohn (DC) e Colite ulcerosa (CU) continua
ater como base clinicatestes invasivos,

Estudos recentes identificaram novos marcadores serol 0gicos promissores para o diag-
nosti co destas patol ogias, com destaque para 0s anticorpos anti-Sacchar omyces cerevisiae
(ASCA) e anti-citoplasma dos neutréfilos (ANCA). Também tém merecido atengéo os
anticorpos anti-céulas caliciformes intestinais (anti-CCl) e os anti-secregdes exdcrinas
pancredticas, que reagem com acinos pancredticos (anti-AP).

Neste estudo avalidmos estes hovos marcadores serol 6gicos e compardmos a eficiéncia
dos ensai os imuno-enzimatico (ELISA) e de imunofluorescénciaindirecta (IFA) napes-
quisa de ASCA de classe IgG/IgA. Incluimos 81 amostras de soro de doentes seguidos
em consulta externa de Gastrenterol ogia (com o diagnéstico de entradano laboratério de
doencainflamatériaintestinal), bem como 33 amostras de control o, provenientes deindi-
viduos saudéveis, dadores de sangue.

Osresultados laboratoriai s obtidos foram rel acionados com o diagnéstico de cada doen-
te estabel ecido por critérios clinicos e histopatol 6gicos na consulta externa de Gastren-
terologia. A concordancia entre os dois métodos |aboratoriais utilizados para a pesguisa
do marcador ASCA foi excelente (k = 0,63) paraosanticorposdaclasse |gG eboa (k = 0,56)
paraosanticorposdaclasse IgA. Verificdmos umafracaconcordancia(k = 0,137) entreo
método EL1SA (MPO ou PR3 purificadas) e o método | FA parapesquisade ANCA. Rela-
tivamente aos marcadores estudados ANCA, anti-AP e anti-CCl apenas este Ultimo n&o
demonstrou diferencas de distribuicéo da positividade entre grupos, pel o que nos permi-
te concluir que na nossa casuisticando auxilia na diferenciagdo serolgicadas DII.
Verificamos, que apositividade do marcador ASCA se associa significativamente ao diag-
nostico de DC, quer para os ASCA 1gG quer IgA e para os dois métodos laboratoriais
estudados. A pesquisa de ANCA pelos ensaios de fase-solida disponiveis ndo parece
adequada para o screening dos autoanticorpos com o padréo p-ANCA atipico dasDIl. A
combinagdo entre os marcadores anti-APeASCA, parece umaboaopgdo parao diagnés-
tico laboratorial daDC.

Este estudo mostra que estes marcadores serol gicos tendo o mérito de ndo serem testes
invasivos, apresentam uma sobreposi ¢do considerével nas diferentes DII. Contudo estu-
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dos prospectivos e em populagdes mais alargadas s80 necessarios para clarificar a
relacdo entre estes anticorpos, o diagndstico e aevolucdo clinicada Doenca Inflama-
térialntestinal.

ASSESSMENT OFANTIBODIESANTI-SACCHAROMYCESCEREVISIAE
(ASCA)ANDAUTOANTIBODIES
In Patientswith I nflammatory Bowel Disease
The incidence of inflammatory bowel disease (IBD) has been increasing worldwide,
and despite the advancesregarding their pathogenesis and therapeutics, the differential
diagnosis between Crohn’s Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC) ismainly based
on clinicaly invasive tests.
Recent studies have identified new serological markerswith apotential value for the
diagnosis of these pathologies, in particular the anti-Saccharomyces cerevisiae anti-
bodies (ASCA) and anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA). Also of note are
the anti-gobl et cells antibodies (anti-CCl) and the anti-pancreatic exocrine autoanti-
bodies that react with the pancreatic acinus (anti-AP).
We assessed these new serological markers and compared the efficiency between im-
mune enzymatic (ELISA) and indirect immunofluorescence testsin the identification
of ASCA of 1gG or IgA class. We studied a set of 81 serum samples (with an initial
diagnosis of IBD) and 33 control samples from healthy blood donors.
Thelaboratory tests were correlated with the diagnosis of each patient, established in
the Gastroenterology outpatient unit based on conventional methods. The agreement
between the two laboratory methods employed in the identification of the ASCA was
excellent (k = 0.63) for the IgG antibodies and good (k = 0.56) for the IgA antibodies.
Wefound awesk agreement (k = 0.137) between ELISA (MPO and PR3 purified antigens)
and the IFA test for ANCA.. Regarding the serologic markersANCA, anti-APand anti-
CCl, only thelater showed no differencesin the distribution of positive results between
the studied groups.
Positive ASCA 1gG and IgA were significantly associated with diagnosis of DC, with
both laboratorial methodstested. Theidentification of ANCA with the available solid-
phase tests does not seem appropriate for the screening of the autoantibodies with
the atypical p-ANCA pattern of IBD. The combination between anti-AP and ASCA
antibodies seems a good option for the laboratorial diagnosis of CD.
Thisstudy showsthat these serol ogic markersin spite of being non invasive laboratory
tests, also have aconsiderable overlapping in the different IBD. Neverthel ess, further
prospective studies based on larger populations are required to clarify the relationship
between these antibodies, the diagnosis and clinical evolution of inflammatory bowel
disease.

