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INFORMAQ@ES RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Definir o titulo anormal e a dilui¢do de triagem adequada para o teste de FAN (fator

Recebido em 5 de marco de 2012 antinucleo) por imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (FAN HEp-2).

Aceito em 2 de junho de 2013 Meétodos: Realizamos a pesquisa do FAN HEp-2 em amostras de soro de 126 individuos sau-
daveis. As amostras foram triadas na diluic@o de 1:80, e aquelas positivas diluidas até o titu-

Palavras-chave: lo de 1:5120. O titulo anormal de FAN foi definido como aquele correspondente ao percentil

Doenca reumatica autoimune 95 do teste nesta populacao. A sensibilidade dos diferentes titulos do FAN foi determinada

Anticorpos antinucleares em um grupo de 136 pacientes com diagndstico de doenca reumética autoimune, e a espe-

Imunofluorescéncia indireta cificidade em um grupo de 118 pacientes com diagnéstico de outras doengas reumaticas. O

Valor de referéncia valor de corte 6timo do teste foi determinado pelo estudo da curva ROC.

Resultados: A frequéncia de FAN positivo em individuos saudaveis foi de 13,2%. N&do houve
diferenca na frequéncia de resultados positivos de acordo com o género ou a idade. O titulo
anormal do FAN foi definido como a dilui¢ao de 1:160. A dilui¢ao dos soros de 1:80 apresen-
tou sensibilidade de 87,7% e especificidade de 67,8%, enquanto a dilui¢ao de 1:160 apresen-
tou sensibilidade de 82% e especificidade de 73,7%. Pela analise da curva ROC, a dilui¢do de
1:160 correspondeu ao valor de corte étimo.
Conclusdo: O titulo anormal e o valor de corte 6timo do FAN HEp-2 na populagdo avaliada
foram de 1:160. A diluicdo de 1:160 é, portanto, a dilui¢ao de triagem ideal, com melhor espe-
cificidade, porém sem comprometimento significativo da sensibilidade diagnéstica do teste.
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Detection of anti-nuclear antibodies by indirect immunofluorescence on
HEp-2 cells: setting the appropriate screening dilution for the diagnosis
of autoimmune rheumatic diseases

ABSTRACT

Keywords:
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Objective: To establish the abnormal title and the appropriate screening dilution for ANA
(antinuclear antibodies) test by indirect immunofluorescence on HEp-2 cells (ANA HEp-2).
Methods: An analysis of ANA Hep-2 in serum samples from 126 healthy individuals was
performed. The samples were screened at a dilution of 1:80, and those positive were di-
luted to the title of 1:5120. The abnormal title of ANA was defined as that corresponding
to the 95th percentile of the test in this population. The sensitivity of the different titles of
antinuclear antibodies was determined in a group of 136 patients with a diagnosis of auto-
immune rheumatic disease, and the specificity was determined in a group of 118 patients
with other rheumatic diseases. The optimal cutoff value of the test was determined by ROC
curve analysis.

Results: The frequency of ANA positivity in healthy subjects was 13.2%. There was no dif-
ference in the frequency of positive results according to gender or age. The abnormal title
of ANA was defined as the dilution of 1:160. The 1:80 dilution had sensitivity of 87.7% and
specificity of 67.8%, while the 1:160 dilution had sensitivity of 82% and specificity of 73.7%.
By ROC curve analysis, a dilution of 1:160 corresponded to the optimal cutoff value.
Conclusion: The abnormal title and the optimal cutoff value of ANA HEp-2 in the population
was 1:160. Therefore, the dilution of 1:160 is the optimal screening dilution, with better

specificity but without significantly compromising the sensitivity of the diagnostic test.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

Os anticorpos antinicleo sdo importantes marcadores
diagnodsticos de algumas doengas reumaticas autoimunes
(DRALI), especialmente do ldpus eritematoso sistémico (LES),
da sindrome de Sjogren (SS), da esclerose sistémica (ES), da
dermatomiosite/polimiosite (DM/PM) e da doenga mista do
tecido conjuntivo (DMTC).?

Conhecido como fator antintcleo (FAN), o exame para
pesquisa de anticorpos antintcleo pela técnica de imuno-
fluorescéncia indireta (IFI) é atualmente denominado Pes-
quisa de Anticorpos contra Antigenos Celulares (PAAC-IFI),
visto que o mesmo permite a deteccdo de uma gama de an-
ticorpos que reagem com antigenos ndo apenas do nucleo,
mas do nucléolo, do citoplasma e do aparelho mitético ce-
lular.? Entretanto, o termo FAN continua a ser largamente
empregado na pratica clinica por razdes histéricas, por isso
mantivemos seu uso neste manuscrito.

