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RESUMO – Sensibilidade ao glúten é um estado de elevada resposta imunológica (celular e humoral) à ingestão de proteínas
do glúten do trigo, centeio, cevada e aveia, em indivíduos geneticamente predispostos. A doença celíaca é sua expressão
mais freqüente, variando as formas de apresentação. Tem como tratamento a exclusão de alimentos contendo as gliadinas
tóxicas. Embora a biopsia do intestino delgado proximal seja necessária, tem-se ressaltado a importância de testes
sorológicos no rastreamento, diagnóstico e monitorização da dieta isenta de glúten em pacientes com doença celíaca. O
objetivo do presente estudo foi investigar a presença dos anticorpos antiendomísio (EmA-IgA) e anti-reticulina (ARA-IgA)
em 56 pacientes celíacos (17 recém diagnosticados; 24 aderentes à dieta; 15 com transgressão à dieta). Os anticorpos
foram detectados por imunofluorescência indireta, utilizando como substrato cordão umbilical humano para os EmA-IgA,
fígado e rim de rato para os ARA-IgA. Nos pacientes recém diagnosticados e no grupo com transgressão à dieta houve
positividade total de 100% para os EmA-IgA e 59,4% para ARA-IgA. Nos pacientes aderentes à dieta nenhum dos
anticorpos foi detectado. Dentre os 32 pacientes positivos, a concordância foi de 59,4% (19), sendo que 40,6 % (13/32)
eram ARA-IgA negativo e EmA-IgA positivo. Nenhum paciente mostrou-se positivo para os ARA-IgA e negativo para os
EmA-IgA. Portanto, a sensibilidade para os EmA-IgA foi de 100% e de 59,4% para os ARA-IgA. A associação dos dois
testes não aumentou os índices de positividade total nas amostras. Conclui-se que, atualmente, a pesquisa dos EmA-IgA
pode constituir teste sorológico de escolha, seja para diagnóstico, seja para seguimento dos pacientes celíacos, pelo alto
valor preditivo, alta sensibilidade e especificidade e relativo baixo custo quando se utiliza cordão umbilical humano como
substrato.
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INTRODUÇÃO

Sensibilidade ao glúten é um estado de
elevada resposta imunológica, tanto celular
(células T), como humoral (células B), à
ingestão de proteínas do glúten do trigo, centeio,
cevada e aveia, em indivíduos geneticamente
predispostos. Do ponto de vista clínico, a
doença celíaca (DC), expressão mais freqüente
desta sensibilidade, pode se apresentar em sua
forma clássica com má absorção intestinal, sob
formas monossintomáticas, silenciosas ou
latentes(11). Ocorre em qualquer idade. Segundo
MARSH(25), vários padrões de alterações
histológicas podem ser encontrados na mucosa
do intestino delgado, desde o chamado tipo
pré-infiltrativo, até o de achatamento de
vilosidades com hiperplasia de criptas. Outra
característica é o aumento no número de
linfócitos intra-epiteliais(10, 16). Tratamento sob
dieta isenta de glúten resulta na recuperação
clínica e de mucosa, reduzindo o risco de
complicações futuras, tais como redução na
fertilidade e linfomas intestinais(18, 19).

Até há pouco tempo, o diagnóstico se
baseava nos critérios da Sociedade Européia
de Gastroenterologia Pediátrica e Nutrição
(ESPGAN)(27), dependendo da realização de
múltiplas biopsias da mucosa do intestino
delgado: uma antes do tratamento, uma na
fase de dieta isenta de glúten e outra após o
teste com reintrodução do glúten (desafio).
Posteriormente, tais critérios foram revi-
sados(42). Apesar da biopsia intestinal
permanecer como padrão-ouro para o
diagnóstico da afecção, nos últimos anos
muitos pesquisadores têm procurado testes
menos invasivos para diagnóstico, rastrea-
mento e monitorização da dieta.

