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RESUMO

Objetivo: O 3° Consenso Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos em Células HEp-2 (FAN) teve como propdsito
avaliar as dificuldades de implantacdo do 2° Consenso ocorrido no ano de 2002, discutir estratégias para controlar a
qualidade do ensaio e promover a atualizag@o das associagdes clinicas dos diversos padrdes. Métodos: Participaram do
encontro em Goidnia nos dias 13 e 14 de abril de 2008 pesquisadores e especialistas de diversos centros universitarios e
laboratdrios clinicos de diferentes regides do Brasil, com o propdsito de discutir e aprovar as recomendacdes que visam a
melhor padronizagao, interpretagao e utilizagdo do ensaio pelos clinicos. Representantes comerciais de diferentes empresas
produtoras de insumos para realizacdo do teste de FAN foram convidados como ouvintes. Resultados e Conclusdes:
O 3° Consenso enfatizou a necessidade do controle de qualidade em imunofluorescéncia dada a heterogeneidade de
microscopios e reagentes disponiveis no mercado, promoveu adequacdes na terminologia utilizada para classificar os
diferentes padrdes e, finalmente, atualizou as associa¢des clinicas com finalidade de facilitar cada vez mais o melhor
uso do ensaio pelos clinicos.

Palavras-chave: autoanticorpos, células HEp-2, anticorpos antinucleo, imunofluorescéncia.

INTRODU(;AO lares” (PAAC) em soro de pacientes com suspeita de doenga
autoimune. Trata-se de um excelente exame de rastreamento

Per tiva histori i . L \ .
erspectiva histérica da pesquisa de de autoanticorpos que ao longo das ultimas décadas foi

autoanticorpos em HEp-2 no Brasil

A evolugdo cientifico-tecnologica promove mudangas em
exames laboratoriais que afetam parametros importantes para
a interpretag@o clinica, como os valores preditivos positivo e
negativo, a sensibilidade e a especificidade. Um 6timo exemplo
desse tipo de situacdo ¢ o exame para pesquisa de anticorpos
antintcleo (ANA) pela técnica de imunofluorescéncia indireta
(IFT), também conhecido como fator antinucleo (FAN), hoje
denominado “pesquisa de anticorpos contra antigenos celu-
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tecnicamente modificado de forma a conferir sensibilidade
progressivamente maior. Como consequéncia, a pesquisa de
anticorpos contra antigenos celulares passou também a apre-
sentar menor especificidade.'

O aumento na sensibilidade do teste de PAAC-IFI em
HEp-2, entretanto, trouxe também um prejuizo na especi-
ficidade, pois alguns individuos sem evidéncia clinica ou
laboratorial aparentes de doenga autoimune também pas-
saram a apresentar resultados positivos em células HEp-2,
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exigindo uma interpretacdo bastante criteriosa dos achados
sorologicos.? A alta frequéncia de resultados positivos do
teste em individuos saudaveis ou com manifestagdes clini-
cas vagas tem trazido a tona uma situagdo denominada por
alguns de “Sindrome do Anticorpo Antinticleo Idiopatico™.!
A perda de especificidade do teste agravou-se também pelo
fato de que uma vasta gama de especialistas médicos passou
a utiliza-lo. Inicialmente, os reumatologistas ¢ nefrologistas
eram os grandes usudrios desse exame e, em decorréncia de
sua familiaridade com o mesmo e das caracteristicas de sua
clientela, tinham maior chance de solicitar o exame a quem
realmente tivesse quadro autoimune.

Hoje, o PAAC-IFI em HEp-2 ¢ um exame solicitado com
menos critério por grande variedade de especialistas, que ob-
viamente atendem uma clientela distinta, na qual o diagnodstico
de doenca reumadtica autoimune ¢ menos prevalente. Assim,
a chance de resultados positivos em individuos saudaveis
ou com apresentac¢des clinicas pouco expressivas tornou-se
maior. Alguns elementos sdo importantes para a valorizagao
adequada do teste do PAAC-IFT em HEp-2. Em primeiro lugar,
o exame deve ser solicitado apenas quando houver suspeita
convincente de doenca autoimune. Sua solicitagdo frente a
um paciente com queixas vagas, frequentemente trard mais
confusdo ao raciocinio clinico, visto que um resultado positivo
nao implica necessariamente autoimunidade. Um segundo
ponto a ser considerado ¢ o titulo do PAAC-IFI em HEp-2:
em geral, os pacientes autoimunes tendem a apresentar titulos
moderados (1/160 e 1/320) e elevados (> 1/640), enquanto os
individuos sadios com PAAC-IFI em HEp-2 positivo tendem
a apresentar baixos titulos (1/80).*> Entretanto, em ambas as
situagdes pode haver excegdes. Um outro ponto importante
¢ o padrdo de fluorescéncia que fornece uma indicagdo da
identidade do(s) autoanticorpo(s) em questdo’® e deve ser
analisado com bastante cautela, levando-se em consideragao
a experiéncia e expertise do observador bem como a capaci-
dade de se reproduzir o padrao por parte do kit que pode ser
de diferentes fabricantes.