INTRODUCAO

As Doengas Inflamatérias Intestinais (DI1) sdo doen-
¢as cronicas que envolvem predominantemente o apare-
Iho digestivo e cuja etiopatogenia continua incompl eta-
mente elucidadal2. As DI incluem aColite Ul cerosa (CU)
e a Doenga de Crohn (DC), duas entidades clinicas cujo
diagndstico se baseia numa constelagéo de dados clini-
cos, radiogréficos, laboratoriais e histopatol dgicos® 4.
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A inflamagéo naDC ocorre caracteristicamente napar-
te distal do intestino delgado (podendo no entanto afec-
tar qualquer segmento digestivo entre aboca e anus), de
formaassimétrica e segmentar, i.e. com &reasinflamadas
intervaladas detecido normal. Em contraste, naCU ainfla-
mac&o encontra-se limitadaamucosa e submucosa super-
ficial dointestino, envolvendo geralmente o recto (naDC
0 recto € um segmento geralmente preservado) e esten-
dendo-se em direc¢do proximal, af ectando parte ou todo o
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intestino grosso. Nem sempre a diferenciagdo entre estas
doencas é possivel, pelo que cerca de 10% dos casos po-
dem ser mal classificados e outros 10% sdo diagnostica-
dos como colite ndo classificada®®.

A hipétese daintervencdo de mecanismosimunol 6gicos
na génese destas doengas é colocada ha vérios anos’ e so-
bretudo sugerida pela histopatol ogia das |esdes (agregados
linfoides na submucosa, abscessos focais com infiltrados
demacrofagos), pelotipo de complicagBesextraintestinais
(eritemanodoso, artrite periférica, episclerite), pelapresen-
¢a de determinados auto-anticorpos no soro dos doentes e
pela resposta aos agentes imunomodul adores?3,

Varios marcadores serol 6gicostém sido utilizados para
diferenciar a DC da CU, podendo ser detectados no soro
dos doentes com DIl anticorpos anti-Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) e anti-citoplasma dos neutréfilos
(ANCA)2. Também tém merecido atenc&o os anticorpos
anti-células caliciformes intestinais (anti-CCl) e os anti-
secregdes exdcrinas pancredticas, que reagem com &cinos
pancredticos (anti-AP)3.

Os ASCA sdo imunoglobulinas de classe 1gG ou IgA
direccionadas contra as sequéncias de manose na parede
celular dalevedura Saccharomyces cerevisiae38°, Estes
anticorpos estdo descritos como mais preval entes nadoen-
cade Crohn, geral mente acimade 65% dos doentes®10.11,

Os ANCA s&o imunoglobulinas predominantemente
da classe 1gG que reagem com as enzimas dos granulos
primérios dos neutrdfilos e lisossomas de mondcitost. A
CU esta associada a um grupo particular de anticorpos
anti-citoplasmados neutrofilos, com reactividade perinu-
clear naimunofluorescénciaindirecta, e podem ser encon-
trados entre 40 a80% dosindividuos com CU eem 5-10%
dos individuos com DC?12, Os antigénios que reconhe-
cem esses auto-anticorpos ainda ndo foram identificados
com clareza, mas sdo diferentes dos que est&o associados
as vasculites e poder&o ser um marcador da reactividade
as bactérias entéricas?1314,

