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de anticorpos antinicleo o n 201607

How to interpret and appropriately appreciate the antinuclear antibody test

Alessandra Dellavance’; Luis Eduardo Coelho Andrade?

T resumo

Fator antiniicleo Atualmente, a pesquisa de anticorpos contra antigenos celulares, historicamente chamados de fator
antintcleo (FAN), tem requerido dos profissionais que trabalham (direta ou indiretamente) com o
exame uma acurada e constante revisdo dos paradigmas que norteiam a interpretacao dos resultados
obtidos. Os avancos metodol6gicos levaram a um aumento expressivo na sensibilidade do teste e,
Doengas auto-imunes conseqiientemente, a diminuicdo de sua especificidade, fato comprovado pelo crescente nimero de
exames positivos em individuos sabidamente higidos. Ha caracteristicas peculiares, as quais usualmente
sdo associadas aos auto-anticorpos observados em pacientes auto-imunes e em individuos nao-auto-
imunes. O objetivo desta revisdo é trazer uma abordagem sobre os pontos importantes, para a correta
valorizacdo dos achados do teste do FAN, que possa auxiliar na identificacao de pacientes com doencas

Células HEp-2

Imunofluorescéncia indireta

Marcadores soroldgicos

auto-imunes. E discutida a importancia do titulo e do padrao de imunofluorescéncia na valorizacao de
um teste positivo e no desdobramento da pesquisa de auto-anticorpos especificos. Também é feita uma
revisao dos conceitos do Consenso Nacional para Padronizacdo dos Laudos de FAN-HEp-2. Finalmente,
é oferecida uma discusséo sobre os possiveis significados do teste positivo de FAN em um paciente sem
evidéncia objetiva de doenca auto-imune.

abstract W=
The tradicional fluorescent antinuclear antibody test (ANA) has required constant update efforts from personel | Antinuclear antibodies
involved in performing and interpreting its results. The methodological advances have brought up a considerable
improvement in the test’s sensitivity and, consequentely, a decrease in its specificity. This has resulted in an
increasing number of positive tests in apparently healthy subjects. However, there are some peculiar features | Autoantibodies
associated with the auto-antibodies in patients with autoimmune diseases that are not present in those observed | autoimmune diseases
in healthy subjects. The objective of the present review is to bring an approach on the most important points to
be considered in the analysis and evalution of an ANA test that might help in the identification of patients with
autoimmune disease. Title and immunofluorescence pattern are discussed as important parameters and they
are important in the evaluation of ANA and in the reflex demand for further tests for specific autoantibodies.
The basic concepts of the National Consensus on Standardization of ANA-HEp-2 Report are posted. Finally, we
explore the possible meanings of a positive ANA test in a patient without objective evidence of autoimmune
disease.

HEp-2 cells

Serological markers
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Introducéo

O panorama cientifico atual é reflexo de réapidos e
crescentes avangos metodoldgicos nas mais diferentes
areas da ciéncia e exige continua reflexdo sobre alguns
paradigmas em todos os nichos da sociedade moderna. A
pratica médica sofre o impacto direto dessa evolucéo, o que
tem aumentado significativamente as potencialidades de
intervencdo na satide e também representado um desafio
para o gerenciamento dos recursos destinados as diferen-
tes areas da medicina. No que diz respeito diretamente a
medicina laboratorial, hoje freqlientemente séo reportados
laudos laboratoriais com grande ndmero de informacdes,
de extremo detalhamento, e que nem sempre traduzem
de forma objetiva e inquestionavel a condicdo de saide
de um paciente. Essa situacdo se torna particularmente
critica quando a evolugéo cientifico-tecnol6gica promove
mudancas em exames laboratoriais que afetam parametros
importantes para a interpretacdo clinica, como os valores
preditivos positivo e negativo, a sensibilidade e a especi-
ficidade.

Otimo exemplo desse tipo de situacio é o exame para
pesquisa de anticorpos antinicleo (ANA) pela técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFl), também conhecido como
fator antinuclear (FAN), em soro de pacientes com suspeita
de doenca auto-imune. Trata-se de um excelente exame
de rastreamento de auto-anticorpos que, ao longo das
Gltimas décadas, foi tecnicamente modificado de forma
a conferir sensibilidade progressivamente maior. Como
conseq(iéncia, o teste ANA passou também a apresentar
menor especificidade.

Atualmente, um dos fatos mais intrigantes na pesquisa
de ANA esté no nimero elevado de achados positivos em
individuos aparentemente higidos. Esse importante aspecto
sera abordado minuciosamente no decorrer deste texto.

Néo resta dlvida de que a compreensdo das pecu-
liaridades atuais da pesquisa de ANA requer uma analise
retrospectiva e histérica do exame para que o profissional
tenha condicdo de responder seguramente a pergunta
que freqlientemente se faz: como interpretar e valorizar
adequadamente o teste de anticorpos antinicleo?

Uma breve descricdo dos fatos ocorridos nas ultimas
décadas nos auxiliard a encontrar algumas respostas para
essa questdo e certamente suscitara alguns questionamen-
tos que ainda nao podem ser respondidos.

A histéria dos anticorpos antinlcleo comega com Har-
graves®?, que demonstrou na década de 1940 a presenca
de material nuclear fagocitado em sangue de pacientes com

lGpus eritematoso sistémico (LES) (Figura 1). Tratava-se de
anticorpos da classe IgG com reatividade contra desoxirribo-
nucleoproteinas. Essa observacdo deu origem a um ensaio
laboratorial altamente especifico, que recebeu o nome de
teste das células do lipus eritematoso (células LE). Por al-
gumas décadas, esse teste foi parte integrante dos critérios
estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (CAR)
para classificacdo do LES®®. O exame era caracteristicamente
marcado por alta complexidade e subjetividade na interpreta-
¢do, dificuldade em treinamento de profissionais para executar
0 ensaio, falta de reprodutibilidade e baixa sensibilidade.

