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RESUMO

Silva, MJ. Reprodutibilidade de padrdes morfoldgicos no teste de autoanticorpos
contra antigenos celulares (FAN-HEp-2) em diferentes substratos. 2020. 131 f.
Dissertagdo (Mestrado) — Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de S&o Paulo,
Séao Paulo, 2020.

Introducdo: O teste de imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (IFI-HEp-2) é
considerado padréo ouro para pesquisa de autoanticorpos anticélula (AC). Contudo, condic¢Bes
de cultivo e fixacdo celular interferem diretamente na preservacdo e distribuicdo antigénica,
podendo impactar o reconhecimento dos padrdes de imunofluorescéncia “?. Obijetivo:
Avaliar o fenbmeno da ndo reprodutibilidade de resultados no teste de IFI-HEp-2 em
diferentes substratos (laminas) comerciais, comparando pacientes com doencgas autoimunes
(DAL), doencas nao-autoimunes (DNAI) e individuos higidos. Materiais e Métodos: Foram
testadas 868 amostras de soro de 275 pacientes DAI, 293 de pacientes com DNAI e 300
amostras de doadores de sangue (DS) diluidas a 1:80 e processadas em laminas de IFI-HEp-2
de quatro fornecedores distintos, seguida das leituras realizadas por trés observadores
independentes, experientes que desconheciam as caracteristicas clinicas das amostras.
Analisamos separadamente a reatividade em cada compartimento celular e a reatividade
global, definida como reatividade contra qualquer compartimento celular. O grau de
concordancia obtido entre as laminas recebeu pesos proporcionais ao nimero de laminas
concordantes, estabelecendo-se um escore ponderado (variando de 1 a 100) para grupos
especificos de amostras. As varidveis qualitativas foram analisadas pelo teste do Chi-
guadrado e as analises de concordancias pelo teste Kappa. Todos os dados foram analisados
no software SPSS 20.0 em nivel de significancia de p<0,05. Resultados: 402 amostras foram
negativas nas quatro laminas e excluidas do estudo. O escore ponderado de concordancia de
reatividade global nas 466 amostras restantes (238 DAI, 119 DNAI e 109 DN) foi
considerado regular (74,5). O compartimento nuclear apresentou a maior pontuagdo de
concordancia (83,6) seguida do compartimento placa metafasica (78,9), compartimento
citoplasmatico (77,4), e nucléolo (72,4). Entre os grupos clinicos, o grupo DAI (78,0)
apresentou escore de concordancia global superior aos grupos DNAI (70,6) e DS (71,3).
Amostras com menor intensidade de imunofluorescéncia (+/4) apresentaram maiores taxas de
discordancia que amostras com alta intensidade (++++/4). Por exemplo, no grupo DAI a taxa

de discordancia no compartimento nuclear foi de 12,5% para amostras ++++/4 e de 95,6%



para amostras +/4. O mesmo fend6meno foi observando nos grupos DNAI e DS. Os padrdes
morfolégicos nucleares de maior robustez foram o Centromérico (escore 78,4), Multiplos
Pontos Isolados (73,6) Pontilhado Grosso, (71,3) e Homogéneo (67,9). Para os padrdes
citoplasmaticos, o Pontilhado Reticulado (68,6) foi o mais robusto. Conclusédo: O fenbmeno
da ndo reprodutibilidade de resultados em distintas laminas HEp-2 ocorre com alta frequéncia

e predominantemente em amostras de baixa intensidade.

Palavras-chave: autoanticorpos, anticorpos antinicleo; imunofluorescéncia indireta; células

HEp-2; doengas autoimunes.



ABSTRACT

Silva, MJ. Reprodutibilidade de padrdes morfoldgicos no teste de autoanticorpos
contra antigenos celulares (FAN-HEp-2) em diferentes substratos. 2020. 131 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Séo Paulo,
Séao Paulo, 2020.

Introduction: The indirect immunofluorescence assay on HEp-2 cells (HEp-2 IFA) is the
gold standard method for anti-cellular (AC) antibody screening. Cell culture and fixation
methods influence in the distribution and preservation of autoantigens, therefore affect in
antigen preservation and distribution, as well as the AC patterns 2. Objective: We aimed to
evaluate the non-reproducibility phenomenon of HEp-2 IFA results in different HEp-2 slide
brands from patients with Systemic Autoimmune Disease (SAD), patients with Non-
Autoimmune (NAD), and samples from healthy individuals. Methods: Were evaluated 868
serum samples from 275 patients with SAD, 293 patients with NAD, and 300 samples from
healthy blood donors (HBD).Samples were processed at 1:80 dilution according to standard
procedure on four HEp-2 slide brands. The tests were interpreted by three experienced
independent blinded observers. The agreement among slides was determined using
proportional weights according to the number of concordant slides in each sample, yielding a
weighted score (ranging from 1 to 100) in specific groups of samples. The qualitative
variables were analyzed by the Chi-square test and concordance was analyzed using the
Kappa test. All data were analyzed using SPSS20.0 software at a significance level of p
<0.05. Results: 402 samples were non-reagent in all slide brands and, therefore, were
considered devoid of autoantibodies and eliminated from further analysis. The global
reactivity agreement score obtained forth e remaining 466 samples (238 SAD, 119 NAD, and
109 HBD) was considered regular (74, 5). The nuclear compartment showed the highest
agreement score (83,6), followed by the metaphase plate (78,9), cytoplasm (77,4) and
nucleolus (72,4).Among the clinical groups, the agreement score was higher in SAD (78,0)
than in NAD (70,6) and HBD (71,3). Samples with low reactivity (+/4) had higher
discordance rates than high intensity samples (++++/4). In the SAD group the discordance for
nuclear reactivity was 12.5% for ++++/4 samples, as opposed to 95.6% for +/4 samples, and
the same was observed with NAD and HBD samples. The most robust nuclear patterns
(higher concordance rate) were, Centromeric (score 78,4), Multiple Nuclear Dots (score73,6),
Coarse Speckled (score71,3), and Homogeneous (score 67,9). Among the cytoplasmic

patterns, the Reticular Cytoplasmic was more robust (68, 6). Conclusion: The phenomenon of



non-reproducibility in the HEp-2 IFA among different slide brands occurs with highest

frequency with samples with low intensity.

Keywords: autoantibody, antinuclear antibodies; immunofluorescence; HEp-2 cells;

autoimmune diseases.
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1. INTRODUCAO

Anticorpos ou imunoglobulinas séo proteinas sintetizadas e secretadas por linfécitos
B e plasmdcitos, sendo moléculas essenciais na resposta imune adaptativa humoral para o
reconhecimento de diferentes determinantes antigénicos . Os autoanticorpos, por sua vez,
pertencem a um grupo restrito de imunoglobulinas autoreativas, que reagem contra alvos
moleculares enddgenos (autoantigenos). Os autoanticorpos reconhecem diferentes
constituintes préprios (proteinas, acidos nucleicos, lipidios e carboidratos) situados em varias
regides celulares (nucleo, nucléolo, citoplasma, membrana celular) ou mesmo livres no meio
extracelular. Podem reconhecer antigenos de expressdo restrita a um unico 6rgdo, tecido ou
célula, ou antigenos expressos de forma ubiqua 4234,

Ao contrario do que se acreditava inicialmente, a producdo dos autoanticorpos nao
ocorre somente em contexto patoldgico, sendo um processo fisiolégico. De fato, a populacdo
sadia apresenta uma proporcdo significativa de imunoglobulinas autoareativas “*®". Os
autoanticorpos observados no contexto fisioldgico sdo demonimados autoanticorpos naturais,
pois surgem independentemente de imunizacdo prévia e estdo associados ao estado de
autoimunidade fisiolégica. Em contraposicdo, os autoanticorpos observados em estados
autoimunes patoldgicos apresentam caracteristicas que sugerem uma resposta imune
adaptativa especifica. De forma geral, estas duas classes anticdrpicas se diferenciam sob
alguns aspectos importantes, tais como: a classe isotipica, niveis séricos, avidez pelo antigeno,
e pela capacidade de reconhecimento de apenas um (monorreatividade) ou mais antigenos
(polirreatividade) ®®. Anticorpos naturais ocorrem em baixos titulos e predominantemente
pertencem a classe IgM, porém os isotipos IgA e IgG também sao relatados. Esses anticorpos
sdo polirreativos, reagindo comum a gama de antigenos distintos, apresentam afinidade
intrinseca moderada ou baixa pelos alvos antigénicos e tendem a ocorrer em baixos niveis
Séricos.

Por outro lado, os autoanticorpos observados em condi¢des inflamatorias autoimunes
crbnicas, ditos patoldgicos, ocorrem habitualmente em altos titulos, com predominio da classe
lgG. Sdo relativamente monoespecificos e apresentam alta avidez intrinseca ao antigeno ¢°#),

A presenca dos autoanticorpos também deve ser analisada sob o aspecto do seu
potencial patogénico e o seu papel na evolucdo das doencas. Existem autoanticorpos, que
embora caracteristicos de algumas doencas autoimunes, ndo exercem papel direto na
patogénese desses disturbios e ndo guardam correlacdo com a atividade ou progressdo da

doenca. De fato, parecem representar um epifendmeno sem associacao causal direta ¢,
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Em contrapartida, alguns autoanticorpos induzem a progressdo de doengas por
diferentes mecanismos Y e parecem ter papel patogénico direto, como os anticorpos anti-
desmogleina 3 no pénfigo vulgar e o anticorpo contra o receptor da acetilcolina na miastenia
gravis. Independentemente de seu potencial papel patogénico, varios autoanticorpos séo de
grande relevancia na elucidacdo diagnostica e sdo considerados biomarcadores especificos
para o diagndstico de algumas doencas autoimunes e alguns fazem parte dos critérios de
classificacdo de diferentes doencas autoimunes ). Alguns exemplos de autoanticorpos com
papel de biomarcadores diagnosticos incluem: anti-DNA nativo e antinucleossomo no Lupus
eritematoso sistémico (LES) >, anti-peptideos citrulinados (ACPA) na artrite reumatoide
(AR) @419 antimitocondria na colangite biliar primaria (CBP) “®, antiactina F e anti-LKM-1
na hepatite autoimune (HAI) tipo-1“”, anticardiolipina na sindrome antifosfolipide
(SAP™® antitopoisomerase | (Scl-70) na esclerose sistémica (ES) 2%, antihistidil-tRNA
sintetase (Jo-1) na polimiosite %, e antiproteinase 3 na Granulomatose com angiite 2.

Historicamente, os autoanticorpos foram inicialmente demonstrados nas doencas
reumaticas autoimunes (DRAI), com a descoberta do fator reumatoide e do fenémeno das
células LE. De fato, demonstrou-se que substancias presentes no soro de pacientes com LES
opsonizavam componentes nucleares de células mortas, possibilitando que fossem fagocitados
por neutréfilos. Este achado, descrito em 1948, ficou conhecido como “o fendmeno das
células LE” e fez parte por varios anos dos critérios de classificagdo para o LES de acordo
com o Colégio Americano de Reumatologia (CAR) 324252627) Mais tarde, demonstrou-se
que o fendmeno das células LE era causado por anticorpos contra a cromatina.
Posteriormente, o teste das células LE foi substituido por técnicas mais sensiveis para a
pesquisa de anticorpos contra componentes da cromatina 2728 Atualmente, o0 método mais
utilizado para o rastreamento de autoanticorpos para o diagndstico de doencas autoimunes é o
teste de imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (IFI-HEp-2) ¢

Este teste, historicamente conhecido com o nome de Fator antinucleo (FAN), surgiu
no final da década de 1950, com o emprego de cortes de tecidos de roedores e “imprint” de
figado de camundongo como substratos antigénicos ?°?3%). Esta nova forma de avaliacéo
possibilitou a identificagdo de um espectro mais amplo de autoanticorpos que a pesquisa de
células LE que evidenciava apenas anticorpos contra a cromatina. Na década de 1980, passou-
se a utilizar a células HEp-2 como substrato antigénico na reacdo de FAN, em funcédo da
melhor visibilidade e disponibilidade de antigenos. Assim, o IFI-HEp-2 ampliou
consideravelmente o espectro de autoanticorpos passiveis de deteccdo, estendendo o uso do

teste para pacientes com suspeita de outras doencas autoimunes e ndo apenas o LES 429,
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Hoje se reconhece que o teste de IFI-HEp-2 vai além da pesquisa de anticorpos
contra antigenos nucleares, motivo pelo qual alguns o denominam como “pesquisa de
autoanticorpos contra antigenos celulares” @),

As ceélulas HEp-2 (American Type Culture Collection CCL-23) sdo uma linhagem
tumoral continua e sua utilizagdo substituiu cabalmente o emprego de tecido animal como
substrato antigénico, devido a multiplos fatores entre os quais a oferta de uma miriade de
autoantigenos humanos em um arranjo espacial amplo e enriquecido pela representacdo das
diversas fases do ciclo celular. Essas caracteristicas permitem uma excelente visualizacdo da
distribuicdo espacial dos autoantigenos, resultando no reconhecimento de multiplos padrGes
de imunofluorescéncia indireta (IFI). A representacdo de células em diferentes fases do ciclo
celular favorece a detecgdo de autoanticorpos contra uma grande diversidade de autoantigenos
expressos durante a mitose (observadas na Figura 1) e a interfase (fases GO, G1, G2 e
S)(zs,ze)_

Figura 1 - Representacdo esquematica com imagens de diferentes fases
do ciclo celular avaliadas em células HEp-2, com énfase para a fases da

mitose ©?

@
e

Profase

.,

Telofase
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£y (&)
W Metafase
Anafase

Ciclo celular avaliado em HEp-2, com énfase para a fases da mitose. Imagem gentilmente cedida por Dr. Wilson
de Melo Cruvinel - Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC).
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Ademais, as ceélulas HEp-2 apresentam vérios nucléolos e um volumoso citoplasma
rico em organelas e proteinas citoplasméticas ®?°). Devido a essas caracteristicas, a triagem
de autoanticorpos contra antigenos celulares humanos por IFI-HEp-2 é atualmente o teste
recomendado pelo CAR ©¥. Os resultados reportados nesse teste indicam os niveis séricos
relativos (titulo) e provaveis associagdes antigénicas (dadas pelo padrdo de
imunofluorescéncia) dos autoanticorpos presentes na amostra, 0 que pode fornecer uma
indicacdo preliminar de possiveis associacdes clinicas ©%*%.

Sobre essas duas informac6es a valorizacdo e interpretacdo do teste sdo pautadas. O
adequado reconhecimento do padrdo observado € de extrema importancia, uma vez que pode
fornecer informagdes preliminares sobre a natureza do autoanticorpo em uma determinada
amostra e, até mesmo, indicar quais testes adicionais e especificos deverao ser realizados.

Alguns exemplos séo:

1. Padréo nuclear pontilhado grosso: sugere a presenca de anticorpos anti-Sm e/ou anti-U1-
RNP 90 anti-Sm é considerado um biomarcador especifico do LES e faz parte dos critérios
de classificagdo para a doenca ©®. J4 o anti-U1-RNP sinaliza a presenca de doenca autoimune
sistémica, sendo encontrado principalmente no LES, na doenca mista do tecido conjuntivo
(DMTC) e na ES ©";

2. Padrdo nucleolar aglomerado com placa pericromossdmica: sugere anticorpos
antifibrilarina (U3-RNP) ®®, que est&o associados & ES com envolvimento cutaneo difuso e
visceral grave ©%;

3. Padréo citoplasmatico pontilhado fino denso: frequentemente associado a presenca de
autoanticorpos contra a proteina P ribossomal, especialmente se associado ao padrao
nucleolar homogéneo em menor intensidade “. Dependendo do grupo étnico, estes
autoanticorpos estdo presentes em 6 a 20% dos pacientes com LES “%:

4. Padrdo nuclear centromérico: resultante do reconhecimento das proteinas centroméricas
(CENP-A, CENP-B e CENP-C) “?. Autoanticorpos anticentrémero sio marcadores de
formas limitadas da esclerose sistémica, em especial a forma CREST (calcinosis, Raynaud’s
phenomenon, esophageal dysmotility, sclerodactyly and telangiectasia). S&o encontrados
também na sindrome de Sjogren (SSj) e na colangite biliar priméria (CBP);

5. Padrdo misto do tipo nuclear e nucleolar pontilhado fino com coloracdo citoplasmatica
caracteristica e presenca de pontos fluorescentes discretos na placa cromossomica: este
conjunto de padrdes estd fortemente associado a presenca de autoanticorpos contra a DNA

topoisomerase I, presentes em pacientes com ES 2
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6. Padrdo nuclear homogéneo: sugere a presenca de autoanticorpos contra DNA nativo,
nucleossomos (cromatina) ou histonas; os dois primeiros sdo considerados marcadores de
LES @,

7. Padrdo nuclear pontilhado fino denso: indica a presenca de autoanticorpos anti-DFS70 ou
LEDGF/p75, que ndo tém relacdo especifica com doenca autoimune sistémica e sdo
frequentemente encontrados em individuos higidos ®. Este padrido é um forte indicio da
presenca de anticorpos anti-DFS70 e auséncia de outros autoanticorpos relevantes, sendo

considerado um forte elemento contra a possibilidade de doenca autoimune sistémica.

1.1. Implicacdes da utilizacao das células HEp-2 como substrato antigénico por

diferentes marcas de laminas

A difusdo mundial do uso das células HEp-2 como substrato para triagem de
autoanticorpos se deu por uma série de motivos, incluindo a simplicidade de execucéo
metodoldgica, a disponibilidade universal dessa linhagem celular e a exuberancia das
estruturas celulares que permitem o pronto reconhecimento de diversos padrdes “¥. Hoje,
culturas de células HEp-2 estdo presentes em todo 0 mundo e uma vasta gama de companhias
produz kits utilizando células HEp-2 como substrato. Esta expansdo expds uma fragilidade do
teste quanto a reprodutibilidade dos resultados obtidos quando sdo usadas laminas de
diferentes procedéncias. Este quadro se agrava quando consideramos a heterogeneidade na
metodologia de execucdo do teste, na forma de leitura das laminas, nas homenclaturas para
classificacdo dos padrbes e na distingdo morfoldgica entre 0os mesmos. Com o intuito de
uniformizar a interpretacdo dos diferentes padrées morfoldgicos de IFI, tém sido organizados
encontros entre especialistas para elaboracdo de Consensos Nacionais no Brasil com a
finalidade de padronizar os procedimentos laboratoriais e a nomenclatura referente aos

s (#6284449) posteriormente essa

padrdoes de IFI-HEp-2 nos diversos laboratorios do pai
iniciativa foi expandida deforma gradativa no ambito internacional com a criacdo do
International Consensus on ANA Patterns (ICAP) que passou a atribuir cédigos
alfanuméricos (AC-0 a AC-29) para cada padréo morfoldgico

(https://www.anapatterns.org/) com o objetivo central de estabelecer a padronizacdo da
0 (46,47,48)

nomenclatura e diretrizes para a interpretacdo do teste em todo o0 mund
No entanto, os detalhes metodolégicos das condig¢Ges do cultivo celular e preparacéo
das laminas com o substrato celular HEp-2 s@o peculiares a cada fabricante e essas

informacdes sdo restritas a protocolos adaptados com particularidades ndo compartilhadas


https://www.anapatterns.org/
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com os usudrios. Este fato é relevante uma vez que a disponibilidade de epitopos e a
distribuicdo espacial dos autoantigenos nos varios dominios celulares podem sofrer
consideraveis modificacdes em funcéo das condices de cultivo e fixacdo das células “*°9,
Como consequéncia, um mesmo soro testado em laminas de diferentes fornecedores pode
resultar padrées de IFI distintos, devido a diferengas na expressao de autoantigenos nucleares,
nucleolares, citoplasmaticos e de placa cromossémica.

Desta forma, o potencial impacto que a heterogeneidade das diversas marcas
comerciais de laminas de células HEp-2 tem sobre a adequada identificacdo do padréo de IFI
no ensaio IFI-HEp-2 tem destacada implicacdo pratica ®**? o que procuramos ilustrar na

Figura 2.