Os auto-anticorpos pancredticos (anti-AP), que rea-
gem com antigénios ainda ndo identificados mas presen-
tes no suco pancredtico, poderéo ser encontrados em cer-
ca de 30 a 40% dos doentes com DC. Em contraste, os
anticorpos anti-CCl tém sido associados a CU, mas pre-
sentes em cerca de 30% dos doentes®.

Este estudo tem como objectivo: i) comparar duas
metodologiaslaboratoriais napesquisade ASCA (método
imuno-enzimético, ELISA e deimunofluorescénciaindi-
recta, IFA); ii) avaliar a distribuico destes novos mar-
cadores serol6gicos (ASCA,ANCA, anti-CCl eanti-AP),
em amostras séricas de doentes com doencainflamatéria
intestinal enviadasao laboratorio parapesquisade ANCA.

MATERIAL E METODOS

Amodgra

Estudamos um total de 81 amostras de soro, das quais
48 enviadas para pesquisa de ANCA, de doentes segui-
dos em consultaexternade Gastrenterologia, (com o diag-
nostico de entrada no laboratério de doenga inflamatéria
intestinal), bem como 33 amostras controlo de individuos
saudaveis, dadores de sangue. As amostras, colhidas em
sistemade vécuo Becton-Dickinson Vacutainer®, foram cen-
trifugadas, separadas em aliquotas e congeladas a-20°C.

METODOS

Deteccéo dosanticor posanti-Saccharomyces cerevi-
siae (ASCA) por ensaioimunoenzimatico

Foram utilizados ensai osimunoenzimaticos (ELISA),
QUANTA Lite™ (Inova Diagnostics, USA) ASCA, paraa
deteccdo semi-quantitativa de anticorpos IgG e IgA anti-
Saccharomyces cerevisiae. O antigénio em fase sblida,
presente no revestimento dos pocos da placa de polies-
tereno, estéidentificado pel o fabricante como sendo par-
cialmente purificado daparede celular do Saccharomyces
cerevisiae.

A técnicafoi realizada, de acordo com as instrugdes
do fabricante, ealeituradpticaéfeitaa450 nm, utilizando
um autoanalizador de microELISA MAGO® PLUS,
Diamedix® (ISODER, SA)

Os resultados sdo expressos em unidades arbitrérias e
considerados positivos paravalores> 25 U/ml. Osresulta-
dosentre 20,1 e 24,9 (que podem ser considerados ambi-
guos) foram considerados negativos paraaanalise estatis-
tica

A relagéo entre areactividade e a quantidade de anti-
corpos presentes € ndo linear. Apesar de 0 aumento ou a
diminuicéo das concentragdes de anticorpos no doente
se reflectirem num correspondente aumento ou diminui-
¢80 da reactividade, a alteracdo ndo é proporcional (ou
seja, a duplicacdo da concentracdo de anticorpos néo
duplicaareactividade).

Deteccao deauto-anticor pospor | munofluor escéncia
Indirecta

Os anticorpos 1gG e IgA ASCA, 0s1IgG ANCA e lgG
anti-CCI e anti-AP foram igualmente determinados por
imunofluorescénciaindirecta usando alamina BIOCHIP
Mosaic™ (EUROIMMUN, Germany), com quatro tipos
de substratos: sec¢des de tecido de pancreas exocrino e
deintestino de primata, granul 6citos humanos e alevedu-
raS. cerevisiae. Com este método é em principio possivel
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fazer a deteccéo e titulacdo simulténea dos diferentes
anticorpos.

Asamostrasforam diluidas (1:10 a1:1000) com solu-
¢éo salinadetampéo fosfato (PBS-Tween).

