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Los anticuerpos IgA anti-transglutaminasa de
pacientes celiacos reconocen mayoritariamente
epitopes conformacionales
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RESUMEN: La IgA anti-transglutaminasa es un marcador especifico para el diagnéstico de la enfermedad celiaca.La transglutaminasa
de tejido es una enzima alostérica cuyos cambios conformacionales estdn mediados por calcio. Se sensibilizaron microplacas de
ELISA, utilizando como antigenos de captura la enzima de cobayo en su forma naliva, inmovilizada en presencia de calcio (a), 0
en ausencia de calcio (b), y la enzima desnaturalizada (c). Las absorbancias promedio de la IgA, obtenidas de la evaluacion de
sueros de pacientes celiacos(n=20) frente a la enzima inmovilizada en las mencionadas condiciones resultaron:1.3 UA (a), 0.56
UA(b) y 0.33 UA (c). EI nimero de sueros de pacientes cellacos que resultaron positivos sobre el total, fueron respectivamente:
20720 (a), 18/20 (b) y 6/20 (c). Los resultados sugieren la prevalencia de anticuerpos contra epitopes conformacionales en sueros
de pacientes celiacos, aspecto que debe ser tenido en cuenta, cuando se la utiliza como antigeno de captura en ensayos de ELISA.
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SUMMARY: IgA antibodies against tissue transglutaminase from celiac patients mostly recognise conformational epitopes.
Aleanzi, Mabel Cristina . |gA anti-transglutaminase s a specific marker for the diagnosis of celiac disease. Tissue fransglutaminase
is an allosteric enzyme undergoing conformational changes mediated by calcium. ELISA microplates were coated with guinea pig
lransglutaminase, using the native enzyme, immobilized in the presence (a) or absence {b) of calcium and the denaturated enzyme
(c) as capture antigens. Mean absorbance values obtained after evaluating IgA in sera from celiac patients (n=20) against the
enzyme immobilized under the condilions mentioned above were: 1.3 AU (a), 0.56 AU (b) and 0.33 AU (c). Positive/total sera ratios
were: 20/20 (a), 18/20 (b) and 6/20 (c). These results suggest that antibodies against canformational epitopes clearly prevail in
celiac disease patients. This characteristic must be taken into account when the enzyme is used as capture antigen in ELISA
assays.
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Introduccién

La enfermedad celiaca se caracteriza por el
dano que se produce en intestino delgado, con pérdi-
da de vello e hiperplasia de las criptas, lo que condu-
ce a malabsorcién. Existe una predisposicion
genética, fuertemente asociada con HLA-DQ2
(a1*0501-b1*0201). La patologia se desencadenaa
partir de la ingestion de proteinas presentes en el
gluten de trigo (gliadinas) y cereales relacionados.
La biopsia de intestino delgado, con demastracion
de mucosa plana, que se revierte con la eliminacién
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del gluten de la dieta es considerada la prueba de
referencia para el diagndstico de la enfermedad.

Los ensayos serol6gicos ampliamente utiliza-
dos para el diagnéstico de la enfermedad celiaca
son |a determinacién de anticuerpos anti-gliadina, y
de autoanticuerpos antiendomisio (AE). Particular-
mente |a IgA AE demostré ser un marcador aftamen-
te sensible y especifico (1, 2). Estos autoanticuerpos
se evaluan sobre cortes histoldgicos de tejidos, es6-
fago de mono o mas recientemente, cordén umbilical
humano (3).
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En 1997, Dieterich y colaboradores (4) identifi-
caron a la transglutaminasa de tejido (tTG), como el
antigeno blanco principal de los autoanticuerpos. Si-
multdneamente estos autores efectuaron, sobre un
panel reducido de pacientes, la primera determina-
cion por ensayo de ELISA de los anticuerpos anti-
tTG, utilizando como antigeno de captura la enzima
de cobayo. En 1998, Dieterich y colaboradores (5)
corroboraron la validez del ensayo de determinacion
de laIgA anti-tTG como predictora de la enfermedad
celiaca. Estos autores encontraron una elevada sen-
sibilidad, del 98 % con una especificidad del 94 % y
una excelente correlacion con la IgA AE.

