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RESUMO

O termo “anticorpos antinucleares” é usado para designar um
grupo de auto-anticorpos contra diversos componentes celulares,
cuja producéo é considerada caracteristica das doengas sistémi-
cas auto-imunes. Sua detecgdo tem sido a principal ferramenta de
auxilio no diagnéstico de tais afeccdes. Este artigo apresenta uma
revisdo histérica sobre a pesquisa de anticorpos antinucleares: a
descoberta da célula LE, o método tradicional de FAN por imuno-
fluorescéncia indireta e o rastreamento de auto-anticorpos por imu-
noensaio enzimatico.
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INTRODUCAO

O diagnéstico das doengas reumatoldgicas auto-imu-
nes ¢ considerado complexo devido ao seu pleomorfismo
clinico. Assim, desde que estas afec¢oes foram reconheci-
das, hd necessidade de exames complementares, capazes
de ajudar na diferenciagio de fendmenos auto-imunes
irrelevantes de doengas auto-imunes e, em alguns casos,
diferenciar uma doenca de outra'?.

Os anticorpos antinucleares (ANA) sio um grupo
diversificado de auto-anticorpos que reagem com compo-
nentes celulares, cuja produgdo aumentada ¢ considerada
caracteristica das doencas auto-imunes sistémicas,
incluindo Lipus Eritematoso Sistémico (LES), Sindrome
de Sjogren (SS), Artrite ReumatSide (AR), Esclerose

Sistémica Progressiva, Polimiosite e Doenca Mista do
Tecido Conjuntivo (DMTC)>.

Este artigo revisa a propedéutica laboratorial disponi-
vel para detecgao dos ANAs, com enfoque na metodolo-
gia, indicando as vantagens e limita¢des de cada técnica e
fornecendo informagdes dteis para uma abordagem mais
racional do paciente com suspeita de doengas auto-imu-
nes sistémicas.

A CELULA LE

A observagio da célula LE (Lupus Erythematousus
Cell) por Hargraves, Richmond e Morton‘, em 1948,
deu-se em um exame microscépico de esfregago de medu-
la éssea de um paciente com ldpus eritematoso sistémico,
que foi acidentalmente incubada. Estes autores observa-
ram um neutréfilo contendo uma inclusdo citoplasmdti-
ca grande, arredondada, homogeénea e levemente acidéfi-
la, que deslocava o nucleo do polimorfonuclear para a
periferia (Figura 1).
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Figura 1 - Célula LE 1000X
Fonte: Servi¢o de Medicina Laboratorial do HC - UFMG

A partir desta descoberta, a célula LE foi considerada
um marcador do LES e a “Pesquisa de Células LE no san-
gue periférico” foi o primeiro método de detecgio de anti-
corpos antinucleares. O teste, trabalhoso e artesanal, procu-
rava imitar 7 vitro as circunstincias em que a célula LE foi
vista pela primeira vez. Consistia na adi¢io de pérolas de
vidro a um tubo de sangue anticoagulado que era agitado
repetidamente, de modo a danificar algumas células, libe-
rando o ntcleo e outros fragmentos nucleares. Acreditava-se
que, durante a incubagdo, auto-anticorpos — ant-DNP
(desoxiribonucleoproteina) — contidos no soro, opsoniza-
riam nucleos celulares que, posteriormente, seriam fagocita-
dos por leucdcitos polimorfonucleares, formando as células
LE vistas nos esfregacos corados com Giemsa’. Entretanto,
apenas 30% dos pacientes ltipicos apresentavam pesquisa de
células LE positiva. Ainda assim, por ser o tnico exame
laboratorial disponivel e apresentar boa especificidade, a
presenca destas células no sangue periférico foi incluida
entre os critérios do American College of Rheumatology para
diagnéstico de LES, em 1982°.

Baseado no suposto mecanismo de formagio desta
célula, por muitos anos prevaleceu o dogma de que auto-
anticorpos eram reativos apenas no meio extracelular e que
as lesdes teciduais observadas seriam resultantes da forma-
¢ao de imunocomplexos e posterior ativagio do comple-
mento. Mais recentemente, demonstrou-se que os anticor-
pos antinucleares sdo capazes de penetrar, reagir e alterar
fungoes de células vivas®. O mecanismo bdsico do fendme-
no da célula LE ¢, na verdade, a fagocitose de restos celu-
lares originados de apoptose induzida pela internalizagio
de anticorpos antinucleares, mais especificamente do anti-
dsDNA, abrindo novas possibilidades para o entendimen-
to dos processos imunopatoldgicos e novas perspectivas de
atuagio fisioldgica da resposta humoral’.