Figura 1 - Imagem gentilmente cedida pelo Dr. Victor Piana de Andrade (Setor de
Anatomia Patolégica do Fleury Medicina e Sauide). Setas longas apontam massas de
cromatinas fagocitadas por neutrdfilos. Cabegas de setas apontam nicleos integros de
neutrofilos rechagados pelas massas cromatinicas fagocitadas.

Por decisdo do Conselho de Pesquisa e da Junta de
Diretores do CAR®), em 1997 a pesquisa de células LE foi
eliminada como um dos critérios para a classificacdo de
LES devido ao desenvolvimento de ensaios laboratoriais de
execucdo metodoldgica menos complexa, mais reprodutiva
e de maior sensibilidade em relacdo aos testes das células
LE. Foram acrescentados como critérios alternativos outros
auto-anticorpos considerados marcadores de LES, como
anti-Sm e anti-DNA nativo.

Em meados da década de 1950¥), a técnica de IFI
passou a ser utilizada na triagem de ANA (ANA-IFI) no
soro de pacientes com suspeita de doenca auto-imune.
O substrato antigénico da reacdo era corte de tecido de
roedores ou imprint de figado de camundongo, porém
outras fontes antigénicas foram inicialmente utilizadas para
esse fim, como esfregaco de leucécitos humanos. A técnica
possibilitou a identificacdo de um universo mais amplo de
auto-anticorpos que a pesquisa de células LE. Além disso,
0 ANA-IFI passou também a indicar a possivel presenca de
alguns auto-anticorpos em pacientes com suspeita de outras
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doencas auto-imunes, como esclerose sistémica e sindrome
de Sjogren, o que néo era possivel com a pesquisa de células
LE restrita a informacdes aplicadas apenas a suspeita de LES.
E importante enfatizar que o teste ndo era mais especifico
de LES, mas poderia ser positivo em alguns pacientes
com outras doencas reumaticas auto-imunes. Entretanto,
com o uso desse substrato, um teste de ANA-IFI positivo,
apesar de ndo mais especifico para LES, ainda trazia maior
possibilidade diagndstica de LES que de outras enfermida-
des. O aumento na sensibilidade, no entanto, resultou em
diminuicdo substancial na especificidade até mesmo para o
diagnéstico de doenca reumética auto-imune, pois alguns
individuos aparentemente higidos (2% a 4%) passaram a
apresentar resultados positivos pela técnica de ANA-IFI, o
que era extremamente raro com o teste das células LE.

De uma maneira bastante pratica, a informacdo dada
pelo ANA-IFI resulta do reconhecimento de antigenos
presentes no nicleo do hepatécito por auto-anticorpos
presentes no soro de pacientes. A ligacdo antigeno/an-
ticorpo revelada por anticorpos contra a gamaglobulina
humana marcada com fluorocromo traduz-se na forma de
padrdes morfolégicos ao microscépio que correspondem
a distribuicdo topografica dos respectivos auto-antigenos.
No imprint de figado de camundongo ou cortes de tecido
de roedores, cinco padrdes basicos de IFl podem ser visua-
lizados e interpretados como nos mostra a Tabela 1.

Por se tratar de um exame destinado ao rastreamento de
auto-anticorpos, a descricdo dos padrdes de IFl tem como
objetivo direcionar o clinico a testes especificos que iden-
tificam o antigeno-alvo reconhecido por um determinado
auto-anticorpo e complementam os achados preliminares do
teste ANA-IFI, buscando uma associacao clinica especifica (Ta-
bela 1). Isoladamente, o teste de ANA-IFI ndo permite definir
precisamente o antigeno reconhecido e vincular o resultado
encontrado a uma dada doenca. Para esse fim, os testes
tradicionalmente utilizados que permitem a identificacao de

auto-anticorpos em doencas reumaticas auto-imunes sao a
imunodifuséo dupla de Outcherlony (IDD)®@ para identifica-
¢do de diversos antigenos (SS-A/Ro, SS-B/La, Sm, UTRNP,
Jo-1, Scl-70, PM/Scl) e a imunofluorescéncia indireta com
substrato especifico, como Crithidia luciliae® para detec¢do
de anticorpos anti-DNA nativo. Mais recentemente tém sido
desenvolvidos kits comerciais de ensaio imunossorvente liga-
do a enzima (ELISA)* 39 e hemagalutinacdo® para detectar
alguns desses auto-anticorpos. Seu desempenho diagnéstico
¢ altamente dependente da qualidade dos insumos e ha
possibilidade de resultados falso-positivos em virtude da
excessiva sensibilidade desses dois métodos. Resultados
positivos em niveis préximos ao valor de corte do ensaio
devem ser valorizados com extrema cautela.

Nas Gltimas duas décadas passou-se a utilizar cada vez
mais um outro substrato para realizacdo do teste de ANA-IFI.
Trata-se da célula HEp-2 (American Type Culture Collection
CCL-23), que é uma linhagem de células tumorais derivadas
de carcinoma de laringe humana cultivada em monoca-
madas sobre laminas de vidro. Essas células provaram ser
excelente substrato para oferta de auto-antigenos no ensaio
ANA-IFI, apresentando uma gama de antigenos. Ademais,
os elementos citoldgicos s@o grandes e bem evidenciados,
contribuindo para uma étima visibilizagdo quando corados
pelos auto-anticorpos.