Autoanticorpos contra alguns antigenos tém associacao
bastante especifica com determinadas doengas autoimunes ou
ao estado de autoimunidade em si, enquanto outros ocorrem
indiscriminadamente em individuos autoimunes e ndo autoi-
munes. Dessa forma, determinados padrdes de fluorescéncia
sdo mais especificos de doenga autoimune enquanto outros
ocorrem com frequéncia em individuos sadios ou em pacientes
com outras enfermidades ndo autoimunes.!

Outro ponto a se considerar ¢ que o nivel de autoimuni-
dade fisiologica, ou basal, pode flutuar na dependéncia de
sobrecargas a que o sistema imunoldgico seja exposto. Esta
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bem demonstrada a presenca de autoanticorpos desencadeada
transitoriamente por infec¢des, por medicamentos e por neo-
plasias. Tem sido demonstrada claramente alta prevaléncia de
autoanticorpos em pacientes infectados pelo virus da imuno-
deficiéncia humana (HIV) e por outros virus linfotrépicos.®
Portanto, outra consideracdo a ser feita ante um paciente com
um achado positivo de PAAC-IFI em HEp-2 refere-se a pos-
sibilidade de infecg¢des virais recentes, uso de medicamentos
e processos neoplasicos.

Varias evidéncias demonstram que os autoanticorpos
frequentemente precedem a ecloséo clinica das doengas au-
toimunes.” Um teste de PAAC-IFI em HEp-2 positivo pode
preceder o aparecimento clinico do LES em até nove anos.
Cerca de 80% dos pacientes com LES apresentam PAAC-IFI
em HEp-2 positivo antes do aparecimento dos primeiros sinto-
mas. O mesmo ¢ valido, embora em menor porcentagem, para
0s varios autoanticorpos especificos dessa enfermidade, como
anti-DNA nativo e anti-Sm. Portanto, outra possibilidade a se
considerar em presenga de um achado clinicamente inconsis-
tente de PAAC-IFI em HEp-2 positivo ¢ a de que o paciente
podera vir a desenvolver uma doenga autoimune nos proximos
anos. No entanto, alguns individuos podem seguir décadas com
autoanticorpos circulantes sem desenvolver qualquer sinal de
enfermidade autoimune.®

Perante um resultado positivo de PAAC-IFI em HEp-2 ¢
imprescindivel que se caracterize essa reatividade, buscando
a presenga de anticorpos peculiares de patologias autoimu-
nes através de técnicas especificas. Essa avaliagdo deve ser
subsidiada por evidéncia clinica ou laboratorial de doenca
autoimune sistémica. Além do exame clinico apurado, é im-
portante verificar possiveis alteracdes em hemograma, urina I,
proteina C-reativa e velocidade de hemossedimentagao (VHS),
que podem ser considerados extensdes do exame clinico. Em
alguns casos, pode ser valido investigar enzimas hepaticas e
musculares. Sintomas vagos, como artralgia e astenia, com
exames laboratoriais gerais normais ndo sao suficientes para
oferecer subsidio para um achado laboratorial de PAAC-IFI em
HEp-2 em titulo baixo e com padrao de fluorescéncia pouco
especifico. Nesses casos, o exercicio do bom senso com o
acompanhamento da situacdo clinica do paciente em consultas
regulares pode ser a melhor conduta.

Os dois primeiros Consensos contribuiram para o aperfei-
¢oamento das leituras e interpretagdo dos padrdes de PAAC-IFI
em HEp-2 a partir da criag@o de critérios morfologicos a serem
seguidos durante a leitura do teste, da combinagao dos critérios
formando os grupos principais (nucleo, nucléolo, citoplasma,
aparelho mitdtico e mistos), levando-se em consideragdo a
grande diversidade de terminologias que eram utilizadas para
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caracterizar os diferentes padrdes. Foram ainda abordadas
as informagdes sobre as principais associagdes clinicas dos
diferentes padrdes e sugerida uma nova denominago para o
teste que expressasse a sua dimensdo diagnostica.

Apos o segundo Consenso, surgiram questdes que neces-
sitariam de maior discussdo e de melhor orientacdo. Um dos
problemas observados diz respeito a classificacao do padrido
nuclear homogéneo quanto a reatividade dos nucléolos e em
relacdo a classificacdo dos padrdes mistos englobando multiplas
reatividades dentro do mesmo grupo, por exemplo, um padrdo
com dois ou mais autoanticorpos contra antigenos nucleares.
Outro aspecto relevante foi a necessidade de alertar quanto a
heterogeneidade dos substratos a comegar pelo titulo dos con-
jugados. Uma vez que alguns laboratorios nio estdo habituados
a titular o conjugado contra um padrao absoluto ou consensual,
um mesmo teste realizado em kits de marcas diferentes pode
apresentar titulos divergentes. Esses problemas, em seu conjunto,
sdo responsaveis pela heterogeneidade de resultados entre os
varios laboratdrios e precisam ser mais bem discutidos.

Finalmente, ao longo dos anos sentiu-se necessidade de
revisar as associagdes clinicas dos diferentes padroes estabe-
lecidas no 2° Consenso. Desse modo, o 3° Consenso Brasileiro
para pesquisa de autoanticorpos em Células HEp-2 teve como
propdsito avaliar as dificuldades de implantagao do 2° Consen-
so ocorrido no ano de 2002, discutir estratégias para controlar
a qualidade do ensaio e promover a atualizacao das associacdes
clinicas dos padroes de fluorescéncia.