Apesar do grande valor histérico da célula LE e do
papel fundamental representado por ela na elucidagio da

patogenia das doengas auto-imunes, sua procura em san-
gue periférico ¢ considerada hoje ultrapassada, tendo dei-
xado de figurar entre os critérios diagnésticos de LES,
desde 1997¢. Entretanto, quando encontradas 77 vivo em
derrames cavitdrios, sio pistas diagndsticas valiosas e de
grande especificidade.

O FAN

Em 1957, com o desenvolvimento de técnicas de imu-
nofluorescéncia indireta (IFI), surgia o exame conhecido
como FAN (fator antinuclear) para identificacio de anti-
corpos antinucleares’. Mais sensivel e de execugdo mais
fAcil que a pesquisa de células LE, em 1982 o FAN pas-
sou a fazer parte dos critérios revisados do American
College of Rheumatology, como um dos onze critérios diag-
nésticos de LES®.

A técnica consiste na incubagio de diluicoes seriadas
do soro do paciente em lamina contendo células animais
como substrato. Estando presentes, os anticorpos reagem
com os antigenos celulares, formando um complexo anti-
geno-anticorpo. Anti-imunoglobulina humana conjuga-
da com fluoresceina ¢ adicionada e, posteriormente, a
limina ¢ examinada em um microscépio de luz UV.
Assim, dependendo do(s) anticorpos(s) existente(s),
vérios padroes fluorescentes podem ser observados?.

O teste utilizava, inicialmente, substratos de células
animais: 77 prints ou cortes histoldgicos de rim ou figado
de roedores. Atualmente, recomenda-se o uso de células
tumorais da linhagem HEp-2, originadas de tumores epi-
teliais de laringe'™'""*. Entre as vantagens que estas células
oferecem estd o fato de que se trata de antigenos humanos
e nao de animais. Apresenta, ainda, maior sensibilidade
devido s suas caracteristicas neopldsicas, tais como a
grande relagio nucleo/citoplasma, presenga de vdrios
nucléolos e citoplasma rico em fibrilas e organelas. Além
disso, as células HEp-2 podem ser visualizadas em todas
as fases da divisio celular, aumentando ainda mais o
nimero de antigenos expostos.

Hoje, a pesquisa de auto-anticorpos em células HEp-
2 ¢é capaz de detectar anticorpos circulantes dirigidos con-
tra os mais variados constituintes celulares: antigenos
nucleares, nucleolares, citoplasmdticos e do aparelho
mitético'™". Devido 4 variedade de antigenos detectdveis
por este teste, recomenda-se aos laboratérios alterar sua
denominagio, deixando claras as reais potencialidades do
método®. (Figura 2). Recomenda-se, também, que o
laudo do exame contemple todas as possiveis reatividades
observadas nos diversos compartimentos celulares, bem
como uma breve interpretagio dos achados.

0O Uso Clinico do FAN

A principal indicagdo clinica para a pesquisa do FAN
continua sendo no diagnédstico de LES. Praticamente,
todos os pacientes com LES tém um FAN positivo quan-
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do sdo utilizadas células HEp-2, o que se traduz em sen-
sibilidade de 93% a 100%. Portanto, um FAN negativo
virtualmente afasta a possibilidade da doenca. Entretanto,
a especificidade do teste ¢ baixa, estimada em 57%, pois
o teste pode ser positivo em uma infinidade de situacoes
como infecgdes virdticas (inclusive por HIV), hanseniase,
endocardite bacteriana, hepatites, alergias e neoplasias,
principalmente linfoma. Pode ser positivo, também, em
pacientes com implantes de silicone e até mesmo em indi-
viduos sadios*'*'¢. A explica¢io para a presenca de auto-
anticorpos em tantas condi¢oes ¢ que a maioria deles nao
¢ especifica para doengas auto-imunes e podem ser produ-
zidos como resultado da ativagio policlonal de linfécitos
B em situa¢des de grande estimulagio antigénica'®"”.