Hoje, a célula HEp-2 praticamente substituiu os cortes
ou imprint de figado de roedores nos laboratérios clinicos
em todo o mundo. Essa substituicdo inevitavel deveu-se a
mudltiplos fatores, entre os quais o mais importante foi a
excelente visibilidade de multiplos padrdes e a oferta de
uma miriade de auto-antigenos inerente a esse substrato.
Também contribuiu a facilidade de manuseio de cultivo
celular comparado a manuten¢do de biotérios apropria-
dos para a criacdo de animais em laboratérios de rotina.
Um terceiro fator foi a padronizacdo universal, ja que os
vérios laboratérios em todo o mundo passaram a utilizar o

Padroes de IFI observados em imprint de figado de camundongo ou cortes de tecido de

Tabela 1

roedores, possiveis antigenos envolvidos e possiveis associagoes clinicas

LES, LES induzido por drogas, artrite juvenil idiopatica, sindrome
de Felty, esclerose sistémica, CBP, hepatite auto-imune®

LES, LES induzido por drogas, artrite juvenil idiopatica, sindrome de

Felty, esclerose sistémica, cirrose biliar primaria, hepatite auto-imu-

Periférico e DNA nativo
homogéneo
Homogéneo DNA nativo
ne
Pontilhado fino  SS-A/Ro e/ou SS-B/La

Sindrome de Sjogren, LES, LES neonatal, LES cutaneo, AR, miosite e

esclerose sistémica, polimiosite©®

Pontilhado grosso Sm e/ou RNP

Nucleolar Antigenos nucleolares

LES, DMTC, esclerose sistémicat®?
Esclerose sistémica, polimiosite/ES, polimiosite/dermatomiosite®

LES: liipus eritematoso sistémico, AR: artrite reumatdide; DMTC: doenga mista do tecido conectivo; CBP: cirrose biliar primdria.
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mesmo tipo de substrato. Atualmente, diversos fabricantes
fornecem laminas comerciais com células HEp-2 fixadas
com excelente qualidade, contribuindo para a aplicacdo
técnica uniforme entre os laboratérios de analises clinicas.

Padrdes de fluorescéncia associados aos antigenos situa-
dos nos diferentes compartimentos celulares (nicleo, nuclé-
olo, citoplasma, placa cromossémica metafasica e aparelho
mitético) que ndo estavam disponibilizados em tecidos de
roedores passaram a ser observados (Figuras 2 e 3). Outra
caracteristica fundamental é que a célula HEp-2 expressa
alguns auto-antigenos relevantes que nado sdo expressos em
tecidos de roedores. O exemplo mais eloqliente é o do com-
plexo SS-A/Ro, que invariavelmente esta ausente de cortes
de roedores®@”. Assim, um soro monoespecifico anti-SS-A/Ro
da resultado negativo no ANA-IFl em tecido de roedores e é
francamente positivo quando se usa a célula HEp-2.

Mitecdndria _ Cromating
= Envelope nucleor —p

e

Figura 2 - Imagem esquematica de niicleo celular em interfase e exemplos de
padrdes de ANA-HEp-2 associados a algumas estruturas celulares

Figura 3 - Imagem esquemdtica de ciclo celular e exemplos de padrdes de ANA-
HEp-2 associados as diferentes fases mitéticas

Finalmente, como se trata de uma cultura tumoral em
constante proliferacéo, estao presentes células nas diferentes
fases do ciclo celular, expressando antigenos exclusivos da
mitose (Figura 3) como, por exemplo, o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA), reconhecido por auto-anticor-
pos presentes em 2% a 5% dos pacientes com LESY37,

Além disso, a melhor visibilidade dos diferentes compar-
timentos da célula resultou num espectro ainda maior de
padrdes de fluorescéncia oferecidos pelo testes ANA-IFI. Os
cinco padrdes bésicos de ANA-IFI observados no ensaio com
imprint ou corte de figado de roedores deram lugar a mais
de 20 padrdes que podem ser identificados e reportados nos
exames de ANA com emprego de células HEp-2 (ANA-HEp-
2). Alguns desses padrdes de IFl e suas possiveis associacoes
antigénicas e clinicas estdo apresentados na Tabela 2.

O resultado da maior oferta de antigenos levou a ex-
pressivo aumento na sensibilidade do ensaio. Aumentou-se
o rol de auto-anticorpos passiveis de serem detectados e
reduziu-se o limiar de concentracéo sérica a partir do qual
0s mesmos passam a ser detectados. Portanto, niveis baixos
de auto-anticorpos por vezes ndo detectaveis no teste ANA-
IFl com tecidos de roedores passaram a ser detectaveis no
teste ANA-HEp-2.

Consequiéncia direta desse aumento na sensibilidade
foi uma consideravel perda de especificidade do teste, o
que resultou na necessidade de uma interpretacdo bastante
criteriosa dos achados sorolégicos®. Um dos fatos atuais
mais intrigantes na pesquisa de ANA-HEp-2 é o niimero
elevado de achados positivos em individuos aparentemente
higidos. Na literatura essa freqiiéncia exibe ampla variacéo
(Tabela 3), provével reflexo das diferencas étnicas, am-
bientais e metodoldgicas (substrato utilizado, conjugado,
microscopio).

Assim como no ANA-IFI, a interpretacdo de um resul-
tado positivo do teste ANA-HEp-2 pode ser auxiliada pela
deteccdo de auto-anticorpos especificos associados ao
padrdo encontrado, como mencionado anteriormente. Por
exemplo, a demonstracéo de anticorpos anti-DNA nativo ou
antinucleossomo é fortemente indicativa de LES. Anticorpos
anti-Jo-11 e anti-Scl-70@% sdo marcadores de polimiosite e
esclerose sistémica, respectivamente. Portanto, o encontro
desses ou de outros marcadores especificos contribui para
a definicdo mais acurada da valorizacdo de um resultado
positivo de ANA-HEp-2. Em contrapartida, a auséncia desses
marcadores nado invalida, mas diminui a forca do achado
de ANA-HEp-2, especialmente se este for de caracteristicas
pouco especificas e ndo houver contrapartida clinica ou
laboratorial de doenga auto-imune sistémica.
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Tabela 2

Padrao de IFI-ANA
Nuclear homogéneo

Nuclear pontilhado fino

Nuclear pontilhado
grosso

Nuclear pontilhado
grosso reticulado

Membrana nuclear

Raros pontos nucleares

Miiltiplos pontos
nucleares
Nuclear pleomoérfico

Centromérico

Nucleolar

Citoplasmatico
pontilhado fino denso
Citoplasmatico
pontilhado reticulado

Auto-antigeno(s) associado(s)
DNA nativo
DNA de hélice simples

Histona (H1, H2A, H2B, H3, e H4)