Figura 2 - Diferencas nos padrdes de imunofluorescéncia em células HEp-2 de acordo

com a marca de lamina utilizada

Imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (sob magnificacdo de 400 vezes). A-C, amostra de soro de uma
paciente com esclerose sistémica, apresentando padrdo nucleolar em titulo >1/640 em dois de trés substratos de
diferentes marcas comerciais; D-E, amostra de soro de uma paciente com autoanticorpos anti-U1l RNP e
antiactina processada em substratos de dois fornecedores distintos 2,
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Dellavance et al. (2013) fizeram um estudo preliminar do problema, avaliando o
desempenho de diversas marcas de laminas HEp-2 frente a um painel de amostras de soro
representativas dos padrdes de IFI-HEp-2 mais relevantes e reconhecidos pelo Consenso
Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2 3%% Neste trabalho, o painel de
amostras foi testado em sete marcas de Iaminas de células HEp-2, tendo-se demonstrado que
alguns padrdes ndo sdo igualmente reconhecidos em todos os substratos. Por exemplo, o
padrdo citoplasmatico pontilhado fino associado a autoanticorpos anti-Jo-1 foi observado em
apenas duas das sete laminas avaliadas (28,5%). A adequada indicacdo da possivel presenca
deste autoanticorpo (anti-histidil tRNA sintetase) tem implicacdo clinica direta por ser um
autoanticorpo marcador de sindrome anti-sintetase e polimiosite “% e direcionara o clinico
assistente a realizacdo de testes especificos que comprovardo a presenca do anti-Jo-1. No
mesmo estudo foi observado que o padrdo nuclear pleomorfico sugestivo da presenca de
autoanticorpos contra 0 PCNA (Proliferating cell nuclear antigen — antigeno de célula em
proliferacdo), cuja presenca esta associada ao LES, foi observado em duas das sete l[aminas
avaliadas (28,5%), evidenciando provavel prejuizo na expressdo do antigeno na maioria dos

substratos . (Figura 3).

Figura 3 - Comportamento do padrdo nuclear pleomorfico (AC-13) em diferentes

substratos antigénicos.

Um soro padréo anti-PCNA foi testado em distintas Iaminas de células HEp-2. (A) Padréo esperado e observado
nas laminas A e D. Setas indicam o pleomorfismo caracteristico do padrao visualizado quando ha a presenca de
autoanticorpos contra o antigeno de células em proliferacdo (PCNA); (B) padrdo nuclear pontilhado fino
incaracteristico, observado nas laminas B, C, E, F e H. Adaptado de Dellavance et al ©?.
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Este mesmo estudo evidenciou que alguns padrdes s&o mais robustos, sendo
reconhecidos na maioria das laminas. Por exemplo, o padrdo nuclear Pontilhado Grosso (AC-
5) foi observado em seis das sete laminas (85,7%). No entanto, a falha em seu
reconhecimento em uma das marcas de laminas é extremamente prejudicial, pois este padréo
nuclear estd fortemente associado a presenca de autoanticorpos anti-Sm e anti-U1-RNP, de

grande relevancia clinica ©?. (Figura 4)

Figura 4 - Comportamento do padrdo nuclear
Pontilhado Grosso, observado em amostra com
autoanticorpos anti-Ul RNP, em diferentes substratos.

Painel inferior: Padrdo esperado e observado nas laminas A-F do estudo de Dellavance et al; Painel superior:
Padrdo Nuclear Pontilhado Fino discrepante observado na lamina H. Adaptado de Dellavance et al ©*.
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No mesmo sentido, Mello et al, também em 2012, avaliaram o comportamento de
quatro marcas de laminas contendo células HEp-2 como substrato antigénico, testando74
amostras de soros padrGes contendo autoanticorpos responsaveis pelos 10 padrdes
morfolégicos IFI-HEp-2 mais constantes na rotina laboratorial ®**. Das 74 amostras de soro,
69 amostras (93%) foram concordantes para os padrGes morfolégicos em estudo, enquanto
que em 7% dos casos foram observadas discrepancias entre importantes padrbes que
apresentam relevancia clinica ©*.

No contexto de concordancia de reatividade entre distintas marcas de laminas HEp-2,
0 estudo de Pisetsky et al, (2018) utilizou 103 amostras de soro de pacientes diagnosticados
com LES e histdrico de positividade para autoanticorpos no teste IFI-HEp-2. Os soros foram
diluidos a 1/40 e testados em trés diferentes substratos, observando-se que a porcentagem de
amostras ndo reagentes variou de 4,9% a 22,3% entre as diferentes marcas de laminas ©.

Copple et al, (2012) investigaram o comportamento de 372 amostras de soro
distribuidas em 160 casos de individuos com doencas autoimunes (50 casos de LES, 45 casos
de AR, 35 casos de ES, 20 casos de SS, e 10 casos de polimiosite), 12 soros padrdes de
autoanticorpos do Autoantibody Standardizing Committee da International Union of
Immunology Societies (IUIS) ©® 100 amostras de doadores de sangue saudaveis e 100
amostras aleatdrias enviadas para teste de IFI-HEp-2 ©”. Foram testadas quatro diferentes
marcas de ldminas de células HEp-2 e uma Iamina com células HEp-2000 (transgénica para
hiper-expressdo de SS-A/Ro 60 kDa) em diferentes diluicGes. Foi evidenciado que a
porcentagem de concordancia entre 0s cinco ensaios variou de 44% nas amostras de soro de
pacientes com ES a 93% no grupo de doadores de sangue saudaveis entre os diferentes graus
de diluicdes (ou titulos) e que as inconsisténcias observadas nos resultados entre as cinco
marcas de laminas variavam conforme a categoria clinica das amostras ©”.

Em nossa rotina laboratorial, temos a oportunidade de testar as amostras em trés
substratos distintos de laminas HEp-2. Com certa frequéncia nos surpreendemos com
amostras que apresentam discrepancias nos padrdes observados nos diferentes substratos. Esta
€ uma situacdo que gera inquietagdo, pois ndo sabemos qual é o significado clinico e
imunoldgico do achado nesses casos. A ocorréncia de IFI-HEp-2 positivo consistente em
varios substratos teria 0 mesmo significado da ocorréncia de IFI-HEp-2 positivo em um
substrato e negativo em outros? Qual seria a relevancia clinica deste achado? Neste contexto,
vale salientar o fato de que um teste de IFI-HEp-2 positivo ndo é especifico de DRAI, mas

também ocorre em individuos aparentemente sadios e em pacientes com uma vasta gama de
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doencas ndo autoimunes. Como se situaria o fenémeno da ndo reprodutibilidade do IFI-HEp-2
em diferentes marcas de laminas frente a este amplo espectro de contexto clinico?

Procurando contribuir para o esclarecimento dessa questdo, o presente trabalho se
propGe a estabelecer a frequéncia do fendmeno da nédo reprodutibilidade do teste IFI-HEp-2
em uma grande coorte de individuos, examinado o comportamento desse fendmeno em
relacdo a natureza clinica das amostras, ao titulo e aos padrdes morfoldgicos do teste IFI-
HEp-2.



23

2. JUSTIFICATIVA

A pesquisa de autoanticorpos contra antigenos celulares por imunofluorescéncia
indireta em células HEp-2 ( IFI-HEp-2) é um teste de triagem de autoanticorpos que confere
ao clinico direcionamento sobre quais testes especificos deverdo ser realizados na vigéncia de
um resultado positivo. Este exame de triagem conta com linhagem de células tumorais
humanas como fonte antigénica. A preservacdo dos diferentes antigenos celulares é
fortemente impactada pelos protocolos de preparacéo (permeabilizacao e fixacdo) das células
utilizados pelos fornecedores. Desta forma, uma amostra positiva pode ndo apresentar 0s
mesmos resultados quando processada em laminas de diferentes fornecedores. Ademais, uma
mesma amostra pode apresentar padrdo de imunofluorescéncia distinto em diferentes laminas
HEp-2. Embora haja evidéncias do fenbmeno de ndo reprodutibilidade de achados no teste
IFI-HEp-2 em laminas de diferentes procedéncias, até o presente momento ndo ha estudos que
fagcam uma caracterizacdo sistematica desse fendmeno. Tampouco estd documentado como
este fenbmeno se manifesta em amostras provenientes de distintos contextos clinicos, por
exemplo, no contexto de doencas autoimunes, enfermidades ndo autoimunes e pessoas
higidas. Os autoanticorpos presentes nessas distintas condi¢des podem apresentar diferencas
em avidez, niveis séricos e reconhecimento antigénico e, assim, a sua detec¢do poderia ser
diferentemente influenciada pelo tipo de ldamina HEp-2 utilizada na reacéo.

A partir dessas consideracdes, o presente trabalho propde-se a realizar um estudo
comparativo com amostras de pacientes com e sem doencas autoimunes em distintas laminas
HEp-2 aprovadas por agéncias regulatdrias internacionais com o intuito de dimensionar o
fendmeno de n&o reprodutibilidade dos resultados e verificar o impacto clinico derivado dessa

provavel diversidade de resultados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar o fendbmeno da néo reprodutibilidade de resultados no teste de IFI-HEp-2 em
diferentes substratos (laminas) comerciais, comparando pacientes com doengas autoimunes,
condicBes ndo autoimunes (doengas inflamatorias ndo autoimunes, infecciosas, neoplésicas e

metabolicas) e individuos higidos.

3.2. Especificos
1. Quantificar o fenbmeno de n&o reprodutibilidade de resultados no teste de IFI-HEp-2 em
diferentes contextos clinicos;
2. Investigar como o fenbmeno de nédo reprodutibilidade afeta os diferentes padrbes de IFI-
HEp-2;
3. Determinar como o fendmeno da ndo reprodutibilidade se comporta em relacdo a

concentracdo de autoanticorpos, dada pelo titulo da reacao IFI-HEp-2.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Selecdo dos participantes do estudo e material bioldgico
4.1.1. Casuistica

Grupo | - Composto por amostras de soro de 300 pacientes com doengas autoimunes
(DAI) assim divididas: Colangite Biliar Priméaria (n = 40), Esclerose Sistémica (n = 30),
Hepatite Autoimune (n = 50), Lupus Eritematoso Sistémico (n = 166), Sindrome de Sjogren
primaria (n = 14). Todas as amostras utilizadas eram de pacientes que se encaixavam nos
critérios de classificacdo das respectivas doengas (Anexo ).

Grupo Il - Composto por amostras de soro de 300 pacientes com doengas nédo
autoimunes (DNAI), incluindo pacientes com Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) (n =75),
doencas psiquiatricas (n =76), neoplasias variadas (n =74) e individuos infectados pelo virus
da hepatite C (HCV) (n =75).

Grupo 111 - Composto por amostras de soro de 300 doadores de banco de sangue
(DS) gentilmente cedidas pela COLSAN, Séo Paulo.

Todas as amostras foram codificadas e descaracterizadas com relagdo aos dados de
identificacdo dos individuos. O presente projeto apresenta anuéncia do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) via plataforma Brasil, com
0 parecer de aprovacdo numero 945.320 (Anexo IlI) e do Instituto de Pesquisa e

Desenvolvimento do grupo Fleury, onde as amostras foram processadas.

4.2. Critérios de inclusdo e exclusédo para o estudo

4.2.1. Critérios de inclusao

As amostras utilizadas no estudo foram sequencialmente selecionadas a partir da
colecdo de amostras armazenadas a -70°C no laboratério de Imuno-Reumatologia da
Disciplina de Reumatologia da Escola Paulista de Medina (EPM/UNIFESP). Para
participacdo no presente estudo, as amostras de pacientes obedeceram aos critérios de
elegibilidade e classificacdo para cada doenga. Todas as amostras de pacientes apresentam
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) obtido em projetos anteriores (Anexo 1V),
no qual os participantes da pesquisa autorizavam a utilizacdo de seu material bioldgico em

pesquisas futuras que envolvessem o estudo de autoanticorpos.
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A fim de compor o tamanho amostral do grupo | desejavel para o estudo, foram
recrutados novos pacientes com Sindrome de Sjogren primaria nos ambulatérios da Disciplina
de Reumatologia UNIFESP e da Disciplina de Oftalmologia. Nesta situacdo os pacientes
assinaram um novo TCLE, aprovando o uso do material para o ingresso na pesquisa (Anexo
V).

As amostras de doadores de sangue obtidas na COLSAN sdo descaracterizadas de
dados de identificagio e tém autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa para utilizacdo na

pesquisa de biomarcadores.

4.2.2. Critérios de Exclusao

Foram excluidas do estudo:
1.  Amostras de soro do grupo | cujos pacientes apresentassem diagndstico concomitante
de neoplasia ou doenca infecciosa.
2. Amostras de soro dos grupos Il e Il cujos individuos apresentassem suspeita de

doencas autoimune, mesmo que ainda ndo formalmente diagnosticada.

4.3. Obtencdo das amostras

As amostras ja existentes na colecdo de soro da Disciplina de Reumatologia foram
escolhidas de forma aleatdria e cega quanto aos resultados dos estudos anteriores, buscando-
se compor grupos com variada representacdo das enfermidades de interesse. Para as amostras
de SSj, foram coletados 20mL de sangue em tubos secos. Apos a retragdo do coagulo, o soro
foi centrifugado a 5000 rotagdes por minutos (rpm) por 10 minutos na centrifuga JOUAN MR
1822. As amostras de soro foram aliquotadas e armazenadas a -70°C até que fossem

utilizadas.

4.4. Pesquisa de autoanticorpos contra antigenos celulares por

imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (IFI-HEp-2)

O teste IFI-HEp-2 foi realizado utilizando laminas HEp-2 de diferentes fornecedores,
aprovadas pela ANVISA (Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria), que preenchiam o0s
critérios basicos de qualidade, no que se relacionava a morfologia das células, nimero de

mitoses por campo, confluéncia celular e qualidade dos conjugados.
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4.4.1. Critérios de inclusdo e caracteristicas dos substratos selecionados para o
estudo

4.4.1.2. Morfologia celular e nUmero de mitoses por campo

A morfologia celular é um critério importante, pois a adequada visibilidade dos
diferentes compartimentos celulares (ndcleo, nucléolo, citoplasma, aparelho mitético e placa
cromossémica) permite a observacdo de padrbes morfoldgicos associados a antigenos
nucleares, citoplasmaticos, nucleolares, bem como antigenos do aparelho mitético
dependentes do ciclo celular, além da placa metafésica. Portanto, foram selecionadas marcas
de laminas que apresentavam excelente visibilidade de todos os compartimentos celulares.
Ademais, as laminas selecionadas deveriam conter pelo menos 3 células em mitose por campo

microscopico em aumento de 400 vezes.

4.4.1.3. Confluéncia Celular

A confluéncia celular refere-se a densidade de distribuicdo de células aderidas a
lamina (tapete celular). Entende-se que uma distribuicdo excessivamente esparsa prejudica a
correta analise. Por outro lado, uma distribuicdo muito aglomerada também ndo é adequada.

Consideramos aptas as laminas que apresentassem entre 70% e 90% de confluéncia celular.

4.4.1.4. Escolha dos conjugados fluorescentes

Os autoanticorpos denominados patoldgicos associados as doencas autoimunes sao
predominantemente da classe IgG. Portanto, selecionamos Kits de fornecedores que
apresentassem conjugados de reatividade predominante contra imunoglobulina humana de
classe IgG. Finalmente, foram priorizadas laminas que, apresentando 0s critérios técnicos
acima descritos, foram-nos acessiveis em termos de custo. De acordo com estes critérios,
foram escolhidos os kits das marcas Hemagen (Hemagen Diagnostics, Inc. Columbia, EUA ),
Aesku Diagnostics (Oakland, CA 94607, EUA), Inova (Inova Diagnostics, Inc., San Diego,
EUA) e Bion (MBL BION, Des Plaines, EUA).
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4.4.1.5. Titulagéo do conjugado

Para cada marca de lamina, utilizou-se o respectivo conjugado ja incluso no Kkit,
porém foi feita a titulacdo do conjugado previamente ao uso. De acordo com as
recomendacgdes dos Consensos Brasileiro de IFI-HEp-2, deve-se estabelecer a concentracéo
ideal do conjugado (titulo do conjugado), para diferentes fornecedores e lotes por meio da
técnica de titulagdo em bloco ©®. Para tal, utilizamos controles negativos e positivos
limitrofes em que vérias diluicdes do conjugado sdo cruzadas com diversas concentracdes de
um soro de referéncia, procurando-se a maior diluicdo do conjugado capaz de reproduzir o
titulo nominal do soro de referéncia.

Utilizamos um painel de sete amostras de titulo previamente conhecido, sendo trés
amostras (A, B e C) com titulo nominal de 1/80, duas amostras (D e E) com titulo nominal de
1/160, e duas amostras (F e G) negativas. Foi também utilizado como controle (H) a solucéo
tampéo fosfato (Phosphate Buffer Solution-PBS) puro.

As amostras A, B e C foram diluidas a 1/80. As amostras D e E foram diluidas
seriadamente em 1/ 80, 1/160 e 1/320. As amostras F e G foram diluidas a 1/80.

Para cada kit de células HEp-2, foram processadas trés laminas com as dilui¢des
citadas acima, utilizando trés diferentes concentragdes de conjugado para cada uma delas. Em
funcdo do processo de titulagdo do conjugado em cada lamina, temos que na lamina um foi
aplicado o conjugado pronto para uso, na lamina de nimero dois, aplicou-se o conjugado
diluido em PBS na propor¢do 1/1, enquanto na lamina trés a proporcdo foi de 1/2. Foram

escolhidas as dilui¢es que mais bem refletiram o titulo nominal das amostras testadas.
4.4.1.6. Caracteristicas dos substratos selecionados para o estudo

Os produtos selecionados séo aprovados pela ANVISA, bem como pelas agéncias
reguladoras dos Estados Unidos (FDA) e Comunidade Europeia (EMA). Os quatro
fornecedores apresentavam laminas com células HEp-2 fixadas na superficie de vidro em

orificios individuais rodeados de camada hidrofébica.
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Quadro 1 - Informagdes gerais sobre os Kits de lamina HEp-2 utilizados no estudo

Marca de lamina

Especificacdo por kit de lamina HEp-2

Bion

O kit do fornecedor Bion MBL BION, Des Plaines, EUA, dos lotes ANK 5646, ANK
5649 E ANK 5672, validos até Setembro de 2016 para os dois primeiros lotes e Outubro
de 2016 para o ultimo lote. Registro ANVISA 102255960003.

Hemagen

O kit do fornecedor Hemagen Diagnostics, Inc.,Columbia, EUA lotes 5465 de referéncia
902345 valido até Dezembro de 2014 e lote 5711 de referéncia 902345 valido até
Fevereiro de 2016.Registro ANVISA 10280220029.

INOVA

O kit do fornecedor INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, EUA, de lote 017834
referéncia 708102 valido até Outubro de 2015. Registro ANVISA 80298490015.

Aesku

O kit do fornecedor Aesku Diagnostics Oakland, CA 94607, EUA utilizado foi o de
referéncia 51100 lote 14013 vélido até Abril de 2015 e referéncia 51101 lote 14083
valido até Abril de 2015. Registro ANVISA 10259610185.

A partir de agora e ao longo de todo o texto, as laminas HEp-2 passam a ser

codificadas como X, Y, Z, e W, que ndo necessariamente guardam correlacdo com a ordem do

quadro acima.

4.5. Processamento das amostras

A execucdo do teste de IFI-HEp-2 seguiu as especificagcOes protocolares de cada

fornecedor.

1.  Asamostras foram diluidas a 1/80 (2,5uL de amostras em 200uL de tampdo de amostra

fornecidas pelo fabricante). Em seguida esta diluig&o foi vortexada por 5 segundos.

2. Os envelopes fechados contendo as laminas foram trazidos a temperatura ambiente 15

minutos antes do uso.

3. As laminas foram removidas da embalagem protetora e identificadas, evitando o contato

direto com as células de revestimento, sendo imediatamente colocadas em camara Umida.

4. O volume de amostras diluidas e dos controles pipetados em cada orificio foi entre 25 a

30 pL, certificando-se de que todos os orificios estivessem completamente cobertos.

5. As laminas foram incubadas em camara Umida em temperatura ambiente por 30

minutos.
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6.  Subsequentemente, as ldminas foram retiradas da cAmara umida e gentilmente lavadas
com um suave jato de tampédo de lavagem fornecido em cada kit, de maneira cuidadosa para
que o jato ndo incidisse diretamente nos orificios. Para evitar contaminacGes e reacdes
cruzadas, as laminas foram inclinadas para o lado direito e para o lado esquerdo, fazendo com
que o tampéo escorresse do lado de fora da lamina.

7. As laminas foram colocadas em uma cuba de Coplin de vidro contento tampéo de
lavagem durante 10 minutos. Em seguida desprezou-se o tampao de lavagem, repetindo-se a
incubacdo em tampdo de lavagem por mais duas vezes.