Os principais marcadores sorológicos
descritos são os anticorpos antigliadina (AGA),
anticorpos anti-reticulina (ARA) e anticorpos
antiendomísio (EmA). Os AGA são inves-
tigados usualmente pelo método de ELISA,
dosando-se IgG e IgA no soro. Segundo

CHALLACOMBE(8), os anticorpos AGA-IgA
mostram-se mais específicos para DC do que
os anticorpos AGA-IgG, que demostram maior
sensibilidade. Os anticorpos anti-reticulina
(ARA-IgA) foram descritos por SEAH et al.,
em 1971(30), sendo detectados através da reação
de imunofluorescência indireta, utilizando-se
como substrato, estômago, fígado e rim de rato.
Representam um teste de triagem sensível e
específico para DC não tratada, negativando-se
com o tratamento e melhora histológica e
retornando a positividade quando o glúten é
reintroduzido na dieta. Os anticorpos antien-
domísio (EmA-IgA) foram descritos original-
mente por CHORZELSKI et al., em 1983(9);
pertencem à classe IgA e têm como antígeno
alvo a substância intermiofibrilar da musculatura
lisa do esôfago de macaco. VOLTA et al.(41),
usando cordão umbilical humano como
substrato, demonstraram a mesma especificidade
e sensibilidade para o EmA em ambas as
técnicas. Muito recentemente têm sido descritos
anticorpos contra transglutaminase tissular
(tTG), detectados pelo método ELISA, com
sensibilidade e especificidade superponíveis às
do EmA-IgA(21, 24, 33). Os EmA têm mostrado
um alto grau de especificidade e sensibilidade
nas várias fases da doença, sendo considerado,
atualmente, o melhor teste de rastreamento. A
sensibilidade e especificidade de todos os testes
referidos variam de centro a centro, mas
melhoraram com o uso de imunoglobulinas
específicas(12).

Antígeno endomisial ocorre em primatas e
não em tecidos de roedores, enquanto que o
antígeno à reticulina aparece em roedores e não
em primatas. Portanto, os anticorpos que
surgem podem ser distingüidos pela espécie e
órgão-especificidade, concluindo-se que os
antígenos reativos com anticorpos endomisiais
são distintos dos com reticulina(37). Vários auto-
res têm realizado estudos comparativos entre
anticorpos AGA, ARA e EmA tanto para
diagnóstico, como para controle da dieta, per-
mitindo melhor avaliação dos índices de sensi-
bilidade e especificidade dos mesmos(6,32,40).

Os estudos de VASQUEZ et al.(38,39),
realizados em familiares assintomáticos de
pacientes celíacos, evidenciaram que a
associação de dois testes (ARA e EmA)
caracterizaram maior sensibilidade na detecção
de formas assintomáticas ou latentes da DC.
SULKANEN et al.(32) constataram, em
pacientes celíacos, que a combinação do
EmA, ARA e altos títulos de AGA elevavam
os índices de sensibilidade sem prejuízo na
especificidade.

TUTHILL et al.(34) demonstraram que a
incidência de DC aumentou nitidamente nos
últimos três anos com a padronização de
vários testes sorológicos, conseguindo-se
detectar maior número de casos latentes ou
assintomáticos.

No presente estudo, investigou-se a
presença dos anticorpos anti-reticulina e
antiendomísio em pacientes celíacos recém
diagnosticados e pacientes sob tratamento
dietético, com o objetivo de comparar a
sensibilidade de cada anticorpo investigado,
bem como verificar se a associação dos dois
testes aumentaria os índices de positividade
nos pacientes em estudo.

CASUÍSTICA E MÉTODOS

Pacientes

Foram analisadas amostras de soro de
56 pacientes portadores de DC, diagnos-
ticados de acordo com os critérios estabe-
lecidos pela ESPGAN(27) e revisados por
WALKER-SMITH et al.(42). Biopsias foram
obtidas com cápsulas de Crosby-Kugler ou
através de endoscopia digestiva alta(17). O
controle do uso de glúten foi realizado
através de entrevista clínica com questões
relativas à transgressão das recomendações
dietéticas, sendo os doentes com ingestão
de aproximadamente 3 a 10 g de glúten por
dia considerados “não-aderentes”.
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Os pacientes foram divididos em três
grupos:

• Grupo 1 – 17 pacientes recém diagnos-
ticados (13 mulheres e 4 homens; faixa
de idade 3–66 anos; média de idade: 38
anos);

• Grupo 2 – 24 pacientes aderentes à
dieta isenta de glúten (18 mulheres e 6
homens; faixa de idade 5–77 anos;
média de idade: 29,4 anos);

• Grupo 3 – 15 pacientes não-aderentes
à dieta isenta de glúten (11 mulheres e
4 homens; faixa de idade 9–56 anos;
média de idade: 27,3 anos).