Pela elevada sensibilidade diagnéstica, a IFI utilizando
células HEp-2 como substrato é considerada o método pa-
drdo ouro para a pesquisa do FAN (FAN HEp-2).4

Contudo, uma porcentagem significativa de individu-
os portadores de varias outras doencas autoimunes, para
as quais o teste ndo possui importancia diagnéstica, pode
apresentar resultados positivos no teste.“? Resultados posi-
tivos também podem ocorrer no contexto de doencgas infec-
ciosas, neoplédsicas ou mesmo em individuos sem evidéncia
clinico-laboratorial de doenga autoimune.®

A presenca de FAN em titulo anormal é um dos critérios
de classificacdo do LES, do American College of Rheumato-
logy (ACR).® Recentemente, o Systemic Lupus International

Collaborating Clinics (SLICC) Group revisou e validou os cri-
térios de classificacdo do ACR, tendo definido como um dos
critérios imunoldgicos do LES um resultado de FAN acima
do valor de referéncia do laboratério.” No entanto, nem o
ACR ou o SLICC fazem recomendacdes especificas sobre
quais procedimentos utilizar para que o titulo anormal ou o
valor de referéncia do FAN seja estabelecido.

Diferentes dilui¢des de triagem dos soros, como 1:40,
1:80 e 1:160, tém sido frequentemente sugeridas como valor
de corte para o teste de FAN HEp-2, sem levar em conside-
racdo a recomendagdo do ACR quanto a defini¢do do titulo
anormal do FAN.®12

Por sua vez, muitos fabricantes de kits comerciais suge-
rem que a triagem do teste seja feita na diluigdo inicial de
1:40, geralmente com base em estudos realizados em popu-
lagdes europeias ou americanas saudaveis.

Em nosso pais, um estudo demonstrou que 12,9% dos in-
dividuos saudéaveis podem apresentar FAN HEp-2 positivo
no titulo de 1:80, dilui¢do de triagem utilizada por muitos
laboratérios clinicos, um dado que reforca a importéancia de
se estabelecer uma diluicdo de triagem apropriada para o
diagnéstico das DRAL®

O presente trabalho tem como objetivos determinar,
numa populagdo brasileira, o titulo anormal do teste de
FAN, quando realizado por IFI em células HEp-2, estudando
individuos aparentemente sauddveis; determinar as medi-
das de acuracia diagnéstica do teste, como sensibilidade,
especificidade, razdao de verossimilhanca positiva (RV+) e
negativa (RV-), estudando um grupo de pacientes com diag-
néstico de DRAI e um grupo de pacientes com outras doen-
cas reumaticas para as quais o FAN ndo possui importéancia
diagnoéstica, e estabelecer o valor de corte étimo do teste
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pela anélise por curva ROC (Receiver Operating Characte-
ristic).

Material e métodos

Pacientes

Dois grupos distintos de pacientes foram investigados:

Grupo 1: Para a determinacao da sensibilidade do FAN
HEp-2 foram avaliados 139 pacientes com diagnéstico esta-
belecido de DRAI, incluindo 72 com LES, 12 com SS, 31 com
ES (incluindo as formas cutaneas limitada e difusa, a DMTC e
as formas em sobreposi¢ao com LES, SS e PM), 10 com doenga
indiferenciada do tecido conjuntivo (DITC) e 14 com DM/PM,
segundo os critérios de classificacdo especificos.®141°

Grupo 2: Para a determinagdo da especificidade do FAN
HEp-2 foram avaliados 118 pacientes com diagnéstico estabe-
lecido de outras doencas reumaticas, incluindo 38 com artrite
reumatoide (AR), 17 com espondiloartrites, 26 com vasculites
sistémicas, 10 com osteoartrite, 23 com fibromialgia e 4 com
gota, segundo os critérios de classificacdo especificos.?0-%

Para a determinacdo de intervalos de referéncia no labo-
ratério clinico, o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) preconiza a avaliagdo de, no minimo, 120 individuos
considerados saudéveis e o uso de teste estatistico nao para-
métrico.” Seguindo as recomendacdes do CLSI, foram avalia-
dos 126 individuos saudaveis residentes na regido metropoli-
tana de Belo Horizonte, Minas Gerais, pareados de acordo com
o género e as seguintes faixas etdrias: 18 a 30 anos, 31 a 40
anos, 41 a 50 anos e 51 a 65 anos. Considerou-se como sauda-
veis individuos com idade entre 18 e 65 anos, que estivessem
no exercicio pleno e regular de suas atividades laborais e que
ndo apresentassem qualquer condicdo fisica ou mental inca-
pacitante, de acordo com o proposto por Tan e cols.® O titulo
anormal de FAN HEp-2 foi definido como aquele correspon-
dente ao percentil 95 dessa populagdo.?

