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Analise comparativa de quatro kits de FAN HEp-2 para
a deteccao de autoanticorpos séricos

Comparative analysis of four ANA HEp-2 kits for the detection of serum autoantibodies

Romulo Carvalho Vaz de Mello'; Dilermando Fazito de Rezende? Barbara Ribeiro Coutinho?; Clarissa de Souza Medeiros*;
Enoque Ananias Alves Filho; Giovanni César Leite®; Jodo Paulo Ferreira de Carvalho’; Suzane Pretti Figueiredo Neves®

resumo

Autoanticorpos Introducdo: O objetivo deste estudo foi avaliar a concordancia entre os kits de fator antindcleo (FAN)
HEp-2 em relacdo aos padrdes de fluorescéncia observados. Objetivou-se, ainda, avaliar o desempenho
dos kits em relacéo a intensidade de fluorescéncia apresentada pelo uso dos conjugados fluorescentes, o
ndmero de mitoses por campo presentes no pogo de reacdo e a titulagdo necessaria para se obter o limiar
de reatividade minima (1+) dos soros controle reagentes presentes nos kits. Materiais e métodos: Setenta
e quatro amostras com resultados conhecidos foram testadas em quatro kits comerciais para a pesquisa
de FAN HEp-2. O processamento estatistico foi feito pelo programa STATA® 9.2 e a concordancia entre os
resultados foi aferida pelo teste Kappa. Resultados: O indice de concordancia entre os kits, obtido pelo
teste Kappa, foi superior a 0,94. Houve grande variabilidade quanto ao nimero de mitoses por campo
presentes por pogo de reacéo e quanto a intensidade de fluorescéncia dos conjugados, além de ter havido
significativa diferenca em dois kits em relacdo a diluicdo necessaria para obtencéo do limiar de reatividade
minima (1+). Conclusdo: A taxa de concordancia geral obtida pelo teste Kappa foi elevada, atingindo
indice superior a 0,94. As maiores diferencas foram devido a presenca de amostras com padréo variando
entre nuclear pontilhado fino (PF), nuclear pontilhado fino denso (PFD) e nuclear homogéneo (HOMO).
E necesséria maior padronizagao dos kits quanto ao soro controle para a obtenczo do limiar de reatividade
minima e em relacéo a intensidade de fluorescéncia dos conjugados.

abstract IS

Anticorpos antiniicleo
FAN HEp-2

Doencas autoimunes

Introduction: The objective of this study was to assess the concordance among antinuclear antibody (ANA)
HEp-2 kits as to the observed fluorescent patterns. The objective was also to evaluate their performance
concerning the following items: fluorescence intensity due to the use of fluorescent conjugates, the number
of mitosis per field on the reaction wells, and the required dilution to obtain minimum reactivity (1+) of the
reagent control-serum present in the kits. Material and methods: Seventy-four samples previously known
results were tested using four commercial kits ANA HEp-2 kits. The statistical evaluation was carried out
with STATA® 9.2 software and the concordance among the results was assessed with Kappa test. Results:
The concordance coefficient among the kits obtained with Kappa test was higher than 0.94. There was a
great variability as to the number of mitosis per field on the reaction wells and the intensity of fluorescence
conjugates. Concerning the required dilution to obtain a minimum reactivity (1+), there was a significant
difference in two kits. Conclusion: The general concordance level obtained with Kappa test was higher than
0.94. The greatest differences were observed in samples with nuclear fine speckled (FS), nuclear dense fine
speckled (DFS) and nuclear homogeneous (HOMO) patterns. As far as serum for minimum reactivity level
and intensity of fluorescent conjugates are concerned, a better standardization is yet to be pursued.

Autoantibodies
Antinuclear antibodies
ANA HEp-2

Autoimmune diseases
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Introducao

Durante muito tempo, o diagndstico das enfermi-
dades era realizado com base na anamnese e no exame
fisico do paciente, fundamentados basicamente na arte
da observacdo. Com o avanco da tecnologia, a medicina
ganhou o amparo de propedéuticas laboratoriais e de ima-
gem, que, consequentemente, permitiram a confirmacéo
de diagnésticos menos provéveis®. No inicio da década de
1940, Hargraves notou no soro de pacientes portadores de
lGpus eritematoso sistémico (LES) a presenca de material
amorfo fagocitado dentro do citoplasma de neutrdfilos.
Descobriu-se posteriormente que esse material era consti-
tuido de proteinas do nicleo celular ligadas a anticorpos
da imunoglobulina da classe G (IgG). O teste desenvolvido
a partir dessa descoberta recebeu 0 nome de pesquisa de
célula LE, exame altamente especifico para o diagnéstico
dessa enfermidade, que, todavia, apresentava baixissima
sensibilidade, além de ser de dificil padronizacéo e possuir
baixa reprodutibilidade®.