Metodologia

Foram colhidos 10 mL de sangue de todos
os pacientes, sem anticoagulante, sendo o soro
separado, aliquotado e armazenado a -20ºC
até a realização do exame.

Dosagem de IgA total

A determinação dos níveis séricos totais
de IgA circulante foi realizada por turbidimetria,
utilizando-se anti-soro específico (Turbiquant/
Behring). As amostras de soro foram diluídas
1:20 com solução fisiológica 0,85%, sendo a
leitura realizada pelo aparelho de turbidimetria
(Behring Turbitimer da Behring).

Anticorpos anti-reticulina e anticorpos
antiendomísio

Foram pesquisados através da reação de
imunofluorescência indireta, usando-se como
substrato cortes criostáticos (3 mm) de fígado
e rim de rato para os ARA, conforme descrito
por HÄLLSTRÖM(13); e cordão umbilical
humano para os EmA, segundo LADINSER

et al.(20). O substrato para os EmA foi fixado
na lâmina, utilizando acetona gelada por 10
minutos e clorofórmio por 30 minutos à
temperatura ambiente. A seguir, as lâminas
foram lavadas três vezes com tampão fosfato
salina (PBS), cinco minutos cada vez.

As amostras de soro foram submetidas a
uma triagem inicial com diluições em tampão
PBS (pH 7,2) 1:2,5, 1:5 e 1:10 tanto para a
pesquisa dos ARA, como para os EmA. Estes
soros diluídos foram colocados sobre os res-
pectivos cortes e incubados à temperatura
ambiente em câmara úmida, por 30 minutos,
e lavados com PBS, três vezes, cinco minutos
cada vez. A seguir, incubou-se com conjugado
fluorescente anti-IgA humano F(ab’)²
(Kallestad - França) previamente titulado
(1:80). As lâminas foram lavadas novamente
com PBS e montadas com glicerina alcalina
(pH 9,5). Para cada bateria utilizaram-se
soros controles positivos e negativos.

As leituras foram realizadas por dois
pesquisadores treinados em microscópio de
fluorescência Carl Zeiss, sendo consideradas

positivas para os EmA-IgA as amostras que
caracterizam fluorescência no tecido de
endomísio (substância intermiofibrilar) que
contorna as fibras de músculo liso na parede de
vasos e artérias do cordão umbilical (Figura 1).
Para os ARA-IgA as amostras positivas
caracterizaram fluorescência nas fibras ao redor
dos glomérulos, túbulos e vasos sangüíneos (rim
de rato) (Figura 2) e nas fibras na área portal,
contornando os vasos e paredes de sinusóides
(fígado de rato). Todos os soros positivos nas
diluições iniciais de triagem foram retestados
para definição do título final de anticorpos.

RESULTADOS

A comparação da sensibilidade entre os
anticorpos antiendomísio e anti-reticulina na
DC pode ser observada na Tabela 1.

Todos os pacientes recém diagnosticados
e aqueles com transgressão à dieta isenta de
glúten foram positivos para os EmA (100%),
com títulos de anticorpos variando entre 1:2,5
e 1:80. Os anticorpos ARA mostraram-se po-

Figura 1 – Anticorpos antiendomísio (EmA-IgA): padrão fluorescente em substância
intermiofibrilar de cordão umbilical humano que contorna as fibras do músculo liso
na parede de vasos e artérias (aumento 400 X).
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DISCUSSÃO

Desde a descoberta de CHORZELSKI et
al., em 1983(9), caracterizando a presença dos
anticorpos antiendomísio, classe IgA
(EmA-IgA) no soro de pacientes com DC,
inúmeros estudos têm evidenciado, de forma
crescente, a aplicabilidade deste teste na
seleção de pacientes para biopsias do intestino
delgado, bem como no rastreamento, diagnós-
tico e controle da dieta na DC(23, 28, 40, 41).

