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Editorial

Derramando luz fluorescente no mundo dos anticorpos

antinucleo

Shedding fluorescent light into the antinuclear antibody world

Autoanticorpos sao importantes biomarcadores para a inves-
tigacdo clinica de doencas autoimunes sistémicas (DAS).! Com
frequéncia, a triagem para anticorpos antinicleo (ANA) é ini-
ciada com o consagrado teste de imunofluorescéncia indireta
em células HEp-2 (teste ANA-HEp-2). O teste ANA-HEp-2 foi re-
comendado pelo American College of Rheumatology como padrao
de exceléncia para triagem de autoanticorpos.? A populariza-
cdo e expansdo no uso desse teste por diversos especialistas
nos ultimos 15 anos vém provocando ansiedade e perplexidade
em varios casos, nos quais um teste positivo ndo corresponde
a apresentacéo clinica. Alguns especialistas no campo sugeri-
ram que a interpretacgao correta do padrao ANA-HEp-2 ajuda na
discriminacao de um teste positivo em individuos autoimunes
e nao autoimunes. Em particular, o grupo brasileiro assumiu
a dianteira na elaboracao de um consenso nacional sobre a
classificacdo da nomenclatura dos padroes de ANA. Essa ini-
ciativa foi extremamente bem-sucedida em nosso pais e ou-
tros programas afins foram desenvolvidos em outras regides do
mundo. Esse nimero da revista apresenta as resolucoes do IV
Consenso Brasileiro sobre Nomenclatura dos Padroes de ANA.

O carisma do teste ANA-HEp-2

Provavelmente devido a razdes histéricas, o teste ANA alcan-
cou fortissima reputacdo entre clinicos e leigos. Isso pode ser
parcialmente compreendido se nos debrugarmos no cenario
médico nos anos 1960 e 1970, quando a ciéncia médica estava
comecando a entender o potencial diagnéstico dos autoan-
ticorpos. A principio, os autoanticorpos foram demonstra-
dos em casos de DRAI. Especificamente, o fator reumatéide
foi identificado como marcador para artrite reumatoéide,’ e o
fendmeno da célula LE foi ligado ao ldpus eritematoso sis-
témico (LES).* Logo se percebeu que a base para o fendmeno
da célula LE estava nos autoanticorpos contra desoxirribonu-
cleoproteina (o equivalente ao que atualmente denominamos

anticorpos anti-nucleossomo ou anti-cromatina). Os primei-
ros testes de imunofluorescéncia indireta para demonstra-
cdo de anticorpos antiniicleo (ANA) se baseavam em cortes
de tecido de animais e demonstravam limitada sensibilidade
e um grupo restrito de padroes de imunofluorescéncia. Ape-
sar disso, o teste de imunofluorescéncia indireta de ANA logo
substituiu o teste de célula LE, tendo sido incluido como um
dos critérios de classificacdo para LES.®

Um aspecto importante a ser levado em consideragao é
que o teste ANA era solicitado principalmente por reumato-
logistas, nefrologistas e dermatologistas, habitualmente para
investigar pacientes com alta probabilidade diagnéstica para
LES. Isso resultava em uma elevada probabilidade pré-teste,
contribuindo para um desempenho diagnéstico favoravel do
teste. Portanto, ndo surpreende que o teste ANA tenha alcan-
cado grande reputagdo como teste diagndstico especifico para
LES e doengas afins.

Nos anos de 1980 houve uma mudanca de rumo em favor
de células HEp-2 como o substrato para o teste; isso acres-
centou toda uma nova dimenséao ao teste ANA, devido a mais
elevada sensibilidade e a vasta gama de novos padrdes de
imunofluorescéncia. Foi se percebendo gradativamente que,
além do préprio nucleo, havia dizias de padrdes associados a
outros compartimentos celulares, a saber, nucléolo, citoplas-
ma, membrana nuclear e aparelho mitético. As culturas de
monocamada de células HEp-2 ofereciam um registro tinico
dos diversos dominios celulares a serem salientados no sis-
tema de imunofluorescéncia. As fascinantes imagens obtidas
no teste ANA-HEp-2 contribuiram decisivamente para o ca-
risma do teste.