Nucleossomo
La/SS-B

Ro/SS-A

Sm

U1-RNP (22, 34 e 70kDa)
Ribonucleoproteinas heterogéneas (hnRNP)

Lamins, Lamin B, gp210

p80 coilina (80kDa)
Sp-100

Antigenos de célula em proliferacdo PCNA
(34kDa), CENP-F (340kDa)

Proteinas associadas ao centromero (CENP-
A de 17kDa, CENP-B de 80kDa e CENP-C de
140kDa)

Fibrilarina (34kDa) (nucleolar grumoso
puro)

PMScl (20-110kDa) (nuclear homogéneo e
nucleolar pontilhado fino)

RNA polimerase I (10 a 220kDa) (nucleolar
pontilhado e pontos isolados na placa
metafésica)

Scl-70 (70 e 86kDa) (nuclear e nucleolar
pontilhado fino)

Proteina P ribossomal

Antigenos mitocondriais

Exemplos de padroes de ANA-HEp-2, auto-antigenos associados e possiveis correlagdes clinicas

Correlacao clinica

LES

Artrite juvenil idiopatica; LES induzido
por drogas e LES idiopatico

LES idiopatico; LES induzido por drogas;
AR; sindrome de Felty; artrite juvenil
idiopatica; esclerose sistémica; cirrose
biliar primaria; hepatite auto-imune
LES

Sindrome de Sjogren, LES, LES neonatal,
LES cuténeo

Sindrome de Sjogren, LES, LES cutaneo,
LES neonatal, AR, miosite e esclerose
sistémica, polimiosite

LES

DMTC, LES, esclerose sistémica.

LES, DMTC, outras doencas reumaticas,
doencas inflamatorias cronicas e mesmo
individuos higidos

Doengas reumadticas auto-imunes,
hepatopatias, doencas virais e também
individuos higidos

Sindrome de Sjogren, doencas
inflamatorias, individuos higidos

CBP

LES, condi¢des neoplasicas

CREST, esclerose sistémica, CBP

Esclerose sistémica

Polimiosite/ES; polimiosite/
dermatomiosite, esclerose sistémica
Esclerose sistémica

Esclerose sistémica, esclerodermia
limitada, esclerodermia difusa
LES

CBP

LES: ldpus eritematoso sistémico; AR: artrite reumatdide; DMTC: doenga mista do tecido conectivo; CBP: cirrose biliar primdria; CREST: acrénimo das principais caracteristicas
clinicas de uma variagéo da esclerodermia (calcinose, fenémeno de Raynaud, distrbios da motilidade esofdgica, esclerodactilia e telangiectasia).
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Freqiiéncia de FAN positivo no teste ANA-HEp-2 em individuos higidos sequndo alguns dados

Tabela 3
Populacao estudada

bibliograficos

597 trabalhadores higidos de um hospital urbano no Japao

500 doadores de sangue no Hemocentro de Sao Paulo
259 individuos com idade superior a 65 anos (UNIFESP)
Individuos entre 6 meses e 20 anos (UNIFESP)

Freqiiéncia de FAN posi- Autor
tivo
em individuos higidos
20% Watanabe et al. (2004)®Y)
22,6% Fernandez et al. (2003)®
12,8% Santos et al. (1997)¢3)
12,6% Hilario et al. (2004)@®)

Essas consideracdes sdo de valor inestimavel para uma
adequada interpretacdo do teste ANA-HEp-2 e reforcam a
necessidade de uma reflexdo cuidadosa sobre o contexto
histérico do exame que partiu de um achado de extrema
especificidade e baixa sensibilidade (células LE em pacientes
lGpicos), migrou para o ANA-IFI em tecido animal, um subs-
trato limitado na expressao antigénica, e culminou no ANA-
HEp-2, com riqueza extrema em expressdo antigénica.

Diante desse novo panorama algumas consideracdes
merecem a nossa atengao:

e qual é a relevéncia clinica dos padrdes de ANA-HEp-2?
e qual é a relevancia clinica dos titulos de ANA-HEp-2?

* existe padronizacdo interlaboratorial para a composicao
dos laudos laboratoriais?

A relevancia clinica dos padroes de

ANA-HEp-2

Como mencionado anteriormente, o padrédo de IFl re-
flete a distribuicdo topogréfica dos antigenos reconhecidos
pelos auto-anticorpos em um determinado soro. Essa asso-
ciacdo € mais refinada no caso das células HEp-2, em funcao
do alto grau de detalhamento citoldgico das mesmas e pelo
fato de que elas exibem claramente o comportamento dos
varios auto-antigenos ao longo das fases do ciclo celular. A
identificacdo apropriada dos padrdes de IFl no ANA-HEp-2
fornece uma razodvel indicacdo da possivel especificidade
do(s) auto-anticorpo(s) detectado(s)”. Assim como no
ANA-IFI em tecido de roedores, testes complementares
sao essenciais para verificar se a reatividade encontrada no
teste ANA-HEp-2 corresponde ao auto-anticorpo sugerido
pelo padrdo de IFI.

Auto-anticorpos contra alguns antigenos tém associagdo
bastante especifica a determinadas doencas auto-imunes
ou ao estado de auto-imunidade em si, enquanto outros
ocorrem indiscriminadamente em individuos auto-imunes

e ndo auto-imunes. Dessa forma, determinados padrdes de
fluorescéncia séo mais especificos de doenca auto-imune, en-
quanto outros ocorrem com freqiiéncia em individuos sadios
ou em pacientes com outras enfermidades nao auto-imunes.
O citoplasma celular, por exemplo, € rico em proteinas para
as quais auto-anticorpos naturais apresentam afinidade mo-
derada; ndo raramente, o soro de individuos sadios apresenta
reatividade moderada contra o citoplasma das células HEp-2,
evidenciando diferentes padrdes de IFI.