Embora se disponha na literatura nacional
de vários estudos e revisões relacionados a
aspectos clínicos, histológicos e de controle
da dieta(18, 19, 35), observa-se que as abordagens
sorológicas são restritas ou limitam-se, às
vezes, à investigação de um único tipo de
anticorpo(29). Este fato, certamente, está
relacionado tanto ao alto custo dos “kits”,
quando se pretende investigar os anticorpos
antigliadina por ELISA (AGA-IgA e AGA-
IgG), assim como a dificuldades de infra-
estrutura para congelamento e cortes criostá-
ticos dos tecidos, quando se quer investigar
os anticorpos EmA e ARA por imuno-
fluorescência indireta.

Cabe ainda enfatizar a pouca proba-
bilidade de se obter um número considerável
de pacientes em algumas regiões do País, onde
a própria origem étnica da população não é a
que mais caracteriza os pacientes celíacos.

Neste estudo foram investigados os
anticorpos EmA e ARA simultaneamente em
56 amostras de soros de portadores de DC.
A Tabela 1 deixa evidente a maior sensibilidade
dos EmA-IgA nos pacientes recém diagnos-
ticados (100%) e naqueles com transgressão
à dieta (100%), quando comparado aos ARA-
IgA (64,7% e 53,3%, respectivamente). Em
relação aos EmA-IgA, tais resultados são
compatíveis com os de diversos autores, como
se verifica na Tabela 2, em que predomina
alta sensibilidade para os EmA-IgA, embora
alguns estudos, como os de BOIGE et al.(3) e

Tabela 1 – Positividade para os anticorpos antiendomísio (EmA-IgA) e anti-reticulina
(ARA-IgA) na DC

Grupo n Ema-IgA ARA-IgA

Pacientes recém diagnosticados 17  100% (17/17) 64.7% (11/17)
Pacientes aderentes à dieta 24  0% (0/24) 0% (0/24)
Pacientes com transgressão à dieta 15  100% (15/15) 53.3% (8/15)
Total 56 Positivos: 32 Positivos:19

Negativos: 24 Negativos:37
Sensibilidade EmA-IgA: 100%
Sensibilidade ARA-IgA: 59.4%

sitivos em 11 pacientes recém diagnosticados
(64,7%) e em 8 pacientes em uso de glúten
(53,3%), com uma variação de títulos entre
1:10 e 1:80, como se verifica na Figura 3.

Nos pacientes aderentes à dieta de glúten,
não foi detectada positividade para nenhum
dos anticorpos investigados (0%).

Observou-se que no total de 32 pacientes
positivos, a concordância de positividade
entre os EmA e ARA foi de 59,4% (19/32),
sendo que 40,6% (13/32) eram ARA negativo
e EmA positivo. Nenhum paciente mostrou-
se positivo para os ARA e negativo para os
EmA. Todas as amostras positivas para os

EmA e negativas para os ARA apresentavam
baixos títulos (1:2,5 a 1:10) como caracteriza
a Figura 4.

Em relação aos títulos obtidos nas
amostras positivas tanto para os ARA, como
para os EmA (19/32), cinco apresentavam os
mesmos títulos, quatro tinham títulos
superiores para os EmA e 10 tinham títulos
superiores para os ARA (Figura 4).

A análise final dos dados permitiu
caracterizar sensibilidade de 100% para os
EmA e de 59,4% para os ARA. A associação
dos dois testes não aumentou estes índices
nas amostras em estudo.

Figura 2 – Anticorpos anti-reticulina (ARA-IgA): padrão fluorescente nas fibras ao redor
dos glomérulos (G), túbulos renais (T) e vasos sangüíneos (V) em rim de rato
(aumento 400 X).
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SULKANEM et al.(32) apresentem valores de
88% e de 85%, respectivamente. Para os
anticorpos ARA, os relatos mostram grande
diversidade de resultados, com uma sensibi-
lidade variando de 50% a 92% (Tabela 2). De
acordo com HÄLLSTRÖM(13), esta diferença
pode estar relacionada ao fato de que alguns
autores utilizaram apenas um substrato para
a pesquisa dos ARA, enquanto outros usaram
blocos compostos de dois ou mais tecidos.