Uma consequéncia importante dessa mudanga de rumo
foi que os autoanticorpos associados a um espectro mais am-
plo de doencas autoimunes no dmbito da reumatologia ou
fora de seus dominios eram passiveis de deteccdo pelo teste
HEp-2-ANA. Em consequéncia disso, maior nimero de médi-
cos passou a solicitar o teste.
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A sindrome do ANA positivo idiopatico

Dissonancias entre a realidade e a expectativa fundamentada
na reputacio ndo sdo infreqiientes, e isso também vale para
qualquer parametro utilizado na medicina para diagndstico e
tratamento de pacientes. Com efeito, a dissonancia de repu-
tacdo é precisamente o que temos hoje em dia para o teste
ANA-HEp-2. Nada pode estar mais fora da realidade do que
o conceito de que um teste ANA-HEp-2 positivo é especifico
para o diagnoéstico de LES ou de qualquer outra doenca au-
toimune sistémica. No entanto, essa concepgdo equivocada
estd firmemente arraigada nas mentes de muitos médicos e
pacientes, pelas mesmas razoes expostas na se¢do preceden-
te. No caso do teste ANA-HEp-2, a dissonancia tem sua origem
em vdarios fatores, inclusive a mudanca na sensibilidade do
teste, o cendrio clinico no qual o teste é solicitado, e o fenéme-
no do viés de generalizacdo das observacdes cientificas.

O teste ANA-HEp-2 demonstrou ser muito mais sensivel do
que os testes da célula LE e ANA com uso de secgdes histolé-
gicas de roedor. O ganho em sensibilidade foi acompanhado
por uma perda na especificidade, pois é possivel se ter um
teste ANA-HEp-2 positivo em pacientes com diversas condi-
¢oes inflamatorias, em doencas infecciosas e neoplasicas e
mesmo em individuos aparentemente saudaveis. Diversos
estudos demonstraram consistentemente a ocorréncia de um
teste ANA-HEp-2 positivo em 13-20% da populacdo normal,
de acordo com o género e a idade.®” Em paralelo, o teste ANA-
-HEp-2 se tornou cada vez mais popular entre diversos es-
pecialistas; assim, hoje em dia esse teste é frequentemente
solicitado por ginecologistas, neurologistas, internistas, psi-
quiatras, otorrinolaringologistas, dermatologistas, gastrente-
rologistas, pneumologistas, entre outros.® O uso disseminado
do teste resulta necessariamente em baixa probabilidade pré-
-teste.® A consequéncia da frequéncia relativamente alta de
um teste ANA-HEp-2 positivo em pacientes nao portadores
de DRA]I, juntamente com seu uso disseminado, é um nime-
ro elevado de resultados “falso-positivos”. Essa situagdo vem
sendo chamada de sindrome do ANA positivo idiopdtico.

A sindrome do ANA positivo idiopatico é uma espada de
dois gumes. Muitos pacientes com queixas musculoesquelé-
ticas e com outros sintomas que podem sugerir DRAI tém a
oportunidade de serem examinados por um reumatologista,
por causa de um ANA positivo solicitado pelo clinico geral ou
por médico de outra especialidade. Mas muito estresse e con-
fusdo tém sido causados por um teste ANA-HEp-2 positivo em
um paciente sem evidéncia objetiva de DRAI ou em pacientes
com uma apresentacdo clinica indefinida. Em tais circunstan-
cias, é frequente que o médicos se vejam diante de dificulda-
des para interpretar um teste ANA positivo.

O estetoscopio e as trés dimensées do teste ANA-
HEp-2

Sopros cardiacos sdo sinais sobejamente conhecidos de car-
diopatia, sendo cuidadosamente investigados no exame clini-
co. Mas também é do conhecimento geral que nem todos os
sopros sao clinicamente significativos. De fato, sabe-se que
muitos individuos saudaveis apresentam alguma forma de

sopro cardiaco. Para ajudar na interpretacdo da auscultagcdo
cardiaca, existe a disposicdao uma ampla gama de parametros
que devem ser levados em consideragdo. Exemplificando, um
leve sopro mesossistélico de baixa intensidade auscultado no
quarto espaco intercostal adjacente a borda esquerda do es-
terno em um menino de 7 anos provavelmente ndo tem maior
significado, ao contrario de um sopro diastélico dspero com
uma onda retrégrada pré-sistolica auscultada no apice cardi-
aco em uma mulher com 30 anos. Cardiologistas e internis-
tas treinados ficardo atentos e tomarao decisdes a respeito
ao prosseguimento da investigacao, levando em consideracao
essas nuances.