Sulkanen y cols en 1999 (6) compararon la
reactividad de la IgA de pacientes celiacos frente ala
enzima de cobayo inmovilizada en ausencia y pre-
sencia de calcio, y solo en este dltimo caso encon-
traron que habia una clara diferencia de senal entre
la reactividad de pacientes celiacos y controles.
Como la actividad transglutaminasa de la enzima es
activada por calcio, esta diferencia de reactividad se
atribuyd a una mayor exposicion de epitopes funcio-
nales en presencia de calcio,

Numerosos estudios demostraron una elevada
sensibilidad y especificidad de la determinacion de
los anticuerpos anti-tTG por ensayo de ELISA y su
correlacion con los los AE (7,8,9). La utilizacion de la
enzima recombinante humana como antigeno de
captura arrojo resultados de sensibilidad y especifi-
cidad elevados, (98 %) (10), comparables y en algu-
nos casos superiores a los obtenidos con la enzima
comercial de cobayo, particularmente en relacion a
la mayor especificidad del antigeno de origen huma-
no (11,12). En estos estudios no se profundizé en el
andlisis de las caracteristicas, lineales o conforma-
cionales de los epitopes reconocidos por los
anticuerpos anti-tTG.

La evaluacion de la reactividad de anticuerpos
de pacientes celiacos frente a la enzima funcional-
mente activa, y frente a la enzima desnaturalizada es
un dato importante que puede contribuir a reforzar la
hipotesis sugerida por Sulkanen y cols.(6) de que los
anticuerpos de pacientes celiacos reconocerian
epitopes de la enzima funcionalmente activa.

En este trabajo comparamos la respuesta de la
IgA anti-tTG de sueros de pacientes celiacos y con-
troles sanos, en ensayos de ELISA, en los que las
microplacas fueron sensibilizadas con la enzima
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comercial de cobayo en distintas condiciones: solu-
ciones de la enzima funcionalmente activa (en las
que se controld su actividad enzimatica especifica),
con o sin adicién alternativa de calcio en la etapa de
incubacion y soluciones de la enzima desnaturaliza-
da por calor.

Materiales y Métodos

Pacientes. Los sueros de pacientes celiacos y
controles no celiacos utilizados en este trabajo co-
rresponden a un grupo de sueros estudiados previa-
mente (13), los que se mantuvieron congelados a-
20°C. Los pacientes celiacos fueron diagnosticados
en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital de
Nifos de Santa Fe, Dr. Orlando Alassia, segun el
siguiente criterio: evaluacién clinica; estudios de la-
boratorio incluyendo anticuerpos anti-gliadina; biop-
sia de intestino delgado, con resultado de enteropatia
grado llI-IV. previo al tratamiento; evolucidn favora-
ble con dieta libre de gluten. Los sueros analizados
corresponden a la extraccion previa al tratamiento
con dieta libre de gluten. Los sueros considerados
controles no celiacos corresponden a pacientes que
fueron diagnosticados clinicamente como no
celiacos, negativos para los anticuerpos anti-gliadina,
pero que no fueron biopsiados. Sexo de los pacientes
celiacos : 60/40, F/M. Sexo de los pacientes contro-
les 50% F/M.. Edad media de los pacientes: tres arios.

Transglutaminasa de cobayo. Se utilizo la
transglutaminasa (EC 2.3.2.13) de cobayo Sigma
(T5398). El contenido de cada vial (conteniendo 1 Ul
de enzima), se disolvié con 500 ul de solucion de
Tris-acetato 0.05 M, pH 6, EDTA (etilén-diamino tetra-
acético) 2 mM, 2-mercaptoetanol 2 mM. Una alicuo-
1a de esta solucidn se desnaturalizé por incubacion
60 minutos a 55 °C. Se determinaron las actividadades
enzimaticas y concentracion de proteinas de la frac-
cion nativa, (EN) y la desnaturalizada por calor (ED).

Determinacion de |a actividad especifica de la
transglutaminasa. Se efectud por el ensayo de for-
macion de hidroxamato descripto por Folk (14). Como
aceptor del grupo amino, se utilizé el dipéptido
glutaminil-glicidin, con el amino terminal protegido
por el grupo carbobenzoxi (CBZ): CBZ-L-glutaminil-
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glicina, y como grupo donante, la hidroxilamina. Para
detener la reaccion y desarrollar color se utilizo el
reactivo FeCl, -tricloroacético. EI hidroxamato que
se genera como producto se determind por lectura
espectrofotométrica. El ensayo se adaptd a micro-
técnica. La reaccion se desarrollé en un volumen
total de de100 wl., por 60 min a 37 °C, al cabo de los
cuales se adiciond el reactivo de color y se centrifugd
2 minutos a 10.000 RPM. en microcen-trifuga. Dos-
cientos microlitros del sobrenadante se transfirieron
a microplacas de ELISA, La absorbancia se ley6 a
490 nm en lector de ELISA. La curva de calibrado se
construyd utilizando y-glutamil hidroxamato (Sigma)
como testigo.