Estudos de biologia molecular e celular permitiram esta-
belecer a associacdo de diversos padroes de fluorescéncia,
dominios celulares e seus respectivos auto-antigenos. Assim,
o padrdo nuclear pontilhado grosso, por exemplo, representa
exatamente o mapa de distribuicéo das proteinas envolvidas
no processamento (splicing) do RNA mensageiro®, também
conhecido como spliceosome. Ocorre que as principais pro-
teinas do spliceosome sdo exatamente aquelas reconhecidas
pelos anticorpos anti-Sm (proteinas B, B’, D, D', E, Fe G)®? e
anti-U1-RNP (proteinas A, C e 70kDa)®?. Portanto, o padrdo
nuclear pontilhado grosso é virtualmente especifico de anti-
corpos anti-Sm e/ou anti-U1-RNP. Clinicamente, anticorpos
anti-Sm estdo fortemente associados ao LES, enquanto os
anticorpos anti-RNP sdo mais freqlientemente observados
na doenca mista do tecido conectivo (DMTC) e no LES. Vale
ressaltar que o padrao nuclear pontilhado grosso reticulado,
muitas vezes confundido com o pontilhado grosso, tem
significado imunolégico e clinico inteiramente diverso. Da
mesma forma, o padrdo nuclear homogéneo representa a
distribuicdo da cromatina no nicleo e, portanto, tende a ser
ocasionado por anticorpos contra o DNA nativo, nucleosso-
mo ou histonas. Clinicamente, anticorpos anti-DNA nativo e
antinucleossomo sdo considerados marcadores de LES.

Outros padrdes observados no teste ANA-IFI, também as-
sociados especificamente a determinados dominios nucleares
e seus respectivos antigenos, nao séo considerados especificos
de uma dada doenca. Isso decorre do fato de que os anticor-
pos contra esses antigenos ndo sao estritamente associados a
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uma condi¢do auto-imune ou mesmo a auto-imunidade em
geral. Alguns exemplos dessa situacdo sdo o padrao de raros
pontos nucleares isolados, correspondente aos anticorpos
anti-p80-coilina®, e o padrao centriolar®, correspondente a
anticorpos anticentriolo. Quando em baixos titulos, também
séo pouco relevantes os padrdes citoplasmatico polar (Golgi),
aparelho mitético e nuclear pontilhado grosso reticulado.
Mesmo o padrdo centromérico, considerado marcador de
formas limitadas de esclerose sistémica, tem pouca especifi-
cidade quando encontrado em titulos baixos.

Para comprovar essa afirmativa, Leser et al.?® realizaram
um levantamento e demonstraram a importéncia da associa-
¢ao entre o padrdo de IFl e o estado clinico. O trabalho foi
baseado em uma amostragem aleatdria de 394 pacientes com
ANA-HEp-2 positivo recrutados da rotina de um laboratério
clinico e com informacdes clinicas obtidas de forma sistematica
junto aos médicos. De acordo com um protocolo preestabele-
cido, os pacientes foram classificados em dois grupos: um de
individuos com indicios de enfermidades auto-imunes e outro
de individuos sem qualquer evidéncia de auto-imunidade.
Como pode ser observado na Figura 4, os padrdes nuclear
pontilhado grosso (PG) e homogéneo (H) associaram-se
quase exclusivamente a pacientes com enfermidades auto-
imunes. Em contrapartida, os padroes nuclear pontilhado
fino denso (PFd) e nuclear pontilhado grosso reticulado
(PGR) associaram-se predominantemente a individuos sem
qualquer evidéncia de auto-imunidade. Outros padrdes de
fluorescéncia apresentaram graus de associacao intermediaria.
Ao se conjugarem as informacdes de padrdo de fluorescéncia
e titulo observou-se, para alguns padrdes, que a associagdo
com auséncia de auto-imunidade foi real apenas em titulos

baixos. Esse foi o caso do padrdo nuclear pontilhado fino (PF) e
do PGR. Outros, por sua vez, mantiveram sua associagao com
auséncia de auto-imunidade em titulos baixos e altos, como
foi o caso do padréo PFd.

Os achados de Leser et al. foram corroborados por Goto
et a1, que estudaram um grupo de 1.306 japoneses
higidos trabalhadores em um hospital. Nessa populacdo,
3,7% dos individuos apresentavam anticorpos anti-p80
coilina, sem qualquer evidéncia de auto-imunidade. Um
outro exemplo estd no padrdo citoplasmatico de pontos
isolados, estudado por Laurino et al.?”, e presente em
individuos sem evidéncia de auto-imunidade, mas também
em individuos com acometimento de doencas auto-imunes
sistémicas e 6rgao-especificas.

Nao resta ddvida de que essas consideracdes afetam
diretamente a interpretacdo dos resultados na rotina
clinica. Esse aspecto pode ser apreciado em outro levan-
tamento com importante impacto, realizado num grande
laboratério clinico na cidade de Séo Paulo®?. Entre 30.728
amostras encaminhadas para triagem de auto-anticorpos
em ANA-HEp-2, no periodo de janeiro de 2001 a janeiro
de 2003, 13.641 (44%) apresentavam reatividade nuclear.
Obviamente, essa fracdo estad bem acima da expectativa de
doencas auto-imunes em uma casuistica geral de pacientes.
Portanto, o padrdo de reatividade encontrado poderia re-
fletir parcialmente o perfil de ANA-HEp-2 apresentado por
individuos ndo auto-imunes. Entre esses 44% os padrdes
mais prevalentes foram o PF e o PFd. Os titulos observados
foram predominantemente baixos para o padrdo nuclear
PF, enquanto o padrdo nuclear PFd apresentou maior
freqliéncia em titulos mais altos. Ao todo, o padrdo PFd
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Figura 4 - Distribuicdo do padréo de fluorescéncia no teste de anticorpos antinticleo em células HEp-2 (ANA-IFI) em 389 pacientes de acordo com a presenca e a auséncia de

evidéncia de auto-imunidade

PG: pontilhado grosso; Ho: homogéneo; No: nucleolar; NuMA-1: aparelho mitdtico caracteristico da proteina NuMA-1; Env: envelope nuclear; Centrom: centromérico; PF: pontilhado
fino; PFd: pontilhado fino denso; PGR: pontilhado grosso reticulado. Adaptado de Leser et al.?®.
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representou cerca de um terco das amostras com positi-
vidade nuclear.