METODO DE TRABALHO

Participaram do encontro em Goiania nos dias 13 ¢ 14 de Abril
de 2008 pesquisadores e especialistas de diversos centros
universitarios e laboratorios clinicos de diferentes regides do
Brasil com o proposito de discutir e aprovar as recomendagdes
que visam a melhor padronizag@o, interpretagdo ¢ utilizagao do
ensaio pelos clinicos. Representantes comerciais de diferentes
empresas produtoras de insumos para realizagao do teste de
PAAC-IFI em HEp-2 foram convidados como ouvintes.

Os problemas abordados pelo grupo foram a necessidade
de controlar a qualidade do ensaio, a defini¢do de alguns as-
pectos controversos na classificagéo proposta no 2° Consenso,
o relato de novos padrdes de fluorescéncia e a revisdo das
associagdes clinicas. Os problemas foram apresentados para
os componentes da assembléia e discutidos amplamente com
vistas a obtengdo de consenso entre os diversos participantes.
As discussdes foram embasadas por prévia revisao da literatura
referente aos diversos temas, bem como apresentagdo de dados
proprios pelos participantes.
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RECOMENDACOES GERAIS

A classificacao dos nucléolos no padrao nuclear
homogéneo passa a ser ndo reagente

O 3° Consenso reitera a classificagdo atual dos padrdes de flu-
orescéncia nos quatro compartimentos celulares (citoplasma,
nucleo, nucléolo e aparelho mitotico). Ademais, foram feitas
algumas defini¢cdes para situacdes de possivel ambiguidade
ou indefini¢do. Nos casos em que o nucleo ¢ uniformemente
corado e nao se destaca a regido do nucléolo, os membros do
Consenso entendem que nao ha reatividade precipua contra
o nucléolo, portanto, 0 mesmo deve ser descrito como “nao
reagente”. Obviamente, o nucléolo sera também descrito como
“ndo reagente” nos casos em que 0 mesmo se mostrar nao co-
rado. Quando da existéncia de um padrao nuclear, o nucléolo
somente serd descrito como “reagente” quando sua colorag@o
sobressair sobre a colora¢ao do nucleo (Figura 1B). Registra-se
o exemplo abaixo do laudo do padrdo nuclear homogéneo:

* Paciente: F.C.O.F.

* Ensaio: Pesquisa de Anticorpos contra
Antigenos Celulares (PAAC)

* Nucleo: reagente.

* Nucléolo: ndo reagente.

* Citoplasma: ndo reagente.

* Aparelho mitotico: ndo reagente.

* Placa metafésica cromossdmica: positiva

» Padrio: nuclear homogéneo

Padroes mistos

Foi retificada a defini¢do de Padrdes Mistos. Foram catego-
rizados como padrdes mistos todos os casos em que foram
observadas a coloragao de compartimentos celulares distintos
(mtcleo, nucléolo, citoplasma ou aparelho mitdtico) ou de dife-
rentes padrdes de fluorescéncia em um mesmo compartimento
celular. Assim, por exemplo, o padrdo NuMA-1 ¢ considerado
um padrio misto, pois cora o nucleo e o aparelho mitdtico.
Outro exemplo ¢é representado por um soro com uma mistura
de autoanticorpos que corem simultaneamente o nticleo com
padrao pontilhado fino e padréo pontilhado centromérico.

Padrao nuclear pontilhado com pontos isolados

O 3° Consenso alterou a deliberagdo do 2° Consenso quanto
a necessidade de subclassificagcdo do nimero de pontos no
padrdo nuclear pontilhado do tipo pontos isolados em maior
que 10 e menor que 10. A denominagao do padrdo ficou es-
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tabelecida como Padrdo nuclear pontilhado do tipo pontos
isolados. Essa mudanga decorre do fato de que o numero de
corpos nucleares corados por anticorpos anti-p80-coilina e
anti-sp-100 sofre consideravel variacdo conforme o substrato
celular em uso. Embora, o observador experiente consiga, na
maior parte dos casos, sugerir com seguranga o autoanticor-
po mais provavel, o nimero de pontos por nucleo ndo ¢ um
critério absoluto.

Padroes nao caracterizados ou
com caracteristicas novas

Os membros do Consenso reconhecem que ha padrdes ndo
caracterizados ou com caracteristicas ndo definidas conforme
a classificagdo existente. Nesses casos, a recomendagao € que
se descreva morfologicamente o padrdo observado ¢ que se
acrescente uma observagao especificando que o mesmo ndo
faz parte da nomenclatura do Consenso e que suas associagdes
imunologicas e clinicas ainda ndo estao definidas. Nesses casos,
¢ de fundamental importancia que o laboratorio teste o suposto
novo padrdo em kit comercial de marca diferente daquela em
que originalmente observou o padrdo, evitando assim que
condigdes artefatuais induzam uma falsa interpretacao.

Foram comunicados dois novos padrdes de fluorescéncia
por participantes do Consenso. Varios outros membros teste-
munharam ja haver observado esses padrdes.

O primeiro trata-se de um padrdo nuclear pontilhado fino,
aproximando-se da textura homogénea, e com placa metafasica
corada da mesma forma. Sua associacao clinica e identidade
imunologica ndo estdo definidas. Sua importancia deriva do
fato de que pode ser facilmente confundido com o padrao pon-
tilhado fino denso e com o padrdo homogéneo (Figura 1).