Analogamente ao teste ANA-HEp-2, o estetoscépio e o
procedimento de auscultagdo cardiaca representam um as-
pecto bastante carismdtico na medicina. Mas o carisma nao
€ o Unico aspecto em comum entre o estetoscépio e o teste
ANA-HEp-2. Como ocorre com o estetoscépio, uma miriade
de nuances existe na interpretacdo do teste ANA-HEp-2. Es-
ses aspectos podem ser divididos em trés dimensdes. A cuida-
dosa analise das trés dimensdes do teste ANA-HEp-2 oferece
um guia util para a correta interpretagdo dessa importante
investigacdo soroldgica. A primeira e mais ébvia é o resultado
qualitativo: negativo ou positivo. A segunda, também bastan-
te intuitiva, é semi-quantitativa e se refere a concentragéo de
autoanticorpos na amostra analisada. Geralmente essa di-
mensao é expressa como o titulo de reatividade. Quanto mais
elevado for o titulo, mais alta serd a concentracdo de autoan-
ticorpos na amostra. O raciocinio intuitivo, de que resultados
com titulo elevado sdo mais relevantes sob o ponto de vista
clinico em comparag¢io com resultados com titulo mais baixo
no teste ANA-HEp-2, é geralmente correto, mas existem va-
rias excecOes que fazem com que essa regra seja bastante re-
lativa. Com efeito, existem pessoas com um teste ANA-HEp-2
positivo em diluigdes de até 1/5.120, bem como pacientes com
LES com um teste positivo em baixo titulo, por exemplo, 1/80
ou 1/160.

A terceira dimensdo do teste ANA-HEp-2 diz respeito ao
padrao de imunofluorescéncia e oferece uma colec¢ao bastan-
te rica de informagcoes. Ela reflete a distribuicdo topografica
dos antigenos que estdo sendo identificados pelos autoanti-
corpos presentes na amostra. Os diversos autoantigenos tém
padrdes de distribuigdo especificos no interior da célula e essa
relacdo ficard enriquecida se analisarmos o comportamento
dinamico ao longo dos sucessivos estagios do ciclo celular.
Frequentemente uma cuidadosa andlise do padrdo de imu-
nofluorescéncia permite a sugestdo de certas especificidades
dos autoanticorpos com graus de confianga variaveis. Entre-
tanto, nem todos os padrdes de imunofluorescéncia permi-
tem uma firme afirmativa acerca das possiveis especificida-
des de autoanticorpos associadas. A robustez da relagdo entre
determinado padrao de imunofluorescéncia e os autoanticor-
pos associados varia conforme o padrdao em questao.

Tem sido muito enfatizada a diferenciac¢ao dos padroes
de ANA-HEp-2 em que existe a coloracao das placas mi-
téticas cromoss6micas. Considerando que a cromatina, a
principal substéncia dos cromossomos, é alvo importante
de autoanticorpos associados a LES (anti-DNA nativo, anti-
-nucleossomo, anti-histonas), os padrdes que englobam
o nucleo como um todo e a placa de metafase poderiam
ser interpretados como indicativos de anticorpos anti-
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-cromatina ou anti-DNA nativo. Mas nuances morfolégicas
desvendam um cenario heterogéneo. Uma coloragao hiali-
na homogénea das placas cromossdémicas mitéticas e uma
coloracdo homogénea do nicleo em interfase sdo, de fato,
compativeis com anticorpos anti-DNA nativo e anti-nucle-
ossomo. Por outro lado, uma coloragao em padrao fino den-
so salpicado do ntcleo em interfase e uma coloragdo em
padrdo denso grosso das placas mitéticas cromossomicas
sdo compativeis com anticorpos anti-DFS70/LEDGF*. O
primeiro padrao indica forte possibilidade de LES e o segun-
do praticamente exclui esse diagnéstico.5'? A relacdo entre
padroes de ANA-HEp-2 e autoanticorpos especificos alcan-
ca um elevado grau de confiabilidade em padrdes comple-
x0s, nos quais a distribuicdo do autoantigeno ocorre em
mais de um compartimento celular, de modo tdo dindmico
e peculiar ao longo do ciclo celular que o torna virtualmen-
te exclusivo para aquele autoantigeno. Considerando que
pouquissimas macromoléculas compartilham a mesma
“coreografia celular”, sdo observadas associagdes muito es-
pecificas. Alguns exemplos de tal situagdo sdo o padrédo de
centréomero,'* o padrao do antigeno nuclear de proliferacéo
celular (PCNA),** os padroes NuMA-1 e NuMA-2,*>% o padrao
CENP-F,” e o padrao Scl-70.%®