Figura 2 - Novas denominagoes recomendadas para o teste do FAN

1. FAN - Pesquisa de anticorpos contra componentes do nucleo, nucléolo,
citoplasma e aparelho mitético

2. FAN - Pesquisa de auto-anticorpos

3. Pesquisa de auto-anticorpos (FAN e citoplasmaéticos)

4. Pesquisa de anticorpos contra componentes do nlicleo (FAN), nucléolo,
citoplasma e aparelho mitético

5. Pesquisa de auto-anticorpos contra antigenos intracelulares (FAN)

Extrafda do II Consenso Brasileiro de Fator Antinuclear em Células HEp-2"

Reagoes falso-negativas podem ocorrer em alguns
pacientes com anticorpos anti-SS-A/Ro isolado. Este anti-
geno estd presente em pequenas quantidades na célula
HEp-2 intacta e, durante a fixagio na lamina, pode ser
perdido, o que pode levar a resultados falso-negativos em
até 26% das amostras positivas para este anticorpo, quan-
do pesquisado por téenicas especificas”. A Tabela 1 mos-
tra valores de sensibilidade e especificidade do FAN nas
principais doengas reumatoldgicas auto-imunes.

Tabela 1 - Sensibilidade e Especificidade do FAN nas diversas doengas
reumatoldgicas.

Doenga Reumatolégica Sensibiidade  Especificidade
LLUpus Eritematoso Sistémico (LES) 98 a 100% 57%
Esclerose Sistémica 60 a 85% 54%
Sindrome de Sjogren 40 a 70% 52%
Polimiosite 50 a 70% 63%
Artrite Reumatéide 30 a 50% 56%
Doenga Mista do Tecido Conjuntivo 100% -
LLUpus induzido por drogas 100% -

Adaptada de Wanchu, 2000* e Solomon, 2002

No que diz respeito a utilidade clinica de um teste, ¢
extremamente importante o conhecimento dos valores
preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN). O valor pre-
ditivo negativo do FAN para LES ¢ extremamente eleva-
do, ou seja, diante de um FAN negativo, a possibilidade
de nio haver a doenca € de virtualmente 100%. O valor
preditivo positivo por sua vez, ¢ bastante baixo, em torno

de 11%. Dessa forma, ao analisar um FAN positivo, o cli-
nico deve ter em mente o baixo poder deste teste em indi-
car a presenca desta doenga.

Um problema muito expressivo no dia-a-dia do labo-
ratério ¢ a positividade do teste sem que haja correlagio
clinica. Em soro puro ou em baixas dilui¢es, virtualmen-
te toda a populagido apresenta reatividade na pesquisa de
FAN; daf a necessidade de um valor de corte adequado.
Mudangas na distribui¢io dos titulos dos auto-anticorpos
na populagio sio idade e sexo dependente. Craig et al.
mostraram que 95% da populagio masculina e 95% das
mulheres com menos de 20 anos apresentam reatividade
em titulos menores ou iguais a 1:32. Entre mulheres
acima de 40 anos, este titulo desloca-se para 1:128.
Assim, o valor de 1:40, freqiientemente usado como valor
de corte para positividade, nao distingue bem doenga de
satide®®. Para minimizar essa situagao, vérios laboratérios
adotam um valor de corte de 1:80'!", Ainda assim, até
13,3% da populagio sadia pode ter um teste positivo'>".
Tan et al., apds estudo multicéntrico sobre a prevaléncia e
titulos de FAN positivo na populagio “sadia’, recomen-
dam a liberacdo do resultado na diluigao de 1:40 e 1:160,
acompanhado da informagio sobre o percentual de fal-
sos-positivos encontrados em cada nivel de corte.
Geralmente, quanto mais alto o titulo, mais significativo
o resultado do exame, especialmente em pacientes
jovens'. A Figura 3 ilustra a dispersao de titulos do FAN
em algumas condigbes em que este exame pode
estar positivo.