8.  Apo6s a lavagem, as laminas foram imediatamente colocadas na cdmara Umida e
recobertas com 30 pL de conjugado fornecido em cada Kit.

9.  Com base nos resultados fornecidos na titulacdo dos conjugados, para todas as laminas,
foi aplicado o conjugado puro, excetuando a lamina Y, no qual o conjugado foi diluido em
PBS na proporgéo 1/1.

10. As laminas foram incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente.
11. Os passos 6 e 7 foram repetidos para remogdo completa do conjugado.

12. As laminas foram retiradas uma a uma da cuba de lavagem e agitadas gentilmente para
remover 0 excesso de tampéo de lavagem;

13. Sem que as laminas secassem, aplicou-se uma gota de Glicerina tamponada pH 9,5 em
cada orificio, aplicada laminula e retirado o excesso de glicerina com papel filtro;

14. As laminas eram armazenadas em geladeira e ao abrigo da luz até o momento da leitura.

4.6. Leitura das laminas

1. A leitura de cada lamina foi realizada por trés observadores independentes, experientes
e que desconheciam as caracteristicas clinicas das amostras, sem saberem dos resultados
obtidos nas outras laminas. A leitura ocorreu em microscopio de fluorescéncia de marca
Olympus BX-50, com lampada de mercurio 100 W Ushio, sob magnificagdo de 400 vezes e
comprimento de onda de 400 nm.

2. As leituras foram realizadas pelo primeiro observador dentro do prazo de no maximo de
24 horas ap06s a confeccdo das laminas.

3. A sequir, as laminas foram embrulhadas e estocadas a -20°C com o intuito de preservar
o0 padrdo morfoldgico e o titulo de fluorescéncia, até que os observadores seguintes lessem

tais laminas.
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4. Os proximos leitores retiravam as laminas do freezer -20°C e aguardavam até que estas
atingissem a temperatura ambiente, procedendo-se entéo a leitura.

5.  Quando ndo havia concordancia de leitura entre os trés observadores, um quarto
observador foi acionado para harmonizagdo da leitura junto aos demais. Os resultados das
leituras eram inseridos em uma planilha de Excel. A Figura 5 ilustra esquematicamente o
fluxo operacional adotado.

6.  Esta planilha tinha os dados registrados individualmente de acordo com os substratos
HEp-2, compartimentos celulares, e titulo em cruzes (+). Dentro da planilha foi acionado um
comando que impossibilitava a digitacdo de padrdes morfoldgicos e titulo de fluorescéncia
que ndo fossem compativeis com cada compartimento celular especifico.

7. Os padrdes de imunofluorescéncia foram divididos de acordo com os compartimentos
celulares em padrbes nucleares, padrbes nucleolares, padrdes citoplasmaticos e padrdes de
aparelho mitético. Ademais foi anotado se a placa cromossémica metafasica estava corada.

8. Para minimizar as possibilidades de erro, as amostras que apresentaram alguma
discrepancia entre os substratos foram reprocessadas no ensaio IFI-HEp-2e lidas novamente
sob a mesma estratégia, incluindo os 3 leitores regulamentares e, quando necessario, um
quarto leitor. Este processo foi aplicado a 228 amostras que haviam apresentado algum grau
de discrepancia na primeira rodada. Destas, 221 mantiveram a discrepancia e as outras 7

restantes se confirmaram concordantes.

4.7. Analise consolidada de consisténcia interna

A analise consolidada de consisténcia interna consistiu na avaliacdo de todas as
amostras de soro, testadas nos quatro substratos HEp-2,com o intuito de verificar se todas as
amostras foram processadas em todos os substratos, e se todos os seguimentos celulares
apresentavam resultado registrado. Esta conferéncia de resultados foi realizada por duas
duplas de analistas independentes em periodos diferentes. Entre as 900 amostras, 32 néo
foram processadas nos quatro substratos em virtude do baixo volume de amostra, sendo,
portanto eliminadas do estudo. Deste modo, nossa amostragem final foi composta por 868

amostras para a comparacao de resultados obtidos nas quatro marcas de laminas HEp-2.



Figura 5 - Fluxograma de leitura de laminas de IFI-HEp-2

Técnica de IFI-HEp-2

32

Substrato (X)
899 amostras

Substrato (Y)
896 amostras

Substrato (Z)
868 amostras

Substrato (W)
900 amostras

Leitura em microscopio por trés observadores
independentes

Leituras concordantes

Leituras discordantes

Resultado registrado em
planilha de Excel

W

Consenso de leituras por
um novo observador

Comparacao de resultados
entre os substratos

Resultados concordantes

Resultado final

Resultados discordantes

Reprocessamento
da amostra

Consenso de leituras por
um novo observador




33

4.8. Reatividade global das amostras usando distintas marcas de laminas
HEp-2.

Nesta primeira secdo, definimos como reatividade global a reatividade com antigenos
em qualquer compartimento celular. Portanto, as amostras foram classificadas como reagentes
(REA), quando observada positividade em qualquer compartimento celular, ou ndo reagentes

(NR), em casos negativos em toda extensao celular.

4.8.1. Distribuigéo de todas as amostras de acordo com a reatividade global em cada
marca de lamina HEp-2

O objetivo neste primeiro momento foi documentar a frequéncia de reatividade

global nas quatro marcas de laminas HEp-2.

4.8.2. Avaliacdo da concordancia na reatividade global

Para a composigdo da concordancia na reatividade global, estabelecemos normas de
concordancia de reatividade. As amostras foram consideradas totalmente concordantes
quando todos 0s substratos apresentavam concordancia na reatividade global (X =Y =Z =
W). Caso contrario, foram consideradas discordantes. Entre as amostras concordantes,
observamos duas possibilidades: a concordancia positiva e a concordancia negativa. As
amostras de soro apresentando concordancia global negativa, ou seja, que se mostraram nao
reagentes em todas as quatro ldminas (n=402) foram interpretadas como néo tendo niveis
relevantes de autoanticorpos acessiveis ao método IFI-HEp-2. Estas amostras contribuiriam
artificialmente para maior concordancia entre os substratos e por este motivo foram excluidas
do estudo.

Entre as amostras discordantes, ha duas configuracdes possiveis para a discordancia
na reatividade global nas quatro marcas de laminas: 1) uma lamina diverge das outras trés,
gue concordam entre si (e.g., A X# Y= Z= W); ou 2) duas laminas concordam entre si e
diferem das outras duas, que também concordam entre si (e.g., X= Y# Z= W). Embora o0s
membros dessas expressdes matematicas possam variar, so existem essas duas possibilidades:
uma lamina discordante das outras trés ou dois pares de laminas intrinsecamente

concordantes, mas sendo os pares discordantes entre si.
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As 466 amostras remanescentes, que apresentaram alguma reatividade em pelo

menos uma marca de lamina, foram denominadas amostras reagentes e utilizadas para o

restante do estudo. Dentre os trés grupos clinicos, foram consideradas amostras reagentes: 238
amostras DAI, 119 amostras DNAI e 109 amostras DS.

4.9. Comparacédo da reatividade entre pares de marcas de laminas HEp-2

Nesta segunda etapa, a investigacdo avancou no sentido de verificar se o fenbmeno
de nédo reprodutibilidade da reatividade IFI-HEp-2 ocorreria igualmente em todas as marcas
de laminas HEp-2 ou se alguma marca apresentaria maior discordancia em relacéo as demais.
Para tal, os resultados de reatividade foram analisados comparando as laminas HEp-2 entre si,
de acordo com as seguintes combinacdes: X X Y; X X Z; X XW; Y X Z; Y XxWeZx W.
Para facilitar a compreensdo, esta se¢do foi subdividida em trés fases distintas.

4.9.1. Fase 1:Concordancia de reatividade global

Considerando as combinagdes entre os pares de laminas, as amostras foram
inicialmente testadas de acordo com a reatividade global (sem distingdo de compartimento
celular). O tamanho amostral para cada dupla de ldamina variou de acordo com as amostras
reagentes encontradas em cada combinacdo. Subsequentemente, a mesma andlise de
concordancia de reatividade global entre os pares de laminas HEp-2 foi realizada em separado
para os grupos DAI, DNAI e DS.

4.9.2. Fase 2: Concordancia de reatividade por compartimento celular em pares de

laminas HEp-2 considerando-se todas as amostras reagentes

Na segunda fase desta secéo, a analise ocorreu sob o mesmo prisma da primeira fase,
porém as concordancias de reatividade em cada par de marcas de laminas HEp-2 foram
analisadas separadamente para cada compartimento celular. Em outras palavras, a
concordancia era assinalada somente quando a reatividade era observada no mesmo

compartimento celular.
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4.9.3. Fase 3: Distribuicdo das amostras reagentes em cada compartimento celular
de acordo com a concordancia de reatividade nas distintas laminas HEp-2

Na terceira e Ultima fase desta secdo foi adotada metodologia semelhante aquela
aplicada para analise da reatividade global, em que amostras negativas em um mesmo
compartimento celular nas quatro laminas HEp-2 foram excluidas das analises daquele
compartimento celular, pois contribuiriam artificialmente para aumentar o grau de
concordancia. Por outro lado, aquelas que apresentaram reatividade para determinado
compartimento celular em pelo menos uma marca de lamina HEp-2 foram denominadas
amostras reagentes para aquele compartimento, e assim consideradas para as proximas
analises referentes a este compartimento. Portanto, para a analise das amostras reagentes em
cada compartimento celular de acordo com a reatividade em cada marca de laminas HEp-2,
foram consideradas 403 amostras reagentes para 0 compartimento nuclear, 39 amostras
reagentes para o compartimento nucleolar, 193 amostras reagentes para a placa metafésica,
119 amostras reagentes para 0 compartimento citoplasmatico e 7amostras reagentes para o

aparelho mitdtico.

4.10. Concordancia intra-amostra da reatividade em diferentes marcas de
laminas HEp-2

Nas secOes anteriores nos analisamos a distribuicdo das amostras de acordo com a
concordancia em diferentes marcas de laminas, com foco no comportamento de cada marca
de lamina. Nesta secdo, avaliamos a concordancia de cada amostra em relagéo a reatividade
nos quatro substratos, com foco na reatividade de cada amostra. Assim, o foco nesta secéo € o
comportamento de cada amostra. Para definir o grau de concordancia intra-amostra,

procedemos de duas maneiras distintas descritas nas fases a seguir:

4.10.1. Fase 1: Concordancia total de reatividade

Desenvolvemos a anélise de concordancia total de reatividade entre os diferentes
substratos, a partir das normas da concordancia estabelecidas na secdo 1, onde havia a
possibilidade de resultado concordante total (X= Y= Z= W) e resultado discordante (X# Y=
Z=W ou X= Y# Z= W). E assim, foi estabelecida a frequéncia percentual de concordancia

intra-amostra de acordo com a concordancia de reatividade global e por compartimento
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celular, com e sem a diferencia¢do entre os grupos clinicos nas quatro marcas de laminas
HEp-2.

Essa forma de avaliacdo de concordancia total € bastante rigorosa, pois somente
amostras reagentes de forma igualitaria nas quatro laminas foram consideradas concordantes e
a ocorréncia de discordancia em pelo menos uma lamina seria taxativa de um resultado
discordante. Por este motivo desenvolvemos um escore de concordancia de reatividade, de

forma a registrar graus intermediarios de concordancia, conforme disposto na sec¢ao abaixo.

4.10.2. Fase 2: Escore ponderado de concordancia de reatividade

Notamos que havia trés classes possiveis de concordancia para cada amostra: 4x4,
onde todas as laminas apresentam o resultado reagente; 3x1 que se bifurca em duas
possibilidades distintas, podendo apresentar trés resultados reagentes contra um ndo reagente
Ou Vvice-versa; ou ainda a possibilidade 2x2, no qual havia resultados reagentes em uma dupla
de laminas, e resultado ndo reagente na outra dupla. Com a finalidade de mensurar este
fendmeno, desenvolvemos um escore ponderado de concordancia a partir das possibilidades
de concordancia de reatividade (reagente versus ndo reagente) nas quatro laminas analisadas.
Para fins de composi¢do de um indice matematico, essas trés classes de concordancia

receberam pesos proporcionais: 100, 75 e 50, respectivamente (Quadro 2).

Quadro 2 - Classes de concordancia de reatividade de amostras em quatro laminas de
HEp-2

Possibilidades de reatividade em cada lamina HEp-2 Combinagcdes e
Escore de
classes de danci
Lamina X Lamina'Y Léamina Z Lamina W concordancia concordancia
Reagente Reagente Reagente Reagente 4x4 100
Reagente Reagente Reagente N&ao Reagente 3x1 75
Reagente Reagente N&o Reagente N&o Reagente 2x2 50

Combinacdo 4x4: todas as laminas apresentam o resultado reagente; Combinagdo 3x1: duas possibilidades
distintas, podendo apresentar trés resultados reagentes contra um ndo reagente ou vice-versa; Combinagdo 2x2:
resultados reagentes em uma dupla de Iaminas, e resultado ndo reagente na outra dupla. Escore de concordancia:
As combinagdes de concordancia 4x4; 3x1 e 2x2 receberam pesos proporcionais: 100, 75 e 50, respectivamente.
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Uma vez estabelecido o escore de concordancia das amostras, € possivel determinar
0 comportamento de grupos de amostras de interesse, por exemplo, amostras de pacientes
com DAI, DNAI e DS. O escore de concordancia observado em cada amostra representa o
peso desta amostra no calculo ponderado de reatividade de um determinado grupo de
amostras, por exemplo, quando comparando amostras dos trés grupos clinicos. Assim, para 0
calculo do escore ponderado de concordancia das amostras de um determinado grupo clinico,
0 numero de amostras com concordancia 4x4 é multiplicado por 100, o niUmero de amostras
com concordancia classe 3x1 é multiplicado por 75, e o numero de amostras com
concordancia 2x2 é multiplicado por 50. A soma desses subtotais € dividida pelo nimero total
de amostras do grupo clinico em questdo, resultando o escore ponderado deste grupo. Em
outras palavras, o escore ponderado € a média ponderada de todas as amostras de cada grupo e
reflete o comportamento consolidado de cada grupo de amostras. Por definicdo matematica,
0s escores ponderados variam em uma escala linear e continua de cinquenta a cem (50-
100). Um exemplo é apresentado no quadro 3.

Este processo foi igualmente aplicado para a analise de concordancia na reatividade

global e para analise de concordancia na reatividade por compartimento celular.

Quadro 3 - Exemplo pratico da elaboracdo e calculo do escore ponderado de
concordancia de reatividade

155 amostras com 34 amostras com 26 amostras com
concordancia 4x4 concordancia 3x1 concordancia 2x2
(peso 100) (peso75) (peso 50)

155 *100= 15.500 34*75=2.520 26*50= 1.300

NUmero total de amostras neste grupo clinico = 215

Escore ponderado de reatividade = 19.320/215 = 89,86

O numero de amostras com concordancia 4x4 (155) foi multiplicado por 100, o nimero de amostras com
concordancia classe 3x1 (34) foi multiplicado por 75, e 0 nimero de amostras com concordancia 2x2(26) foi
multiplicado por 50. A soma desses subtotais (19.320) foi dividida pelo nimero total de amostras do grupo
clinico (215) em questdo, resultando o escore ponderado deste grupo (89,86). Obs: Exemplo extraido do grupo
DAI (vide adiante).

Arbitrariamente, estabelecemos quatro categorias de concordancia de reatividade de
acordo com o escore ponderado: pobre (entre 50 a 62,5), regular (entre 62,6 e75), satisfatéria
(entre 75,1 e 87,5) e excelente (entre 87,6 e 100) (Quadro 4).



Quadro 4 - Classes de concordancia de
reatividade de acordo com o escore ponderado

de concordancia

Escore ponderado Classificacdo
50-62,5 Pobre
62,6-75 Regular

75,1-87,5 Satisfatoria
87,6-100 Excelente
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Escore ponderado obtido a partir nimero de amostras com concordancia 4x4 multiplicado por 100, o nimero de
amostras com concordancia classe 3x1 multiplicado por 75, e 0 nimero de amostras com concordancia 2x2

multiplicado por 50. A soma desses subtotais foi dividida pelo nimero total de amostras em questéo.

4.11. Analise da reatividade de acordo com a intensidade de fluorescéncia em

diferentes marcas de laminas HEp-2

A pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2 é um teste de triagem que pode ser

avaliado de forma semi-quantitativa por diluicdo seriada a partir de 1/80 ©®® Outra forma de

se avaliar a intensidade da reatividade é atribuir graus em uma escala visual de intensidade a

reagdo com amostra 1/80 ®%. No presente estudo, a intensidade da fluorescéncia de cada

amostra reagente foi estimada em quatro graus pelo sistema de cruzes, como discriminado no

Quadro 5.

Quadro 5 - Classificagdo semi-quantitativada intensidade de fluorescéncia

Intensidade de Fluorescéncia Descricdo

Fluorescéncia Duvidosa

Fluorescéncia questionavelmente verde, de observacdo dubia (entre

negativo a positiva 1+) foram consideradas negativas.

Reagentel+
(+14)

de fundo.

Fluorescéncia verde especifica minima capaz de permitir coloracao

definida dos compartimentos celulares claramente distintas da coloragéo

Reagente 2+
(++/4)

nitida e de moderada intensidade.

Fluorescéncia verde e especifica dos compartimentos celulares de forma

Reagente 3+
(+++/4)

Fluorescéncia viva verde-maca de intensidade média para alta

Reagente4+

(++++/4)

Fluorescéncia verde-macd brilhante de alta intensidade.
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Em virtude da subjetividade na observagéo da intensidade de fluorescéncia, amostras
de positividade 1+ em um determinado substrato, que apresentaram nao-reatividade ou
intensidade duvidosa nos outros trés substratos, foram consideradas concordantes negativos

nas analises de concordancia ndo relacionadas especificamente a concordancia na intensidade.

4.11.1. Caracterizacdo da concordancia em intensidade de fluorescéncia por

compartimento celular entre os grupos clinicos.

Para determinar as concordancias em distintos niveis de intensidade de fluorescéncia,
observamos a reatividade a cada compartimento celular em amostras dos diferentes grupos
clinicos, atribuindo a classificacdo semi-quantitativada intensidade de fluorescéncia. A
andlise de concordancia de intensidade entre as quatro marcas de laminas assumiu o valor de
maior intensidade entre os quatro substratos (Quadro 6), isto é, a maior intensidade
apresentada entre as marcas comercias de laminas HEp-2, foi tratada como valor nominal para
cada amostra. As amostras com resultados iguais ao valor nominal foram consideradas
concordantes (CONC) e as diferentes combinagdes foram classificadas como discordantes
(DISC).

Quadro 6 - Exemplos de possibilidades de concordancia na intensidade de fluorescéncia
entre os substratos IFI-HEp-2

Marcas de laminas Classificacao

*Intensidade

X Y z W ) **Concordancia
assumida

1+ 4+ 2+ 3+ 4+ DISC

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ CONC

*A intensidade de fluorescéncia assumida entre as quatro marcas de laminas foi determinada pelo valor de maior
intensidade entre as marcas comercias de I1&minas HEp-2. **A concordancia de intensidade de fluorescéncia foi
estabelecida através da comparacdo do grau de intensidade entre 0s quatro substratos & partir da intensidade de
fluorescéncia assumida.

Para descrever qual seria a contribuicdo da intensidade de fluorescéncia no possivel
fendmeno da ndo reprodutibilidade, exclusivamente para esta analise, as amostras com
intensidade 1+ em apenas uma marca de lamina e negativa nas demais, foram reintegradas ao
estudo (Quadro 7).
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Quadro 7 - Numero de amostras consideradas reagentes por compartimento

celular para a analise de concordancia na intensidade de imunofluorescéncia

Compartimento celular
Grupo Clinico

Nucleo Nucléolo Placa Citoplasma  Ap. mit6tico
DAI (n= 256) 234 29 136 93 4
DNAI (n=201) 153 24 46 54 9
DS (n=212) 202 14 32 15 5

Numero total de amostras reagentes em pelo menos uma das marcas de laminas, sem a exclusdo de amostras
dubias.

4.12. Anédlise da robustez dos padrdes morfoldgicos IFI-HEp-2

Os diferentes padrdes morfolégicos de IFI-HEp-2 sdo fruto do reconhecimento dos
autoantigenos distribuidos topograficamente ao longo dos diversos compartimentos da célula
HEp-2. Considerando-se possiveis variagdes na conservacdo antigénica das diversas
moléculas nos diversos compartimentos celulares, é possivel que alguns padrdes sejam mais
robustos e outros mais suscetiveis aos efeitos dos métodos de fabricacdo das laminas HEp-2,
0 que afetaria diferentemente a reprodutibilidade dos padrdes em diferentes marcas de
laminas HEp-2. Nesta secdo avaliaremos a reprodutibilidade de cada padrdo HEp-2 em
diferentes marcas de laminas HEp-2.