1:80    ....................................................................................................................

1:40    ....................................................................................................................

1:20    ....................................................................................................................

1:10    ....................................................................................................................

1:5      ....................................................................................................................

1:2,5   ....................................................................................................................
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          Neg.       1:2,5         1:5            1:10            1:20            1:40            1:80
EmA     IgA

A
R

A
   

  I
gA

No presente estudo empregou-se rim e fígado
de rato simultaneamente na pesquisa dos
ARA e, ainda assim, a sensibilidade alcançada
foi de 59,4%. Tais resultados sugerem outros
fatores, além do número de tecidos usados
como substrato, influenciando nos resultados.
É inquestionável a elevada sensibilidade dos
EmA(6, 8, 41) e alguns trabalhos evidenciam que
aspectos envolvendo o antígeno alvo no tecido
e a espécie especificidade dos anticorpos

detectados nos dois métodos possam explicar
os índices de positividade superiores dos EmA
em relação aos ARA(13, 37).

SEAH et al.(31) obtiveram 85% de positivi-
dade para os ARA em crianças celíacas com
dieta normal e 29% naquelas com restrição ao
glúten. No grupo de adultos, os valores foram
de 60% e 16%, respectivamente. Os autores
tentam explicar o fato destes anticorpos não
serem detectados no soro de todos os
pacientes não tratados, sugerindo uma ligação
total dos mesmos aos tecidos (in vivo), assim
como colocam em dúvida a restrição total ao
glúten naquelas crianças e adultos em
tratamento e com reações ARA positivas
(29% e 16%, respectivamente). Outros
autores reforçam tais questionamentos,
enfatizando a importância dos testes soro-
lógicos na monitorização da dieta como um
alerta ao paciente e ao clínico e chamam a
atenção para o tempo de restrição ao glúten e
a negativação dos testes(5, 14). Neste estudo,
os pacientes aderentes à dieta com ausência
total de EmA e ARA (0%), encontravam-se

Figura 3 – Distribuição de títulos dos anticorpos EmA-IgA e ARA-IgA

Figura 4 – Correlação de títulos entre ARA-IgA e EmA-IgA
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em restrição ao glúten há mais de um ano,
atingindo, em alguns casos, até 30 anos de
dieta isenta de glúten.

Nas amostras analisadas no presente
trabalho, predominaram pacientes do sexo
feminino, como se verifica em relatos de outros
autores(6, 36). A idade variou de 3 a 77 anos,
sendo que a idade média dos recém diagnos-
ticados (38 anos) foi superior a dos outros
grupos (grupo 2 = 29,4 anos e grupo 3 = 27,3
anos). Chama a atenção o fato de se ter diagnos-
ticado DC até em paciente de 66 anos, demons-
trando que tal afecção pode ocorrer em qualquer
idade e que o diagnóstico pode ser tardio.

Ressalta-se que não foram incluídas neste
estudo comparativo entre os EmA e ARA,
crianças com idade inferior a 3 anos, pois se
considera sensibilidade maior dos EmA após
o segundo ano de vida. Os estudos de
ASCHER et al.(1) evidenciam alta sensibilidade
e especificidade para os AGA em crianças com
menos de 5 anos de idade, enquanto em crianças
mais velhas e adultos, os EmA mostraram-se
significativamente melhores. KORPONAY-
SZABÓ et al.(15) reforçam o decréscimo da
sensibilidade dos AGA com o aumento da
idade. Estes aspectos, bem como a baixa
especificidade dos AGA em DC de adultos,
fizeram com que a determinação dos mesmos
não fosse realizada no presente estudo,
comparativamente aos ARA e EmA.