Aslaminasforam observadas num microscopio LABO-
PHOT-2 (Nikon EFD-3), comparando as amostras de con-
trolo positivo e negativo, pelo mesmo observador e sem
conhecimento prévio do diagndstico.

Relativamente ao substrato S. cerevisiae foram consi-
deradas positivas, quanto a presencade anticorposdaclas-
selgGoulgA, asamostras com titulosiguai s ou superiores
a1/1000 e 1/100 e de acordo com asinstructes do fabrican-
te. Para os restantes substratos, foram consideradas positi-
vas as amostras com titulos iguais ou superiores a 1/10.

Detecgdo dosanticor posanti-citoplasmadosneutr 6-
filos(ANCA) por ensaioimunoenzimatico

A determinag@o semi-quantitativa de anticorpos da
classe 1gG anti-miel operoxidase (M PO) e anti-proteinase
3 (PR3), foi igualmente realizada recorrendo aos ensaios
imunoenziméticos (EL1SA) QUANTA Lite™ MPO e QUAN-
TA Lite™ PR3, (Inova Diagnostics, USA), utilizando na
fase solidaantigénioshumanos purificadosde MPO e PR3,
respectivamente. A técnicafoi realizadade acordo com as
instrugdes do fabricante e recorrendo ao autoanalizador
acimareferido.

Os resultados foram expressos sob a forma numérica
(unidades arbitrarias) sendo as reactividades encontra-
dasentre 21 e 30 U/ml consideradas fracamente positivas
e acima de 30U/ml moderada a fortemente positiva. Na
andlise estatistica os resultados foram considerados po-
sitivos paravalores= 21U/ml.

AndliseEstatistica

Foram utilizados os testes do Qui-Quadrado e de t-
student para duas amostras i ndependentes para averiguar
se existiam diferencas significativas entre a popul agdo de
estudo e a de controlo respectivamente quanto ao sexo e
idade. A andlise dos resultados entre grupos patol 6gicos
foi feitacom base no diagnostico estabel ecido por critéri-
osclinicos e histopatol 6gicos na consulta externade Gas-
troenterologia®. A normalidade da distribuicéo foi avalia-
dacom o teste Kolmogorov-Smirnov.

Utilizou-se o teste do Qui-Quadrado ou o teste exacto
de Fisher para a comparacéo de proporcdes. Considera-
ram-se diferencasaum nivel designificanciade 0,05.

Como secundariamente, se pretendeu comparar o en-
saio imuno-enzimatico (ELISA) edeimunofluorescéncia
indirecta (IFA) napesquisade ASCA, foram tragadas cur-
vas ROC (Receiver Operating Characteristic) que permiti-
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ram estudar a variacdo da sensibilidade e especificidade,
para diferentes valores de corte. A magnitude da concor-
dancia entre os dois métodos usados na determinacéo
dos anticorpos ASCA foi feita pela estatistica K. A con-
cordanciamedidapelo kappafoi consideradaperfeitapara
1,00; fracaentre 0-0,2; moderada entre 0,2-0,4; boa entre
0,4-0,6 eexcelente paraval oresiguais ou superioresa0,61°.

RESULTADOS

Das amostras patol 6gicas estudadas, 28 pertenciam a
individuos com o diagnéstico de doenga de Crohn, com
umameédiadeidades 42 anos (14-69 anos) sendo 64% do
sexo feminino; 20 deindividuos com o diagndstico de colite
ulcerosa, média de idades 39 anos (18-66 anos), 60 % do
sexo feminino.

O grupo controlo tinha uma média de idades 43 anos
(19- 62 anos) sendo 66% do sexo feminino.

N&o encontramos diferencas significativas na distri-
buic&o de sexo e idades entre os diferentes grupos estu-
dados.

Anticor posAnti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA)

Asamostrasforam consideradas positivas parao mar-
cador ASCA quando apresentaram reactividade paraam-
bos ou apenas um dos conjugados. Com método ELISA
obteve-se resultados positivos em 14 individuos com DC
(50%), dos quais dez eram positivos para os conjugados
1gG elgA equatro apenas paralgG

Por IFA obteve-sereactividade em 16 individuos (57%)
com DC, dos quais quatro eram positivos paralgG elgA,
cinco paralgG e apenastrés paralgA.