Alguns anos depois, foi desenvolvido o teste de imu-
nofluorescéncia indireta (IFl), utilizando inprints ou cortes
histol6gicos de figado de roedores como substrato, em
que se buscava revelar, por meio da imunofluorescéncia
indireta, a ligacdo de autoanticorpos a proteinas do nu-
cleo das células; esse exame passou a ser conhecido como
fator antintcleo (FAN). A utilizacdo desse teste permitiu a
deteccéo de maior nimero de autoanticorpos, direcionados
a diferentes proteinas do nicleo celular, resultando em
positividade para o teste em vérias doencas autoimunes,
como Sindrome de Sjogren, esclerose sistémica progressiva,
polimiosite e outras, levando a um aumento da sensibili-
dade e queda na especificidade do teste. A visualizagdo ao
microscopio permitia a determinagéo do padrao observado
pela fluorescéncia, que podia variar de acordo com o tipo
de anticorpo presente no soro do paciente, servindo como
parametro complementar na interpretacdo do teste, pois
anticorpos diferentes apresentavam especificidades dife-
rentes, associando-se mais comumente a determinadas
situacdes clinicas. A especificidade do anticorpo podia entéo
ser confirmada por testes especificos, como a imunodifusédo
radial dupla e a hemaglutinacdo indireta®.

No inicio dos anos 1990, foi desenvolvida uma nova
metodologia para a realizacdo do teste de FAN por inter-
médio da substituicdo das células de figado de roedores por
células da linhagem HEp-2, provenientes de carcinoma de
laringe humana. A utilizacéo desse substrato promoveu uma
verdadeira revolucdo no teste do FAN. Por se tratar de uma

célula humana e derivada de linhagem tumoral, a oferta
de antigenos aumentou de forma significativa. As células
também eram maiores, apresentando nicleo volumoso, o
que facilitava a observacédo pela microscopia. Além disso,
notou-se a presenca de muitas células em diferentes esta-
gios da mitose, o que possibilitou a exposicdo de antigenos
relacionados com a divisao celular. A utilizacdo das células
HEp-2 levou, entdo, a descoberta de novos padrdes de
fluorescéncia nuclear relacionados com diferentes autoan-
ticorpos, além de padrdes citoplasmaticos, e associados a
divisdo celular™. A sensibilidade do teste aumentou de for-
ma significativa, novamente com perda da especificidade.
Observou-se, ainda, que individuos saudéveis e portadores
de outras doencas ndo autoimunes poderiam apresentar
reatividade para o teste. Novos testes especificos foram
desenvolvidos para a deteccdo de anticorpos relacionados
com determinados padrdes de fluorescéncia. O teste do FAN
passou a ser denominado FAN HEp-2 e, progressivamente,
a ser utilizado como teste para rastreamento de doencas
autoimunes. No entanto, a utilizacdo indiscriminada do
teste em populagdes com baixa prevaléncia de doencas
autoimunes levou a um aumento expressivo nos resultados
fa|SO-pOSitiVOS (5,7,11,12,14,15,17, 18)‘

Com o objetivo de estabelecer parametros para a rea-
lizacdo do teste, padronizar a liberacao dos laudos e, por
conseguinte, orientar a interpretacdo dos resultados do teste
do FAN HEp-2, foi elaborado em nosso pais o Consenso
Brasileiro de FAN HEp-2, que se encontra em sua terceira
edicdo® 39,

Entretanto, algumas questdes associadas ao desempe-
nho analitico do teste do FAN HEp-2 ainda nao estéo bem
determinadas pela literatura. Existem varias marcas de kits
comerciais destinados a realizacdo do teste, porém ndo se
sabe se ha padronizacdo dos materiais utilizados para a
realizacdo do exame por diferentes fabricantes, incluindo
o substrato de células HEp-2, o conjugado fluorescente,
e os soros controle, o que pode afetar, de maneira im-
portante, a reprodutibilidade dos resultados obtidos por
diferentes kits.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a concordancia
entre quatro kits comerciais de FAN HEp-2 em relacdo aos
padrdes de fluorescéncia, o nimero de mitoses por poco
de reacdo de cada kit e a intensidade de fluorescéncia de
cada um dos quatro conjugados dos respectivos kits, além
de verificar a diluicdo necessaria para alcancar o limiar de
reatividade minima (1+) do soro controle positivo fornecido
pelo fabricante de cada um dos kits.
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Materiais e métodos