Os padrdes morfolégicos de IFI- HEp-2 identificados neste estudo seguiram 0s
critérios do Consenso Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos e do International
Consensus on ANA Patterns (ICAP) (Figura 6), que atribuem cddigos alfanuméricos (AC-0 a
AC-29) para cada padrdo. Durante a rotina de leitura de IFI-HEp-2 é comum o encontro de
padrdes que ndo se encaixam na arvore de classificacdo de ambos 0s consensos. Estes padroes
foram devidamente nomeados e receberam o codigo AC-XX, de acordo com a recomendacgao
do ICAP.

A avaliacdo de concordancia entre os padrdes morfologicos nucleares e
citoplasmaticos obedeceu a critérios semelhantes aos adotados na analise da concordancia de

reatividade, porém com pesos diferentes em funcdo do maior nimero de possibilidades de
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combinagOes de resultados para os padrdes. Assim, um determinado padrdo poderia ser
identificado em todas as laminas (X= Y= Z= W), em trés laminas (X# Y= Z= W), em duas
laminas (X# Y# Z= W) ou apenas em uma Unica lamina (X# Y# Z# W). Para expressar
matematicamente essas possibilidades, nos atribuimos pesos proporcionais em uma escala de
1 a 100. A total auséncia de concordéncia entre as quatro ldminas ocorreu quando cada lamina
apresentou um padrdo distinto das demais, recebendo peso 1; a concordancia de um mesmo
padrdo em apenas duas marcas de ldmina recebeu peso 33; a concordancia de um mesmo
padrdo em trés marcas de lamina recebeu peso 67; por fim, a concordancia de um mesmo
padréo nas quatro marcas de lamina teve o peso 100. Esta distribuicdo de pesos contempla, de
forma proporcional, as quatro classes sucessivas de concordancia em uma escala de 1 a 100,

conforme explicitado nos Quadros 8 e 9.

Figura 6 - Arvore de Classificacdo do Consenso Brasileiro para pesquisa de
autoanticorpos harmonizada para os padrdes classificados pelo International Consensus
on ANA Patterns — ICAP ©9
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4.12.1 Robustez dos padrdes de imunofluorescéncia

Conceituamos robustez dos padrbes de imunofluorescéncia como a caracteristica de
reprodutibilidade em diversos substratos de células HEp-2. Para mensurar essa dimensao,
criamos o escore de robustez, que procura expressar matematicamente quao reprodutiveis sao
os padrbes IFI-HEp-2 nas laminas em estudo. O escore de robustez foi calculado pela média

ponderada relativa a ocorréncia de cada padrao nas diversas amostras.

Quadro 8 - Possibilidade de concordancias de padrées morfologicos IFI-HEp-2

Ocorréncia do padréo hipotético P1 nas o . .
. L Concordéancia em relacéo ao padrdo P1*
diferentes marcas de laminas HEp-2

X Y 4 w Grau de concordancia Peso
P1 P1 P1 P1 Concordancia total (4x4) 100
P1 P1 P1 P2 Concordancia parcial (3x4) 67
P1 P1 P2 P2 Discordancia parcial (2x4) 33
P1 P1 P2 P3 Discordancia parcial (2x4) 33
P1 P2 P3 P4 Discordancia total (1x4) 1

P1: Padrao morfolégico 1; P2: Padrdo morfoldgico 2; P3: Padrdo morfolégico 3; P4: Padrdo morfolégico 4. * O
mesmo método seria aplicavel para os padrfes P2, P3 e P4, resultando distintos graus de concordancia e escores
ponderados.

Arbitrariamente, classificamos a robustez dos padrbes de imunofluorescéncia como
pobre (escore de la 25), regular (escore de 25,1 a 50), satisfatéria (escore de 50,1 a 75) e

excelente (escore de 75,1 a 100) como pode ser observado no Quadro 9.
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Quadro 9 -Classes de robustez dos padrdes morfologicos IFI-HEp-2

Escore de robustez Classificacao
1-25 Pobre
25,1-50,0 Regular
50,1-75,0 Satisfatdria
75,1-100 Excelente

Escore ponderado obtido a partir nimero de padrdes morfolégicos com concordancia total (4x4) multiplicado
por 100, o nimero de padrdes morfolégicos com concordéncia parcial (3x4) multiplicado por 67, o nimero de
padrdes morfologicos com discordancia parcial (2x4) multiplicado por 33 e 0 nimero de padrdes morfol6gicos
com discordancia parcial (1x4) multiplicado por 1. A soma desses subtotais foi dividida pelo nimero total de
amostras em questao.

4.13. Caracterizacdo da reprodutibilidade de padrdes morfolédgicos no teste IFI-

HEp-2 em diferentes substratos em funcao de outras variaveis

Esta secdo busca sistematizar o fendbmeno da ndo reprodutibilidade de padrbes
morfoldgicos no teste IFI-HEp-2 em diferentes substratos sob diferentes pontos de vista,

como a natureza clinica das amostras e o grau de intensidade da reatividade IFI-HEp-2.

4.12.1. Reprodutibilidade de padrdes morfolégicos no teste IFI-HEp-2 de acordo

com a intensidade de imunofluorescéncia das amostras

Nesta analise procuramos verificar como o fendbmeno de nédo reprodutibilidade do
teste IFI-HEp-2 se comporta em amostras com distinta intensidade de imunofluorescéncia.
Para atingirmos este objetivo, comparamos o0s diferentes indices de concordancia entre
amostras de baixa intensidade versus alta intensidade de imunofluorescéncia. Assim,
procedemos a andlise de robustez dos padrdes morfologicos de IFI-HEp-2 frente a intensidade
de imunofluorescéncia. Nesta secdo e para fins operacionais, a intensidade de
imunofluorescéncia foi classificada em duas categorias, de forma que as intensidades+/4 e
++/4 foram denominadas de baixa intensidade, enquanto as amostras com intensidade +++/4

e++++/4 foram classificadas como de alta intensidade.
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4.12.2. Reprodutibilidade de padrdes morfoldgicos no teste IFI-HEp-2 em
diferentes substratos de acordo com o grupo clinico das amostras

O principal intuito desta analise foi verificar se o fendbmeno de nédo reprodutibilidade
do teste IFI-HEp-2 ocorre de forma semelhante ou distinta na dependéncia da natureza clinica
das amostras. Para atingirmos este objetivo, comparamos os diferentes indices de
concordancia entre amostras de pacientes autoimunes, de pacientes ndo-autoimunes e de

doadores sadios.

4.12.3. ldentificagdo de padrdes com tendéncia a maior representatividade nas

ocorréncias de concordancia subtotal

Para esta secdo utilizamos as categorias de intensidade baixa e alta conforme
explicado no toépico anterior. Ademais, fizemos uma andlise especifica dos casos de
concordancia subtotal (3x4) em que um mesmo padrdo era observado em trés das quatro
laminas. Em tais casos, buscamos averiguar quais o0s padrdes divergentes mais
frequentemente envolvidos, ou seja, qual o padrdo que divergia do padrdo dominante.
Ademais, procuramos determinar o impacto da intensidade de imunofluorescéncia sobre o

fenbmeno da concordancia subtotal.

4.14. Caélculo estatistico

4.13.1. Coeficiente Kappa - Nivel de concordancia

Para a descricdo da concordancia entre os substratos, utilizamos a medida Kappa
baseada no numero de respostas iguais entre os substratos. O indice de concordancia de
Kappa tem como valor maximo 1, que representa total concordancia. Valores proximos a 0

indicam baixa concordancia(Quadro 10).

O Coeficiente Kappa foi utilizado nas seguintes analises:
» Concordancia da reatividade global,
» Concordancia entre pares de marcas de laminas em relacdo a reatividade em cada

compartimento celular.
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Quadro 10. Interpretacéo dos valores do Coeficiente Kappa ©V

Valores de Kappa Interpretacdo
0 Nenhuma concordancia
0-0, 19 Concordancia pobre
0,20-0,39 Concordancia sofrivel
0,40-0,59 Concordéancia moderada
0,60-0,79 Concordancia substancial
0,80-1,00 Concordancia quase perfeita

4.13.2. Teste Q de Cochran

O teste ndo paramétrico Q de Cochran avaliou a homogeneidade de variancias com
delineamento aleatorizado em blocos, tendo sido aplicado nas seguintes analises:
 Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com a concordancia de reatividade em
cada par de marcas de laminas HEp-2 em cada compartimento celular em dois cenérios
distintos(com e sem a lamina C).
 Distribuicdo das amostras reagentes em cada compartimento celular de acordo com a

reatividade em cada marca de laminas HEp-2.

4.13.3. Teste do Qui- quadrado e Teste Exato de Fisher

Os testes ndo parametricos Qui-quadrado Exato de Fisher foram empregados em
variaveis categoricas para comparar proporgdes e possiveis divergéncias entre as frequéncias
observadas e esperadas em:

» Frequéncia de amostras reagentes apresentando concordancia total com relacdo a
reatividade global e por compartimento celular nos diferentes grupos clinicos;

* Frequéncia dos padrdes morfolégicos por grupo clinico nos quatro substratos de
lamina HEp-2;

» Frequéncia de padrdes discordantes no universo de concordancias subtotal (3/4).
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4.13.4. Teste de Kruskal Wallis

Para comparar variaveis semi-quantitativas ou quantitativas em trés ou mais amostras
utilizamos este teste ndo paramétrico nas seguintes situacdes:
+ Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com o0 grau de concordancia de
reatividade global por grupo clinico;
» Analise do grau de concordancia de reatividade global e por compartimento entre os

grupos clinicos.

4.13.5. Analise da Binomial

Para as andlises de repeticdes independentes com a mesma probabilidade de
ocorréncia, foi aplicado o teste binomial de probabilidades discretas nos seguintes
experimentos:

* Reprodutibilidade de padrbes IFI-HEp-2 em diferentes substratos em funcdo do grau
de intensidade;

» Distribuicdo da intensidade de fluorescéncia em amostras que apresentaram
concordancia subtotal.

Todos os dados foram analisados no software SPSS 20. 0. O nivel de inferéncia

estatistica foi estabelecido em 0,05, considerando-se significantes valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS

Das 900 amostras originalmente selecionadas, 32 (3,5%) ndo foram processadas nas
quatro marcas de ldaminas em virtude de baixo volume ou mal estado de conservacao. Destas
32 amostras, 25 pertenciam ao grupo DAI (10 amostras de CBP, 7 amostras de HAI-1, 5
amostras de LES, 2 amostras de ES e 1 amostra de SSj) e 7 amostras eram do grupo DNAI (4
amostras de Neoplasia, 1 amostra de Hepatite C, 1 amostra de paciente psiquiatrico e 1
amostra de paciente com HAS). Deste modo, nossa amostragem final foi composta por 868

para a comparacéo de resultados obtidos nas quatro marcas de laminas HEp-2.

5.1. Reatividade global das amostras usando distintas marcas de laminas HEp-2

Nesta primeira secdo, sera analisada a reatividade global em cada marca de lamina
HEp-2 nos trés grupos de individuos em relagdo as outras trés marcas. Lembramos que
reatividade global foi definida como a presenca de reatividade contra qualquer dominio
celular.

Conforme definido em Material e Métodos, as amostras foram consideradas
reagentes quando apresentaram reatividade em qualquer um dos compartimentos celulares em
pelo menos uma marca de lamina HEp-2. Como observado na Tabelal, houve diferenca
estatisticamente significante na frequéncia de reatividade global das amostras nas quatro
marcas de laminas avaliadas, sendo a marca Z a que mais apresentou resultados positivos e a

marca Y a que apresentou menor frequéncia de reatividade.

Tabela 1 - Distribuicdo de todas as amostras de acordo com a reatividade global em

cada marca de lamina HEp-2

Marca de lamina HEp-2
X Y z W p
N % N % N % N %

Reatividade 868 100,00% 868 100,00% 868 100,00% 868 100,00%
REA 358 41,20% 309 35,60% 411 47,40% 365 42,10% <0,001
NR 510 58,80% 559 64,40% 457 52,60% 503 57,90%

REA — reagente; NR — Ndo reagente; p - Nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado
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As amostras de soro que se mostraram ndo reagentes nas quatro laminas (n=402)
foram interpretadas como n&o tendo niveis relevantes de autoanticorpos passiveis de detecgdo
no teste IFI-HEp-2, sendo, portanto, excluidas das analises subsequentes. Assim, todas as
analises a seguir contardo com as 466 amostras que apresentaram alguma reatividade em pelo
menos uma marca de lamina HEp-2, sendo 238 de DAI, 119 de DNAI e 109 de DS. Para

maior clareza, ao longo do texto estas serdo denominadas amostras reagentes, pois

apresentaram reatividade em pelo menos uma das marcas de HEp-2.

Tabela 2 - Distribuicdo das amostras reagentes de cada grupo clinico de acordo com a
reatividade global em cada lamina HEp-2

Grupo Reatividade Marcas de lamina HEp-2
Clinico global X Y Z WY P
REA 221(92,9%) 214(89,9%) 225(94,5%) 216(90,8%)
DAI NR 17 (7,1%) 24 (10,1%) 13(5,5%) 22(9,2%) 0108
Total 238 238 238 238
REA 63(52,9%) 56(47,1%) 93(78,2%) 76(63,9%)
DNAI NR 56(47,1%) 63(52,9%) 26(21,8%) 43 (36,1%) <000t
Total 119 119 119 119
REA 74(67,9%) 39 (35,8%) 102 (93,6 %) 73 (67,0%)
DS NR 35(32,1%) 70 (64,2%) 7 (6,4%) 36 (33,0%) =000
Total 109 109 109 109

REA — reagente; NR — N&o reagente; DAI- doencas autoimunes; DNAI- doengas ndo autoimunes; DS—
doadores de sangue; p-nivel descritivo do teste Q de Cochran.

Conforme mostra a Tabela 2, houve maior frequéncia de resultados reagentes com as
amostras do grupo DAI, que também apresentaram maior semelhanca na proporcdo de
amostras reagentes nas quatro marcas de laminas (89,9% a 94,5%), ndo havendo diferenca
estatisticamente significante na frequéncia de reatividade entre as laminas HEp-2 estudadas.
Por outro lado, a proporcdo de amostras reagentes nas quatro marcas de laminas variou
acentuadamente nos grupos DNAI (47,1% a 78,2%) e DS (35,8% a 93,6%). Este resultado
indica maior consisténcia na reatividade observada em amostras do grupo DAI. A Tabela 2

assinala também que a lamina Y apresentou menores proporcdes de resultados positivos em
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todos 0s grupos ao passo que a lamina Z apresentou maiores propor¢des de resultados

positivos em todos 0s grupos.

5.2. Anadlise da reatividade entre pares de marcas de laminas HEp-2

5.2.1 Analise da reatividade global

Buscamos verificar se o fendbmeno de ndo reprodutibilidade da reatividade global
IFI-HEp-2 atinge igualmente todas as marcas de laminas HEp-2 analisadas ou se alguma
marca apresenta maior discordancia em relacdo as demais. Para responder a esta questéo,
avaliamos as concordancias entre os pares de laminas, utilizando o indice Kappa que nos
fornece uma ideia do quanto as taxas de concordancia observadas entre cada par se afastam da
concordancia esperada ao acaso. Para melhor apreciacdo dos resultados, lembramos que o
grau de concordancia pode ser estratificado de acordo com o indice Kappa em excelente (0,8
a 1,0), bom (0,6 a 0,79), regular (0,4 a 0,59), sofrivel (0,2 a 0,39) e pobre (0 a 0,19) (65).

A Tabela 3 mostra os indices de concordancia de reatividade global entre pares de
laminas para todas as amostras reagentes nos trés grupos clinicos agregados, enquanto as
Tabelas de 4 a 6 mostram os indices de concordancia relativos as amostras reagentes de cada
grupo clinico separadamente. Em todas essas analises, observa-se que os valores de Kappa
variaram consideravelmente conforme os pares de laminas analisados. De forma geral, 0s
menores valores de Kappa foram observados nos pares envolvendo a lamina C. Ademais,
observou-se que os valores de Kappa foram maiores com amostras do grupo DAI que aqueles
obtidos com amostras dos grupos DNAI e DS. De fato, o valor do indice Kappa global,
considerando as comparagdes de todos os pares de laminas, foi de 0,30 para o grupo DAI,
0,13 para o grupo DNAI e 0,09 para o grupo DS. Esses dados novamente apontam para maior
consisténcia de reatividade em amostras do grupo DAI em relacdo aos grupos DNAI e DS.

Em suma, a analise de concordancia na reatividade global indica variacdo
consideravel entre pares de laminas, variando de concordancia boa a pobre, destacando-se a
lamina C como fonte predominante de discordancia. Ademais, destacam-se as amostras dos

grupos DNAI e DS que apresentam maior discordancia que as amostras do grupo DAL.
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Tabela 3 - Andlise de concordancia de reatividade global em pares de laminas HEp-2
considerando-se todas as amostras reagentes

Concordancia Concordéancia

observada aleatoria Kappa Erro Padrao P
XxY 78,7% 58,7% 0,48 0,44 <0,001
XxZ 73,3% 71,5% 0,06 0,04 <0,001
XxW 77,4% 65,2% 0,35 0,04 <0,001
Y XZ 67,6% 63,0% 0,12 0,03 <0,001
Y xW 75,9% 59,2% 0,68 0,41 <0,001
ZXW 74,9% 72,3% 0,07 0,04 <0,001

As amostras foram classificadas como reagentes quando observada reatividade em qualquer compartimento
celular em qualquer um dos substratos. Avaliamos as concordancias entre os pares de laminas, utilizando o nivel
de concordancia calculado pelo coeficiente Kappa.

Tabela 4 - Analise de concordancia de reatividade global em pares de laminas HEp-2

considerando-se as amostras reagentes do grupo de doengas autoimunes

Concordancia Concordancia

observada aleatoria Kappa Erro Padrao P
XxY 91,1% 84,2% 0,44 0,06 <0,001
XXZ 89,9% 88,1% 0,15 0,06 <0,001
XxW 87,8% 84,9% 0,19 0.06 <0,001
YXxZ 92,7% 85,5% 0,50 0.06 <0,001
Y xW 90,7% 82,5% 0,47 0.06 <0,001
ZxW 86,9% 86,3% 0,04 0.06 <0,001

As amostras foram classificadas como reagentes quando observada reatividade em qualquer compartimento
celular em qualquer um dos substratos. Avaliamos as concordancias entre os pares de laminas, utilizando o nivel
de concordéancia calculado pelo coeficiente Kappa.
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Tabela 5 - Analise de concordancia de reatividade global em pares de laminas HEp-2

considerando-se as amostras reagentes do grupo de doengas ndo autoimunes

Concordancia  Concordéancia

observada aleatoria Kappa Erro Padrao P
XxY 73,9% 49,8% 0,48 0,09 <0,001
XxZ 51,2% 51,6% 0,00 0,07 0,541
XxW 65,5% 50,8% 0,29 0,08 <0,001
YXZ 43,7 % 48,3% -0,09 0,07 0,890
Y xW 63,0% 49,1% 0,27 0,08 <0,001
ZxW 53,7% 57,8% -0,09 0,08 0,806

As amostras foram classificadas como reagentes quando observada reatividade em qualquer compartimento
celular em qualquer um dos substratos. Avaliamos as concordancias entre os pares de laminas, utilizando o nivel
de concordéncia calculado pelo coeficiente Kappa.

Tabela 6 - Analise de concordancia de reatividade global em pares de laminas HEp-2
considerando-se as amostras reagentes do grupo de doadores de sangue

Concordancia Concordancia

observada aleatéria Kappa Erro Padrdo P
XxY 56,8% 44,9% 0,21 0,07 <0,001
XxZ 61,4% 65,5% -0,11 0,06 0,970
X xW 67,8% 56,0% 0,26 0,09 <0,001
Y XxZ 40,3% 37,6% 0,04 0,03 <0,001
Y x W 57,8% 45,1% 0,23 0,23 <0,001
ZxW 71,5% 64,7% 0,19 0,06 <0,001

As amostras foram classificadas como reagentes quando observada reatividade em qualquer compartimento
celular em qualquer um dos substratos. Avaliamos as concordancias entre os pares de laminas, utilizando o nivel
de concordéancia calculado pelo coeficiente Kappa.