Todos os pacientes dos grupos 1 e 2 foram recrutados de
forma consecutiva, nos Servigos de Reumatologia do Hospi-
tal das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e
da Santa Casa de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, entre
setembro de 2010 e setembro de 2011. Apds a assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido, procedeu-se a co-
leta e a centrifugacdo do sangue. O soro obtido foi aliquotado
e armazenado a -80 °C. O estudo foi aprovado pelos Comités
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
e da Santa Casa de Belo Horizonte.

FAN HEp-2

Amostras de soro de todos os participantes foram analisadas
quanto a presenca de anticorpos contra constituintes celulares
pelo método da imunofluorescéncia indireta utilizando lami-
nas contendo células HEp-2, de acordo com as recomendacoes
do fabricante (BION Enterprises, Des Plaines, IL, USA), utilizan-
do a dilui¢do de 1:80 como triagem. As analises foram feitas por
dois observadores experientes, sem conhecimento prévio do
diagnéstico dos pacientes e do resultado emitido pelo outro co-
lega, em microscépio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse E400),
no aumento de 400x, e os padroes de fluorescéncia foram clas-

sificados de acordo com as recomendacdes do 3° Consenso Bra-
sileiro para a Pesquisa de Autoanticorpos contra Constituintes
Celulares - FAN HEp-2.> As amostras foram classificadas como
positivas quando apresentavam uma intensidade de fluores-
céncia igual ou superior a do controle positivo de reatividade
minima (1+/4+), em qualquer compartimento celular (nicleo,
nucléolo, citoplasma ou aparelho mitético). Amostras positivas
na triagem foram diluidas sucessivamente em salina fosfata-
da tamponada (PBS) até o titulo de 1:5120, sendo considerado
o titulo final aquele em que ainda era possivel identificar um
padrdo morfolégico bem definido e de intensidade minima de
fluorescéncia. Todos os casos com resultados divergentes de
titulo e/ou padréo de fluorescéncia foram reanalisados e clas-
sificados apds consenso entre os observadores.

Andlise estatistica

As variaveis continuas com distribui¢do normal foram apre-
sentadas como média e desvio padrdo, e as de distribuicdo
nio paramétrica como mediana e intervalo interquartil. As
variaveis categéricas foram apresentadas como frequéncia e
porcentagem. Para analise das varidveis categéricas foi usado
o teste do qui-quadrado (x?) ou o teste exato de Fisher. O ni-
vel de significincia estatistica adotado foi de 5% (p < 0,05). O
estudo da concordancia interobservadores foi realizado pela
estatistica kappa. A sensibilidade e a especificidade, com os
respectivos intervalos de confianga de 95%, foram calculados
como a porcentagem de resultados positivos em pacientes do
grupo 1 e a porcentagem de resultados negativos em pacien-
tes do grupo 2. As RV foram calculadas pela andlise dos resul-
tados dos pacientes do grupo 1, tanto em comparag¢ao com o0s
resultados dos pacientes do grupo 2 quanto com os dos indi-
viduos sauddveis. A capacidade discriminativa do FAN HEp-
2 foi avaliada pela anadlise por curva ROC de duas maneiras
distintas: como a capacidade do teste de discriminar entre os
pacientes do grupo 1 e do grupo 2, bem como entre os pacien-
tes do grupo 1 e os individuos saudaveis. Por meio do estudo
pela curva ROC também foi estabelecida a diluicdo de triagem
do FAN HEp-2 com o melhor compromisso entre sensibilidade
e especificidade (valor de corte 6timo). A andlise estatistica
foi executada pelo pacote estatistico Medcalc para Windows
versdo 12.1.3 (Medcalc Software, Mariakerke, Bélgica).

Resultados

A média de idade do grupo 1 foi de 42 anos (= 11,7), a propor-
¢do de pacientes do género feminino de 88,5% e a mediana do
tempo de doenca foi de 6,7 anos (3,2 a 12,7). A média de idade
do grupo 2 foi de 50 anos (+ 13,8), a proporcao de pacientes
do género feminino 71,2% e a mediana do tempo apés o diag-
néstico foi de 5 anos (2 a 10). A média de idade dos individuos
sauddveis foi de 39,7 anos (+ 10,8), e a proporcao de pacientes
do género feminino de 54%.