BURGIN-WOLFF et al.(4) afirmam que
praticamente todos os indivíduos com
intolerância persistente ao glúten produzem
anticorpos em algum momento, com uma
ampla variação individual relacionada ao
tempo, tipo e quantidade de anticorpo
produzido. Este estudo reforça tais afirma-
ções. A Figura 3 permite observar os
anticorpos ARA e EmA em todas as amostras
analisadas, ficando nítida a diferença de
sensibilidade obtida entre os dois métodos,
bem como a variação de títulos dos anticorpos
detectados. Enquanto para os EmA a variação
foi de 1:2,5 a 1:80, tanto nos pacientes recém
diagnosticados, como naqueles com trans-
gressão à dieta, observou-se que para os ARA
a variação foi de 1:20 a 1:80 e 1:10 a 1:80,
respectivamente. Outros autores mostram
resultados semelhantes(28, 39). Tanto os EmA
como os ARA não foram detectados nos
pacientes aderentes à dieta.

Por outro lado, a Figura 4 mostra aspectos
interessantes em relação aos títulos de
anticorpos nas amostras positivas simulta-
neamente para os ARA e EmA (19/32). Em
apenas cinco amostras obteve-se igualdade
nos títulos (26,3%); em quatro destas, os
títulos dos EmA eram superiores aos ARA
(21%) e 10 tinham títulos de ARA superiores
aos EmA (52,6%). Chama a atenção que todas
as amostras positivas para os EmA e
negativas para os ARA (13/32) apresentavam

baixos títulos (1:2,5 a 1:10), ficando evidente a
maior sensibilidade dos EmA na detecção de
baixos níveis de anticorpos. Como nenhum
paciente apresentou-se positivo para os ARA
e negativo para os EmA, verifica-se que a
associação dos dois testes não aumentou a
positividade total das amostras, como foi
observado por SULKANEN et al.(32) ao
associar EmA, ARA e AGA, bem como por
VASQUEZ et al.(39) ao associar EmA e ARA.

Embora a deficiência de IgA seja aproxima-
damente 10 vezes mais comum em pessoas com
DC do que na população geral, nenhum paciente
apresentou tal condição neste estudo, não tendo
sido necessária a investigação dos EmA-IgG
nestas amostras, como recomendado por vários
autores(2, 32). Embora CATALDO et al.(7)

recomendem uma avaliação de rotina para
deficiência de IgA em laboratórios que fazem
sorologia para DC, LOCK e UNSWORTH(22)

consideram tal conduta excessiva, sugerindo
fazê-lo apenas nos casos com altos níveis de
AGA-IgG e EmA-IgA negativo.

Analisando de forma global, os resultados
do presente estudo reforçam a aplicabilidade
dos anticorpos antiendomísio e anti-reticulina
na detecção de enteropatias por sensibilidade
ao glúten e no controle da dieta em pacientes
celíacos. A elevada sensibilidade dos EmA
(100%) em relação aos ARA (59,4%) vem ao
encontro de relatos de diferentes autores e,
aliado ao fato que a associação dos dois testes
não elevou os índices de positividade nas
amostras, do ponto de vista econômico julga-
se dispensável o uso rotineiro da determinação
dos ARA.

Pode-se sugerir, em concordância com
outros autores que, atualmente, a pesquisa
dos anticorpos antiendomísio representa o
teste sorológico de escolha tanto para o
diagnóstico da DC, como para o controle da
dieta, considerando sua alta especificidade e
sensibilidade, reforçado pelo grande valor
preditivo e baixo custo quando se utiliza
cordão umbilical humano como substrato.

Tabela 2 –  Sensibilidade dos anticorpos anti-reticulina (ARA-IgA) e antiendomísio (EmA-
IgA) em pacientes celíacos adultos, por diferentes autores de vários países

Autor Ano País ARA-IgA EmA-IgA
Sensibilidade Sensibilidade

Hällström 1989 Finlândia 91% 91%
Mäki et al. 1991 Finlândia 92% 92%
Ferreira et al. 1992 Inglaterra 90% 100%
Mascart-Lemone et al. 1992 Bélgica 62% 100%
Boige et al. 1996 França 50% 88%
Korponay-Szabó et al. 1996 Hungria 98,8% 100%
Sulkanem et al. 1998 Finlândia 78% 85%
Kotze et al. 1999 Brasil 59,4% 100%
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