Curiosamente, o padrdo PFd era desconhecido até ha
pouco tempo, talvez em funcdo de sua baixa representati-
vidade nas casuisticas de pacientes auto-imunes. Entretanto,
sua alta freqiiéncia em individuos ndo auto-imunes torna o
seu reconhecimento importante para que se possam apre-
ciar adequadamente os achados do teste de ANA-HEp-2. A
caracterizacéo do antigeno responsével pela expressdo do
padrao PFd evidenciou forte associagao com a especificidade
imunolégica anti-LEDGF/p7539. O auto-antigeno alvo desses
anticorpos, a proteina LEDGF, é um fator de transcricéo forte-
mente ligado a cromatina e considerado um importante fator
de sobrevivéncia celular. Esse auto-antigeno tem sua expres-
sdo aumentada em condicdes de estresse celular. Em nosso
meio, Dellavance et al. confirmaram a forte associacdo do
padréo PFd em células HEp-2 e a reatividade contra a proteina
LEDGF/p75. Na casuistica de Dellavance et al. apenas 18,5%
dos pacientes com padrdo PFd apresentavam algum tipo de
doenca reumatica auto-imune, e a maioria ndo apresentava
qualquer indicio de auto-imunidade. Nesse estudo havia
também informac@o pregressa sobre dados sorol6gicos de 40
desses casos com padrédo PFd por um periodo de até quatro
anos, observando-se que 37 (93%) mantiveram titulos altos
de anticorpos para esse auto-antigeno. Portanto, trata-se de
uma resposta soroldgica duradoura, embora néo especifica
de auto-imunidade.

Achados semelhantes foram encontrados por Watanabe
et al. (2004)(41), que estudaram 597 trabalhadores higi-
dos de um hospital urbano no Japdo (142 homens e 455
mulheres) para verificar a freqiiéncia de anti-LEDGF/p75,
responsavel pelo padréo PFd. Para isso utilizaram ANAHEp-
2, WB e método imunoenzimético com LEDGF/p75 recom-
binante. Pela técnica de ANA-HEp-2 foi verificado que 20%
dos individuos apresentaram reatividade nuclear e, destes,
64 apresentaram o padrdo nuclear PFd, o que representa
53% dos casos positivos observados.

A relevancia clinica dos titulos

de IFI-HEp-2

Um segundo ponto a ser considerado é o titulo do
ANA-HEp-2, muito embora seu valor seja relativo. Em geral,
os pacientes auto-imunes tendem a apresentar ttulos mo-
derados (1/160 e 1/320) e elevados (> 1/640), enquanto
os individuos sadios com ANA-HEp-2 positivo tendem
a apresentar baixos titulos (1/80) havendo, no entanto,
excecOes de ambos os lados.

Nesse sentido, podemos destacar um estudo multicén-
trico realizado por Tan et al.®® com pessoas de 20 a 60 anos.
Em individuos higidos observou-se relacéo inversa entre a
freqliéncia de reagdes positivas e o titulo da reagdo: 1/40
em 31,7% dos individuos; 1/80 em 13,3%; 1/160 em 5%
e 1/320 em 3,3%.

Em outro estudo que tinha como objetivo a avaliagdo
do significado clinico do titulo do ANA-HEp-2, Vaile et al.“®
analisaram 320 soros selecionados de dois laboratérios clini-
cos por apresentarem titulos maiores que ou iguais a 1/640
e informac®es clinicas confiéveis. Entre eles, 56% apresenta-
vam diagnéstico de LES ou doengas auto-imunes, mas 44%
nao apresentavam quaisquer evidéncias de auto-imunidade.
Alguns dos Ultimos apresentavam titulos de 1/5.120 ou
1/10.240. Embora esse estudo aponte claramente que
altos titulos de ANA-HEp-2 ndo implicam necessariamente
em auto-imunidade, nédo foi feita anélise comparativa
com pacientes apresentando titulos baixos. E possivel que
entre eles a porcentagem de pacientes sem evidéncia de
auto-imunidade seja maior. Nesse sentido, cabe observar
que no estudo de FAN em populacéo geriatrica brasileira,
conduzido por Santos et al.®¥, observou-se que a freqliéncia
de titulos de FAN considerados altos em individuos higidos
acima de 65 anos de idade foi significativamente maior que
nos controles entre 20 e 40 anos.

Padronizacao interlaboratorial para a

composicao dos laudos laboratoriais

Arapida e crescente difuséo do uso das células HEp-2 em
todo o mundo, tanto pela simplicidade metodoldgica como
pelo féacil acesso a diferentes fornecedores, rapidamente
evidenciou a necessidade de padronizacdo na execucdo
do ensaio e na interpretacdo dos padrdes de IFl. Em nosso
pais, essa constatacdo conduziu varios profissionais a rea-
lizacdo de um consenso nacional para emissao de laudos
de FAN com a finalidade de padronizar os procedimentos
e a nomenclatura referentes ao teste de ANA-HEp-2 nos
vérios laboratérios em territério nacional. Os encontros
foram realizados em Goiania, em 2000 e em 2002, sob a
coordenacdo do Professor Paulo Luiz Carvalho Francescan-
tonio, da Universidade Catdlica de Goias?. O resultado
desses encontros foi a definicdo da diluicao das amostras
na triagem, a homogeneizacdo das terminologias empre-
gadas nos laudos, a padronizacao da descricdo dos padrdes
observados nos diferentes compartimentos celulares, o
estabelecimento de possiveis associa¢des clinicas, a veicu-
lacdo de material didético para treinamento de profissionais
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que realizam a leitura em microscopia, a troca continua de
informagdes entre diferentes centros que realizam o ANA-
HEp-2 e a alteracdo do nome do teste (FAN) para “pesquisa
de anticorpos contra antigenos celulares”.