Inicialmente, avaliou-se a concordancia entre os observa-
dores para classificagdo das amostras como positivas ou ne-
gativas, no momento da triagem, sendo constatada concor-
dancia de boa a muito boa (kappa = 0,783; IC95% 0,640 a 0,925).
Em um segundo momento estudou-se a concordancia quanto
ao titulo final e ao padrdo de fluorescéncia. A estatistica ka-
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ppa para o titulo foi de 0,762 (kappa ponderado linear; IC95%
0,681 a 0,844), e para o padrao foi de 0,894 (kappa ponderado
quadratico; IC95% 0,780 a 1,000), denotando grau de concor-
dancia de bom a muito bom.

Admitindo-se uma variacao na definicdo do titulo de até +
1 diluigdo, a concordancia absoluta foi de 95,7%. Divergéncias
de definicdo entre os padrdes nuclear homogéneo e nuclear
pontilhado fino denso foram a principal causa de discordan-
cia na classificacdo dos padroes de fluorescéncia.

Frequéncia de FAN positivo na populacdo sauddvel

De 126 individuos saudaveis avaliados, 17 apresentaram re-
sultado positivo de FAN HEp-2 (13,5%) (tabela 1), sem dife-
renca na frequéncia entre os géneros feminino e masculino
(16,1% e 10,3%, respectivamente; p = 0,489) ou de acordo com
a idade (p = 0,888).

A distribuicdo dos titulos nos individuos saudaveis re-
velou predominio de baixos titulos (1:80 e 1:160), embora
29,5% dos resultados positivos tenham ocorrido em titu-
los > 1:320, considerados moderados a altos (tabela 1). Os
padroes de fluorescéncia mais prevalentes foram o nucle-
ar pontilhado fino, presente em 11 individuos (64,7%), e o
nuclear pontilhado fino denso, presente em 3 individuos
(17,6%) (tabela 2).

Definigdo do titulo anormal de FAN

O percentil 95 do FAN HEp-2 na populacao saudavel corres-
pondeu a diluicédo de 1:160.

Considerando-se esta diluicdo como o titulo anormal e,
portanto, o valor de referéncia do FAN HEp-2, a frequéncia de
resultados positivos do teste no grupo de individuos sauda-
veis foi reduzida para 6,3%.

Tabela 1 - Porcentagem de resultados positivos de FAN
HEp-2 em 126 individuos saudaveis, conforme o titulo

Titulo
1:80 1:160 1:320 1:640
Numero 17 8 5 2
Porcentagem?® 13,5% 6,3% 4% 1,6%

aNumero de resultados positivos considerando-se o respectivo
titulo como o valor de corte do teste, dividido pelo nimero total de
individuos saudaveis.

Tabela 2 - Distribui¢do dos padrées de fluorescéncia e

titulos de FAN HEp-2 nos 17 individuos saudéveis com o
teste positivo

Padrao Titulo Total
1:80 1:160  1:320  1:640

NPF 6 3 2 0 11(64,7%)

NPFD 1 0 1 1 3(17,6%)

Nucleolar 2 0 0 0 2 (11,8%)

Centromérico 0 0 0 1 1(5,9%)

Total 9 (52,9%) 3 (17,6%) 3 (17,6%) 2 (11,9%) 17 (100%)

NPF, nuclear pontilhado fino; NPFD, nuclear pontilhado fino denso.

Sensibilidade e especificidade do FAN HEp-2

A sensibilidade e a especificidade do FAN HEp-2, calculadas
para cada diluicdo compreendida entre 1:80 e 1:5120, estdo
discriminadas na tabela 3.

Como a prevaléncia e a importancia diagndstica do FAN
nas diferentes DRAI sdo varidveis, a proporcio de resultados
positivos do FAN HEp-2 foi determinada para cada doenca re-
presentada nos grupos 1 e 2 (figs. 1 e 2).

Em comparagao com a dilui¢do de 1:80, o emprego da dilui-
¢do de 1:160 como valor de referéncia do teste foi acompanhado
por uma redugao da sensibilidade do FAN HEp-2 de 87,8% para
82,0% e um aumento da especificidade de 67,8% para 73,8%.

A queda da sensibilidade foi decorrente, principalmente,
de uma reducdo da positividade do teste em pacientes com
LES e DM/PM. J4 nos pacientes com ES, SS e DITC a sensibili-
dade permaneceu praticamente inalterada.