A seguir, aprofundamos a anélise sobre a discordancia da lamina Z em relagdo as
demais. Para tanto, realizamos uma analise pareada de concordancia 2 a 2 comparando as
marcas, agora com relagdo a reatividade em cada compartimento celular. Nesta avaliacao,
somente o compartimento aparelho mitotico ndo sofreu com o fendmeno de néo
reprodutibilidade. Corroborando as observacdes anteriores sobre a reatividade global
(Tabelas 1 e 2), temos que a marca Z se distingue das demais por apresentar maior taxa de
amostras reagentes nos varios compartimentos celulares. A analise da Tabela 7 evidencia que
0s pares contendo a marca Z apresentaram menor frequéncia de concordancia. Portanto,

decidimos fazer a analise estatistica da concordancia das laminas em dois cenarios, com e sem
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a marca Z, respectivamente. Nesta analise diferenciada, verificamos que as marcas X, Y e W
apresentam comportamento mais harmonioso, ndo apresentando discordancia significante em
relacdo a reatividade nos compartimentos nuclear, nucleolar e aparelho mitético. Isto
contrasta com o cenario contando com a marca Z, no qual houve diferenca estatisticamente
significante na frequéncia de reatividade contra cada um dos compartimentos celulares,
exceto no aparelho mitético cuja frequéncia de casos positivos era muito baixa. Esta tendéncia
foi corroborada pela anélise de concordancia Kappa comparando as ldaminas 2 X 2, em que as
comparacfes envolvendo a lamina Z tenderam a apresentar menores valores de Kappa
(Tabela 8).

Tabela 7 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com a concordancia de

reatividade em cada par de marcas de laminas HEp-2 em cada compartimento celular

CONCORDANCIA ENTRE PARES DE LAMINAS Cenarios com e sem marca Z
COMPARTIMENTO

XxY XxZ XxW YXZ Y XxW ZXW XXYXZxW XXY xW

CELULAR
N (%)* N (%)* N(%)* N(%)* N(%)* N (%)* P
365 350 373 317 364 371
Nucleo <0,001 0,611
(78,3%) (75,1%) (80,0%) (68,0%) (78,1%) (79,6%)
454 437 456 445 456 439
Nucléolo <0,001 0,779
(97,4%) (93,8%) (97,9%) (95,5%) (97,9%) (94,2%)
425 368 399 387 410 389
Placa metaféasica <0,001 0,002
(91,2%) (79,0%) (85,6%) (83,0%) (88,0%) (83,5%)
434 417 415 421 425 410
Citoplasma 0,013 0,013
(93,1%) (89,5%) (89,1%) (90,3%) (91,2%) (88,0%)
463 465 465 462 462 464
Aparelho mitético 0,275 0,174

(99,4%) (99,8%) (99,8%) (99,1%) (99,1%) (99,6%)

* N = nimero total de amostras reagentes em pelo menos uma das marcas do par de laminas analisadas; (%) =
porcentagem de amostras concordantes em cada par de laminas; p:nivel descritivo teste Q de Cochran
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Tabela 8 - Indice Kappa de concordancia de reatividade em cada par de marcas de

laminas HEp-2 em cada compartimento celular

Ncleo Nucléolo Placa Citoplasma Aparelho
Pares de
. Kappa p Kappa p Kappa p Kappa p Kappa p
Iaminas
XxXY 0,55 <0,001 048 <0000 0,73 <0,000 0,74 <0,001 0,56 <0,001
XxZ 0,42 <0,001 033 <0001 047 <0001 061 <0001 0,88 <0,001
X xW 0,55 <0,001 057 <0001 061 <0001 053 <0001 0,88 <0,001
YxZ 0,32 <0,001 053 <0001 059 <0001 065 <0001 0,49 <0,001
Y x W 0,54 <0,001 0,60 <0,001 0,69 <0,001 0,63 <0,001 0,49 <0,001
ZxW 0,49 <0,001 040 <0001 0,62 <0,000 051 <0001 0,79 <0,001

As amostras foram classificadas como reagentes quando observada reatividade em qualquer compartimento
celular em qualquer um dos substratos. Avaliamos as concordancias entre os pares de laminas, utilizando o nivel
de concordancia calculado pelo coeficiente Kappa.

5.2.2 Analise da reatividade por compartimento celular

Para as proximas avaliacfes, a semelhanca da estratégia adotada para a reatividade
global, as amostras negativas para um mesmo compartimento celular nas quatro marcas de
laminas HEp-2 ndo foram incluidas na analise daquele compartimento celular. Esta deciséo
baseou-se na conjectura de que tais amostras ndo teriam autoanticorpos para aquele
compartimento celular detectaveis por IFI-HEp-2. Por outro lado, aquelas que apresentaram
reatividade para determinado dominio celular em pelo menos uma marca de lamina HEp-2
foram denominadas amostras reagentes para aquele compartimento, e assim consideradas para
as proximas anéalises. Portanto, nesta anélise foram consideradas 403 amostras reagentes para
0 compartimento nuclear, 39 amostras reagentes para o compartimento nucleolar, 193
amostras reagentes para a placa metafasica, 118 amostras reagentes para o compartimento
citoplasmatico e 7amostras reagentes para o aparelho mitético (Tabela 9).

Os resultados de concordancia de reatividade por compartimento celular foram
semelhantes aos obtidos na anélise da reatividade global. Todos os compartimentos celulares
sofreram com a variabilidade de resultados de maneira igualitaria, havendo uma tendéncia de

maior frequéncia de resultados positivos com a lamina Z e menor frequéncia com a lamina Y.
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Tabela 9 - Distribuicdo das amostras reagentes em cada compartimento celular de
acordo com a reatividade em cada marca de laminas HEp-2

Marcas de laminas HEp-2

X Y z W

Compartimento N % N % N % N % p
Nucleo 403 100 403 100 403 100 403 100

REA 296 734 259 64,3 354 87,8 323 80,1 <0,001
NR 107 26,6 144 35,7 49 122 80 19,9

Nucléolo 39 100 39 100 39 100 39 100

REA 11 28,2 13 333 34 87,2 13 33,3 <0,001
NR 28 71,8 26 66,7 5 12,8 26 66,7

Placa metafésica 193 100 193 100 193 100 193 100

REA 88 454 109 56,2 160 825 137 70,6 0,001
NR 105 54,6 84 438 33 175 56 29,4

Citoplasma 118 100 118 100 118 100 118 100

REA 74 62,7 76 644 79 66,9 55 46,6 <0,001
NR 44 37,3 42 35,6 39 331 63 53,4

Ap. mitético 7 100 7 100 7 100 7 100

REA 4 57,1 3 42,9 5 71,4 5 71,4 0,532
NR 3 42,9 4 57,1 2 28,6 2 28,6

* N = nimero total de amostras reagentes no compartimento celular sob anélise em pelo menos uma das marcas
de laminas analisadas; (%) = porcentagem de amostras concordantes em cada par de laminas; p:nivel descritivo
teste Q de Cochran

Como se pode ver a Tabela 10, os niveis Kappa de concordancia entre os pares de
laminas variaram entre concordancia boa a pobre. Os niveis mais baixos de Kappa ocorreram

nos pares envolvendo a marca Z.



55

Tabela 10. indice Kappa de concordancia entre pares de marcas de laminas em relagéo
a reatividade em cada compartimento celular

Nucleo Nucléolo Placa Citoplasma Ap. mitético

Pares de laminas Kappa P Kappa p Kappa p Kappa p Kappa p

XxY 042 <0,001 0,28 0,078 0,58 <0,001 041 <0001 0,16 0,659
XxZ 0,10 0,016 -0,12 0,091 0,04 0,358 0,09 0,320 0,69 0,053
XxW 0,35 <0,001 0,40 0,012 0,33 <0,001 0,15 0,085 0,69 0,053
YxZ 0,05 0,153 0,13 0,090 0,11 0,052 0,15 0,092 -0,07 0,809
Y xW 0,38 <0,001 0,42 0,008 0,39 <0,001 0,31 <0000 -0,07 0,809
ZXW 0,13 0,005 -0,11 0176 -0,08 <0,215 0,07 <0393 0,30 0,427

As amostras foram classificadas como reagentes quando observada reatividade no compartimento celular
especifico em pelo menos um dos substratos. Avaliamos as concordancias entre os pares de laminas, utilizando o
nivel de concordancia calculado pelo coeficiente Kappa.

Assim como observado para a reatividade global, esta andlise pareada indica
concordancia razoavel na reatividade por compartimento celular entre as marcas X, Y e W,
enquanto a marca Z apresentou maior frequéncia de reatividade que as demais, especialmente
nos grupos DS e DNAI. Isto foi observado para todos os compartimentos celulares, menos

para o aparelho mitotico, provavelmente em funcdo do exiguo tamanho amostral.

5.3. Concordancia intra-amostra da reatividade em diferentes marcas de
laminas HEp-2

Nas se¢des anteriores, nds focalizamos o comportamento das marcas de Iaminas em
relacdo a concordancia de reatividade nos grupos de amostras. Nesta secdo, passamos a
analisar o comportamento de cada amostra individual nas quatro marcas de ldamina HEp-2. Ou
seja, voltamos o foco da analise para possiveis discordancias em cada amostra.

A tabela 11 discrimina a frequéncia de amostras com concordancia total, ou seja,
presenca de reatividade em todas as quatro marcas de laminas. Este € um parametro
rigoroso, pelo qual, apenas amostras que apresentarem reatividade nas quatro marcas de
laminas sdo consideradas concordantes. Ou seja, se a amostra fosse discordante em apenas
uma marca de lamina, ja seria classificada como discordante. Esta andlise foi feita para a

reatividade global e também para cada compartimento celular em separado. A Tabela 11
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evidencia que o ndcleo apresentou a maior e o nucléolo a menor frequéncia de amostras
concordantes.

Tabela 11 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com a concordancia total de
reatividade global e por compartimento celular nas quatro marcas de laminas HEp-2

i ] . Aparelho
Global Nucleo Nucléolo Placa Citoplasma o
Mitdtico
Concordancia total 135 207 6 67 34 2
Discordancia 331 196 33 126 84 5
Total 466 403 39 193 118 7
Concordancia (%) 29,0%* 51.4%** 15,49%** 34,7%** 28,8%0** 28,6%0**

*A porcentagem de concordancia de reatividade entre os substratos, foram calculadas mediante ao nimero total
de amostras consideradas reagentes para a reatividade global. **Para a andlise de concordéncia de reatividade

por compartmento celular, as porcentagens foram calculadas considerando apenas as amostras reagentes no
compartimento celular especifico.

Ao analisar este aspecto separadamente em cada grupo clinico, verificamos que o
grupo DAI apresentou a maior frequéncia de amostras concordantes, significantemente maior
que os grupos DNAI e DS (Tabela 12) que ndo diferiram entre si. Isto se aplica a
concordancia global e a concordancia por compartimento celular, exceto o nucléolo em que a
frequéncia de amostras concordantes foi a mais baixa em relacdo aos demais compartimentos,

ndo se observando diferenca entre os trés grupos clinicos.
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Tabela 12. Frequéncia de amostras reagentes apresentando concordéncia total com

relacdo a reatividade global e por compartimento celular nos diferentes grupos clinicos

AMOSTRAS
REAGENTES

Reatividade Global”
Concordantes

Reatividade no
nicleo

Concordantes

Reatividade no
nucléolo

Concordantes

Reatividade na
placa
Concordantes

Reatividade no
citoplasma
Concordantes

Reatividade no
Aparelho mitético

Concordantes

Grupo Clinico

P
DAI DNAI DS Todos
238 119 109 466
<0,001
98 (41,1%) 18 (16,0%) 19 (17,5%)  135(29,0%)
215 86 102 403
<0,001
155 (72,1%) 23 (26,7%) 29 (28,4%) 207 (51,3%)
22 10 7 39
0,846
1 (4,5%) 2 (20,0%) 1 (14,0%) 6 (15,4%)
133 32 28 193
<0,03
53 (39,8%) 5 (15,6%) 9 (32,1%) 67 (34,7%)
77 33 8 118
<0,001
32 (41,6%) 2 (6,1%) 0 (0,0%) 34 (28,9%)
3 4 0 (0,0%) 7
0,143
2 (66,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (28,6%)

Nivel de inferéncia estatistica calculado pelo teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher. *Reatividade global
refere-se & reatividade em qualquer compartimento celular; ** Numero de amostras reagentes no contexto de
cada coluna e linha da tabela; Concordancia total significa que o houve reatividade nas quatro marcas de

laminas.

5.4. Analise do grau de concordancia

Estas analises preliminares de concordancia basearam-se em concordancia total, ou

seja, foram classificadas como concordantes apenas as amostras em que as quatro laminas

apresentaram resultados semelhantes em termos de reatividade. A ocorréncia de resultado
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discordante em pelo menos uma lamina ja seria suficiente para classificar a amostra como
discordante. Este é um critério bastante severo e tende a destacar o fenémeno de discordancia
mesmo quando a maior parte das laminas apresentava resultados compativeis. Com a
finalidade de promover uma avaliagdo mais judiciosa do grau de concordancia,
desenvolvemos um escore ponderado de concordancia a partir das possibilidades de
concordéncia de reatividade (reagente versus ndo reagente) nas quatro laminas analisadas.
Como pode ser visto em materiais e métodos (Quadro 2) ha trés possibilidades de
concordancia de reatividade entre ldminas para cada amostra: 4x4, 3x1 e 2x2. Para fins de
composi¢cdo de um indice matematico, essas trés possibilidades de concordancia receberam
pesos proporcionais, 100, 75 e 50, respectivamente.

A média ponderada de cada grupo de amostras permite a obtencdo de um escore
ponderado de concordancia que reflete 0 comportamento consolidado do grupo. Portanto, para
cada grupo de amostras analisado obtivemos escores ponderados variando em uma escala
linear e continua de cinquenta (50) a cem (100). Arbitrariamente, estabelecemos quatro
categorias de concordancia de reatividade de acordo com este escore ponderado: pobre
(concordéancia entre 50-62,5), regular (62,6-75), satisfatdria (75,1-87,5) e excelente (87,6-
100).

A concordéancia global de reatividade de todas as amostras nas quatro marcas de
laminas obteve um escore ponderado de 74,5, ou seja, um escore de concordancia regular.

A anélise de concordancia de reatividade em cada compartimento celular seguiu 0s
passos da andlise de concordancia de reatividade global. Portanto, a exemplo da analise
global, ha trés possibilidades de concordancia de reatividade (4x4, 3x1 e 2x2). Ao aplicar a
métrica de escore ponderado de concordancia de reatividade por compartimento celular, sem
distin¢do de grupos clinicos, notamos que as amostras reagentes com o nlcleo apresentaram a
maior pontuagdo de concordéncia (83,6), seguidas daquelas reagentes com o compartimento
placa metaféasica (78,9), compartimento citoplasmatico (77,4), e nucléolo (72,4) (Tabela 13).
Sendo assim, amostras reagentes com cada compartimento apresentaram escore ponderado
satisfatorio, com excecdo daquelas reagentes com o compartimento nucleolar que
apresentaram uma concordancia de reatividade regular.

Em referéncia ao compartimento do aparelho mitotico, foram encontradas apenas 7
amostras de soro reativas, das quais 2 (28,6%) eram concordantes nos quatro substratos
utilizados (4/4) para o padrdo AC-25. Trés amostras apresentaram o grau de concordancia
(3/4), sendo néo reagente em trés substratos e reagente em um substrato. Este fato ocorreu em

duas amostras com o padrdo AC-27 com Fuso Mit/AC-XX e em uma amostra com o padrédo
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AC-24. Finalmente, em duas amostras observamos o padrdo AC-24 em trés substratos e
resultado ndo reagente no quarto substrato. Devido ao baixo numero de amostras
apresentando reatividade no aparelho mitético, este compartimento ndo foi contemplado nesta

e em analises estatisticas subsequentes.

Tabela 13 - Distribuicio das amostras reagentes de acordo com o grau de concordancia

de reatividade por compartimento celular nas quatro marcas de laminas HEp-2

Grau de Concordancia de Reatividade

4/4 (peso 100) 3/4(peso 75) 2/4 (peso 50)
Compartimento *Escore ponderado
celular N % N % N % de concordancia
NUCLEO
207 51,3 128 31,8 68 16,9 83,6
(n=403)
NUCLEOLO
06 15,5 23 58,8 10 25,7 72,4
(n=39)
PLACA
67 34,8 89 46,1 37 19,1 78,9
(n=193)
CITOPLASMA
34 28,8 62 52,6 22 18,6 77,4
(n=118)

4/4: amostra reagente em todas as 4 laminas; 3/4: amostra reagente em 3 laminas e ndo reagente em uma; ou
amostra ndo reagente em trés laminas e reagente em uma; 2/4: amostra reagente em 2 laminas e ndo reagente em
duas.* Interpretacdo do escore ponderado de concordancia: pobre (50-62,5), regular (62,6-75), satisfatoria (75,1-
87,5) e excelente (87,6-100).

5.4.1 Comportamento de cada grupo clinico em relagdo ao grau de

concordancia de reatividade das amostras entre distintas marcas de laminas HEp-2

Nesta se¢do, inicialmente procedemos a avaliacdo da concordancia de reatividade
global de cada amostra em cada grupo clinico em separado. Para tal, aplicamos o mesmo
algoritmo para determinacdo do escore de concordéancia de reatividade utilizado no topico
anterior. Observamos que o grupo DAI apresentou escore de concordancia global superior aos
grupos DNAI e DS (Tabela 14). Ao realizar uma analise pareada entre 0s grupos observa-se
qgue o grupo DAI difere significantemente dos grupos DNAI e DS, que se comportam de
forma semelhante entre si (Tabela 14).
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Tabela 14 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com o grau de concordancia
de reatividade global em cada grupo clinico

Grau de concordancia

. 4X4 3X1 2X2 Escore
Grupo Clinico Total
(peso 100) (peso 75) (peso 50) ponderado*/**
DAI 98 71 69 238 78,0
DNAI 18 62 39 119 70,6 p<0,001
DS 19 55 35 109 71,3
Total 135 188 143 466

4/4: amostra reagente em todas as 4 laminas; 3x1: amostra reagente em 3 Iaminas e ndo reagente em uma; ou
amostra ndo reagente em trés 1dminas e reagente em uma; 2x2: amostra reagente em 2 [aminas e néo reagente em
duas. *Escore ponderado de concordancia de reatividade global nos trés grupos clinicos. ** Interpretacdo do
escore ponderado de concordancia: pobre (50-62,5), regular (62,6-75), satisfatoria (75,1-87,5) e excelente (87,6-
100). Nivel de inferéncia estatistica calculado pelo teste de Kruskal Wallis.

Aplicamos a mesma sistematica para avaliagdo da concordancia de reatividade por
compartimento celular aos trés grupos clinicos. A tabela 15 discrimina o grau de
concordancia e o escore ponderado de concordancia em cada compartimento celular,
derivando a respectiva anélise estatistica na tabela 16.
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Tabela 15 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com o grau de

concordancia de reatividade em cada compartimento celular nos trés grupos clinicos

) Grau de concordancia por compartimento celular
Compartimento

Grupo Clinico Escore
celular 4x4 3x1 2x2
ponderado*
Nucleo 155 34 26 90
Nucléolo 3 14 5 72,3
DAI
Placa 53 51 29 79,5
Citoplasma 32 34 11 81,8
Nucleo 23 46 17 76,7
Nucléolo 2 6 2 75
DNAI
Placa 5 23 4 75,8
Citoplasma 2 21 10 68,9
Nucleo 29 48 25 76
Nucléolo 1 3 3 68
DS
Placa 9 15 4 79,5
Citoplasma 0 7 1 71,9

4/4: amostra reagente em todas as 4 l1aminas; 3x1: amostra reagente em 3 Iaminas e ndo reagente em uma;
2x2: amostra reagente em 2 laminas e ndo reagente em duas. * Interpretacdo do escore ponderado de
concordancia: pobre (50-62,5), regular (62,6-75), satisfatdria(75,1-87,5) e excelente (87,6-100).