Nos individuos com CU foi encontrada reactividade
em duas amostras paralgG, das quais uma para ambos 0s
métodos e aoutraapenasno ELISA ASCA IgA. No grupo
controlo foram encontradasigua mente duas amostrasreac-
tivasno método ELISA, umaparalgA eoutraparal gG

Ha diferencas de distribui¢do nos resultados positi-
vos no grupo com DC em relacdo ao grupo com CU e aos
controlos, quer paraosASCA 1gG quer IgA eparaosdois
meétodos | aboratoriais avaliados.

Para o valor de corte de referéncia (25 U/ml) os dois
métodos foram concordantes em dez dos 11 casos que
apresentavam reactividade paralgG e em 62 dos 70 casos
negativos (89%). Nareactividade algA foram concordan-
tes em seis dos sete casos positivos e em 67 dos 74 casos
nao reactivos (91%). O valor k demonstrou aexisténciade
uma excel ente concordancia entre dois métodos (EL I SA/
IFA) paralgG (k = 0,63) e boaconcordanciaparal gA (k =
0,56), comum p< 0,01 (Quadro 1).
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Quadro 1 — Comparagéo do ensaio imuno-enzimatico
(ELISA) e de imunoflurescéncia indirecta na pesquisa de
anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) em 81
amostras de soro. Foram tracadas curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic) para estudar a variacdo da
sensibilidade e especificidade, em diferentes valores de corte
(cut-value) dos resultados ELISA, para 1gG e IgA ASCA

1gG ASCA IgA ASCA
cut-off  cut-value cut-off  cut-value
25U/mi* 28 U/MM 25 um* 190 U/l
Sensibilidade 91,7 91,7 87,0 87,5
Especificidade 88,0 92,0 89,9 98,7
Kappa ** 0,63 0,46 0,56 0,86

* Valor de referéncia para positividade no método ELISA, se-
gundo o fabricante.

** Magnitude de concordancia entre métodos ELISA/IFA pela
estatistica K.

Osresultados obtidos com o ensaio imuno-enzimaticos
para cada um dos isotipos (1gG ou IgA) foram utilizados
para gerar curvas ROC (Figura 1). Com base nas curvas
ROC, verificou-se que, paraalgG, um valor de corte de
28U/ml aumentavaaespecificidade de 88% para92% man-
tendo a sensibilidade, mas baixava a concordancia (k =
0,46). ParaalgA, umvalor de corte de 190 U/ml traduzia
num aumento da especificidade de 88% para 99%, com
aumento daconcordancia(k de 0,56 para0,86) (Quadro 1).
Com este novo ponto de corte 0 nimero deamostrasdiscre-
pantes (EL I SA +/IFA -) entre os doismétodos diminuiu de
sete paraum.
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Outros auto-anticor pos detectados por imuno-
fluorescénciaindirecta (Quadro 2)

Quadro 2 — Percentagem de positividade dos diferentes mar-
cadores nos trés grupos estudados. Para os ASCA a distribui-
¢ao de resultados positivos € significativamente diferente entre
a Doenca de Crohn a Colite Ulcerosa e grupo Controlo quer
para os anticorpos 1gG (x?= 13,94, p = 0,001),quer para 0s
anticorpos IgA (x*>= 10,13, p = 0,006)

Colite Doenca Controlos

M étodos Marcadores Ulcerosa de Crohn
serolégicos
(=200 (=28 (n=33)
ASCA
ELISA  (IgG ou 10 % 50 % 3%
IgA)
ANCA 35 % 14 % 6 %
IFA Anti -CCl 30 % 14 % 12 %
Anti -AP 5% 21 % 3%

ELISA(Imuno-enzimético); IFA (Imunofluorescéncia indirec-
ta); ASCA (AnticorposAnti-Saccharomyces cerevisiae); ANCA
(Anticorpos Anti-citoplasma dos neutrofilos); Anti CCI
(Anticorpos Anti-células caliciformes) e Anti-AP (Anticorpos
Anti-&cinos pancreaticos)

Anticor posanti-citoplasma dosneutr 6filos(ANCA)

Os ANCA (pesquisados por |FA em neutrofilos fixa-
dos pel o etanol) foram positivos em sete doentes com CU
(35%) e em quatro doentes com doenca de Crohn (14%).
No grupo controlo foram encontradas igualmente duas
amostras (6%) reactivas paraANCA. A diferencade distri-
buicdo de positivos é significativa entre CU e o grupo
controlo (x2 = 7,39, p = 0,007) n&o se verificando diferen-
¢asno grupo DC.