Tabela 3 - Sensibilidade e especificidade de FAN HEp-2,
conforme o titulo (IC95%)

Titulo Sensibilidade Especificidade
1:80 87,7% (81,1-92,7) 67,8% (58,6-76,1)
1:160 82,0% (74,6-88,0) 73,7% (64,8-81,4)
1:320 74,8% (66,8-81,8) 80,5% (72,2-87,2)
1:640 57,6% (48,9-65,9) 85,6% (77,9-91,4)
1:1280 46,3% (38,3- 55,4) 95,8% (90,4-98,6)
1:2560 27,3% (20,1-35,5) 96,6% (91,5-99,1)
1:5120 18,7% (12,6-26,2) 98,3% (94,0-99,8)

Sensibilidade: calculada como o nimero de pacientes do grupo 1 com
resultados positivos dividido pelo nimero total de pacientes do grupo.
Especificidade: calculada como o nimero de pacientes do grupo 2
com resultados negativos dividido pelo numero total de pacientes do

grupo.
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Figura 1 - Proporcao de resultados positivos de FAN HEp-
2 por doenga do grupo 1, conforme o titulo. Proporcdo
calculada como o nimero de resultados positivos
considerando-se o respectivo titulo como o valor de corte
do teste, dividido pelo nimero total de pacientes com a
doenca. DITC, doenga indiferenciada do tecido conjuntivo;
DM/PM, dermatomiosite/polimiosite; ES, esclerose
sistémica; LES, lipus eritematoso sistémico; SS, sindrome
de Sjogren.
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A sensibilidade do FAN HEp-2 nos pacientes com LES foi de
87,5%, considerando-se a dilui¢cdo de 1:80 como valor de refe-
réncia. Uma reducdo da sensibilidade para 81,9% foi observa-

da quando apenas os resultados do teste em titulo anormal (>

1:160) foram definidos como positivos.

Nos pacientes com DM/PM, o uso do valor de referéncia de
1:160 resultou numa queda da sensibilidade diagnoéstica de
57,1% para 42,8%.

Andlise da curva ROC

A andlise da curva ROC demonstrou que o teste de FAN HEp-2
possui um bom desempenho para discriminar entre as doen-
cas do grupo 1 e as doengas do grupo 2. A area sob a curva foi
de 0,835 (IC95% 0,787 a 0,884; p < 0,0001), sendo que a dilui¢do
de 1:160 foi a que apresentou o melhor compromisso entre
sensibilidade e especificidade.

A utilizagdo da populagdo de individuos saudéveis para a
determinacdo do indice de falsos positivos do FAN HEp-2 re-
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Figura 2 - Proporcao de resultados positivos de FAN HEp-
2 por doenga do grupo 2, conforme o titulo. Proporgao
calculada como o nimero de resultados positivos
considerando-se o respectivo titulo como o valor de corte
do teste, dividido pelo numero total de pacientes com a
doenca. AR, artrite reumatoide; EA, espondilartrite; FIBRO,
fibromialgia, AO, osteoartrite; VASC, vasculite.

sultou em melhor desempenho diagnéstico do teste, com uma
area sob a curva de 0,916 (IC 95% 0,872 a 0,961; p < 0,0001). Tam-
bém nessa populagdo a diluicdo de 1:160 foi a que apresentou o
melhor compromisso entre sensibilidade e especificidade.

Como os titulos do FAN HEp-2 sdo um pardmetro impor-
tante para a interpretacdo dos resultados do teste, tendo em
vista que os titulos elevados sdo mais frequentes em pacien-
tes com DRAI, RV especificas para os diferentes titulos do FAN
HEp-2 foram calculadas (tabela 4).

Discussao

O emprego da IFI HEp-2 como método de escolha para a pes-
quisa de FAN, a otimizagado dos kits comerciais para a detec-
¢do dos varios autoanticorpos de importancia clinica e a evo-
lucdo tecnolégica dos microscopios resultaram em aumento
significativo da sensibilidade do exame. Esses fatores, asso-
ciados a utilizagdo do teste por muitos médicos, com o ob-
jetivo de descartar o diagndstico de DRAI em pacientes com
sinais e sintomas inespecificos, tiveram como consequéncia a
reducao da especificidade do FAN HEp-2, com a identificacao
de resultados positivos em uma proporgao significativa de in-
dividuos sem evidéncia clinica de DRAIL235

Varios estudos investigaram a frequéncia e a distribuicdo
dos titulos e padrdes de fluorescéncia do FAN HEp-2 em indi-
viduos saudéveis e na populagéo geral #%7% £ importante sa-
lientar que foram utilizadas nestes estudos diferentes defini-
¢Oes para classificar um individuo como saudavel ou normal,
bem como diferentes critérios de recrutamento.