1:1280  LES

Doenga Mista do Colageno
LUpus induzido por drogas

Artrite Reumatoide

Esclerose Sistémica

Hepatite auto-imune cronica
Sindrome de Sjégren

Titulos Miosite

Neoplasia, especiaimente Linfoma
Infecgéo pelo HIV

Endocardite bacteriana

LUpus eritematoso discoide
Mulheres sadias, especialmente > de 20 anos

1:40

Figura 3 - Titulos de FAN-HEp-2 nas diversas condigdes clinicas
Extrafda de Barland e Lipstein, 1996

Em contrapartida, em situages de forte suspeita clini-
ca, sem que haja defini¢do quanto ao diagndstico, pode
ser util repetir o teste no futuro, uma vez que as doencas
reumatoldgicas sio de natureza espectral®. Dijkstra et al.
demonstraram, em estudo prospectivo, que 58% dos
pacientes com FAN positivo, que nao receberam imedia-
tamente diagndstico de doenga reumdtica, desenvolveram
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colagenoses em um perfodo de cinco anos de seguimento.
Destes, 75% receberam o diagnéstico nos dois anos
seguintes, justificando a recomenda¢io de acompanha-
mento minimo por este perfodo, desde que haja suspeita
clinica de doenga®'.

Outro problema de grande importancia ¢ a variagao
intra e inter-laboratorial do teste, devido a sua interpreta-
¢o “examinador dependente” e a falta de padronizacio
metodoldgica®. Em agosto de 2000, o I Consenso
Brasileiro de FAN-HEp2, realizado em Goiania, unifor-
mizou a diversificada nomenclatura para descrigao de um
mesmo aspecto morfoldgico, eliminando uma grande
fonte de confusdo na interpretagio dos resultados. Foi
também proposto o valor de corte de 1:80 ou 1:160, con-
forme o microscépio utilizado'™"'. Com o II Consenso
Brasileiro de FAN-HEp2, em 2002, foram organizadas as
associagdes existentes entre os padroes de fluorescéncia e
doencas reumatoldgicas auto-imunes, visando oferecer ao
clinico correlagdes atualizadas entre a presenca do(s) anti-
corpo(s) e doenga.

PADROES DE FLUORESCENCIA EM CELULAS HEp -2

Os padroes observados & microscopia sugerem o tipo de
anticorpo predominante no soro e a natureza do antigeno

com o qual este anticorpo reage (Tabela 2). Alguns padroes
de fluorescéncia sao relativamente inespecificos, podendo
corresponder a anticorpos distintos. Alguns achados, entre-
tanto, sao correlacionados com situagdes clinicas especifi-
cas. No LES, a detecgio dos anticorpos anti-dsDNA e anti-
Sm ¢ utilizada como um dos critérios diagndsticos. Sua pre-
senca no soro ¢ sugerida pelos padroes de fluorescéncia
nuclear homogéneo e pontilhado grosso, respectivamente.
O anticorpo anti-topoisomerase-I corrobora o diagnéstico
de esclerose sistémica progressiva e sua pesquisa é recomen-
dével quando ocorre padrao de imunofluorescéncia misto,
do tipo nuclear e nucleolar pontilhado (Tabela 2). O
padrio centromérico, por sua vez, corresponde ao anticor-
po anti-centrdmero e sugere o diagndstico de esclerose sis-
ttmica do tipo CREST, de melhor prognéstico. Este
padrio ¢ tao especifico que dispensa a pesquisa do anticor-
po por outras técnicas. Um padrio pontilhado fino ¢
comumente relacionado A presenca de anticorpos anti-
SSA-Ro e SSB-La, que podem estar presentes no LES e na
Sindrome de Sjogren. O encontro de anticorpos anti-histo-
nas, correspondente ao padrio nuclear homogéneo, na
auséncia de outros anticorpos, é encontrado no ldpus indu-
zido por drogas’.

Tabela 2 - Padroes de fluorescéncia do FAN e associagio com doengas reumatoldgicas

Padr&o nuclear

Anticorpo especifico Doenga associada

Nuclear Homogéneo

Nuclear Pontilhado Pleomérfico (PCNA)
Nuclear Pontihado Grosso

Nuclear Pontilhado Fino

Nuclear Pontihado Centromérico
Membrana Nuclear Continua
Nucleolar Aglomerado

Nucleolar Pontilhado

Nucleolar Homogéneo

Misto do tipo Nucleolar Homogéneo e Nuclear Pontilhado Grosso com placa
metafésica decorada em anel

(cromossomos negativos)