O segundo trata-se de um padrao citoplasmatico em forma
de pequenos bastdes (rods) e circulos (rings) que, aparentemen-
te, estd associado a infec¢@o pelo HCV. Ha estudos em curso
por alguns grupos de pesquisa com a finalidade de estabelecer
sua identidade imunoldgica (Figura 2).

Como ainda ndo estio definitivamente caracterizados,
esses dois novos padrdes foram considerados preliminares
e o 3° Consenso recomendou que os mesmos fossem com-
pletamente caracterizados e apresentados na proxima versao
do Consenso.

Substratos a base de células
geneticamente modificadas

O 3° Consenso nao realizou estudos sistematizados com subs-
tratos geneticamente modificados, sendo este estudo possivel
objeto de debate nos proximos encontros.
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A - Nuclear pontilhado fino tendendo a homogéneo

B - Nuclear homogéneo

C - Nuclear pontilhado fino denso

Figura 1. (A) Padrao nuclear pontilhado fino tendendo a homogéneo. As células
apresentam nucleoplasma com textura finamente pontilhada de tendéncia homogénea
e placa metafasica corada na mesma textura. Nao deve ser confundido com padrido
nuclear homogéneo e com pontilhado fino denso, pois ndo ha reatividade contra o
DNA nativo e a proteina LEDGF/75KDa, respectivamente. Nas figuras B e C podem
ser observados os padrdes nuclear homogéneo e nuclear pontilhado fino denso, res-
pectivamente. Imagens obtidas por imunofluorecéncia indireta em células HEp-2.
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.

Citoplasmatico em bastoes e anéis

Figura 2. Padrdo citoplasmatico com fluorescéncia em forma de bastdes e anéis
(rods and rings). Aparentemente associado a infec¢ao pelo HCV e tratamento com
interferon. Os antigenos alvos desses anticorpos ainda estdo sendo definidos.

CONTROLE DE QUALIDADE

O 3° Consenso incentiva e recomenda a busca por progra-
mas de controle de qualidade. Essa recomendacao visa fazer
frente as dificuldades em garantir a qualidade do teste, dada a
necessidade de profissionais com treinamento especializado,
heterogeneidade dos kits comerciais e nao padronizacao de
equipamentos Opticos entre laboratérios. Entre os programas
de qualidade institucionais, foram citados o do College of Ame-
rican Pathologists (CAP) e o programa educativo PAAC-IFI
em HEp-2 da Controlab. Também foram citados programas e
reagentes para controle de qualidade de empresas privadas,
como 0 PCQAUTO da GMK Diagnosticos, o Conexao HEp-2
da Hemagen Diagnosticos e a lamina FITC-QC® da ALKA
Tecnologia em Diagndsticos.

Foi recomendada ainda a realizacdo por parte dos laborato-
rios da titulagdo do conjugado como medida fundamental para
ajustar a quantidade de fluorocromo de acordo com a poténcia
da lampada, equiparando os diferentes servigos. Foi ressaltando
ainda que esse procedimento deve ser realizado para cada novo
kit de lote diferente. A manutencdo dessa titulagao nos kits do
mesmo lote pode ser realizada a partir do uso de controles de
baixa intensidade. Nesse quesito, ressalta a utilidade de laminas
comerciais com micro-esferas pré-calibradas para diversas
intensidades de fluorescéncia e que podem ser utilizadas para
treinamento e calibragdo interna da leitura.

Com o intuito de estimular a obtencdo de resultados fidedig-
nos, o 3° Consenso recomenda que os laboratorios adiram aos
programas de controle de qualidade e fagam sistematicamente
o controle de qualidade técnico. E de fundamental importan-
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cia recordar que a reag@o de IFI depende de cinco fatores: o
sistema Optico (microscopio), a poténcia da lampada (20, 50
ou 100W), a concentragdo do conjugado, os soros controles
de reatividade minima (1/80) e o observador.

A concentragao do conjugado permite equiparar sistemas
opticos diferentes, lampadas de poténcias diferentes e a leitura
do observador. Exemplo, se a poténcia da lampada ¢ baixa, ¢
recomendada a utilizagdo de um conjugado mais concentrado
para se obter a mesma fluorescéncia de uma lampada de potén-
cia maior. Para estabelecer a concentracgao ideal do conjugado
(titulo do conjugado), devemos utilizar a técnica de titulag@o
em bloco em que varias diluigdes do conjugado sdo cruzadas
com diversas concentragdes de um soro de referéncia, procu-
rando a maior dilui¢do do conjugado capaz de reproduzir o
titulo nominal do soro de referéncia.

O soro de referéncia pode acompanhar o kit pronto e o
laboratorio passara a se referenciar ao sistema optico, lampada
e leitor de acordo com o padrao estabelecido pelo fabricante. O
soro de referéncia pode também ser adquirido comercialmen-
te, obtido de institui¢des de controle de qualidade ou ainda o
laboratorio podera enviar o seu soro a um laboratoério de sua
referéncia e, de posse dos resultados, passar a se referenciar a
esse laboratorio. Uma vez feita a primeira referéncia, o labo-
ratorio podera armazenar semanalmente aliquotas de soros de
titulos determinados no proprio laboratorio.