Para o laudo final do exame, a sugestdo do consenso
é que o resultado seja subdividido na descricdo do padrao
de fluorescéncia em cinco compartimentos celulares: nu-
clear, nucleolar, citoplasmatico, aparelho mitético e placa
cromossdmica metafésica. O consenso recomenda também
que seja acrescentada ao laudo uma nota interpretativa,
procurando traduzir o possivel significado clinico e imu-
nolégico dos padrdes observados na amostra.

Considerando a relevancia do titulo e do padrdo obser-
vados na andlise da IFI com soro de pacientes sob suspeita
de doenca auto-imune, os laudos que seguem o modelo de
organizacdo proposto pelo consenso auxiliam o clinico na
deciséo sobre a valorizacdo e a interpretacdo adequadas do
resultado obtido. Cabe, no entanto, aos laboratdrios de rotina
estabelecer critérios extremamente rigidos com relacdo aos
controles de qualidade da reacdo, manutencdo preventiva
continua dos microscépios, titulacdo criteriosa dos conjuga-
dos, atualizacdo continuada dos profissionais que realizam a
anélise da reacdo de IFl e definicdo de padrdes e titulos. Fica
evidente a necessidade de todos os profissionais envolvidos
com a execucdo e a aplicagdo do FAN-HEp-2 possuirem com-
pleto conhecimento de caracteristicas e limitagdes do teste
para que laudos bem avaliados auxiliem de fato o paciente.

Como interpretar um resultado positivo

de ANA-HEp-2 em um paciente sem
evidéncia clinica de doenca auto-imune

Diante de todos os aspectos abordados é importantissi-
mo ressaltar a problemética realidade existente no crescente

Tabela 4
® Associacdo evidente com uma condigao auto-imune

nimero de pedidos indiscriminados do teste ANA-HEp-2
e de outros auto-anticorpos na pratica clinica. Isso leva a
situacOes conflitantes em que resultados positivos do ANA-
HEp-2 sdo confrontados com dados clinicos inconsistentes.
A Tabela 4 sintetiza as possibilidades de interpretacado de
um teste positivo de ANA-HEp-2 e pode ser extrapolada
para varios outros auto-anticorpos.

O impasse ocorre quando ndo ha qualquer evidéncia
clinica e/ou laboratorial consistente de doen¢a auto-imune
sistémica. Para a correta interpretacéo desse achado é impor-
tante ter em mente que o fendmeno de auto-imunidade nao
€ exclusivo de estados patoldgicos. De fato, existe certo grau
de auto-imunidade fisiolégica que se inicia no periodo intra-
uterino e persiste ao longo de toda a vida. Esse fendmeno esta
sobejamente confirmado pela demonstracdo dos auto-anticor-
pos naturais pelo grupo de Avrameas et al.?. Portanto, uma
primeira interpretacdo é de que o achado do auto-anticorpo
representa um “incidentaloma”@®), evento cada vez mais fre-
quiente com o advento de recursos diagnésticos extremamente
sensiveis. Situacdo analoga é observada hoje com os exames de
imagem ultra-sensiveis, que freqlientemente revelam achados
anatdmicos sem contrapartida clinica evidente.

Outro ponto a se considerar é que o nivel de auto-imu-
nidade fisiolégica, ou basal, pode flutuar na dependéncia de
sobrecargas a que o sistema imunoldgico seja exposto. Esta
bem demonstrada a presenca de auto-anticorpos desenca-
deada transitoriamente por infec¢bes, por medicamentos e
por neoplasias. Nosso grupo demonstrou claramente alta
prevaléncia de auto-anticorpos em pacientes infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e por outros
virus linfotrépicos®. Portanto, outra consideracéo a ser feita
ante um paciente com um achado positivo de ANA-HEp-2
refere-se a possibilidade de infeccdes virais recentes, uso de
medicamentos e processos neopldsicos.

Possibilidades de interpretacao de um teste positivo de ANA-HEp-2

¢ Nenhuma associacao evidente com uma condicao auto-imune

® Incidentaloma?

® Auto-anticorpos associados a doencas inflamatorias cronicas?

® Disttirbio auto-imune transitorio?
- Infeccao?

- Drogas?

- Cancer?

® Traco familiar de auto-imunidade?

® Manifestacdo minima de um espectro de condicdes auto-imunes?
® Manifestacdo precoce de uma doenca auto-imune incipiente?
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Vérias evidéncias demonstram que os auto-anticorpos
freqlientemente precedem a ecloséo clinica das doencas
auto-imunes®. Um teste ANA-HEp-2 positivo pode preceder
o aparecimento clinico do LES em até nove anos. Cerca de
80% dos pacientes com LES apresentam ANA-HEp-2 positivo
antes do aparecimento dos primeiros sintomas. O mesmo é
vélido, embora em menor porcentagem, para os varios auto-
anticorpos especificos dessa enfermidade, como anti-DNA
nativo e anti-Sm. Portanto, outra possibilidade a se considerar
em presenca de um achado clinicamente inconsistente de
ANA-HEp-2 positivo € de que o paciente poderd vir a desen-
volver uma doenca auto-imune nos préximos anos.