Foram utilizadas 74 amostras de soro humano pre-
viamente testadas para pesquisa de autoanticorpos pelo
método do FAN HEp-2 por IFl, gentilmente cedidas por
dois grandes servicos de Medicina Laboratorial, consistin-
do em 10 padrdes de FAN HEp-2 mais frequentemente
encontrados nas amostras testadas nessas instituicdes. Os
ensaios foram realizados no Departamento de Propedéutica
Complementar da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Utilizaram-se quatro kits comerciais para a pesquisa de
FAN HEp-2 por IFl de fabricantes diferentes. O kit Imuno-
-CON ANA HEp-2 do fabricante Wama®(Ref.: 12100-1-100)
foi denominado Kit 1; o kit IFA ANA HEp-2 IgG Viroimmun®
(Ref.: IF 109), Kit 2; o kit ANA/HEp-2 1gG (Anticorpos An-
tinucleares IgG) — Hemagen® (Ref.: 902345), Kit 3; e o kit
NOVA LiteT HEp-2 ANA Kit Inova® (Ref.: 708100), Kit 4.

Os soros ndo reagente e reagente no limiar de reativi-
dade minima (1+) utilizados na analise foram obtidos no
Servico de Medicina Laboratorial, Setor de Soro-Imunologia,
do Hospital das Clinicas da UFMG, consistindo de soros
validados para uso na rotina do setor, sendo considerados
os controles de referéncia para a realizacdo da pesquisa®™.
Chamaremos esses soros de soros controle caseiros. Os
controles comerciais dos kits e demais reagentes foram
preparados conforme a instru¢do dos fabricantes.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio de
epifluorescéncia da marca Olimpus, com lampada de vapor
de mercurio de 100 watts de poténcia, por dois observa-
dores experientes, em aumento de 400 vezes.

A classificacdo das amostras em reagentes ou ndo rea-
gentes foi feita por meio da comparacdo entre a intensidade
de fluorescéncia observada para a amostra e a intensidade da
fluorescéncia observada para o soro controle caseiro usado no
limiar de reatividade minima (1+). A classificacéo e a descricao
dos padrdes de fluorescéncia observados foi feita seguindo
as determinacdes do Il Consenso Brasileiro de FAN HEp-2.

Todos os controles e amostras foram testados nos qua-
tro kits selecionados para a pesquisa. A comparacao entre
os padrdes de fluorescéncia foi feita por analise visual em
microscopia de fluorescéncia, na diluicdo inicial de 1:80.
Ap6s as leituras, foi feito o cruzamento entre os resultados
obtidos pelos observadores e feita a reavaliacdo no caso
de discordancias.

Para a avaliacdo da diluicdo necesséaria para o esta-
belecimento do limiar de reatividade minimo proposto

pelos fabricantes para os soros controle reagentes dos
kits, foi realizada a diluicdo dos mesmos com tampéo PBS,
partindo-se inicialmente de uma diluicdo de 1:40 até atin-
gir uma diluicdo acima da recomendada pelo fabricante.
A observacdo da fluorescéncia foi feita comparando-se com
o soro controle caseiro, diluido até o limiar de reatividade
minima. A analise foi feita utilizando-se o mesmo substrato
e 0 mesmo conjugado para todos os soros controle.

Para a avaliacdo do nimero de mitoses por campo, foi
selecionada uma amostra reagente com padrdo misto do
tipo nuclear pontilhado fino com fluorescéncia do aparelho
mitético (NUMA), em virtude da facilidade de observacéo
da placa metafasica nesse padréo. A amostra foi testada em
cinco pocinhos de diferentes laminas de cada um dos kits
e foi feita a contagem do ndmero de células e de células
em mitose por campo.

Para a comparacdo entre a intensidade da fluorescéncia
dos conjugados dos quatro kits, foi realizada a avaliacdo
visual do soro controle caseiro reagente no limiar de rea-
tividade minima, testado na mesma lamina com cada um
dos quatro conjugados. A fluorescéncia foi classificada em
cruzes, sendo que +: intensidade de fluorescéncia adequada
para o sistema Optico utilizado; ++, +++ ou ++++: intensi-
dade de fluorescéncia superior a adequada para o sistema
ptico utilizado; e +: intensidade de fluorescéncia inferior
a adequada para o sistema dptico utilizado.