A despeito dessas divergéncias conceituais, a frequéncia
de FAN HEp-2 positivo na populacdo saudével foi de 13,5%,
similar a descrita por estudos realizados na populagdo brasi-
leira e em outras populagdes, utilizando diferentes critérios
de selecdo e definicdo de individuos saudaveis.?!3?72829

No estudo de Tan e cols. a frequéncia de resultados posi-
tivos do FAN HEp-2 em 125 individuos saudaveis, recrutados
por quinze centros internacionais de referéncia na pesquisa
de autoanticorpos, foi de 31,7% no titulo de 1:40, 13,3% no ti-
tulo de 1:80, 5% no titulo de 1:160 e 3,3% no titulo de 1:320.2

Por sua vez, Mariz e cols. consideraram como saudaveis
apenas individuos sem evidéncia pregressa ou atual de DRAI,

Tabela 4 - Razoes de verossimilhanca positiva e negativa de diferentes titulos de FAN HEp-2, considerando-se como

“ndo doentes” os pacientes do grupo 2 e a populagao saudavel (IC95%)

Titulo GRUPO 2 SAUDAVEIS
RV+ RV- RV+ RV-

1:80 2,73 (2,4-3,1) 0,18 (0,1-0,3) 6,5 (15,9-7,1) 0,14 (0,08-0,3)
1:160 3,12 (2,7-3,6) 0,24 (0,2-0,4) 20,67 (19,0-22,5) 0,19 (0,07-0,5)
1:320 3,84 (3,4-4,4) 0,31 (0,2-0,5) 18,85 (17,0-20,9) 0,26 (0,1-0,6)
1:640 3,99 (3,4-4,7) 0,5 (0,3-0,8) 36,26 (31,4-41,9) 0,43 (0,1-1,7)
1:1280 11,04 (9,2-13,2) 0,56 (0,2-1,3)

1:2560 8,06 (6,1-10,6) 0,75 (0,3-2,0)

1:5120 11,04 (7,8-15,6) 0,83 (0,2-3,3)

RV+: numero de resultados positivos nos pacientes do grupo 1 dividido pelo nimero de resultados falso-positivos nos pacientes do grupo 2 ou

nos individuos saudaveis.

RV-: numero de resultados falso-negativos nos pacientes do grupo 1 dividido pelo niimero de resultados negativos nos pacientes do grupo 2 ou

nos individuos saudaveis.
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infecgdo cronica e neoplasia, com sorologia negativa para HIV,
hepatites B e C, e que ndo estivessem em uso regular de me-
dicamentos glicocorticoides, imunossupressores, antimicro-
bianos ou anti-inflamatérios. De 918 individuos analisados,
13,3% apresentaram resultados positivos na dilui¢ao de 1:80,
7% na diluicdo de 1:160, 6% na diluicao de 1:320, 4,4% na dilui-
¢ao de 1:640 e 2,1% nas dilui¢oes > 1:1280.%*

Estudando uma amostra populacional etnicamente hete-
rogénea de 4.754 individuos norte-americanos civis ndo insti-
tucionalizados com idade a partir de 12 anos, e sem empregar
qualquer critério especifico de recrutamento ou de excluséo,
Satoh e cols. encontraram uma frequéncia de FAN HEp-2 de
13,8% na diluicdo de triagem de 1:80.7

Fernandez e cols. investigaram 500 doadores de sangue
brasileiros e encontraram as seguintes frequéncias de resul-
tados positivos de FAN HEp-2: 22,6% na diluicdo de 1:40, 8% na
diluicdo de 1:80, 3,4% na diluicdo de 1:160 e 1,4% nas dilui¢cdes
>1:320.%

De forma oposta aos resultados descritos acima, nenhum
dos 100 individuos saudéveis doadores de sangue de etnia pre-
dominantemente caucasiana do estudo de Copple e cols. apre-
sentou FAN HEp-2 positivo, na dilui¢ao de triagem de 1:40.%°

Tais discrepéncias na prevaléncia do FAN podem ser resul-
tado tanto de fatores genético-ambientais e sociodemografi-
cos quanto técnicos. Diferencgas entre microscépios e reagen-
tes comerciais, bem como a heterogeneidade na qualificagdo
dos observadores, conferem elevada variabilidade interlabo-
ratorial nos resultados da IFI HEp-2.3132