Conforme observado na Tabela 16, o grupo DAI diferiu de forma estatisticamente
significante frente aos outros grupos, principalmente no que se refere ao compartimento
nuclear, que apresentou escore ponderado de concordancia de 90 (classificado como
excelente), enquanto os demais grupos apresentaram grau de concordancia satisfatoria
(escores de 76,7 e 76,0, respectivamente). O grupo DAI se distinguiu também com relacédo ao
compartimento citoplasmatico que apresentou grau de concordancia satisfatoria (escore de
81,8) enquanto os demais grupos apresentaram grau de concordancia regular (escore de 68,9 e
71,9 respectivamente). Para as demais comparacdes ndo houve diferenca estatisticamente
significativa. Mais uma vez, chama atencdo o fato de que os grupos DNAI e DS apresentaram

comportamento semelhante.
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Tabela 16 - Analise do grau de concordéncia de reatividade global e por compartimento

celular entre os grupos clinico

Comparacao entre grupos clinicos
Escore ponderado

Compartimento Celular Valor de p
DAI DNAI DS DAI x DNAI DAI x DS DNAI x DS
Global 78,0 70,3 71,6 <0,005 <0,009 1,000
Nucleo 90,0 76,7 76,0 <0,001 <0,001 1,000
Nucléolo 72,3 75,0 68,0 1,000 1,000 1,000
Placa 79,5 75,8 79,5 0,598 1,000 1,000
Citoplasma 81,8 68,9 71,9 0,001 0,288 1,000

Interpretacdo do escore ponderado de concordéncia: pobre (50-62,5), regular (62,6-75), satisfatéria (75,1-87,5) e
excelente (87,6-100). Nivel de inferéncia estatistica calculado pelo teste Kruskal Wallis.

5.5. Analise da concordancia total de acordo com a intensidade de

fluorescéncia em diferentes marcas de laminas HEp-2.

E sabido que a reatividade IFI-HEp-2 tende a ocorrer em titulos mais altos em
pacientes autoimunes do que nos individuos ndo autoimunes que tenham um exame IFI-HEp-
2 positivo (5,6). Portanto, nos perguntamos se as maiores taxas de concordancias observadas
em amostras do grupo DAI seriam condicionadas pelos altos titulos de IFI-HEp-2 observados
neste grupo. Assim, procedemos a uma anlise da concordancia total de reatividade de acordo
com a intensidade da reatividade IFI-HEp-2 em cada grupo clinico e em cada compartimento
celular. Como se vé a tabela 17, as diferencas entre os grupos clinicos e entre o0s
compartimentos celulares, observadas nas tabelas anteriores, desaparecem quando esses
grupos sao comparados no mesmo nivel de intensidade de reatividade. Ainda na Tabela 17,
podemos observar que o grupo DAI tem poucas amostras com reatividade de intensidade
fraca e muitas com reatividade de intensidade alta. O oposto é observado nos grupos DS e
DNAI.
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Tabela 17 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com a intensidade de

reatividade e concordancia total de reatividade por compartimento celular nos trés

grupos clinicos

Compartimento

Grupo Clinico

celular DAI DNAI DS
NUCLEO Concordantes Total Concordantes  Total Concordantes  Total
Intensidade 1+ 1 (4,3%)* 23** 1 (1,5%) 68 1 (1,0%) 104
Intensidade 2+ 5 (17,9%) 28 8 (13,8%) 58 8 (12,7%) 63
Intensidade 3+ 16 (47,1%) 34 9 (45,0%) 20 9 (39,1%) 23
Intensidade 4+ 129 (86,6%) 149 7 (100,0%) 7 9 (75,0%) 12
Total 151 (64,5%) 234 25 (16,3%) 153 27 (13,4%) 202
NUCLEOLO
Intensidade 1+ 0 7 0 15 0 9
Intensidade 2+ 0 8 1(16,7%) 6 1 (33,3%) 3
Intensidade 3+ 1 (10,0%) 10 2 (66,7%) 3 0 2
Intensidade 4+ 1 (25,0%) 4 0 0 0 0
Total 2 (6,9%) 29 3 (12,5%) 24 1(7,1%) 14
PLACA
Intensidade 1+ 0 5 0 15 0 7
Intensidade 2+ 0 13 1(7,7%) 13 0 8
Intensidade 3+ 1 (3,7%) 27 2 (15,4%) 13 4 (40,0) 10
Intensidade 4+ 50 (54,9%) 91 3 (60,0%) 5 4 (57,1) 7
Total 51 (37,5%) 136 6 (13,0%) 46 8 (25,0) 32
CITOPLASMA
Intensidade 1+ 0 15 0 21 0 5
Intensidade 2+ 1 (5,6%) 18 0 18 0 8
Intensidade 3+ 7 (21,2%) 33 1 (8,3%) 12 0 2
Intensidade 4+ 23 (62,2%) 37 1 (33,3%) 3 0 0
Total 31 (33,3%) 93 2 (3,7%) 54 0 15
APARELHO
MITOTICO
Intensidade 1+ 0 1 0 2 0 4
Intensidade 2+ 0 0 0 6 0 1
Intensidade 3+ 0 0 0 1 0 0
Intensidade 4 2 (66,7%) 3 0 0 0 0
Total 2 (50,0%) 4 0 9 0 5

* Numero de amostras apresentando concordancia total; ** NUmero total de amostras em cada categoria de grau

de intensidade.
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As Figuras 7 a 10 fornecem uma demonstracdo grafica do que estd analiticamente
exposto na Tabela 17, evidenciando a influéncia da intensidade de fluorescéncia sobre o grau

de concordancia total de reatividade em diferentes substratos.

Figura 7 - Figura representativa da influéncia da intensidade de fluorescéncia no
compartimento nuclear sobre o grau de concordancia total de reatividade das amostras
nos quatro substratos de células HEp-2.
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Intensidade de Fluorescéncia

Taxa de concordéncia de intensidade de fluorescéncia entre os substratos no compartimento nuclear, entre 0s
grupos clinicos. A Intensidade de fluorescéncia demonstrada em escala numérica de (1 a 4) é equivalente ao
sistema expresso em cruzes (+/4 , ++/4 | +++/4 e ++++/4). A intensidade de fluorescéncia foi classificada como
Baixa intensidade +/4 e ++/4; Alta intensidade +++/4 e ++++/4.

Amostras com menor intensidade (+/4) apresentaram menores taxas de concordancia
total que amostras com alta intensidade (++++/4). No grupo DAI a taxa de concordéancia total
no compartimento nuclear foi de 86,6% para amostras ++++/4 e abaixo de 4,5% para
amostras +/4. Fendmeno semelhante foi observado nos grupos DNAI e DS.

Para o compartimento nucleolar ndo houve amostras de baixa intensidade (+/4)

concordantes em nenhum dos grupos em estudo. No grupo DAL a taxa de concordéncia total
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no compartimento nucleolar foi de 25% para amostras ++++/4 e no grupo DNAI houve
concordéncia de 66.6% para amostras +++/4 (Figura 8).

Em relacdo a placa metafésica, os grupos se comportaram de forma semelhante. Nao
houve amostras de baixa intensidade (+/4) concordantes em nenhum dos grupos em estudo.
Por outro lado, nos trés grupos clinicos as amostras ++++/4 apresentaram taxa de

concordéncia total superior a 50% (Figura 9).

Figura 8 - Figura representativa da influéncia da intensidade de fluorescéncia no
compartimento nucleolar sobre o grau de concordéancia total de reatividade das

amostras nos quatro substratos de células HEp-2.
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Taxa de concordancia de intensidade de fluorescéncia entre os substratos no compartimento nucleolar, entre o0s
grupos clinicos. A Intensidade de fluorescéncia demonstrada em escala numérica de (1 a 4) é equivalente ao
sistema expresso em cruzes (+/4 , ++/4 +++/4 e ++++/4). A intensidade de fluorescéncia foi classificada como
Baixa intensidade +/4 e ++/4; Alta intensidade +++/4 e ++++/4.



66

Figura 9 - Figura representativa da influéncia da intensidade de fluorescéncia no
compartimento placa metafasica sobre o grau de concordéncia total de reatividade das
amostras nos quatro substratos de células HEp-2.
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Taxa de concordancia de intensidade de fluorescéncia entre os substratos no compartimento placa metafasica,
entre 0s grupos clinicos. A Intensidade de fluorescéncia demonstrada em escala numérica de (1 a 4) é
equivalente ao sistema expresso em cruzes (+/4, ++/4,+++/4 e ++++/4). A intensidade de fluorescéncia foi
classificada como Baixa intensidade +/4 e ++/4; Alta intensidade +++/4 e ++++/4.

Também no compartimento citoplasmatico as amostras com reatividade de baixa
intensidade (+/4) apresentaram baixa concordancia nos trés grupos clinicos. Em contrapartida,
no grupo DAI a taxa de concordancia total no compartimento citoplasmatico foi de 62% para
amostras com forte reatividade (++++/4) e de 33% no grupo DNAI. Ndo houve amostras com

forte reatividade citoplasmatica no grupo DS (Figura 10).
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Figura 10 - Figura representativa da influéncia da intensidade de fluorescéncia no
compartimento citoplasmatico sobre o grau de concordancia total de reatividade das

amostras nos quatro substratos de células HEp-2.
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Taxa de concordancia de intensidade de fluorescéncia entre os substratos no compartimento citoplasmatico, entre
os grupos clinicos. A Intensidade de fluorescéncia demonstrada em escala numérica de (1 a 4) é equivalente ao
sistema expresso em cruzes (+/4, ++/4,+++/4 e ++++/4). A intensidade de fluorescéncia foi classificada como
Baixa intensidade +/4 e ++/4; Alta intensidade +++/4 e ++++/4.

Em seu conjunto, os dados desta secdo indicam que alta intensidade de
imunofluorescéncia ¢ o principal fator determinante de alta reprodutibilidade de achados,
independentemente da natureza clinica da amostra e do compartimento reconhecido pelos
autoanticorpos.

5.6. Andlise do grau de concordancia e robustez dos padrdes morfol6ficos
FAN-HEp-2

Nesta secdo o foco é o padrdo de imunofluorescéncia no teste IFI-HEp-2, ou seja, 0
intuito € verificar especificamente a reprodutibilidade de cada padrdo de IFI-HEp-2 em
distintas marcas de laminas. Para esta analise, utilizamos uma vez mais o conceito de escore
ponderado de concordancia, como descrito em Materiais e Métodos. O Quadro 11 representa
a lista de padrdes morfoldgicos encontrados no estudo. Os Quadros 12 e 13 por sua vez,
apresentam a frequéncia dos diversos padrdes observados com as amostras reagentes
estudadas de acordo com as quatro marcas de lamina. De forma geral, as frequéncias dos

diversos padrbes foram semelhantes nas quatro marcas de laminas, com algumas
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discrepancias pontuais. Por exemplo, na lamina Z foi menos frequentemente reconhecido o
padrdo AC-2 e mais frequentemente reconhecido o padrdo QH/AC-XX. Com relagédo aos
padrdes citoplasmaticos, o padrdo AC-23 foi exclusivamente identificado nas laminas Z e W,

a lamina Z teve menor frequéncia dos padrdes citoplasmaticos AC-15/16/17.



Quadro 11 - Lista dos padrdes morfoldgicos IFI-HEp-2 encontrados no estudo

Cadigo AC Padréo nuclear
AC-1 Homogéneo
AC-2 Pontilhado Fino Denso
AC-3 Centromérico
AC-4 Pontilhado Fino
AC-5 Pontilhado Grosso
AC-6 Multiplos Pontos Isolados
AC-7 Raros Pontos Nucleares Isolados
AC-11/12 Envelope Nuclear
AC-13/14 Pleomérfico
ENV-IV/ AC-XX Envelope Nuclear De Intensidade Variavel
PFCOA/ AC-XX Pontilhado Fino Associado A Pontos Que Coalescem
PF-IV/ AC-XX Pontilhado Fino De Intensidade Variavel
PF-PL/ AC-XX Pontilhado Fino Com Placa Metafasica
QH/ AC-XX Quasi-Homogéneo
Cddigo AC Padréo nucleolar
AC-8 Nucleolar Homogéneo
AC-9 Nucleolar Aglomerado
AC-10 Nucleolar Pontilhado
Cadigo AC Padrao citoplasmatico
AC-15/16/17 Citoplasmatico Fibrilar
AC- 18 Citoplasmatico Pontilhado
AC-19 Citoplasmatico Pontilhado Fino Denso
AC-20 Citoplasmatico Pontilhado Fino
AC-21 Citoplasmatico Reticulado
AC-22 Aparelho De Golgi
AC-23 Rods And Rings
PCD/ AC-XX Pontos Citoplasmaticos Isolados
PAMA/AC-XX Pseudo ~AMA
Cadigo AC Padréo aparelho mitético
AC-24 Centriolo
AC-25 Numa-2
AC-26 Numa-1
AC-27 Ponte Intercelular
Fuso Mit/ AC-XX Fuso Mitético
Polo Mit/ AC-XX Polo Mitético
Cadigo AC Auséncia de reatividade
AC-0 N&o Reagente
Outros
NA Multiplos Padrdes

Cdédigo AC: cédigo alfanumérico
ICAP; NA: Néo se aplica.
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ICAP; AC-XX: codigo que precede padrdes morfolégicos ndo inclusos no



Quadro 12 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo

imunofluorescéncia nuclear e a marca de lamina HEp-2

70

com o padrdo de

Marca de lamina HEp-2

W
PADRAO (306) * (361)* (330)*
Codigo AC N % N % N % N %
AC-1 40 131 46 17,1 58 16,1 51 15,5
AC-2 12 3,9 14 5.2 7 19 10 3
AC-3 12 3,9 17 6.3 14 3,9 14 4,2
AC-4 171 55,9 113 42 165 45,7 149 45,2
AC-5 4 13,4 38 141 37 10,2 41 12,4
AC-6 5 16 5 1,9 5 13 1 03
AC-7 3 1 13 48 1 03 8 24
AC-11/12 4 13 4 15 3 08 4 12
AC-13/14 0 0 0 1 03 1 03
ENV-IV/AC-XX 0 0 1 04 0 0 0 0
MISTO/AC-XX 2 0,6 0 0 1 03 0 0
PF-PL/IAC-XX 12 3,9 10 37 48 13,3 31 9,4
PFCOA/AC-XX 1 03 0 0 0 0 0 0
PF-1V/AC-XX 03 1 04 1 03 1 03
QH/AC-XX 4 13 7 2,6 21 58 15 45

As frequéncias percentuais dos padrdes morfolégicos foram calculadas em relagdo ao total de amostras reagentes
em cada substrato. * NUmero total de amostras reagentes em cada substrato. O significado de todas as siglas esta
discriminado no encarte de abreviages.
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Quadro 13 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com o0 padrdo de
imunofluorescéncia citoplasmatico e a marca de lamina HEp-2

Marca de lamina HEp-2

X Y yd w
PADRAO (70)* (73)* (82)* (53)*
Cédigo AC N % N % N % N %
AC-15/16/17 4 57 7 9,6 1 12 5 9,4
AC- 18 0 0 6 8,2 0 0 3 5.7
AC-19 4 57 4 55 8 9,8 0 0
AC-20 5 7.1 4 55 1 1,2 0 0
AC-21 46 657 44 603 52 634 39 736
AC-22 0 0 1 14 0 0 1 19
AC-23 0 0 0 0 5 6,1 3 57
PAMA/AC-XX 1 14 3 41 7 8,5 1 1,9
PCD/AC-XX 10 143 4 55 8 9,8 1 1,9

Cddigo AC: cddigo alfanumérico ICAP. As frequéncias percentuais dos padrdes morfol6gicos foram calculadas
em relacdo ao total de amostras reagentes em cada substrato. * NUmero total de amostras reagentes em cada
substrato. O significado de todas as siglas esta discriminado no encarte de abreviacdes.

5.5.1. Anélise do grau de concordancia dos diversos padrbes IFI-HEp-2 em
quatro marcas de laminas HEp-2

Em uma primeira rodada de analises, foram encontrados 276 eventos de auséncia de
concordancia total entre as laminas com relacdo aos padrdes IFI-HEp-2. Dentre esses eventos
de auséncia de concordancia total, 228(82,6%) amostras provenientes dos 3 grupos foram
reprocessadas e em 221 (97%) dos casos confirmou-se a auséncia de concordancia total.
Desta forma, confirmamos que o fenbmeno de auséncia de concordancia total foi reprodutivel
na quase totalidade dos casos, enquanto que 0s sete casos restantes se confirmaram
concordantes e foram assim computados. Sendo assim, passamos a contar com 197 eventos de
concordancia total e 269 eventos de auséncia de concordancia total na analise das 466
amostras reagentes. Novamente salientamos que esta é uma abordagem que enfatiza o
fendmeno de ndo concordancia, pois basta que uma marca de lamina apresente resultado
discordante em relacédo as demais para que a amostra seja considerada ndo concordante.

Portanto, a semelhanca do que foi feito para a analise de reatividade versus nédo
reatividade, elaboramos um escore ponderado de concordancia de padrbes IFI-HEp-2 (vide
Material e Métodos). Esta anélise objetivou verificar o quéo robusto € cada padrdo IFI-HEp-2

de acordo com o seu grau de reprodutibilidade em diferentes marcas de laminas. Assim, em
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cada amostra em que o padrdo em questdo era detectado, conferia-se um escore baseado no
namero de laminas em que este padrdo era observado.

Como visto em Material e Métodos, as possibilidades de concordancia para este
cenario sdo quatro: 4x4, 3x4, 2x4 e 1x4, que receberam, respectivamente, os pesos 100, 67, 33
e 1. O padréo observado em cada amostra recebeu um escore individual de acordo com o
namero de ldminas em que o mesmo foi reproduzido. O escore ponderado de concordancia de
cada padrdao foi obtido pela média dos escores individuais em todas as amostras que
apresentaram este padrdo. Este escore ponderado representa o grau de robustez de cada
padrdo frente a diversidade de ldminas HEp-2. As Tabelas 18 e 19 discriminam o escore
ponderado de concordancia dos diversos padrfes nucleares e citoplasmaticos,

respectivamente.

Tabela 18 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com a ocorréncia de cada
padrdo nuclear nas quatro laminas HEp-2, com derivacdo do escore ponderado de

concordancia de cada padréao

POSSIBILIDADES DE CONCORDANCIA

Peso 100 (4x4) Peso 67 (3x4) Peso 33 (2x4) Peso 1(1x4)
PADRAO Escore
CODIGO AC N CP N CP N CP N ponderado
AC-1 37 3700 6 402 9 297 13 13 67,9
AC-2 4 400 5 335 4 132 3 3 54,4
AC-3 11 1100 1 67 5 165 0 0 78,4
AC-4 40 4000 67 4489 79 2607 78 78 42,3
AC-5 25 2500 8 536 5 165 7 7 71,3
AC-6 1 100 4 268 0 0 0 0 73,6
AC-7 0 0 7 469 3 99 11 11 27,6
AC-11/12 0 0 1 67 5 165 4 4 23,6
PF-PL/AC-XX 2 200 2 134 11 363 32 32 15,5
QH/AC-XX 0 0 1 67 7 231 28 28 91

Cddigo AC: codigo alfanumérico ICAP; AC-XX: cddigo que precede padrdes morfolégicos ndo inclusos no
ICAP. CP: contribuicdo ponderada, calculada pela multiplicacdo de amostras pelo peso ponderado de acordo
com a ocorréncia em 1 a 4 1aminas. A soma das contribui¢des ponderadas de cada padréo € dividida pelo nimero
de amostras apresentando o respectivo padrdo para obtengdo do seu escore ponderado de concordancia.

* Interpretacdo do escore ponderado de robustez: pobre (escore ponderado de 1a 25), regular (escore ponderado
de 25,1 a 50) satisfatoria (escore ponderado de 50,1 até 75) e excelente (escore ponderado de 75,1 a 100). O
significado de todas as siglas esta discriminado no encarte de abreviages
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Tabela 19 - Distribuicdo das amostras reagentes de acordo com a ocorréncia de cada
padrédo citoplasmético nas quatro ldaminas HEp-2, com derivagdo do escore ponderado

de concordancia de cada padrao

POSSIBILIDADES DE CONCORDANCIA

PADRAO Peso 100 (4x4) Peso 67 (3x4) Peso 33 (2x4) Peso 1 (1x4) Escore
CODIGO AC N CP N CP N CcpP N CP  Ponderado
AC-15/16/17 0 0 1 67 5 165 2 2 29,3

AC- 18 0 0 0 0 1 33 5 5 6,3
AC-19 2 200 3 201 3 99 6 6 36,1
AC-20 0 0 0 0 4 132 3 3 19,3
AC-21 31 3100 12 804 4 132 12 12 68,6
AC-23 0 0 0 0 1 33 6 6 5,6
PAMA/AC-XX 0 0 0 0 2 66 6 6 9
PCD/AC-XX 0 0 2 134 3 99 6 6 21,7

Cddigo AC: codigo alfanumérico ICAP; AC-XX: cddigo que precede padrdes morfolégicos ndo inclusos no
ICAP. CP: contribuicdo ponderada, calculada pela multiplicagdo de amostras pelo peso ponderado de acordo
com a ocorréncia em 1 a 4 1dminas. A soma das contribui¢des ponderadas de cada padréo € dividida pelo nimero
de amostras apresentando o respectivo padréo para obtencdo do seu escore ponderado de concordancia.