A anélise dos dados foi feita em microcomputador com
recurso de processamento estatistico do software STATA®9.2.
Foi elaborada distribuicdo de frequéncia e foram calculados
desvios-padrdo, médias e percentuais indicados para cada
variavel. A concordancia entre os resultados dos quatro
kits foi aferida pelo teste Kappa para multiplos raters ou
examinadores. O nivel de significancia da analise foi de 5%.

Resultados

Avaliacdao da concordancia na determinacao
dos padroes de FAN HEp-2 entre os quatro kits

A distribuicdo da frequéncia dos padrdes de imuno-
fluorescéncia observada em cada um dos kits mostra que
o padrdo reagente para FAN HEp-2 mais comum foi o
PFD, ao passo que 0 menos comum foi 0 padrao misto do
tipo nuclear pontilhado e nucleolar pontilhado fino com
placa metafasica corada (SCL). Sete dos onze padrdes
testados apresentaram frequéncia idéntica nos quatro kits:
citoplasmético pontilhado polar (CPP), nuclear pontilhado
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centromérico (CEN), citoplasmatico pontilhado reticulado
(CPR), padrdao misto do tipo NUMA, padrdo misto do tipo
nuclear pontilhado e SCL, nuclear pontilhado grosso (PG)
e padrdo nuclear pontilhado pontos isolados (NPI). Os
quatro padrbes que apresentaram frequéncias diferentes
em um ou mais kits foram HOMO, PF, o nucleolar (NO) e
PFD. A frequéncia do teste ndo reagente também ndo foi
coincidente em todos os kits, uma vez que se apresentou
maior no Kit 3 (28,3%) quando em comparag¢do com a dos
demais kits (27%) (Tabela 1).

A andlise mostra que houve concordancia na deter-
minacdo do padrdo de fluorescéncia, utilizando-se os
quatro diferentes kits em 69 das 74 amostras (93%). Cinco

amostras discordaram quanto ao tipo de padrdo fluores-
cente (Tabela 2).

A avaliacdo da taxa de concordancia observada entre
o0s quatro kits, pareados dois a dois, mostra que, entre os
padrdes discordantes nos quatro kits, as maiores variacdes
foram observadas em relacdo aos padrdes PFD e PF. Apesar
disso, verifica-se que o percentual de concordancia observa-
do pode ser considerado elevado, com taxa superior a 75%
em todas as comparagdes entre os quatro kits (Tabela 3).

A anélise de concordancia obtida na comparacéo entre
os quatro kits, pareados dois a dois, para todas as combi-
nacdes possiveis de visualizagdo obtidas por kit mostrou

IELEERE Padroes de imunofluorescéncia visualizados em cada um dos quatro kits, ordenados por frequéncia

Padrdes Kit 1 Kit 2
visualizados . % .
NR 20 27 20
PFD 8 10,8 10
PF 7 9,4 7
HOMO 6 8,1 4
CEN 6 8,1 6
CPR 5 6,8 5
NO 5 6,8 5
NUMA 5 6,8 5
PG 5 6,7 5
NPI 4 5,4 4
CPP 2 2,7 2
SCL 1 1,3 1

Kit 3 Kit 4
% n % n %
27 21 28,3 20 27
13,5 8 10,8 9 12,1
9,4 9 12,1 8 10,8
54 5 6,8 4 54
8,1 6 8,1 6 8,1
6,8 5 6,8 5 6,8
6,8 3 4 5 6,8
6,8 5 6,8 5 6,8
6,7 5 6,7 5 6,7
5,4 4 5,4 4 5,4
2,7 2 2,7 2 2,7
1,3 1 1,3 1 1,3

NR: néo reagente; PFD: nuclear pontilhado fino denso; PF: nuclear pontilhado fino; HOMO: nuclear homogéneo; CEN: nuclear pontilhado centromérico;
CPR: citoplasmético pontilhado reticulado; NO: nucleolar; NUMA: nuclear pontilhado fino com fluorescéncia do aparelho mitético; PG: nuclear pontilhado grosso;

NPI: nuclear pontilhado pontos isolados; CPP: citoplasmético pontilhado polar; SCL: nucleolar pontilhado fino com placa metaféasica corada.