Ao contrario de outros estudos que demonstraram maior
frequéncia de FAN HEp-2 positivo em individuos do género
feminino e nos mais idosos, ndo encontramos diferencas na
frequéncia de FAN HEp-2 nos individuos saudéveis, segundo
o género ou a idade, dispensando, assim, a necessidade do
uso de dilui¢des de triagem especificas de acordo com essas
variaveis.?2

E possivel que nossos achados possam ser explicados pelo
pequeno numero de individuos com FAN positivo, em cada
género e extrato etdrio, limitando, portanto, o poder estatis-
tico para a deteccao de diferencas significativas entre os gru-
pos, como também pela auséncia de representantes septua-
genarios ou octogendrios. Todavia, Mariz e cols. também nao
encontraram diferencgas significativas na prevaléncia de FAN
de acordo com o género ou a idade.*

Uma pequena propor¢ao de individuos saudaveis (18 vo-
luntarios, 14,3%) foi constituida por profissionais da area de
saude, como médicos, técnicos de laboratério e técnicos de
enfermagem. A despeito de alguns estudos sugerirem que
esse perfil ocupacional constitui fator de risco para a presen-
¢a de anticorpos anti-dsDNA ou de FAN HEp-2 em titulos al-
tos, em especial para aqueles que manipulam amostras de
sangue de pacientes com LES, apenas dois individuos desse
subgrupo apresentaram o teste positivo, o que torna improva-
vel que o recrutamento desse perfil de voluntarios saudaveis
tenha resultado em algum tipo de bias.??*3

A distribuicdo dos padrdes de fluorescéncia e dos titulos
do FAN HEp-2 foi similar a descrita por Mariz e cols.”® A inica
excecdo foi a ocorréncia do padrdo de fluorescéncia nuclear
pontilhado centromérico em um individuo saudavel, o qual,
naquele estudo, foi observado exclusivamente em pacientes
com DRAL

Seguindo a determinacdo do ACR e do SLICC, e adotando
as diretrizes do CLSI para a definicdo de intervalos de refe-
réncia no laboratério clinico, o presente estudo estabeleceu
a diluicdo de 1:160 como o titulo anormal ou o valor de refe-
réncia do FAN HEp-2.% Empregando-se essa dilui¢do como
valor de referéncia do teste, a frequéncia de FAN em titulos
anormais nos pacientes com LES foi de 81,9%. Frequéncias
ainda mais baixas de FAN HEp-2 em titulos anormais, como
76,0%, podem ser observadas nos pacientes com LES esta-
belecido.?

Além de nao sacrificar a sensibilidade diagnéstica do exa-
me, a utilizacdo da diluicao de 1:160 para a triagem inicial de
autoanticorpos produziu uma reducgdo de 53,0% no nimero
de resultados positivos de FAN HEp-2 na populagdo saudavel.
Podemos enumerar como provaveis beneficios do aumento da
especificidade do teste a diminuicdo do numero de diagnés-
ticos incorretos e de prescri¢des terapéuticas potencialmente
deletérias para o paciente, bem como a reducdo da solicitacdo
de exames complementares adicionais e de encaminhamen-
tos desnecessarios para o reumatologista.

Nao sé a diluigdo de triagem do teste, como também a
forma como os pacientes sdo recrutados, pode influenciar
a frequéncia de FAN positivo.?s** Fizemos uma avaliacdo
transversal de pacientes com LES estabelecido, compreen-
dendo um grupo heterogéneo em relacdo a atividade e a
duracdo da doenga, a composicao étnica e ao uso de corti-
costeroides e imunossupressores. Nesse sentido, é impor-
tante salientar que todos os pacientes com LES e FAN HEp-2
positivo apenas na dilui¢cdo de 1:80 estavam com a doenca
em remissao.

Pelo estudo da curva ROC, o valor de corte 6timo do FAN
HEp-2 para ambos os grupos de comparacao avaliados (grupo
2 e individuos saudaveis) foi definido como a dilui¢do de 1:160.
Beck e cols. analisaram pela curva ROC os resultados de FAN
HEp-2 de 47 pacientes com diagnéstico de LES e 27 portadores
de outras doencas autoimunes, e também verificaram a dilui-
¢do de 1:160 como o valor de corte 6timo do teste.* Contudo,
naquele estudo a utilizagdo da diluicdo de 1:160 como valor
de corte foi associada a reducdo significativa da sensibilida-
de diagnéstica do FAN HEp-2 para o LES.* Por outro lado, no
estudo de Tan e cols. somente a dilui¢do de 1:160 foi capaz de
discriminar adequadamente entre individuos normais e pa-
cientes com ES, LES e SS, com sensibilidades de 87,0%, 95,0% e
74,0%, respectivamente, e especificidade de 95%.