O laboratério devera manter em sua soroteca amostras
para controle com titulo de reatividade minima (1/80), a serem
diluidas em 1/40, 1/80, 1/160 e 1/320. A cada bateria diaria o
laboratorio devera processar o controle baixo e devera considerar
a bateria valida se a variagdo de titulos for de mais ou menos
uma dilui¢ao. Se for observada inconformidade do controle; por
exemplo, se uma amostra com titulo médio de 1/80 apresentar-
se como negativo, a bateria devera ser invalidada. Utilizando
o controle de reatividade minima (1/80), uma bateria de testes
somente serad validada com a leitura de um titulo a mais ou a
menos de 80. No caso de ocorrer queda superior a 1(um) titu-
lo, é provavel que o sistema tenha entrado em instabilidade.
Recomenda-se, entdo, que seja verificado, primeiramente, se
houve problema na aliquota armazenada, nesse caso repetindo
o teste com a aliquota armazenada na semana anterior. Se ao
término da repeti¢@o o titulo encontrado foi o previsto, chega-
remos a conclus@o de que a aliquota do controle em uso havia
se deteriorado. Se a nova aliquota apresentou também queda
do titulo de mais de uma dilui¢do, deveremos checar o sistema
optico (deterioragdo do filtro UV, inundacdo da objetiva com
glicerina tamponada e desempenho da lampada). Caso ndo seja
encontrada alteragdo nesses componentes ¢ no numero de horas
de uso da lampada, a causa mais provavel serd degradagdo do
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conjugado, que deve entdo ser submetido a novo processo de
titulagdo, como descrito anteriormente.

Observacoes

1. Recomenda-se controle do conjugado a cada 15 dias.

2. Quando um novo kit for aberto, deve ser
realizada nova titulagdo do conjugado.

3. As objetivas e os filtros do microscopio
interferem na defini¢ao do titulo do conjugado,
devendo ser checados rotineiramente.

4. Além da checagem do tempo de lampada, é
necessario checar se a lampada esta centrada. Isso
pode ser feito utilizando uma folha de papel branca
colocada na mesa do microscopio e observado
com objetiva de 10 se a ldmpada esta centrada.
Caso seja observado escurecimento de parte do
campo, o manuseio dos botdes de centragem direita
e esquerda, superior ¢ inferior e foco da lampada
deverdo ser acionados a fim de realizar o ajuste.

ASSOCIACOES CLINICAS E
DESCRICAO DOS PADROES

Os membros do 3° Consenso procederam a uma ampla dis-
cussdo para validagdo e reavaliag@o das associacdes clinicas
e imunolégicas referentes aos padroes de PAAC-IFI em
HEp-2. As recomendagdes advindas dessa atividade estdo
listadas na Tabela 1.

Tabela 1

Third Brazilian Consensus for autoantibodies screening in HEp-2 cells (ANA)

Em sua vasta maioria, as associagdes anteriormente des-
critas foram acordadas por unanimidade entre os participantes
do Consenso. Nos raros casos em que ndao houve unanimidade,
acatou-se a opinido majoritaria.

Essa iniciativa reflete a vigorosa atividade de pesquisa no
campo de autoanticorpos em geral, e de anticorpos antind-
cleo em particular, em nosso pais. Deve ser enfatizado que
essa atividade tem proporcionado uma evolugao progressiva
e marcante de nossa comunidade cientifica e profissional,
firmando uma posi¢do nacional independente em relagdo a
forma de realizar e interpretar o ensaio para determinagdo
de autoanticorpos em células HEp-2. Essa caracteristica tem
beneficiado também os clinicos que langam mao desse exame
laboratorial e, por conseguinte, os pacientes que a eles recor-
rem. Finalmente, ¢ necessario que fique claro que esse é um
processo de amadurecimento continuo e progressivo e que o
mesmo depende da interag¢@o de toda a comunidade envolvida
com as varias etapas do processo.
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Padroes de PAAC-IFI em HEp-2, descrigdo, principais autoanticorpos associados e associagdes clinicas mais frequentes

Padroes Descricao

Relevancias clinicas por autoanticorpos

Nuclear tipo
membrana nuclear

O padrao € caracterizado por uma fluorescéncia em toda a
membrana nuclear (podendo ser emitida com informacao
adicional em aspecto continuo ou pontilhado). Nao obser-
vamos fluorescéncia em nucléolos e citoplasma; a célula em
divisao em todos os estagios apresenta-se nao fluorescente.
Nao confundir com o antigo padrao periférico observado em
figado de rato onde o DNA de dupla hélice se encontrava
ancorado as proteinas da membrana nuclear, dando seu
aspecto caracteristico.

Anticorpo contra proteinas do envelope nuclear. Cirrose
biliar primdria, hepatites autoimunes, raramente associado
a doengas reumaticas. Algumas formas de ldpus eritematoso
sistémico e esclerodermia linear, sindrome do anticorpo an-
tifosfolipide. Esse padrao pode ser observado em individuos
sem evidéncia aparente de autoimunidade, principalmente
quando em baixos titulos.

Anticorpo anti-gp210 é especifico para cirrose biliar pri-
maria.