La determinaci6n del contenido proteico se efec-
tud por el método de Bradford (15) utilizando albumi-
na sérica bovina como estandar.

Unidad de actividad. Se define como la canti-
dad de enzima que cataliza la formacion de un
micromol de hidroxamato por minuto, a partir de CBZ-
glutaminil-glicidin dipéptido, a 37 °C en las condicio-
nes del ensayo.

La actividad enzimética especifica (Aee) se
calculé como:

Aee = Unidades de actividad /ml de muestra enzimtica

mg de proteinas /ml de muestra enzimdtica

Ensayos de ELISA. Se efectuaron de acuerdo
con lo descripto en (13).Las microplacas de
poliestireno (Costar, fondo plano) fueron incubadas 2
horas a 37°C y ON a 4°C con 50 pl de la solucion
correspondiente de la tTG de cobayo: 0,005 mg/ml
en Tris 0.05 M, pH 7.5 con o sin adicion de CaCl, 20
mM. Los sitios residuales se bloquearon, por
incubacion durante 1 hora a 37°C con TBS (Tris 0.05
M pH 7.5, NaCl, 0.15 M) adicionado de albimina
sérica bovina 10 g/ (TBS-BSA). Las muestras de
suero se diluyeron 1/100 en TBS-BSA. Como segun-
do anticuerpo se utilizé anti-IlgA-peroxidasa, especi-
fico de cadena alfa.humana (Sigma). La reaccién de
color se desarrolld con los sustratos TMB (3-3',5-5'
tetrametil- bencidina) y agua oxigenada , se detuvo
por el agregado de acido sulfirico 2 N y se midi6 la
absorbancia a 450 nm.

Andlisis estadistico. Para calcularlos interva-
los de confianza y comparar las diferencias entre las
absorbancias medias obtenidas frente a cada enzi-
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ma y para ambos grupos de pacientes se utilizo el
test t de Student (dos grupos independientes).

Resultados

La actividad enzimética especifica de la enzi-
ma nativa (EN) determinada inmediatamente luego
de reconstituida resulté igual a 1.2 Umg. La enzima
sometida a tratamiento térmico (ED) no mostré acti-
vidad. Ambas enzimas fueron adsorbidas desde so-
luciones de igual concentracion de proteinas (0.005
mg/ml).

Como se muestra en la Figura 1-A, para los
pacientes celiacos la mayor respuesta de la IgA se
obtuvo frente a la enzima activa, inmovilizada en
medio con calcio. Esta respuesta disminuy6
significativamente (p<0.01) cuando la enzima fue
adsorbida en ausencia de calcio y se obtuvo una
disminucion drastica de la senal (mayor al 50 %)
frente a la enzima desnaturalizada.

Los sueros de controles no celiacos (Figura 1-
B) no mostraron diferencias de absorbancias signifi-
cativas frente a la enzima inmovilizada en distintas
condiciones

Las absorbancias promedio de los pacientes
celiacos fueron significativamente mayores que las
de los controles no celiacos frente a la enzima acti-
va, tratada con calcio (p<0.001) y sin tratar (p<
0.01). Pero no se observo diferencia significativa
cuando se compararon las respuestas de celiacos y
controles frente a la enzima desnaturalizada .Esta
falta de diferencia no se debié a un aumento de la
respuesta inespecifica frente a la enzima desnatura-
lizada que se mantuvo baja, sino a una disminucién
de la respuesta especifica de los sueros de pacien-
tes celiacos en relacion a la obtenida frente a la enzi-
ma nativa,

Como criterio de corte para este marcador se
consideraron positivas las absorbancias que supe-
raron el intervalo de confianza de la absorbancia pro-
medio de los controles no celiacos. Como se mues-
traen la Tabla 1, todos los pacientes celiacos estu-
diados resultaron positivos frente a la tTG nativa tra-
tada con calcio y 18/20 resultaron positivos frente a
la enzima nativa sin tratar con calcio. Cuando se
utilizo la enzima desnaturalizada, solo 6/20 sueros
de pacientes celfacos arrojaron respuestas positi-



76

FABICIB / Volumen 7

Figura 1: Respuesta de la IgA anti-{TG frente a la enzima inmovilizada en diferentes condiciones.
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Tabla 1: Numero de sueros que resultaron positivos frente a la enzima inmovilizada en distintas condiclones

Enzima utilizada coma antigeno

Nativa + calcio

Pacientes celiacos
Controles no celiacos

20/20
0/20

Nativa sin calcio Desnaturalizada
18/20 6/20
0/20 0/20

vas, aunque con valores muy inferiores en relacion
con los obtenidos frente a la enzima nativa.