Misto do tipo Nuclear e Nucleolar pontilhado com placa metafésica

Positiva

Anti-ds-DNA*

Anti-histonas

Anti-cromatina

Anti-nlicleo de células em proliferagéo
Anti-Sm

Anti-RNP

Anti-SS-A/Ro
Anti-SS-B/La

Anti-centromero
Anti-lamina
Anti-fibrilarina
(U3-nRNP)
Anti-NOR-90
Anti-BNA polimerase |

Anti-PM/Scl

Anti-ku

Anti-topoisomerase |
(Scl-70)

LES

LE induzido por drogas

LES e LE induzido por drogas
LES

LES

DMTC, Esclerose Sistémica, LES,
AR

Sindrome Sjogren, LES
Sindrome Sjoégren, LES

CREST, Cirrose Biliar Priméria
Hepatites Auto-imunes
Esclerose Sistémica

Esclerose Sistémica
Esclerose Sistémica

Superposigéo de Polimiosite e Esclerose
Sistémica
Superposigao de Polimiosite e Esclerose

Sistémica

Esclerose Sistémica forma difusa

Adaptada do IT Consenso Brasileiro de Fator Antinuclear em Células HEp-212
* Anti-ds-DNA: double-stranded DNA ou DNA dupla fita ou DNA nativo.

** O cldssico padrao periférico observado em corte histoldgico e in prints, relacionado ao anticorpo anti-ds-DNA, nao ¢ mais visualizado em células HEp-2. Uma discreta fluorescéncia
da membrana nuclear é observada na presenca do anticorpo anti-membrana nuclear (anti-limina nuclear), sendo por vezes descrito como padrio homogéneo-periférico, porém sem rela-

¢40 como o anticorpo anti-ds-DNA.
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Assim, o FAN-HEp-2 ¢ um importante método de
triagem, pois, possibilitando o conhecimento do(s) anti-
corpo(s) provavelmente envolvido(s), orienta o préximo
passo na investigago e os pedidos de exames laboratoriais
subseqiientes, contribuindo para a viabilidade econdmica
do processo diagndstico'®!'*,

A dosagem dos anticorpos especificos, quando indica-
da, pode ser feita por diversas metodologias, entre elas a
imunodifusio dupla Outcherlony, hemaglutinacio, enzi-
maimunoensaio (EIA) ou imunoblot®. A Figura 4 apre-
senta um fluxograma para orientagdo do clinico na con-
duta laboratorial diante de um paciente com suspeita cli-
nica de doenga reumatoldgica sistémica auto-imune'®.

Suspeita clinica de LES

Exame de Triagem:
FAN-HEp-2

e Virtualmente exclui LES

e Observar o Padrao
de fluorescéncia

® Se suspelta forte, pedir pes-
quisa de anti-SSA/Ro

Padrées sugestivos de LES

Outros
Padrées

Pesquisar
. ‘ Considerar outra
e Nuclear Homogéneo - dsDNA, histonas, doenga reumatologi-
cromatina ca auto-imune

® Nuclear Pontilhado Grosso . Sm, U1-Rnp

* Nuclear Pontilhado Fino - SSA/Ro, SSB/La
® Nuclear Pontilhado - Especffico de LES
Pleomdrfico (PCNA)

* O anti-SSA/Ro ¢ pesquisado por técnicas distintas, tais como hemaglutinagao ou
ELISA, e deverd ser solicitado separadamente.

Figura 4 - Fluxograma para conduta na suspeita de LES

A PESQUISA DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES
POR IMUNOENSAIO ENZIMATICO

Uma metodologia que vem ganhando cada vez mais
espago no mercado internacional é a pesquisa do FAN
por imunoensaio enzimdtico (EIA)*. O teste consiste na
utilizagdo de um conjunto de antigenos celulares adsor-
vidos na superficie interna de uma placa de poliestireno
que servird como substrato para a captura dos anticorpos
porventura presentes na amostra do paciente. Estes se
ligam ao(s) antigeno(s) na placa ¢ o imunocomplexo

resultante ¢ revelado pela adigao de anti-imunoglobulina
humana marcada com enzima que, ao consumir um
substrato especifico, gera cor de intensidade proporcio-
nal & quantidade de anticorpos. O produto corado ¢ lido
por espectofotometria ¢ os resultados s3o expressos em
unidades numéricas, calculadas pela compara¢io com
uma curva padrio. Esta técnica ¢ util, pois é passivel de
automagcio e fornece resultados semi-quantitativos inde-
pendentes da habilidade do observador, dispensando a
necessidade de  mio-de-obra  especializada® .
Entretanto, nao fornece indica¢io quanto a especificida-
de do anticorpo envolvido no processo, o que constitui
sua principal limita¢ao®™? H4, ainda, a necessidade de
valores de corte adequados, os quais ainda nio estao
bem estabelecidos.