Existe grande variabilidade na literatura quanto a diluicao
de triagem a ser utilizada no teste do FAN HEp-2, com alguns
autores sugerindo a dilui¢do de 1:40 e outros sugerindo as
dilui¢oes 1:80 e 1:160.5*? Entretanto, todos recomendam que
somente titulos > 1:160 devam ser considerados positivos ou
relevantes do ponto de vista diagnéstico, devido ao seu maior
valor preditivo positivo para DRAI e para a presenga de au-
toanticorpos especificos. Os titulos < 1:80 sdo considerados
indeterminados, pois geralmente ndo possuem importancia
diagnéstica e ndo estdo associados a presenca de autoanticor-
pos especificos (anti-dsDNA e anti-ENA).%?

Por se tratar de um exame destinado ao rastreamento de
autoanticorpos, resultados positivos do FAN HEp-2 devem ser
complementados pela solicitacdo dos autoanticorpos espe-
cificos. H4 uma associacdo bem definida entre os titulos de
FAN HEp-2 e a probabilidade da presenca de autoanticorpos
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especificos.’*'? Nesse sentido, Gonzdlez e cols. sugeriram o
titulo de 1:160 como a diluigdo de triagem ideal do FAN HEp-
2, visto que o mesmo possui maior valor preditivo positivo
para a presenca de anticorpos anti-dsDNA e anti-ENA quando
comparado com as dilui¢des mais baixas, e sem comprometer
a sensibilidade do teste para o diagnéstico do LES.*

Na populacdo saudavel o valor de corte de 1:80 foi asso-
ciado com RV+ > 5, que classifica um teste diagndstico como
muito util. Entretanto, somente a partir da diluicdo de 1:160
foi obtida RV positiva > 10, considerada capaz de modificar
significativamente a probabilidade pés-teste de doenca.*® Na
populacdo de individuos com outras doengas reumaticas, so-
mente a dilui¢do de 1:1280 foi associada a uma RV positiva >
5. Em ambas as populacdes, titulos abaixo de 1:160 apresen-
taram RV negativa < 0,2, considerada muito util para excluir o
diagnéstico de DRAI.

Nosso estudo possui algumas limitagdes. N6s avaliamos
apenas pacientes com diagndstico estabelecido de DRAI. Con-
tudo, exceto no LES, o perfil imunolégico da maioria dos pa-
cientes com ES, DITC, DM/PM e SS tende a ser estavel ao longo
do tempo.¥-*

Os resultados de nosso trabalho foram obtidos com a la-
mina de apenas um fabricante. Ainda que a frequéncia de re-
sultados positivos na populacdo saudével tenha sido similar
a de estudos que utilizaram ldminas de outros fabricantes ou
in house, existem diferencas qualitativas importantes entre as
laminas HEp-2 comerciais.?!*%-2

Resultado da falta de padronizacdo no que diz respei-
to as condicdes de cultura celular, tipo de fixador utilizado
(acetona, 4lcool/acetona), caracteristicas do conjugado (po-
livalente ou IgG especifico, razdo fluoresceina/proteina) etc.
tais diferencas produzem inconsisténcias importantes na
reproducéo do titulo e do padréo de fluorescéncia quando se
analisa a mesma amostra de soro em ladminas de fabrican-
tes diferentes (mesmo utilizando-se um Unico microscépio
e observador).*

Por fim, outros fatores de ordem técnica, como o micros-
copio, a poténcia da lampada e a experiéncia do observador,
também contribuem para a grande variabilidade interlabo-
ratorial do exame de FAN HEp-2.3*2 Logo, nossas conclusoes
ndo podem ser extrapoladas para outros laboratérios, sendo
aconselhavel que cada laboratério estabeleca o titulo anormal
de FAN analisando individuos saudéaveis provenientes da po-
pulacdo local e utilizando seus préprios instrumentos.

Concluindo, a dilui¢do de 1:160 foi definida como o titulo
anormal de FAN HEp-2 e o valor de corte 6timo do teste. Sen-
do assim, é importante ressaltar que, em situagées em que
o FAN for solicitado fora de contexto clinico, com o princi-
pal objetivo de excluir a presenca de DRAI em pacientes com
sinais e sintomas clinicos inespecificos, como tem ocorrido
no cendrio atual da pratica médica, e devido a alta frequéncia
de resultados positivos em individuos saudaveis, o valor de
referéncia de 1:160 traria como beneficio uma reducdo impor-
tante da frequéncia de resultados “falso-positivos” sem perda
significativa da sensibilidade diagndstica.
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