* Interpretacdo do escore ponderado de robustez: pobre (escore ponderado de 1a 25), regular (escore ponderado
de 25,1 a 50) satisfatoria (escore ponderado de 50,1 até 75) e excelente (escore ponderado de 75,1 a 100). O
significado de todas as siglas esta discriminado no encarte de abreviages.

5.5.2 Analise de robustez dos diversos padrdes IFI-HEp-2em quatro marcas de

laminas HEp-2

Conforme mencionado acima, o escore ponderado de concordancia expressa o grau
de robustez de cada padréo referente a sua reprodutibilidade em varias preparacdes comerciais
de células HEp-2. Para analise da robustez dos padrdes, nds agrupamos arbitrariamente o
escore ponderado de concordancia em quatro classes de robustez: pobre (escore ponderado
de 1a 25), regular (escore ponderado de 25,1 a 50) satisfatoria (escore ponderado de 50,1
até 75) e excelente (escore ponderado de 75,1 a 100).

Foram encontrados 15 padrGes nucleares distintos, dos quais 7 (46,6%)
demonstraram robustez pobre, 2 (13,4%) padrbes apresentaram robustez regular, 4 (26,6 %),
foram classificados com robustez satisfatoria e apenas 2 (13,4%) foram considerados padrdes
de alta robustez (robustez excelente). Os padrdes morfoldgicos de maior robustez foram AC-3
(escore 78,4), AC-6(escore71, 6), AC-5 (escore71,3) e AC-1 (escore 67,9) (Figura 11).
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Figura 11 - Figura representativa do grau de robustez dos padrdes nucleares
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O grau de robustez dos padrBes nucleares foi obtido através da contribuicdo ponderada, calculada pela
multiplicacdo de amostras pelo peso ponderado de acordo com a ocorréncia em 1 a 4 laminas. A soma das
contribui¢cdes ponderadas de cada padréo foi dividida pelo nimero de amostras apresentando o respectivo padréo
para obtencdo do seu escore ponderado de concordancia. Interpretacdo do escore ponderado de robustez: pobre
(escore ponderado de 1a 25), regular (escore ponderado de 25,1 a 50) satisfatdria (escore ponderado de 50,1 até
75) e excelente (escore ponderado de 75,1 a 100). Cadigo AC: codigo alfanumérico ICAP; AC-XX: cédigo que
precede padrbes morfolégicos ndo inclusos no ICAP.

O padréo PF-IV/AC-XX, expresso de forma igualitaria nas quatro marcas de laminas
(Quadro 12), atingiu o escore maximo de robustez (escore 100), no entanto é necessario
ponderar que este resultado é derivado de uma Unica amostra de soro, o que langa reserva
sobre o significado deste achado. O mesmo julgamento foi aplicado a outros padrbes que
ocorreram em menos que cinco amostras, como os padrdes ENV-IV/AC-XX, AC-13/14,
MISTO, PFCOA/AC-XX e AC-22.

Foram encontrados 9 padrdes citoplasmaticos em todo o estudo, seis (66,6%) dos
quais apresentaram robustez pobre, dois (22,2%) apresentaram padréo de robustez regular e

um (11%) apresentou robustez satisfatoria. O padréo citoplasmatico com maior robustez foi o
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AC-21, que se destacou com um escore de 68,6. Ndo houve nenhum caso de padrdes
citoplasmaticos com alto grau de robustez (Figura 12).

Figura 12 - Figura representativa do grau de robustez dos padrdes citoplasmaticos.
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O grau de robustez dos padrfes citoplasmaticos foi obtido através da contribuicdo ponderada, calculada pela
multiplicacdo de amostras pelo peso ponderado de acordo com a ocorréncia em 1 a 4 laminas. A soma das
contribuicdes ponderadas de cada padrdo foi dividida pelo nimero de amostras apresentando o respectivo padréo
para obtencdo do seu escore ponderado de concordéncia. Interpretacdo do escore ponderado de robustez: pobre
(escore ponderado de 1a 25), regular (escore ponderado de 25,1 a 50) satisfatoria (escore ponderado de 50,1 até
75) e excelente (escore ponderado de 75,1 a 100). Cddigo AC: codigo alfanumérico ICAP; AC-XX: cédigo que
precede padrdes morfol6gicos ndo inclusos no ICAP.

5.5.3. Reprodutibilidade de padrées morfoldgicos de IFI-HEp-2 em diferentes

substratos em funcao do grau de intensidade da imunofluorescéncia

Uma vez observada a marcante influéncia da intensidade de reatividade sobre as
analises de reprodutibilidade referentes aos compartimentos celulares reconhecidos pelas
amostras, julgamos procedente investigar se haveria interferéncia da intensidade de
reatividade também na robustez dos padr6es morfol6gicos de IFI-HEp-2. Como descrito em
materiais e métodos, segregamos as categorias de intensidade de fluorescéncia em alta (+++/4
e ++++/4) e baixa (+/4 e ++/4) e atribuimos esta classificacdo a cada amostra com seus

respectivos padroes (tabelas 20 e 21).
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Observamos um comportamento heterogéneo dos varios padrdes com relagdo a este
quesito. De fato, para varios padrdes observamos uma associacao estatisticamente significante
entre intensidade de imunofluorescéncia e a robustez do padrdo, ou seja, para determinados
padrdes houve maior robustez em amostras de maior intensidade de imunofluorescéncia.
Assim, entre os padrfes nucleares, observamos que aqueles com maiores escores de robustez
AC-3, AC-5e AC-1 foram os que apresentaram maior frequéncia de amostras com alta
intensidade de imunofluorescéncia. Coerentemente, o padrdo AC-4, com baixa frequéncia de
amostras com alta intensidade de imunofluorescéncia, apresentou baixo escore de robustez.
Por outro lado, os padrdes AC-2 e QH/AC-XX, ambos com alta frequéncia de amostras com
alta intensidade de imunofluorescéncia, apresentaram escore de robustez satisfatorio e pobre

respectivamente.

Também entre os padrdes citoplasmaticos, o comportamento foi heterogéneo. Assim,
entre os dois padrdes citoplasméaticos com maior frequéncia de amostras de alta intensidade de
imunofluorescéncia (AC-19 e AC-21), observamos que o AC-19 apresentou baixa robustez
enquanto o AC-21 apresentou boa robustez. Para os demais padrdes citoplasmaticos, ndo
houve diferengas significantes no escore de robustez relacionada a intensidade de

imunofluorescéncia.

Este comportamento dual dos padrbes nucleares e citoplasmaticos indica claramente
qgue alguns padrBes possuem caracteristicas de robustez intrinsecas independentes da
intensidade de imunofluorescéncia, enquanto outros tiveram sua robustez dependente da

intensidade de imunofluorescéncia.
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Tabela 20 - Frequéncia de amostras de baixa e alta intensidade de
imunofluorescéncia de acordo com o grau de robustez do padréo nuclear na IFI-
HEp-2

Intensidade de imunofluorescéncia

Padréo Baixa Alta

Cddigo AC N % N % Total  *Robustez P
AC-1 23 29,5% 55 70,5 % 78 67,9 <0,001
AC-2 2 12,5% 14 87,5% 16 54,4 0,004
AC-3 2 11,8% 15 88,2 % 17 78,4 0,002
AC-4 164 62,1% 100 379% 264 42,3 <0,001
AC-5 8 17,8% 37 82,2 % 45 71,3 <0,001
AC-6 1 20,0% 4 80,0 % 5 73,6 0,372
AC-7 7 33,3% 14 66,7 % 21 27,6 0,189
AC-11/12 3 30,0% 7 70,0% 10 23,6 0,344
PF-PL /AC-XX 32 68,1% 15 31,9% 47 15,1 0,019
QH/AC-XX 4 11,1% 32 88,9% 36 9,1 <0,001

Nivel descritivo do teste da binomial( (comparagdo entre proporgdo de intensidade alta e baixa para cada padréo
morfolégico de IFI-HEp-2. As porcentagens foram calculadas & partir do nimero total de amostras com cada
padrdo morfoldgico e seus respectivos graus de intensidade.Intensidade de fluorescéncia: alta ( +++/4 e ++++/4);
baixa (+/4 e ++/4). * Interpretacdo do escore ponderado de robustez: pobre(escore ponderado de la 25), regular
(escore ponderado de 25,1 a 50) satisfatoria (escore ponderado de 50,1 até 75) e excelente (escore ponderado de
75,1 a 100).
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Tabela 21 - Frequéncia de amostras de baixa e alta intensidade de
imunofluorescéncia de acordo com o grau de robustez do padrao citoplasmatico na
IFI-HEp-2

Intensidade de imunofluorescéncia

Padréo Baixa Alta
Cddigo AC N % N % Total *Robustez P
AC-15/16/17 4 50,0% 4 50,0% 8 29,3 1
AC- 18 2 33,3% 4 66,7% 6 6,3 0,688
AC-19 2 14,3% 12 85,7% 14 36,1 0,013
AC-20 4 57,1% 3 42,9% 7 19,3 1
AC-21 19 32,2% 40 67,8% 59 68,6 0,009
AC-23 3 42,9% 4 57,1% 7 5,6 1
PAMA/AC-XX 5 62,5% 3 37,5% 8 9 0,727
PCD/AC-XX 7 63,6% 4 36,4% 11 21,7 0,549

Nivel descritivo do teste da binomial, comparacao entre proporcao de intensidade alta e baixa para cada padrédo
morfoldgico de IFI-HEp-2. As porcentagens foram calculadas & partir do nimero total de amostras com cada
padrdo morfoldgico e seus respectivos graus de intensidade. Intensidade de fluorescéncia: alta (+++/4 e ++++/4);
baixa (+/4 e ++/4). * Interpretacdo do escore ponderado de robustez: pobre (escore ponderado de 1a 25), regular
(escore ponderado de 25,1 a 50) satisfatoria (escore ponderado de 50,1 até 75) e excelente (escore ponderado de
75,1 a 100).
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Figura 13 - Variacao da frequéncia de alta e baixa intensidade de imunofluorescéncia de

acordo com a robustez dos padrdes nucleares IFI-HEp-2.
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Grau de robustez dos padrde morfolégicos nucleares

O escore de robustez de cada padrdo morfoldgico IFI-HEp-2 (eixo x), classificado em pobre (escore ponderado de 1a
25), regular (escore ponderado de 25,1 a 50) satisfatoria (escore ponderado de 50,1 até 75) e excelente (escore
ponderado de 75,1 a 100) foram exibidos de forma crescente da esquerda para a direta. A intensidade de fluorescéncia
foi classificada como Baixa intensidade +/4 e ++/4 (barras anteriores); Alta intensidade +++/4 e ++++/4 (barras
posteriores).
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Figura 14 - Variagédo da frequéncia de alta e baixa intensidade de imunofluorescéncia de

acordo com a robustez dos padrdes citoplasmaticos IFI-HEp-2.
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T Grau de robustez dos padrdes morfologicos nucleares

O escore de robustez de cada padrdo morfoldgico IFI-HEp-2 (eixo x), classificado em pobre (escore ponderado de
la 25), regular (escore ponderado de 25,1 a 50) satisfatéria (escore ponderado de 50,1 até 75) e excelente (escore
ponderado de 75,1 a 100) foram exibidos de forma crescente da esquerda para a direta. A intensidade de
fluorescéncia foi classificada como Baixa intensidade +/4 e ++/4 (barras anteriores); Alta intensidade +++/4 e
++++/4 (barras posteriores).

5.7. Comportamento de padrdes morfolégicos no teste IFI-HEp-2 em

diferentes substratos em funcéo da natureza clinica das amostras

Como pode ser apreciado na tabela 22, alguns padrdes apresentaram forte associagéo
clinica com DAI, independentemente da marca de lamina HEp-2, enquanto outros padrdes
apareceram indistintamente nos trés grupos clinicos. Assim, foram proeminentes no grupo
DAI os padrdes nucleares AC-3, AC-5, AC-11/12 e AC-1, porém somente os padrées AC-
11/12, AC-3 e AC-5 foram expressos de forma consistente nas quatro marcas de laminas,
enquanto o padrdo AC-1 se mostrou consistente em trés substratos, mas foi pobremente
reconhecido no substrato W. Interessantemente, este substrato apresentou maior frequéncia de
amostras DAI com os padrdoes QH/AC-XX e PF-PL/AC-XX em comparagdo com os demais

substratos. E possivel, portanto, que o substrato W tenha limitagdo na expressdo plena do
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padrdo AC-1, que poderia em algumas amostras se apresentar como QH/AC-XX ou PF-
PL/AC-XX.
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Tabela 22 - Frequéncia dos padrdes nucleares por grupo clinico nos quatro substratos

de lamina HEp-2

Padréo Substrato Grupo Clinico p
DAI (n=215) DNAI (n=86) DS (n=102)
X 36 2 2 <0,001
Y 42 2 2 <0,001
AC-1 Z 53 3 2 <0,001
w 3 0 1 0,811
% Padrao 1,4a19,5% 0a3,5% 0,98 a 2,0%
X 3 2 7 0,03
Y 4 4 6 0,128
AC-2 Z 0 1 6 0,001
w 2 0 8 0,002
% Padréo 0alB8% 0a4,6% 59a7,8%
X 12 0 0 0,003
Y 17 0 0 <0,001
AC-3 Z 14 0 0 0,001
w 14 0 0 0,001
% Padréo 5,6 a7,9% 0 0
X 81 36 54 0,038
Y 70 24 19 0,033
AC-4 Z 47 39 79 <0,001
w 53 42 54 <0,001
% Padréo 246a37,7%  27,9a48,8% 18,6 a 77,4%
X 36 3 2 <0,001
Y 35 2 1 <0,001
AC-5 Z 32 3 2 <0,001
w 37 3 1 <0,001
% Padréo 14,9 a17,2% 2,3a3,4% 0,98a1,7%
X 3 0 1 0,811
Y 11 0 2 0,041
AC-7 Z 1 0 0 1
w 5 5 2 0,228
% Padréo 1,4a5,1% 0a5,8% 0al7%
X 3 0 1 0,811
Y 3 0 1 0,811
AC-11/12 Z 3 0 0 0,435
w 3 0 1 0,811
% Padréo 1,40% 0 0a0,98%
X 3 6 3 0,034
Y 1 5 4 0,008
PF'F;(';QAC' z 15 21 12 <0,001
w 16 10 5 0,239
% Padréo 1,4a7,4% 5,8 a24,4% 29a11,7%
X 3 1 0 0,657
Y 7 0 0 0,072
QH/AC-XX Z 15 21 12 <0,001
W 17 4 0 0,004
% Padréo 1,4a7,9% 0a4,6% 0al1l,7%

O namero de individuos em cada grupo clinico é funcdo do nimero de amostras reagentes no compartimento
nuclear. As frequéncias percentuais dos padrées morfoldgicos foram calculadas em relacdo ao total de padrdes
encontrados em cada substrato em cada grupo clinico. O significado de todas as siglas esta discriminado no
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encarte de abreviagGes. Nivel de inferéncia estatistica calculado pelo teste exato de Fisher comparando a
frequéncia de cada padréo entre os trés grupos clinicos.

O padrdo nuclear AC-4 demonstrou um comportamento heterogéneo a depender do
substrato de analise. Nas marcas X e Y, este padrdo mostrou sua predominéncia no grupo
DAI, mas também teve expressiva participacdo nos Grupos DNAI e DAI nas marcas de
laminas Z e W. Interessantemente, no Grupo DS a frequéncia do padrdo AC-4 foi 4 vezes
mais alta com a lamina Z em relacdo a ldmina Y. J& o padrdo nuclear AC-2 ocorreu
predominantemente no Grupo DS, mas com menor frequéncia nas laminas Y e Z. O padréo
nuclear QH/AC-XX foi mais frequente com as laminas Z e W. Intrigantemente, este padrao
mostrou frequéncia semelhante entre os grupos clinicos com a lamina Z, enquanto nas outras

trés l[aminas (X, Y e W), ocorreu com maior frequéncia no grupo DAI. (Tabela 22).

Figura 15 - Distribuicdo dos mais prevalentes padrées nucleares por grupo clinico entre

0s quatro substratos de lamina HEp-2
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O namero de individuos em cada grupo clinico é em funcdo do nimero de amostras reagentes no compartimento
nuclear. As frequéncias percentuais dos padrées morfolégicos foram calculadas em relacdo ao total de padrdes
encontrados em cada substrato em cada grupo clinico. Cédigo AC: codigo alfanumérico ICAP; AC-XX: codigo
que precede padrdes morfoldgicos ndo inclusos no ICAP. O significado de todas as siglas esta discriminado no
encarte de abreviagdes.

Dentre os padrdes citoplasmaticos, o AC-21 foi o padrdo mais frequentemente

encontrado no Grupo DAI, ocorrendo em menor frequéncia no Grupo DNAI e praticamente
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ndo ocorrendo no Grupo DS. Os demais padrdes apresentam baixa frequéncia, o que

prejudicou a avaliacdo de sua distribuigcdo nos trés grupos clinicos (Tabela 23).

Tabela 23. Frequéncia dos padrdes citoplasmaticos por grupo clinico nos quatro

substratos de lamina HEp-2

Grupo clinico

Padrao Substrato DAI (n=77) DNAI (n=33) DS (n=8) p
X 3 1 1 0,402
Y 2 1 1 0,305
AC-19 Z 0 0 1 0,072
w 0 0 0 -
% Padréo 0a3,9% 0a3,0% 0al2,5%
X 3 1 1 0,402
Y 2 1 1 0,305
AC-20 Z 0 0 1 0,072
W 0 0 0 -
% Padréo 0a3,9% 0a3,0% 0al12,5%
X 42 4 0 <0,001
Y 35 6 0 0,002
AC-21 Z 39 11 1 0,051
W 29 1 1 <0,001
% Padréo 37,6 a54,5% 3,02 33,3% 0al12,5%
X 1 0 0 1
Y 2 1 0 1
PAMQ/(AC' z 2 4 1 0,062
w 0 0 1 0,072
% Padréo 0a5,6% 0a15,1% 0 a 25,0%
X 5 2 3 0,032
Y 2 1 1 0,305
PCD/AC-XX Z 1 2 1 0,077
w 0 0 1 0,072
% Padréo 0a3,9% 0a6,0% 12,5 a 37,5%

O namero de individuos em cada grupo clinico é funcdo do nimero de amostras reagentes no compartimento
citoplasmaticos. As frequéncias percentuais dos padrdes morfolégicos foram calculadas em relacdo ao total de
padrfes encontrados em cada substrato em cada grupo clinico. O significado de todas as siglas esta discriminado
no encarte de abreviagdes. Nivel de inferéncia estatistica calculado pelo teste exato de Fisher comparando a
frequéncia de cada padrao entre os trés grupos clinicos.

5.8. Identificagdo de padrdes com tendéncia a maior representatividade nas

ocorréncias de concordancia subtotal

Definimos como concordancia subtotal os casos em que apenas uma das laminas
apresentou resultado diferente das demais, ao expressar o0 mesmo padrdo morfoldgico em trés

laminas e, com apenas uma discordante (Concordancia 3x4). Notamos que 102 amostras
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apresentavam concordancia subtotal (vide acima Tabela 18), sendo que alguns padrdes
nucleares foram mais frequentemente representados neste contexto. Buscamos averiguar quais
foram os padrdes divergentes mais frequentemente envolvidos, ou seja, qual o padrao divergia

do padrdo dominante observado nas outras trés laminas (Figura 16).

Figura 16 - Distribuicao das ocorréncias de concordancia subtotal (3X4)

E1AC-4/3AC-0 E3AC4/1AC-0 EOutros H3AC-4/1AC-1 E1AC-0/3AC-7
[3AC-1/1AC-4 E3AC-5/1AC-0 H3AC-4/1AC-5 [03AC-2/1AC-4 [J1AC-1/1AC-0
E3AC-1/1AC-0 E3AC-4/1AC-2 E13AC-6/1AC-0

A classificacdo de concordancia subtotal (3x4) é caracterizada pela reatividade de um padrdo
morfolégico observado em trés das quatro laminas. A intensidade de fluorescéncia foi classificada como Baixa
intensidade (+/4 e ++/4) e Alta intensidade (+++/4 e ++++/4).