A utilizagao destes imunoensaios, mais sensiveis que a
imunofluorescéncia, tem trazido problemas na interpre-
tagdo de resultados antes considerados especificos para
certas condigdes clinicas. Medeiros demonstrou positivi-
dade para anti-Sm, considerado marcador de LES, em
2,2% dos pacientes com outras doengas reumdticas e
2,3% do grupo controle. Foi detectado anti-Scl70 em
3,6% e anti-Jo-1 em 2,5% dos pacientes reumatolégicos
sem diagndstico respectivamente, de esclerose sistémica
e polimiosite™.

J4 existem vdrios kits comerciais no mercado e diver-
sos trabalhos cientificos avaliando os seus desempenhos
em comparagio 2 técnica de imunofluorescéncia em
células HEp-22#3132, Tais estudos comparativos mostram
que a sensibilidade e especificidade variam significativa-
mente entre os imunoensaios enzimdticos, geralmente na
dependéncia do substrato utilizado®. O emprego de
extrato de nucleo das células HEp-2 tem a vantagem de
capturar todos os anticorpos anti-celulares potenciais.
Por outro lado, quando ¢ utilizada uma mistura de anti-
genos sintetizados por técnicas recombinantes, a sensibi-
lidade do kit deve ser confirmada pelo laboratério, pois a
auséncia de algum antigeno importante na preparagao
antigénica pode levar a maior taxa de resultados
falsos negativos®.

CONSIDERAGOES FINAIS

A pesquisa de auto-anticorpos que reagem com cons-
tituintes celulares constitui uma ferramenta essencial
para o diagndstico das doengas auto-imunes. Seu valor
depende da especificidade e sensibilidade intrinsecas do
teste, mas, principalmente, de seu valores preditivos,
diretamente relacionados a prevaléncia da doenga na
populagio testada. Suarez-Almazor et al. constataram
valores preditivos positivos diferentes entre clinicos
gerais e reumatologistas. Entre estes dltimos, cujos
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pacientes apresentavam maior prevaléncia de doenga reu-
mdtica, o valor preditivo positivo do FAN foi significati-
vamente maior. Isso se deve, em grande parte, 2 utiliza-
¢do indiscriminada do exame pelos clinicos*. Pacientes
com, por exemplo, doenga extra-articular isolada ou sin-
tomas constitucionais nao especificos, como fadiga, apre-
sentam poucas chances de ter doenca reumdtica associa-
da com FAN positivo. Uma sele¢ao mais criteriosa dos
pacientes seria capaz de melhorar o valor preditivo posi-
tivo do teste. Por outro lado, o FAN tem um excelente
valor preditivo negativo — praticamente 100% — de
modo que, em face de um teste negativo, pode ser neces-
sdrio reconsiderar a suspeita diagndstica®>.

Dessa forma, o exame bem indicado, sustentado por
uma suspeita clinica consistente e que, por sua vez, ¢ bem
interpretado pelo médico assistente, contribuird nao sé
para o acerto do diagndstico, como também para a orien-
tagdo da propedéutica subseqiiente, diminuindo o volu-
me de exames, reduzindo custo e trabalho, encaminha-
mentos desnecessdrios e terapia inapropriada.

ABSTRACT

“Anti-nuclear autoantibodies” (ANA) refer to a group of
autoantibodies against several cellular components. They
are overexpressed in systemic autoimmune diseases and
its detection/ presence has been the main diagnostic fin-
ding of such affections. This review covers: the discovery
of LE cell, the indirect immunofluorescent detection of
ANA, and the recent introduced method of ANA testing

by enzyme immunoassay (EIA) screen.

Keywords: Laboratory techniques and procedures / his-

tory; Antinuclear antibodies; History of Medicine
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