Outros autoanticorpos associados a esse padrao: anti-p62
(nucleoporina), anti-lamin A, anti-lamin B, anti-lamin C,
anti-LBP.?
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Nuclear homogéneo

Nuclear pontilhado grosso

Nuclear pontilhado fino

Nuclear pontilhado fino denso

Nuclear pontilhado
pontos isolados

Nuclear pontilhado

centromérico

Nuclear pontilhado
pleomérfico

Nucleolar homogéneo

Nucleolar aglomerado

Nucleoplasma fluorescente de forma homogénea e regu-
lar. Nao é possivel distinguir a area de nucléolo e este é
considerado ndo reagente. Placa metafasica cromossoémica
intensamente corada, de aspecto hialino, com decoracao
homogénea dos cromossomos, também positiva na anafase
e tel6fase. Citoplasma normalmente ndo fluorescente.

Nucleoplasma com granulos de aspecto grosseiro, hetero-
géneos em tamanho e brilho, sendo que sobressaem alguns
poucos granulos maiores e mais brilhantes (1 a 6/ndcleo)
que correspondem ao corpo de Cajal, rico em ribonucleo-
proteinas do spliceossomo. Nucléolo, célula em divisdo e
citoplasma nao fluorescentes.

Nucleoplasma com granulacao fina. Nucléolo, célula em
divisao e citoplasma nao fluorescentes.

Nucleoplasma da célula em intérfase apresenta-se como um
pontilhado peculiar, de distribuicao heterogénea, nucléolo
nao fluorescente. A célula em divisdo apresenta decoragao
em pontilhado intenso e grosseiro dos cromossomos na placa
metafdsica, com citoplasma nao fluorescente.

Nucleoplasma apresenta-se com pontos fluorescentes iso-
lados (podendo ser fornecida como informagao adicional
o numero de pontos maior ou igual a 10 ou menos do que
10 pontos por nicleo). Nucléolo, célula em divisao e cito-
plasma nao fluorescentes.

Nucleoplasma da célula em intérfase, apresentando-se pon-
tilhado com um ndmero constante de 46 pontos. Nucléolo
normalmente nao fluorescente, célula em divisao apresenta
concentragao dos pontos na placa metafasica. Citoplasma
nao fluorescente.

O nucleoplasma apresenta-se totalmente nao fluorescente
na célula em fase G1 da intérfase, passando a pontilhado
com granulos variando de grosso, fino a fino denso na me-
dida em que a célula evolui para as fases S e G2. Nucléolo
e citoplasma nao fluorescentes. Esse padrao € sugestivo de
anticorpos anti-PCNA.

Nucléolo homogéneo, célula em divisao e citoplasma nao
fluorescentes.

O nucléolo se apresenta com grumos de intensa fluorescéncia
(como cachos de uva). Citoplasma e niicleo nao fluorescentes.
A célula em divisdo apresenta-se amorfa, com coloragao de-
licada em volta dos cromossomos da placa metafasica.

Anticorpo anti-DNA nativo. Marcador de lipus eritematoso
sistémico.

Anticorpo anti-histona. Marcador de ldpus eritematoso
sistémico induzido por drogas, ltipus eritematoso sistémico
idiopatico, artrite reumatoide, artrite idiopatica juvenil,
importante associagao com uveite na forma oligoarticular,
sindrome de felty e hepatite autoimune.'®

Anticorpo anticromatina (DNA/Histona, nucleossomo).
Lipus eritematoso sistémico."!

Anticorpo anti-Sm. Marcador para ldpus eritematoso sis-
témico."

Anticorpo anti-Rnp. Critério obrigatério no diagnéstico da
doenca mista do tecido conjuntivo, também presente no lGpus
eritematoso sistémico e esclerose sistémica.

Anticorpo anti-SS-A/Ro. Sindrome de Sjogren primaria, G-
pus eritematoso sistémico, lGpus neonatal, e [Gpus cutaneo
subagudo, esclerose sistémica, polimiosite e cirrose biliar
primaria.”

Anticorpo anti-SS-B/La. Sindrome de Sjogren primaria, lGpus
eritematoso sistémico, lGipus neonatal."

Anticorpo antiproteina p75 (cofator de trascricao) deno-
minado LEDGF/p75. E um dos padrdes mais frequentes
encontrados na rotina, cuja correlacdo clinica ainda nao
esta bem estabelecida, sendo frequentemente encontrado
em individuos sem evidéncia objetiva de doenga sistémica.
Encontrado raramente em doencas reumaticas autoimunes,
processos inflamatérios especificos e inespecificos. Existem
relatos na literatura do encontro desse padrdo em pacientes
com cistite intersticial, dermatite atépica, psoriase e asma.'

Anticorpo anti-p80 coilina. Nao possui associagao clinica
definida.'

Anticorpo anti-Sp100 - anti-p95. Descrito principalmente
na cirrose biliar primaria.'®

Anticorpo anticentromero (proteinas CENP-A, CENP-B
e CENP-C). Esclerose sistémica forma CREST (calcinose,
fenébmeno de Raynaud, disfuncao motora do esofago, escle-
rodactilia e telangiectasia), cirrose biliar primdria e sindrome
de Sjogren. Raramente observado em outras doencas autoi-
munes. Pode preceder a forma CREST por anos.'”'®

Anticorpo contra nicleo de células em proliferacao (Anti-
PCNA). Encontrado especificamente em pacientes com ldpus
eritematoso sistémico."

Anticorpo anti-To/Th. Ocorre na esclerose sistémica.*

Anticorpo antinucleolina.
Muito raro, descrito no ldpus eritematoso sistémico, doenca
enxerto versus hospedeiro e na mononucleose infecciosa.