Amostras discordantes para a

determinacao do padrao de fluorescéncia
IELEERA nos quatro kits de FAN HEp-2

Amostra Kit 1 Kit 2 Kit 3

Kit 4
N° 7 HOMO PFD PFD PFD

N°12  HOMO PFD  HOMO  PFD
N°18  PFD  PFD  PF PF
N° 20 NO N0 NR  NO
N° 22 NO N0 PFNO

FAN: fator antinticleo; HOMO: nuclear homogéneo; PFD: nuclear pontilhado
fino denso; NO: nucleolar; PF: nuclear pontilhado fino; NR: néo reagente.

concordancia em 69 (93%) das 74 amostras pesquisadas,
com indice de Kappa superior a 0,94. Os kits 2 e 4 apresen-
taram a maior taxa de concordancia na visualizacao dos 14
padroes estudados, quando pareados e analisados, apresen-
tando o maior valor de Kappa (0,98) em compara¢do com
os demais kits pareados. A comparacdo da concordancia
entre os kits 1 e 3 e entre os kits 2 e 3 foi a menor, com indice
de Kappa de 0,94. Mesmo assim, um resultado bastante
expressivo, que demonstra o alto grau de concordancia
entre os kits analisados globalmente (Tabela 4).

O célculo de Kappa em modelo de concordéncia simul-
tanea em todos os kits para os diversos padrdes reagentes
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Ndmero e percentual de amostras concordantes entre os padroes de imunofluorescéncia observados
IELEERRR nos quatro kits, pareados dois a dois

Kits
Padroes de FAN
Concordantes 1x2 1x3 1x4 2x3 2x4 3x4
e Namero (n) 20 20 20 20 20 20
Percentual (%) 100 95,2 100 95,2 100 100
PED NUmero (n) 8 7 7 8 9 8
Percentual (%) 80,0 87,5 77,8 100 100 88,9
o NUmero (n) 7 7 7 7 7 8
Percentual (%) 100 77,8 87,5 77,8 87,5 100
HOMO Namero (n) 4 5 4 4 4 4
Percentual (%) 100 100 100 80,0 100 100
NO Ndmero (n) 5 3 5 3 5 3
Percentual (%) 100 100 100 100 100 60,0
CEN Namero (n) 6 6 6 6 6 6
Percentual (%) 100 100 100 100 100 100
CPR Namero (n) 5 5 5 5 5 5
Percentual (%) 100 100 100 100 100 100
NUMA Nimero (n) 5 5 5 5 5 5
Percentual (%) 100 100 100 100 100 100
PG Nimero (n) 5 5 5 5 5 5
Percentual (%) 100 100 100 100 100 100
NPl Namero (n) 4 4 4 4 4 4
Percentual (%) 100 100 100 100 100 100
CPP Numero (n) 2 2 2 2 2 2
Percentual (%) 100 100 100 100 100 100
ScL Nimero (n) 1 1 1 1 1 1
Percentual (%) 100 100 100 100 100 100

FAN: fator antinticleo; NR: néo reagente; PFD: nuclear pontilhado fino denso; PF: nuclear pontilhado fino; HOMO: nuclear homogéneo; NO: nucleolar; CEN: nuclear pontilhado
centromérico; CPR: citoplasmatico pontilhado reticulado; NUMA: nuclear pontilhado fino com fluorescéncia do aparelho mitético; PG: nuclear pontilhado grosso; NPI: nuclear
pontilhado pontos isolados; CPP: citoplasmético pontilhado polar; SCL: nucleolar pontilhado fino com placa metafésica corada.

Analise da concordancia obtida na comparacao dos quatro kits, pareados dois a dois, para todas
JELEER:N as combinacoes possiveis de visualizagoes feitas por kit

Kits comparados Concordancia observada  Concordancia esperada Kappa (limites inferior e superior)
1x2 97,3 12,8 0,97 (0,88 - 1,05)
1x3 94,6 13,2 0,94 (0,86 - 1)
1x4 95,9 12,9 0,95 (0,87 - 1,03)
2x3 94,6 13,3 0,94 (0,86 - 1,02)
2x4 98,7 13,1 0,98 (0,90 - 1,06)
3x4 96 13,3 0,95 (0,87 - 1,03)
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também mostrou concordancia igual a 1 em sete dos 11
padrdes, com concordancia combinada acima de 0,94.
Esses resultados mostram que os quatro kits foram capazes

os padrées HOMO, PF e PFD apresentem Kappa inferior a
0,95, pode-se observar que o menor valor de Kappa obtido
pelas andlises ainda é significativamente alto, situando-se

de reproduzir em alto grau os padrdes estudados. Ainda que

sempre acima de 0,85 (Tabela 5).