CurvaROCB
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Fig. 1 — Pesquisa dos anticorpos para os Saccharomyces cerevisiae (ASCA) em 48 doentes e 33 controlos. Sensibilidade e
Especificidade avaliadas por curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) no ensaio imunoenzimatico (ELISA) para ASCA-1gG
(Fig. A) e ASCA-1gA (Fig. B) relativamente aos resultados obtidos pela imunofluorescéncia indirecta
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www.actamedicaportuguesa.com


www.actamedicaportuguesa.com

Marilia BELTRAO et al, Avaliacio de anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae €..., Acta Med Port. 2010; 23(5):829-836

Nestas amostras apesquisade ANCA foi também rea-
lizada por ELISA, tendo sido os resultados obtidos muito
discrepantes do método | FA, pelo que se obteve umacon-
cordanciafraca(k =0,14). Comométodo ELISA (PR3 puri-
ficada) foram encontrados trés casos positivos referentes
aindividuos com diagndstico de CU; destes dois apresen-
tavam reactividade em IFA; um individuo com diagndsti-
co DC também apresentou positividade tanto em ELISA
comoemIFA.

Anticor posanti-acinospancr eéticos (AP)

A positividade para este marcador foi encontrada em
seis das amostras (21,4%) com o diagndstico de DC, em
um com CU (5%) e num controlo, com diferencasde distri-
buicéo de positivos significativa entre DC e grupo con-
trolo (x2=5,04, p=0,025) no se verificando diferencasno
grupo CU.

Anticor posanti-célulascaliciformes(CCI)

Das amostras de individuos com o diagnéstico CU
30% foram positivos paracélulas caliciformes. Napopul a
¢ao com diagndstico de DC quatro amostras foram positi-
vas, bem como em quatro individuos (12%) da popul acéo
controlo, sem diferencas de distribui¢cdo de positividade
entre grupos (x2= 3,05, p=0,217).

DISCUSSAO

As doencas inflamatdrias intestinais tém vindo a as-
sumir umacrescente importancia nagastrenterologia, em
razéo do aumento da suaincidénciano mundo, bem como
complexidadefisiopatol égica, com reflexos nasuaterapéu-
tical. Apesar dos avangos no conhecimento da patogénese
e das novas terapéuticas imunomodul adoras, o diagnds-
tico diferencial entre doenca de Crohn e Colite Ulcerosa
continua a ter como base a clinica e testes invasivos. No
entanto, vérios estudos tém revelado novos marcadores
serolGgicos promissores para o diagndstico destas pato-
logias, com destague para 0s anticorpos anti-Saccharo-
myces cerevisiae (ASCA) e anti-citoplasma dos neutrofi-
los (ANCA)2. Também tém merecido atencao os anticorpos
anti-células caliciformes intestinais (anti-CCl) e os anti-
&cinos pancreéticos (anti-AP)3.

Verificamos, de acordo com o descrito naliteratura’-16,
que a positividade do marcador 1gG ASCA nas amostras
estudadas se associa significativamente ao diagndstico
deDC, quer nométodo ELISA (x2 = 13.454 p=0.000) quer
nalFA (x2=11.230 p=0.001), 0 mesmo acontecendo para
0sSASCA IgA (dadosomitidos), Comoensaio ELISAASCA
IgA obtivemos uma concordancia boa (k = 0,56) com o
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método | FA (Quadro 1) enquanto que com o ensaio ELISA
ASCA 1gG verificAmos umaconcordanciaexcelente (k =
0,63).