Conclusiones y Discusion

La determinacion de la IgA anti-tTG se realizo
utilizando microplacas adsorbidas con iguales con-

centraciones en masa de enzimas que presentaban
distintas actividades especificas. Estas distintas ac-
tividades especificas no se debian a una diferente
proporcidn de enzima/proteinas totales, sino a la pre-
sencia de la misma cantidad de enzima con distintos
estados de actividad, que pueden asociarse a distin-
tos estados confarmacionales.

La transglutaminasa de tejido cumple diversas
funciones y ademas de la actividad transglutaminasa-
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desamidasa calcio dependiente, es el Gnico miem-
bro de la familia que exhibe una actividad adicional
diferente: puede unir e hidrolizar guanosina y
adenosina trifosfato (GTP, ATP) (16), e hidrolizar ADN
(17) La actividad hidrolitica es independiente de la
actividad transglutaminasa, no es Ca+ +, sino
Mg+ + dependiente. El GTP y el calcio, controlan el
cambio estructural entre dos actividades vitales y
mutuamente excluyentes de la tTG. Este cambio de
funcién se produce en virtud de cambios
conformacionales en los que participan ambos do-
minios Ill y IV de la enzima (18).

Sulkanen y cols. (6 ) utilizando enzima de
cobayo y Sardy y cols (10) utilizando enzima
recombinante humana, demostraron una mayor
reactividad de los sueros de pacientes celiacos fren-
te a la enzima inmovilizada en presencia de calcio,
(que activa la funcidn transglutaminasa-desamidasa).
En este trabajo encontramos resultados coinciden-
tes, ya que la absorbancia promedio y el nimero de
sueros de pacientes celiacos considerados positi-
vos fue mayor frente a la enzima nativa inmovilizada
en presencia de calcio, que en su ausencia.

No se encontraron referencias en las que se eva-
Ie la reactividad frente a la enzima desnaturalizada.
Nuestros resultados indican una dréstica disminucion
de la senal con pérdida de sensibilidad, ya que solo 6
de los 20 pacientes estudiados resultaron positivos
frente a la enzima inactivada. Se sabe que la enzima
es inestable térmicamente y que disminuye su activi-
dad cuando aumenta el tiempo de almacenamiento
(10,14 ). Comprobamaos (resultados no mostrados) que
también pierde actividad si se somete a procesos de
congelamiento y descongelamiento una vez
resuspendido el liofilizado. Esta variacion de la activi-
dad provoco pérdida de reactividad y resultados no
siempre reproducibles de absorbancias.

En virtud de que la prueba de referencia para el
diagnéstico sigue siendo la biopsia, la sustitucién de
la misma por una prueba no invasiva, como la deter-
minacion de la IgA AE seria de gran utilidad. Con
mayores ventajas, tanto de tipo éticas (ya que no
utilizan tejido de animales superiores), como de
reproducibilidad del ensayo, ya que resultan inde-
pendiente del criterio del observador, aparecen los
ensayos de anticuerpos anti-tTG por ELISA. Wong y
colaboradores (11) compararon el funcionamiento
de diferentes kits comerciales de ELISA, basados en

77

la utilizacion de la enzima de cobayo o la humana
recombinante, con la determinacién de los
anticuerpos AE. Se concluy que si bien la enzima de
origen humano podria arrojar resultados superiores,
particularmente de especificidad, un solo kit mostré
¢l 100% de sensibilidad y especificidad .Los autores
sugirieron que las diferencias de resultados entre
los distintos tests podrian surgir de la presencia de
anticuerpos contra epitopes conformacionales.

En este trabajo demostramos que cuando la
enzima que se utiliza se encuentra totaimente des-
naturalizada, se produce una dréstica disminucion
de la reactividad con relacion a la obtenida con la
enzima activa. Estos resultados, y los estudios mas
finos realizados por Sblattero y cols. (19), contribu-
yen a reforzar esa hipotesis y sugieren que .la
optimizacién futura de estos ensayos deberia cen-
trarse no solo en el origen, ya sea animal 0 humano,
y en el grado de pureza de |a enzima utilizada como
antigeno sino también en la preservacidn de su con-
formacion funcional activa. Ademas de considerar
los posibles efectos que lainmovilizacién podria pro-
mover sobre la presentacion de los epitopes, una
primera condicién que deberia controlarse, particu-
larmente cuando no se utilizan kits estandarizados,
es que la enzima se encuentre en solucién, en el
estado funcionalmente activo, calcio dependiente.
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