Anticorpo anti-B23 (nucleofosmina).

Descrito na esclerose sistémica, alguns tipos de cancer sin-
drome do anticorpo antifosfolipide e doenga enxerto versus
hospedeiro.

Anticorpo antifibrilarina (U3-nRNP). Associado a esclerose
sistémica, especialmente com comprometimento visceral
grave, entre elas a hipertensao pulmonar.?!
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Nucleolar pontilhado

Citoplasmatico fibrilar linear

Citoplasmatico fibrilar
filamentar

Citoplasmatico fibrilar
segmentar

Citoplasmatico
pontilhado polar

Citoplasmatico pontilhado
pontos isolados

Citoplasmatico
pontilhado fino denso

Citoplasmatico pontilhado fino

Citoplasmatico
pontilhado reticulado

Decoragao pontilhada nucleolar e 5 a 10 pontos distintos
e brilhantes ao longo da placa metafdsica cromossémica.
Nicleo e citoplasma nao corados.

Fibras de estresses que constituem o citoesqueleto decoradas
de forma retilinea, cruzando toda a extensao da célula e
nao respeitando os limites nucleares. Nicleos e nucléolos
nao fluorescentes.

Decoragao de filamentos com acentuacdo uni ou bipolar
em relagdo a membrana nuclear. Ndcleos e nucléolos nao
fluorescentes.

Apenas segmentos curtos das fibras de estresse se encontram
fluorescentes. Ndcleo e nucléolos negativos. Nas células
em divisao, podemos observar eventualmente multiplos
granulos intensamente fluorescentes que correspondem a
forma globular das proteinas do citoplasma.

Esse também é um laudo obrigatério, pois evidencia cis-
ternas do aparelho de Golgi. A decoragao é apenas cito-
plasmatica em pontos agrupados de situacdo perinuclear,
normalmente em apenas um pélo nuclear. Nicleo, nucléolo
e célula em divisao nao fluorescentes.

Pontos definidos de ndmero variavel por toda a extensao
do citoplasma. Ncleo, nucléolo e célula em divisao nao
fluorescentes.

Fluorescéncia de pontos finos, densos e confluentes, chegan-
do a quase homogeneidade. O nticleo ndo esta corado, mas
pode ou nao apresentar uma leve decoragao homogénea na
area do nucléolo. A célula em divisao é nao fluorescente.
No caso de haver fluorescéncia concomitante de citoplasma
e nucléolo, o padrdo é classificado como misto.

Pontos definidos em grande ndmero e densidade, célulaem
divisao e nucléolo nao fluorescentes.

Fluorescéncia em miiltiplos pontos dispostos sob forma de
reticulo irradiando a partir da periferia do nicleo por todo
o citoplasma. Nicleo, nucléolo e célula em divisao nao
fluorescentes.

Anticorpo anti-NOR 90. Inicialmente descrito na esclerose
sisttmica. Atualmente descrito em outras doencas do tecido
conjuntivo, porém sem relevancia clinica definida.*'

Anticorpo anti-RNA polimerase I. Esclerose sistémica de
forma difusa com tendéncia para comprometimento visceral
mais frequente e grave.”!

Anticorpo anti-ASE (anti-sense to ERCC-1).
Frequentemente encontrado em associagao a anticorpos
anti-NOR-90. A associagao mais frequente parece ser o lGpus
eritematoso sistémico.

Anticorpo antiactina. Encontrado em hepatopatias: hepatite
autoimune, cirrose.

Anticorpo antimiosina. Hepatite C, hepato-carcinoma, mias-
tenia gravis. Quando em titulos baixos ou moderados podem
ndo ter relevancia clinica definida.?>**

Anticorpo antivimentina e antiqueratina. Anticorpo anti-
queratina é o anticorpo mais importante em doenca hepa-
tica alcodlica. Descritos em varias doengas inflamatérias e
infecciosas. Quando em titulos baixos ou moderados podem
nao ter relevancia clinica definida.**

Antialfa-actinina, antivinculina e antitropomiosina.
Anticorpos encontrados na miastenia gravis, doenca de Crohn
e colite ulcerativa. Quando em titulos baixos ou moderados
podem ndo ter relevancia clinica definida.>*

Anticorpo antigolginas (cisternas do aparelho de Golgi).
Raro no llpus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren
primdria e outras doengas autoimunes sistémicas. Relatado
em ataxia cerebelar idiopdtica, degeneracao cerebelar pa-
raneoplasica e infecgoes virais pelo virus Epstein Barr (EBV)
e pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Quando
em titulos baixos ou moderados podem nao ter relevancia
clinica definida.?2°

Anticorpo anti-EEA1 e antifosfatidilserina. Nao hd associa-
¢oes clinicas bem definidas.

Anticorpo anti-GWB. Associado a sindrome Sjégren primdria,
embora observado também em diversas outras condigoes
clinicas.”

Anticorpo anti-PL7/PL12.Esse padrdo de fluorescéncia
pode raramente estar associado a anticorpos encontrados
na polimiosite.?°

Anticorpo antiproteina P-ribossomal. Esse padrao ocorre no
[Gpus eritematoso sistémico e esta particularmente associado
ao anticorpo antiproteina P-ribossomal.?