A deteccdo dos ASCA ainda ndo se encontra estan-
dardizada, pelo que os testes podem ter uma performance
diferente conduzindo aresultados distintos paraumames-
ma popul agao®.

Foi neste sentido que Frank et al compararam diferen-
tes testes ASCA e 0 seu valor diagndstico na doenca de
Crohn®. Nesse trabalho, quatro diferentes ensaios ELISA
foram analisados quanto areactividade aASCA IgA elgG
comparativamente a um método de imunofluorescéncia
indirecta, damesmaproveniénciacomercial do queavali&
mos. Com o ensaio ELISA ASCA IgA (Inova) Frank et al
encontraram uma sensibilidade de 54% e uma especifici-
dade de 93%, com uma concordancia com o método | FA
excelente (k = 0,76), ligeiramente superior ao que obtive-
mMos no nosso estudo. Com ensaio ELISA ASCA IgG en-
contraram umasensibilidade de 66%, uma especificidade
de 92% e concordénciacom o método | FA igual mente ex-
celente (k =0,69).

NoO nosso estudo e com base em curvas ROC (Figura
1), procurdmos outros valores de corte que pudessem
melhorar a concordancia entre o0 método ELISA, mais
automatizével, e o IFA, implementado ha mais tempo na
avaliag8o laboratorial daauto-imunidade. Nareactividade
a1gG a um valor de corte de 28 U/ml corresponde um
aumento da especificidade, comprometendo-se a concor-
danciadado o valor k baixar para0,46. Assim parece con-
firmar-se, na nossa série, o valor de corte referido pelo
fabricante. Paraos auto-anticorpos|gA, um valor de corte
de 190 U/ml aumenta a especificidade (de 88% para 99%)
com aumento da concordanciacom alFA (k de 0,56 para
0,86). Com este novo ponto de corte o niimero de casos
discrepantes (ELISA +/IFA -) entre os dois métodos dimi-
nuiu de sete paraapenas umaamostra (umindividuo CU).
Neste sentido, aimplementacdo futura do ELISA paraa
pesquisa de ASCA IgA deveréter em conta um valor de
corte superior ao valor de referéncia proposto (25 U/ml).
No entanto, tendo em conta a casuistica do nosso estudo
ser de pequena dimens&o, os valores de corte devem ser
dindmicosi.e. recal culados com o aumento do nimero de
amostras.

Por rotina os ANCA s&o pesquisados em |&minas de
neutrofilos fixados pelo etanol e consoante o padréo de
fluorescéncia apresentado sdo classificados como c-
ANCA e p-ANCA. Ao c-ANCA corresponde uma fluo-
rescénciagranular do citoplasmados neutrofilos, sendo o
principal antigénio avo a proteinase 3 (PR3). Ao padréo
p-ANCA corresponde umafluorescéncialinear perinuclear,
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sendo o antigénio alvo principal a mieloperoxidase
(MPO)1:3.17.18: egte (lltimo padr&o de fluorescéncia é um
artefacto causado pelafixacéo pel o etanol, poisem|amina
com neutrdfilos fixados em formol o padréo observado
passaac-ANCA. O padréo p-ANCA, revelado pelaimu-
nofluorescéncia e descrito incial mente em vasculites pri-
marias, pode ser também encontrado em 40-80% dosindi-
viduoscom CU eem 5-10% dosindividuoscom DC, poden-
do ser a fluorescéncia perinuclear menos definida (p-
ANCA atipico)21112.19,

Segundo Troy et a, 0s anticorpos responsaveis nes-
tes casos por este padréo de fluorescénciando séo dirigi-
dosaMPO massim aantigénio(s) dasuperficieinternada
membrana nuclear dos neutréfilos® que outros autores
sugerem ser aHistonaH1821,

Mark Eggenaet al, utilizando anticorpos monoclonais
anti p-ANCA daCU (Fab 5-3 5-2) demonstrou aexistén-
ciadeligacbes especificas com essaproteinanuclear (PM
= 32-33 KDa), expressa em varias células; essa ligacdo
especificafoi confirmadapelaligagdo aH1 purificadamas
ndo foi significativamente correl acionével com otitulo p-
ANCA ou o0 estado da doenca?! n&o parecendo, assim, a
especificidade predominante naCU.