Em nosso pais, a percepcgdo da importancia da identifica-
cdo e classificacdo corretas dos diversos padroes ANA-HEp-2
foi logo reconhecida por varios especialistas. O primeiro
Consenso Brasileiro para Pesquisa de Autoanticorpos em
HEp-2 ocorreu em 2000, por iniciativa de Paulo Frances-
cantonio, da Universidade Catdlica de Goids, com o incen-
tivo de Paulo Leser, da Escola Paulista de Medicina. Desde
entdo, ocorreram mais trés edi¢ées do Consenso Brasileiro,
cada uma delas fazendo avancar e complementando as re-
alizacdes das edi¢des precedentes.??? Em cada edicdo, nu-
merosos especialistas da area académica e de laboratérios
particulares discutem a fundo diversos aspectos, como a
defini¢do, nomenclatura, associa¢des imunoldgicas e rele-
vancia clinica dos diversos padroes ANA-HEp-2. Cada uma
das edicbes publicou um documento final aprovado por to-
dos os participantes, e todos foram amplamente divulgados
em varios tipos de midia. As recomendacgdes do Grupo de
Consenso vém sendo amplamente adotadas pela maioria
dos laboratdrios clinicos e universitarios no pais. Clinicos in-
teressados tém tido acesso a essas informacdes em artigos
cientificos, websites e séries de conferéncias. A transmissao
das recomendacgdes do Consenso contribuiu muito para me-
lhorar a capacidade de interpretacao e diferenciacao dos di-
versos padroes ANA-HEp-2 pelos analistas em todo o pais.
O presente numero da Revista Brasileira de Reumatologia
oferece as atas do IV Consenso Brasileiro para Pesquisa de
Autoanticorpos em HEp-2 ocorrido durante o XXIX Congres-
so Brasileiro de Reumatologia em 2012, em Vitéria. Além das
importantes discussdes concernentes a aspectos criticos na
metodologia para a determinacdo de autoanticorpos, novos
padroes ANA-HEp-2 foram caracterizados e incorporados ao
algoritmo de classificagao.

Iniciativas afins foram efetuadas em diferentes partes do
mundo. A iniciativa francesa foi publicada em 2005, infor-
mando a melhora e harmonizacdo progressivas na metodo-
logia para a realizacao do teste, bem como na comunicacao
do titulo e do padrdo por mais de 600 laboratérios em todo

o pais.”® Foram considerados apenas padrdes nucleares:
homogéneo, salpicado, e centromérico. A iniciativa alema
enfatizou as recomendacdes técnicas para a realizagdo do
teste, tendo considerado sete padroes nucleares (o nucléolo
foi considerado como sendo um tipo de padrdo nuclear) e
quatro padroes citoplasmaticos. As recomendacgoes foram
publicadas em 2009, e incluiram uma proposicdo detalhada
e engenhosa da associacdo de padroes ANA-HEp-2, especifi-
cidades de autoanticorpos e possiveis doencas.? A iniciativa
da Europa Setentrional é aquela que maiores semelhancas
tem com o Consenso Brasileiro. A iniciativa envolveu es-
pecialistas da Dinamarca, Gra-Bretanha e Suécia. Suas re-
comendagdes foram publicadas em 2010 e oferecem um
conjunto extremamente detalhado de padrdes nucleares,
nucleolares, citoplasmaticos e do aparelho mitético. Foto-
grafias de alta qualidade foram disponibilizadas para cada
padrao, tendo sido estabelecidas associa¢des entre especi-
ficidades de autoanticorpos e associagdes clinicas.” Mais
recentemente, foi publicada a iniciativa argentina, que nos
traz um algoritmo cuidadosamente organizado com muita
semelhanca com o Consenso Brasileiro.?

Essas iniciativas independentes em varios paises refletem
a importancia desse assunto. Além disso, expressam a preo-
cupacao dos especialistas com a necessidade de harmonizar
as informacgdes fornecidas pela andlise com vistas ao teste
ANA-HEp-2. Com efeito, essas diversas iniciativas isoladas
estdo a indicar que chegou a hora de se realizar um Consen-
so Mundial sobre Padrées ANA. Essa percepcao foi levada em
conta pela lideranca do Comité de Padronizacdo de Auto-
anticorpos, afiliado a Unido Internacional de Sociedades de
Imunologia (International Union of Immunology Societies, IUIS) e
a Organizacdo Mundial da Satde (OMS). Dentro dessa linha, o
Comité de Padronizacdo de Autoanticorpos comissionou o XII
Semindrio Internacional de Autoanticorpos e Autoimunidade
(12 International Workshop on Autoantibodies and Autoimmunity,
IWAA) para implementacao do seminario para o Consenso In-
ternacional sobre Padrées ANA (International Consensus on ANA
Patterns, ICAP). Com a participacao de especialistas renoma-
dos oriundos de todas as partes do mundo, o ICAP acontecera
durante o primeiro dia do XII IWAA, que ocorrerd em Sao Pau-
lo de 28 a 30 de agosto de 2014. Este sera um evento que ira
abrir caminho para um significativo progresso no diagnéstico
sorolégico das doengas autoimunes sistémicas.
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