Anticorpo anti-histidil t RNA sintetase (Jo1). Anticorpo
marcador de polimiosite no adulto. Descrito raramente na
dermatomiosite. Outros anticorpos anti-tRNA sintetases
podem gerar o mesmo padrao.?

Anticorpo antimitocondria. Marcador da cirrose biliar pri-
mdria. Raramente encontrado na esclerose sistémica. Devido
ao encontro relativamente comum de padrao assemelhado e
nao relacionado a anticorpos antimitocondria, é fundamental
a confirmagao por teste especifico.??*
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Aparelho mitético
tipo centriolo

Aparelho mitético tipo
ponte intercelular

Aparelho mitético tipo
fuso mitético (NuMa-2)

Misto do tipo nuclear
pontilhado fino com
fluorescéncia do
aparelho mitotico

Misto do tipo nuclear
pontilhado grosso e
nucleolar homogéneo

Misto do tipo nuclear e

nucleolar pontilhado fino
com placa metafdsica corada

Misto do tipo nuclear
pontilhado fino e
nucleolar pontilhado.

Misto do tipo citoplasmatico

pontilhado fino denso a
homogéneo e nucleolar
homogéneo

Ponto fluorescente isolado no citoplasma em um pélo na
célula em repouso (intérfase) que se divide em dois e migra
ao pdlo oposto do nicleo a medida que a célula entra em
divisao.

Antigenos que formam a uniao entre células mae/filha ao
final da tel6fase. Podem ser observados com fluorescéncia
intensa na ponte citoplasmdtica que sofrera clivagem ao
final da divisao celular.

Células em intérfase se encontram ndo fluorescentes em
todas as suas estruturas. Ha decoragao extensa e grosseira
nos pélos mitdticos das células em metéfase e as pontes
intercelulares sao positivas na tel6fase. Citoplasma nao
fluorescente.

As células em intérfase apresentam o nicleo corado como
um pontilhado bem fino, geralmente em alto titulo. Células
mitéticas em metafase e andfase apresentam colocacao bem
definida e delicada da regiao pericentrossomica e das partes
proximais do fuso mitdtico. Na tel6fase ja se vé novamente
a coloragao pontilhada dos nicleos neoformados e nao se
vé coloragao da ponte intercelular.

Células em intérfase apresentam o nicleo corado como
pontilhado grosso e o nucléolo corado de forma homogénea.
Na metafase hd coloragdo ao redor da placa metafasica.

Células em intérfase apresentam o ntcleo corado de forma
pontilhada fina e o nucléolo sobressai também com padrao
pontilhado fino. Na metafase, a placa metafdsica apresenta
padrao pontilhado fino.

Células em intérfase apresentam o ntcleo corado de forma
pontilhada fina delicada e sobressaindo o nucléolo corado
com padrao pontilhado (pontos individuais). O citoplasma
nao é corado. Na metafase, observam-se 5 a 10 pontos
isolados e brilhantes na placa metafdsica, correspondentes
as regides organizadoras de nucléolo (NOR).

O nicleo é totalmente nao corado e o nucléolo é corado
fracamente. O citoplasma apresenta intensa coloragao com
pontilhado muito fino e muito denso, quase homogéneo. As
células mitéticas nao sao coradas.

Anticorpo antialfa-enolase. Em baixos titulos ndo tém asso-
ciagao clinica definida. Em altos titulos pode estar associado
a esclerose sistémica.

Anticorpo antibeta-tubulina. Podem ser encontrados no lGpus
eritematoso sistémico e na doenga mista do tecido conjuntivo.
Outros anticorpos ainda ndo bem definidos podem gerar o
mesmo padrdo. Associado a diversas condi¢oes autoimunes
com baixa especificidade tendo relevancia clinica somente
em altos titulos.*

Anticorpo anti-HsEg5/NuMA-2. Associado a diversas condi-
¢Oes autoimunes com baixa especificidade, tendo relevancia
clinica somente em altos titulos.*®

Anticorpo anti-NuMa1. Associado a sindrome de Sjogren,
podendo ocorrer também em outras condi¢oes autoimunes
ou inflamatérias crénicas. Quando em titulos baixos ou
moderados, pode nao estar associado a evidéncia objetiva
de doenca inflamatdria sistémica.*?

Anticorpo anti-KU. Marcador de superposigao, polimiosite
e esclerose sistémica. Podem ocorrer no ldpus eritematoso
sistémico e esclerodermia.®

Anticorpo anti-DNA topoisomerase | (Scl-70). Associado
a esclerose sistémica forma difusa, em que indica formas
de maior comprometimento visceral. Mais raramente pode
ocorrer na sindrome CREST e superposi¢ao.**

Anticorpos anti-RNA polimerase | e I1. Esses dois autoanticor-
pos usualmente aparecem em combinagao, sendo a RNA pol
I responsavel pela distribui¢ao nucleolar e em NOR, enquanto
a RNA pol Il responde pela distribui¢ao nuclear. Anti-RNA pol
| é considerado marcador de esclerose sistémica e anti-RNA
pol Il aparece em diversas condi¢oes autoimunes.*

Anticorpo anti-rRNP (antiproteina P ribossomal). Marcador
de ldpus eritematoso sistémico e mais frequentemente rela-
cionado a psicose ltpica. Também parece estar associado a
atividade da doenca.?®3
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