Isto pode explicar afracaconcordancia(k = 0,137) en-
tre os resultados obtidos na nossa casuistica por ELISA,
onde se utilizaM PO ou PR3 purificadas, e o método I FA,
onde a pesquisa é feita no citoplasma de neutréfilos fixa-
dos com etanol (i.e. com maior diversidade de auto-anti-
génios damembrananuclear). Enquanto o antigénio alvo
responsavel pelo padréo p-ANCA atipico das DIl ndo for
completamente identificado, a sensibilidade e especifici-
dade nos ensaios de fase-solida disponiveis ndo parece
adequada para o screening destes anticorpos®.

Individualmente os testes ASCA e p-ANCA atipico
parecem ter sensibilidade e especificidade moderadas, ndo
tendo utilidade para monitorizag&o pois os titulos desses
anticorpos sfo relativamente estavel s e ndo correlacioné-
veis com aactividade da doencal®. A pesquisa destes dois
marcadores pode ser uma ferramenta para o diagnéstico
diferencial, nos casos em que o diagndstico de DC e CU
nao podem ser estabel ecidos com seguranca pel os méto-
dos convencionais (histériaclinica, radiologia, endoscopia
e biopsias)™®.

O marcador anti-AP pode ser encontrado em cercade
30 a40% dos doentes com DC8. No nosso estudo, a posi-
tividade para este marcador foi em 21,4% das amostras
com diagndstico de DC, 5% das amostras com diagnosti-
co de CU, mas também num controlo. A associagdo do
marcador anti-AP e 0s ASCA, que estdo descritos como

0s mais preval entes na doenca de Crohn (geralmente aci-
ma de 65% dos doentes), podera ajudar na diferenciacéo
entre as duas patologias. Esta associa¢éo foi encontrada
em apenas 14,3% das nossas amostras com diagnostico
de DC e, globalmente encontramos diferencade distribui-
¢&o significativa para os anticorpos anti-AP entre os gru-
pos estudados (p = 0,039).

Para o marcador serol égico anti-CCl, quetem sido as-
sociado a 30% dos doentes com CUS, a reactividade na
nossasériefoi de 30% de amostras CU, 14,3% comDC, e
em 12% dos controlos. Uma vez que para este marcador
néo se verificaram diferencas de distribuic¢éo da positivi-
dade entre grupos pode-se concluir que no nosso estudo
este marcador ndo auxilianadiferenciagdo dasDI|.

CONCLUSAO

O nosso estudo revelou uma boa concordénciaentre
0s métodos de imunofluorescéncia (IFA) e imunoenzi-
matico (EL I SA) na pesquisade anticorpos anti-Sacchar o-
mices cerevisiae (ASCA) tanto paraos anticorpos1gG e
IgA, tendo-se verificado uma prevaléncia de 50 a 60%
nas amostras de doenca de Crohn. Para os anticorpos do
tipo IgA, aespecificidade e sensibilidade dos resultados
ELISA face alFA melhoram com valor de corte superior
ao de referéncia. Enquanto o(s) antigénio(s) alvo res-
ponsavel(is) pelo padréo p-ANCA atipico das DIl n&o
forem completamente identificados, a sua pesquisa para
0 estudo nas DIl apenas deve ser efectuado por imuno-
fluorescéncia indirecta, j& que a especificidade dos en-
saios ELISA usados ndo parece adequada para o screen-
ing destes anticorpos.

Nasérie que estudamos, acombinac&o dos anticorpos
anti-AP e ASCA é uma boa opcéo, para o diagndstico
laboratorial daDoengade Crohn. Estes novos marcadores
serol 6gicos, tendo 0 mérito de ndo serem testesinvasivos,
apresentam uma sobreposi¢do consideravel nas diferen-
tes DI, No entanto, novos estudos prospectivos e em
populagBes mais alargadas, poderdo vir amelhor clarificar
o valor preditivo destes marcadores serol6gicos e a sua
relacdo com aresposta terapéutica da Doenca | nflamat6-
rialntestinal.
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