No entanto, alguns individuos podem seguir décadas
com auto-anticorpos circulantes sem desenvolver qualquer
sinal de enfermidade auto-imune. Deane et al. (1995)()
acompanharam 31 criancas com FAN positivo, queixas
musculoesqueléticas inespecificas e nenhuma evidéncia
objetiva de doenca auto-imune a apresentacdo ao servico.
A maioria apresentava titulos inferiores a 1/640, mas algu-
mas apresentavam titulos de 1/1.280 ou 1/2.560. Ap6s um
periodo médio de 37 meses, somente uma crianga evoluiu
para doenca auto-imune, especificamente hepatite auto-
imune. As demais apresentaram desaparecimento (81%) ou
melhora (16%) dos sintomas. Em nosso meio, um estudo
prospectivo, realizado em uma coorte de pacientes geriatri-
cos, evidenciou titulos de FAN iguais ou superiores a 1/40
em 8,8% de 259 individuos sem evidéncia de manifestacdes
auto-imunes. Alguns desses individuos apresentaram titulos
maiores que ou iguais a 1/1.280. O acompanhamento deles
por cinco anos mostrou estabilidade do padréo e do titulo
do FAN sem que houvesse desenvolvimento de sinais de
auto-imunidade especificamente associada a presenca de
anticorpos antintcleo®@?.

Sabe-se que as doencas auto-imunes apresentam impor-
tante componente genético. E comum que os familiares de
primeiro grau de pacientes com doencas auto-imunes apre-
sentem a mesma enfermidade que o probando ou outras
doencas auto-imunes. Por vezes, os familiares apresentam
apenas formas frustras que ndo permitem diagndstico de-
finido. Estd aumentada a freqliéncia de auto-anticorpos em
familiares de pacientes com doencas auto-imunes. Embora
ndo tdo acentuadamente como as doengas genéticas mo-
nogénicas, as doencas auto-imunes de carater poligénico
apresentam maior incidéncia em familiares de primeiro
grau. Portanto, outra possibilidade a se considerar em face
de um achado clinicamente inconsistente de ANA-HEp-2
positivo é que ele represente um traco espurio de auto-
imunidade familiar.

Deve-se também ter em mente o carater espectral das
doencas auto-imunes. Ha formas completas e graves, formas
intermediarias e formas leves e incompletas. Portanto, ha
que se considerar ainda a possibilidade de que um auto-an-
ticorpo isolado represente a minima manifestacéo espectral
de uma condigdo auto-imune nao claramente manifesta.

Em suma, perante um resultado positivo de ANA-HEp-2 é
imprescindivel que haja verificacdo da existéncia de evidéncia
clinica ou laboratorial de doenca auto-imune sistémica. Além
do exame clinico apurado é importante verificar possiveis
alteracdes em hemograma, urina |, proteina C-reativa e
velocidade de hemossedimentacédo (VHS), que podem ser
considerados extensdes do exame clinico. Sintomas vagos,
como artralgia e astenia, com exames laboratoriais gerais
normais ndo sdo suficientes para oferecer subsidio para um
achado laboratorial de ANA-HEp-2 em titulo baixo e com
padrédo de fluorescéncia pouco especifico. Por outro lado,
é sabido que algumas vezes as enfermidades auto-imunes
manifestam-se inicialmente por sintomas vagos e pouco espe-
cificos. Nesse sentido, € bom lembrar que os auto-anticorpos
podem preceder em meses ou anos a ecloséo clinica de uma
doenca auto-imune. E importante também considerar a
possibilidade de um estimulo imunolégico transitério como
causa do ANA-HEp-2 positivo. Isso é particularmente ver-
dadeiro no contexto de infecges virais, como Epstein-Barr,
citomegalovirus e parvovirus.

Entre as vérias possiveis interpretacdes de um resultado
positivo do teste ANA-HEp-2 incluem-se uma evidente as-
sociagdo com doenca auto-imune, um trago incompleto de
diatese auto-imune familiar, um achado precoce de doenca
auto-imune, um distarbio imunoldgico transitério (infeccao,
droga, cancer) e uma manifestacdo minima de doenca auto-
imune espectral. A andlise criteriosa de todo o contexto cli-
nico é fundamental para a correta valorizacdo desse achado.
Muitas vezes impde-se monitoracdo prospectiva por algum
tempo para se detectar uma possivel evolucdo para auto-
imunidade clinica. Em todos os cenarios é fundamental
tranqilizar o paciente, muitas vezes ansioso pelo estigma
de um resultado positivo do teste ANA-HEp-2.

Concluindo, o exame FAN-HEp-2 conta com caracteris-
ticas relacionadas a sensibilidade, especificidade e valores
preditivos que exigem obrigatoriamente conhecimento
extremamente apurado do clinico para uma interpretacdo
correta dos laudos liberados pelos laboratérios clinicos.
Considerando os achados positivos em individuos higidos
ou sem evidéncia de auto-imunidade, que variam de 10%
a 15% nas diferentes casuisticas, fica evidente a necessida-
de de solicitacdes respaldadas em elementos clinicos ou
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laboratoriais sugestivos de auto-imunidade. A solicitacao
indiscriminada de ANA-IFI tem ocasionado situacdes con-
flitantes quando resultados positivos sao confrontados com
dados clinicos inconsistentes. A adequada interpretacéo
dos padrdes de IFl exerce papel primordial na valorizagdo
dos resultados encontrados. Caracteristicas intrinsecas do
teste ANA-HEp-2 podem ser (teis nesse sentido. O titulo
do ANA-HEp-2 é um parametro de valor relativo, enquanto
o padrao de fluorescéncia pode ter impacto mais decisivo.
Isso é especialmente verdadeiro na presenca de alguns pa-

drdes, como os PG e Ho, mais freqlientemente associados
a estados auto-imunes sistémicos, e de nucleares pontilha-
do fino denso e pontilhado grosso reticulado, presentes
preferencialmente em individuos higidos e em pacientes
sem evidéncias de auto-imunidade. Entre esses, salienta-se
o0 padrdo nuclear pontilhado fino denso, por seu reconhe-
cimento relativamente recente e por representar o padrao
observado mais freqiientemente e em maiores titulos em

individuos ndo auto-imunes.
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