Coeficiente de Kappa para concordancia simultanea dos quatro kits na visualizacao de 12
Tabela 5 ELOEYHERSTNELERR NS

Padroes visualizados Kappa Z p

NR 0,983 20,71 < 0,001
PFD 0,881 18,57 < 0,001
PF 0,915 19,30 < 0,001
HOMO 0,869 18,31 < 0,001
NO 0,882 18,58 < 0,001
CEN 1 21,07 < 0,001
CPR 1 21,07 < 0,001
NUMA 1 21,07 < 0,001
PG 1 21,07 < 0,001
NPI 1 21,07 < 0,001
CPP 1 21,07 < 0,001
SCL 1 21,07 < 0,001
Combinado 0,955 55,79 < 0,001

NR: néo reagente; PFD: nuclear pontilhado fino denso; PF: nuclear pontilhado fino; HOMO: nuclear homogéneo; NO: nucleolar; CEN: nuclear pontilhado
centromérico; CPR: citoplasmatico pontilhado reticulado; NUMA: nuclear pontilhado fino com fluorescéncia do aparelho mitético; PG: nuclear pontilhado
grosso; NPI: nuclear pontilhado pontos isolados; CPP: citoplasmatico pontilhado polar; SCL: nucleolar pontilhado fino com placa metafésica corada.

Avaliacdo do niimero médio de mitoses por
campo

A anélise do nimero médio de mitoses por campo,
com aumento de 400 vezes, mostrou que o maior ndmero
encontrado foi no Kit 1, com valor médio de 4,6 mitoses
por campo, contra um valor de 1,4 mitose por campo no
Kit 3, o de menor valor. A avaliacdo do nimero de mitoses
presentes por célula visualizada demonstrou novamente que
o Kit 1 apresentou o indice mais elevado, sendo que para
cada 19 células visualizadas por campo uma correspondia
a uma célula em mitose (Tabela 6).

IELEENCE campo com aumento de 400 vezes

Kitl Kit2 Kit3 Kitd
NUmero de 4.6/ 2,3/ 1,4/ 1,6/
mitoses campo campo campo  campo
Relagdo célula/

. 19 42 36 32
mitose

Avaliacao da intensidade de fluorescéncia dos
conjugados

Foi observada pequena variacdo na verificacdo da in-
tensidade de fluorescéncia dos conjugados de cada um dos
quatro kits usados na pesquisa, utilizando-se o soro controle
caseiro reagente no limiar de reatividade minima como
parametro de avaliagdo. O conjugado do Kit 1 apresentou
resultado satisfatério, reproduzindo adequadamente uma
fluorescéncia de reatividade limiar (1+) na diluicdo recomen-
dada, enquanto o conjugado do Kit 2 mostrou intensidade
de fluorescéncia acima do esperado (> 1+). Os conjugados
dos Kits 3 e 4 apresentaram intensidade de fluorescéncia
mais baixa (Tabela 7).

Avaliacao da intensidade de fluorescéncia

dos conjugados na visualizacao do soro
controle reagente no limiar de reatividade
Tabela 7 Jullillyk!

Kitl Kit2 Kit3 Kitd

Soro controle 1+  + >1+ o+

H+
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Verificacao dos titulos dos soros controle
comerciais

A verificacdo da diluicdo necesséria para fornecer o limiar
de reatividade minima dos soros controle reagentes de
cada kit demonstrou concordancia entre o valor da diluicdo
proposta pelo fabricante e aquele encontrado neste estudo
somente para o soro controle do Kit 4. Para os soros controle
dos Kits 2 e 3, foi observada grande diferenca entre o valor
de diluicao proposto pelo fabricante para a obtencédo do
limiar minimo e aquele encontrado, atingindo indice de
seis diluicbes a menos para o Kit 2. O fabricante do soro
controle do Kit 1 ndo determinou valor de diluicdo para a
obtencao do limiar (Tabela 8).

Avaliacéo do limiar de reatividade
IELEIERSE minima dos soros controle reagentes

Soro Kit 1 Kit 2 Kit3  Kitd
controle

Diluigdo - 1:5120 1:1280 1:128
proposta

Diluicao 1:160 1:80 1:40 1:128
encontrada

Diferenca NA 6 5

diluicbes diluigdes

NA: néo avaliado.

Discussao

A padronizacéo do teste de FAN HEp-2 é objeto de estudo
ha alguns anos, como demonstrado na literatura® &1, O
uso de kits uniformes garante que os resultados liberados
pelos laboratdrios sejam precisos e reprodutiveis, fazendo
que a interpretacéo desses resultados pelo médico seja feita
de forma adequada e que o paciente ndo seja investigado de
maneira desnecessaria, no caso de resultados ndo reagentes
ou mesmo reagentes, mas com padrdes de imunofluorescén-
cia pouco ou ndo associados a doengas autoimunest® 1617,

Neste estudo, utilizaram-se amostras constituidas pe-
los soros reagentes com os padrdes mais prevalentes na
rotina diagnéstica das instituicdes que os forneceram para
a pesquisa. A representatividade dessa amostra pode ser
garantida pelo fato de englobar amostras reagentes para
os padrdes mais importantes no diagnéstico das doencas
autoimunes, conforme descrito na literatura®.

Estudo realizado em laboratério clinico da cidade de
Sdo Paulo analisou 30.728 amostras encaminhadas para

triagem de autoanticorpos em FAN HEp-2 no periodo de
dois anos. Os padroes mais prevalentes foram PF em baixos
titulos e PFD em titulos mais altos, resultados semelhantes
aos encontrados neste estudo®®.

Ataxa de concordancia geral observada entre os kits foi
elevada, com indice de Kappa superior 0,94. Isso demonstra
que o grau de padronizacdo em relacdo a apresentacédo dos
padrdes de fluorescéncia entre os diferentes kits pode ser
considerado muito bom, existindo grande concordancia
entre resultados obtidos com kits de diferentes fabricantes('”)
(Tabelas 3 e 5).

Os resultados demonstraram ainda altos valores de
Kappa na anélise comparativa 2 x 2 dos kits, como também
na comparagao entre todos os kits, ao avaliarem os 12
padrdes possiveis. Isso mostra alto grau de concordéancia
entre as marcas diferentes para a quase totalidade dos
padrdes testados.

E de se notar, porém, que as menores taxas de concor-
dancia observadas foram em relacdo a identificacdo dos
padrdes HOMO, PF e PFD. Aimportancia dessa discordancia
reside no fato de que os dois primeiros estdo claramente
associados a doencas autoimunes, como LES e Sindrome
Sjogren, diferente do Gltimo, que nao esta relacionado com
esse tipo de doenca, ndo sendo recomendada a investigacao
soroldgica subsequente do paciente com reatividade para
esse padrao“” 19 (Tabelas 2, 3 e 5).

O Ill Consenso Brasileiro para Pesquisa de Autoanticor-
pos em células HEp-2 contempla a possibilidade de confuséo
entre os padroes HOMO e PFD em determinadas amostras,
em virtude das caracteristicas do padrdo ndo serem, muitas
vezes, claramente discerniveis a microscopia. Como alterna-
tiva para esse problema, cogitou-se o estabelecimento de
um novo padrdo de imunofluorescéncia, o nuclear ponti-
Ihado fino tendendo a homogéneo, com placa metafasica
corada®. E possivel que as discordancias observadas, em
grande parte, sejam atribuidas a presenca de soros com esse
padrdo de reatividade. Este estudo reforca a necessidade
de criacdo e estabelecimento desse padréo especifico como
forma de se obter sequranca na interpretacdo e na liberacao
desses resultados. A introdugao desse padrdo na analise re-
alizada poderia elevar ainda mais os niveis de concordancia,
que, todavia, ja podem ser considerados muito elevados.

Um importante critério na definicdo dos padroes de
fluorescéncia pelo FAN HEp-2 é a caracterizacdo da re-
atividade da placa metafasica. Quanto maior o nimero
de mitoses encontradas por campo, mais facil fica a ca-
racterizacdo da reatividade da placa e, por conseguinte,
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a definicdo adequada do padrdo de fluorescéncia. Foi
demonstrada grande variacdo em relagéo ao nimero de
mitoses encontradas por campo nos diferentes kits, o que
pode tornar mais dificil a definicéo do padréo morfolégico
naqueles que apresentam poucas mitoses por campo. E
de se ressaltar que, além do ndmero de mitoses presentes
por campo, a facilidade de observacdo da mesma, seja
pela intensidade da fluorescéncia, seja pela morfologia
apresentada, é de significativa importancia. No entanto,
em virtude da grande possibilidade de subjetividade na
definicdo desse critério, essa Ultima avaliacdo nao foi
realizada (Tabela 6).

O Il Consenso para Pesquisa de Autoanticorpos em
células HEp-2 relata ainda a necessidade de os laborat6-
rios realizarem a titulacdo dos conjugados fluorescentes
utilizados na realizacdo do teste, em virtude da hetero-
geneidade dos equipamentos utilizados para a leitura das
laminas. Neste trabalho, observamos que, apesar de ja
existirem critérios bem definidos na literatura em relagao
as especificacdes analiticas dos conjugados, ainda existe
grande variacdo desse reagente entre os kits comerciais
(Tabela 7). Portanto, torna-se necessaria a verificacdo da
intensidade da fluorescéncia do conjugado fluorescente,
mesmo para os laboratérios que utilizam kits comerciais
contendo conjugados previamente diluidos, prontos
para uso. Esse critério pode ser conseguido por meio
da utilizacdo, por longo periodo, de um mesmo soro
controle reagente no limiar de reatividade minima, com
verificagcdo constante do mesmo, associado a verificacdo
com laminas comerciais com microesferas pré-calibradas
para diversas intensidades de fluorescéncia. E importante
ressaltar que, além da verificacéo da titulacdo do con-
jugado, referéncia que permite equiparar os resultados
obtidos em diferentes servigos utilizando microscépios
com lampadas de diferentes poténcias, é necessaria a che-
cagem rotineira das objetivas e dos filtros do microscépio
que interferem na definicdo do titulo do conjugado, no
controle do tempo de uso da lampada e em sua correta
centralizacao® 17,

Fica evidente que é importante a verificagéo e a confe-
réncia do valor da diluicdo necesséria para a obtencéo do
limiar de reatividade minimo no soro controle reagente
fornecido em cada kit, conforme orientac@o do Ill Con-
senso para Pesquisa de Autoanticorpos em células HEp-2.
Dois dos soros controles comerciais utilizados necessitaram
de cinco e seis diluicdes a menos que o informado pelo
fabricante para a obtencdo do limiar. Esse tipo de situacdo
deve desencadear uma série de investigacdes antes que

esse soro controle seja utilizado de forma sistematica na
rotina. A avaliacdo de todo o sistema, incluindo lampada,
conjugado e soro controle, ¢ mandatéria. Caso o conjuga-
do ou a lampada estejam com intensidade menor que a
recomendada, havera tendéncia a liberar resultados com
titulo inferior ao real. Caso o problema esteja no soro
controle do fabricante, seja pela diminuigdo na quantidade
dos anticorpos, seja pela desnaturacéo, existird a tendéncia
a liberar resultados com titulos superiores ao real, ou seja,
falso-positivos. Diante dessa situacdo, a realizagdo de con-
trole interlaboratorial, realizado com uma instituicdo com
experiéncia na analise de autoanticorpos pelo método de
imunofluorescéncia, é de grande valia, pois pode ajudar
na investigacéo do problema® 1.

Conclusao

Este estudo mostra que existe elevada taxa de concor-
dancia geral, com Kappa geral superior a 0,95, eviden-
ciando o elevado grau de reprodutibilidade em relacdo a
observacdo dos padrdes de fluorescéncia entre diferentes
substratos de células HEp-2. O maior indice de discor-
dancia observado foi em relagdo a algumas amostras com
padrdo de fluorescéncia ndo muito claro, sendo classifica-
das como padrao HOMO, PF ou ainda PFD. Esse achado
reforca a necessidade de criagdo de um novo padrdo de
FAN, conforme observacao feita no Ill Consenso Brasilei-
ro para Pesquisa de Autoanticorpos em Células HEp-2,
que possivelmente incluiria algumas dessas amostras,
aumentando a seguranca na liberacdo e na interpretacao
dos resultados. Observou-se que ainda falta padronizagdo
em relacdo a intensidade dos conjugados fluorescentes e
a diluicdo necessaria para a obtencéo do limiar de reativi-
dade minima do soro controle reagente. E preciso também
que os laboratérios facam uma verificacdo interna desses
parametros, sob pena de liberacdo de resultados que nédo
condizem com a situacéo clinica do paciente, interferindo
na abordagem do médico assistente.
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