Esta analise identificou dois cenarios predominantes: A) Cenario 1, observado em
32,4% dos casos de concordancia subtotal, em que uma lamina mostrava padrdo AC-4 e as
trés outras ndo apresentavam qualquer reatividade relevante (AC-0); e B) Cenario 2,
observado em 29,4% dos casos de concordancia subtotal, em que trés laminas apresentavam o
padrdo AC-4 e uma lamina apresentava auséncia de reatividade. Em 6,8% das amostras de
concordancia subtotal, observou-se o padrdo AC-4 em trés laminas e o padrdo AC-1 em uma
lamina. Em 12,7% das amostras de concordancia subtotal houve uma diversidade de
combinacg6es, porém em sua maioria (83,5%) havia os padrées AC-0 ou AC-4 envolvidos na
discordancia. Esta andlise enfatiza a participacdo do padrdo AC-4 como participante de uma

proporcao significativa de discordancia de padrdes entre distintas laminas.
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Os cenérios 1 e 2 apresentam reciprocidade envolvendo o padrdo nuclear AC-4 e o
AC-0, correspondendo a 61,8% dos casos de concordancia subtotal. Portanto, analisamos em
mais profundidade para verificar se a intensidade de fluorescéncia do padrdo AC-4 exercia
algum tipo de impacto neste fendbmeno. Podemos observar que dentro do cenario 1, 93,1%
dos casos envolvia titulos baixos (entre +/4 e ++/4). O mesmo fato ocorreu no cenario 2, em
que 90,0% das amostras apresentaram baixa intensidade de fluorescéncia (+/4 ou ++/4). Ao
aplicarmos esta analise aos demais casos de concordancia subtotal, unificados como cenario 3
(Figura 17), novamente observamos que as amostras de baixa intensidade de
imunofluorescéncia predominaram (87,2%), assim como haviamos observado nos cenérios 1

e 2( Tabela 24).

Figura 17 - Distribuicdo da frequéncia de amostras apresentando concordancia subtotal
(3x4) envolvendo o padréo nuclear pontilhado fino (AC-4) de acordo com a intensidade

de fluorescéncia
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Cenariol Cenéario2 Cenario3
Intensidade de Fluorescéncia

Intensidade de fluorescéncia: Baixa intensidade +/4 e ++/4; Alta intensidade +++/4 e ++++/4.Cenario 1: padrao
AC-4 em 3 laminas e auséncia de reatividade (AC-0) em 1 lamina. Cenario 2: padrdao AC-4 em 1 laminas e AC-0
em 3 laminas. Cenario 3: diferentes situagdes de concordancias subtotais unificados.



Tabela 24 - Distribuicéo da intensidade de fluorescéncia em amostras que

apresentaram concordancia subtotal

Classificacdo

Intensidade de
fluorescéncia
Alta

Baixa

p2

Cenario 3
N % pt
39 100,0%
5 12,8% 048
34 87,2%
<0,001

87

!Nivel descritivo do teste exato de Fisher.”Nivel descritivo do teste da binomial (comparagao entre proporgéo de
intensidade alta e baixa para cada cenério e total). Intensidade de fluorescéncia: Baixa intensidade +/4 e ++/4;
Alta intensidade +++/4 e ++++/4.Cenério 1: padrdo AC-4 em 3 laminas e auséncia de reatividade (AC-0) em 1
lamina. Cenério 2: padrdo AC-4 em 1 laminas e AC-0 em 3 laminas. Cenério 3: diferentes situagdes de

concordancias subtotais unificados.
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6. DISCUSSAO

Embora existam diferentes plataformas de testes para a pesquisa de autoanticorpos, a
técnica de imunofluorescéncia indireta utilizando células HEp-2 (IFI- HEp-2) foi considerada
padrao ouro por uma forca tarefa do CAR para a triagem desses autoanticorpos 234°%) e tem
sido o teste padrdo para esta finalidade em todo o mundo. Por outro lado, este método
apresenta limitacdes e desvantagens, principalmente devido ao fato de que uma consideravel
parcela de individuos ndo autoimunes apresenta reatividade. Outro problema, menos
divulgado e conhecido, refere-se a reprodutibilidade dos resultados do teste de IFI-HEp-2
realizados em laminas de diferentes marcas. Como ja documentado na literatura, este € um
fenomeno relevante 789, Entre os fatores envolvidos, chama atencéo a grande quantidade de
companhias que produzem Kits utilizando células HEp-2 como substrato antigénico, com
diferentes especificacdes protocolares em relacdo as condicGes de cultivo, formas de fixacao
e permeabilizacdo das células, bem como conjugados fluorescentes e tamp®es utilizados nas
diversas etapas do ensaio **'12Apesar de alguns estudos prévios a respeito, varios aspectos
do fenbmeno de ndo reprodutibilidade do teste IFI-HEp-2 ndo foram ainda explorados. O
presente estudo investiga este fenébmeno de forma sistematica, analisando o comportamento
de quatro diferentes marcas de laminas HEp-2 aprovadas por agéncias reguladoras
internacionais frente a amostras de soro de pacientes com doencas autoimunes, doengas ndo
autoimunes (doencas inflamatorias ndo-autoimunes, infecciosas, neoplasicas e metabolicas) e
individuos higidos.

Inicialmente buscamos registrar a frequéncia de reatividade global obtida com as
quatro marcas de laminas quando testadas com o painel de soros. Nesta comparagdo, em
linhas gerais, observamos consideravel diferenca entre as quatro marcas, nos trés grupos
clinicos, sendo que uma das marcas (lamina Z) apresentou sistematicamente mais resultados
positivos, enquanto outra marca (laminaY) apresentou sempre menor frequéncia de
reatividade. Saliente-se que as diferencas de frequéncias entre as ldaminas Y e Z foram menos
notaveis no grupo de pacientes DAI (89,9% vs 94,5%, respectivamente) do que nos grupos
DNAI (47,1% vs 78,2%)e DS (35,8% vs 93,6%). Esta observagdo sugere que a reatividade
obtida com a marca Y apresenta maior correlacdo clinica que a marca Z. A partir deste
achado, aprofundamos a analise comparativa entre pares de laminas e observamos que a
maioria das comparagdes envolvendo a marca Z apresentava baixos graus de concordéncia
enquanto os pares comparando as outras marcas de ldaminas apresentavam graus maiores de

concordancia. Esse fendbmeno ocorreu de forma semelhante nos trés grupos clinicos. A seguir
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demonstramos que o0 comportamento atipico da 1dmina Z aplica-se a todos 0os compartimentos
celulares, excetuando-se o aparelho mitotico. Deve ser considerado, no entanto, que houve
apenas sete amostras com reatividade para o aparelho mitético, o que limita a significancia
dos achados em relacdo este compartimento celular.

Uma vez flagrado o comportamento discrepante da lamina Z, refizemos a analise de
concordancia na reatividade global, considerando-se dois cenarios, ou seja, com e sem a
presenca da lamina Z. Nesta analise, observamos auséncia de discordancia significativa entre
as laminas X, Y e W em relacdo a reatividade contra o ndcleo e nucléolo, enquanto a inclusdo
da ldamina Z na comparacéo resultava em discordancia significativa.

Frente a este cenario, nos perguntamos se deveriamos excluir a ldmina Z das analises
subsequentes. No entanto, esta € uma das marcas mais utilizadas por laboratérios clinicos e
estudos cientificos, tanto no Brasil como em nivel internacional. De fato, a marca Z esta entre
as trés marcas mais utilizadas por laboratérios participantes dos programas de controle de
qualidade do Colégio Americano de Patologia (CAP).

Ademais, os resultados observados em nosso estudo sdo derivados do desempenho
do lote de laminas a que tivermos acesso para cada marca de kit de IFI-HEp-2. Portanto, o
comportamento de cada marca de lamina poderia apresentar performances diferentes em
outros lotes. Este raciocinio também nos orientou na manutencdo da lamina Z nas analises,
refletindo a realidade dos laboratorios clinicos que lidam constantemente com variabilidade
nos lotes dos insumos.

Portanto, considerando que o estudo pretende analisar 0 que realmente ocorre na
pratica clinica e cientifica em relagdo ao teste IFI-HEp-2, optamos por manter a marca Z nas
analises subsequentes.

Estas ressalvas também se aplicam as laminas X, Y e W, corroborando a necessidade
de seguir as recomendacGes dos Consensos Brasileiro de IFI-HEp-2 que ressaltam a
importancia da validacdo a cada novo kit de lote diferente ©®.

Uma vez documentado o fendmeno da discordancia de resultados IFI-HEp-2 sob a
perspectiva de diferentes marcas de laminas, voltamos o foco para o comportamento das
amostras bioldgicas, propriamente ditas, em relacdo ao fendmeno de discordancia de
resultados IFI-HEp-2. A analise da concordancia total evidenciou algumas diferencas entre as
amostras conforme a sua natureza clinica. Em geral, as amostras de pacientes DAI
apresentaram maiores taxas de concordancia total, seja para a reatividade global, seja para a
reatividade por compartimentos, especialmente nos compartimentos nuclear, citoplasmatico e

placa metafésica. Intrigantemente, a reatividade com o nucléolo apresentou a menor taxa de
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concordéncia de reatividade que os demais compartimentos celulares, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante entre os grupos clinicos para o compartimento nucleolar. De
forma geral, esses dados preliminares sugerem que a reatividade das amostras de pacientes
DAI se comportam de forma mais consistente que as amostras de DS e pacientes DNAI,
independentemente da marca de lamina utilizada.

A andlise da concordancia total de reatividade € um critério bastante rigoroso, que
tende a realcar a discordancia, pois basta haver discordancia em um unico substrato para que a
amostra seja classificada como ndo concordante. Este critério € valido para salientar que
realmente existe um nivel de discordancia relevante na pratica de laboratdrios clinicos, que
diferem entre si com relagcdo as marcas de kits HEp-2 utilizadas. No entanto, € importante
também apreciar o fendmeno da discordancia de uma forma mais judiciosa e equilibrada,
motivo pelo qual elaboramos o escore ponderado de concordancia, pelo qual conseguimos
apreciar graus intermediarios e crescentes de concordancia.

Sob essa perspectiva, podemos apreciar que ha, sim, um consideravel grau de
concordancia na reatividade global entre os diversos kits, sendo considerada satisfatoria em
varios cendrios. Ndo mais observamos os graus de concordancia pobre, com haviamos
observado no caso da concordancia total. Como observado anteriormente, 0s maiores graus de
concordancia foram observados para 0 compartimento nuclear e para as amostras do grupo de
pacientes DAI. De fato, a concordancia no compartimento nuclear atingiu grau excelente para
0 grupo de pacientes DAI e grau satisfatorio para os grupos de DS e de pacientes DNAL.
Novamente, verificamos um comportamento diferenciado dos pacientes DAI cujas amostras
de soro apresentam reatividade mais consistente que as dos grupos de DS e pacientes DNAL.
Por outro lado, vale ressaltar que as amostras de DS e de pacientes DNAI ndo diferiram
estatisticamente entre si na maior parte das analises.

A0 nos perguntarmos o porqué desse comportamento diferenciado das amostras de
pacientes DAI, cogitamos sobre a possibilidade de a intensidade de reatividade das amostras
influenciar o fendbmeno de discordancia nos resultados do teste IFI-HEp-2. Quando
comparamos a intensidade de reatividade entre os trés grupos clinicos, observamos que as
amostras dos pacientes DAI apresentavam intensidade de reatividade superior aquela dos DS
e pacientes DNAI. Ao confrontarmos a concordancia total de reatividade com a intensidade
de reatividade, ficou evidente que o fendmeno de ndo concordancia concentra-se em amostras
de baixa intensidade de reatividade, sendo raramente observado nas amostras com intensa
reatividade. Esta observacdo foi confirmada para os trés grupos clinicos e para todos 0s

compartimentos celulares. De especial importancia, o comportamento diferenciado do grupo



91

DAI e do compartimento nuclear, anteriormente observados, desapareceu ao igualarmos a
intensidade de reatividade nas analises comparativas. Em outras palavras, o grupo DAI e o
compartimento nuclear apresentam maiores graus de concordancia justamente por que
apresentam maior frequéncia de amostras com alta intensidade de reatividade.

A seguir, voltamos o foco para os padrdes IFI-HEp-2, buscando analisar como 0s
diversos padrbes se comportam em relacdo ao fendmeno da discordancia em diferentes Kits.
Seguindo a estratégia de estabelecimento do escore ponderado de concordancia, observamos
franca variacdo no grau de robustez dos diversos padrdes. Por exemplo, os padrbes nucleares
AC-3, AC-1, AC-2, AC-5 e AC-6 apresentaram robustez satisfatoria a alta, enquanto os
padrdes nucleares AC-4, AC-7e AC-11/12 apresentaram robustez regular. Entre os padroes
citoplasmaticos, somente o AC-21 apresentou grau satisfatorio de robustez.

Como haviamos identificado que a intensidade de imunofluorescéncia interfere
significativamente nas associagdes inicialmente observadas entre concordancia nos resultados
de distintas laminas HEp-2 e grupos clinicos ou compartimentos celulares, procedemos a
analise semelhante para a robustez dos padrdes de imunofluorescéncia. De fato, observamos
que a intensidade de imunofluorescéncia também tem alguma influéncia sobre a robustez dos
diversos padrdes. Assim, os padrfes de alta robustez AC-3, AC-5 e AC-1, ocorreram
majoritariamente em altos titulos. Porém esta influéncia é limitada a alguns padrdes, ndo
sendo observada em outros. Por exemplo, os padrdes nucleares AC-2 e QH/AC-XX
apresentaram moderada e baixa robustez, respectivamente, apesar de ocorrerem
predominantemente em amostras com alta intensidade de imunofluorescéncia, indicando uma
fragilidade intrinseca desses padrbes. De fato, a definicdo do padrdo AC-2contém nuances
que podem n&o ser bem evidenciados em alguns substratos, o que provavelmente contribui
para a modesta robustez apresentada. O padrdao QH/AC-XX, observado em alguns substratos,
pode se apresentar como homogéneo em outros, justificando sua baixa robustez.

Finalmente, investigamos quais padrdes se apresentavam mais frequentemente como
discordantes em casos em que apenas uma marca de lamina discordava das demais
(concordancia subtotal). Ficou claro que o padrdo nuclear AC-4 foi responsavel por cerca de
70% dessas ocorréncias, evidenciando a proeminéncia deste padrdo como fonte de
discordancia. Ademais, demonstramos que cerca de 90% das amostras com concordancia
subtotal apresentava baixa intensidade de reatividade, corroborando a forte influéncia da
intensidade de fluorescéncia sobre a reprodutibilidade de achados entre diferentes laminas
HEp-2.
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Uma vez documentado amplamente o fenbmeno de discordancia em resultados
obtidos com distintos kits de IFI-HEp-2, vale elaborar sobre os possiveis fatores envolvidos e
determinantes desse fendmeno. Nessa analise, ha que se considerar as diferencas intrinsecas
nos componentes dos kits investigados bem como os lotes avaliados. Ao cotejarmos nossos
achados a primeira etapa da execucdo do teste de IFI-HEp-2, que se inicia com a dilui¢do da
amostra em reagentes fornecidos pelos fabricantes, observamos que algumas marcas utilizam
tampdes de diluicdo proprietarios (cujas formulagcdes ndo sao reveladas), diferentes daqueles
empregados durante a lavagem da reacdo. Frequentemente estes diluentes de amostra sao
desenvolvidos especificamente para a eliminacdo de possiveis interferentes das reacdes e
diminuicdo do ruido de fundo (background), podendo ser parcialmente responsaveis pelas
diferencas nas frequéncias de reatividade obtidas com essas laminas. Embora os conjugados
dos diferentes kits comerciais em estudo sejam igualmente compostos por anticorpos anti-1gG
humana (cadeias leve e pesada), estas sdo preparacOes policlonais e certamente com diversas
diferengas intrinsecas na composi¢do de imunoglobulinas, relacdo proteina/fluoresceina e
diluicdo de uso. Cabe reiterar que utilizamos cada kit conforme as instru¢des do fabricante,
portanto, utilizamos o conjugado conforme disponivel no kit, apenas adequando a dilui¢éo
para as condicdes dos nossos microscopios ©®.

Outro aspecto de grande importancia refere-se ao proprio substrato antigénico
representado pelas células HEp-2. As condicdes de cultivo e fixacdo das células influenciam
sobre maneira a disponibilidade das diversas macromoléculas e respectivos epitopos. Este é
um ponto crucial, pois 0s epitopos reconhecidos por autoanticorpos sdo restritos em termos de
dominio celular e também em termos de conformacdo espacial. Cada sistema de
autoanticorpos tem epitopos preferenciais e frequentemente sdo epitopos tridimensionais
existentes apenas na conformacédo terciaria das moléculas. Em alguns casos sdo epitopos
quaternérios supramoleculares formados pela conjuncdo de duas ou mais macromoléculas em
estado de interacdo ©"%8%9  Como esperado, esses epitopos especiais podem ndo estar
satisfatoriamente presentes em alguns substratos celulares em funcao das condi¢6es de cultivo
e fixacdo. A propria distribuicdo e abundéancia relativa de algumas macromoléculas pode ser
francamente influenciada pelas condigdes de cultivo e fixacdo celular. Portanto, é razoavel
atribuir as condicdes de cultivo e fixacdo celular parte da discordancia na reatividade e nos
padrdes IFI-HEp-2 em distintos Kits registrada neste estudo.

De fato, alguns estudos documentam alguns desses pontos. Paiwon et al, (2010)
procuraram identificar as melhores condic¢Bes de cultura e fixagdo de células HEp-2 para o

ensaio de IFI, utilizando metanol-acetona e paraformaldeido como fixadores sob diferentes
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protocolos de tempos de incubagdo. Células fixadas sob esses diversos protocolos e um Kit
comercial de IFI-HEp-2 foram testadas com amostras de soro que continham autoanticorpos
contra diferentes regides celulares 7. Neste experimento, observou-se que os diferentes tipos
de protocolos impactavam de forma distinta o reconhecimento de autoantigenos nos diversos
compartimentos celulares. A dependéncia da forma de fixacdo promoveu favorecimento na
visualizagdo de antigenos de um determinado compartimento celular em detrimento de outro,
inclusive quando estes protocolos eram comparados ao kit comercial ©7.

Alguns outros estudos prévios nos fornecem base técnica experimental para explicar
a inconsisténcia de resultados entre laminas HEp-2 distintas, apontando que estas variagoes
resultam, ao menos parcialmente, dos diferentes protocolos de fixacdo e permeabilizacdo das
células HEp-2, capazes de modificar a estrutura e composi¢cdo dos compartimentos celulares,
tamanho dos nicleos e nucléolos, e a disponibilidade de epitopos para reconhecimento pelos
autoanticorpos ®%6772)

Recentemente, demonstrou-se a participacdo do nucléolo no estresse celular,
respondendo com alteraces em sua estrutura, composicdo molecular e fungdo . In vitro,
as condicdes da cultura celular, a concentracdo idnica do meio, a formulacdo quimica
utilizada nos tampdes e os tempos de fixacdo e permeabilizacdo das células podem induzir
graus variados de estresse celular, com consequentes variagdes na morfologia e composicao
molecular de diversos compartimentos das células HEp-2, incluindo o nucléolo, alterando
desta maneira, a disponibilidade de epitopos para reconhecimento pelos anticorpos e, por
consequéncia, afetando o perfil da reatividade da amostra.

A monocamada de células HEp-2 em laminas de vidro permite a deteccdo de dezenas
de autoanticorpos contra diferentes autoantigenos, sendo que os padrdes de IFI refletem a
distribuicdo topogréfica desses autoantigenos bem como seu comportamento ao longo das
fases do ciclo celular. Portanto, os padroes IFI-HEp-2 fornecem uma indicagéo preliminar dos
possiveis autoanticorpos presentes na amostra em teste ¢7384775.70) O reconhecimento deste
importante aspecto dos padrdes IFI-HEp-2 tem estimulado um progressivo engajamento
nacional e internacional para a harmonizacdo da nomenclatura dos padrdes de IFI-HEp-2 (28,
32.4548) No entanto, a falta de informacdo a respeito dos efeitos das formas de fixacéo e
permeabilizacdo das células HEp-2 em laminas comerciais sobre os padrfes de IFI-HEp-2 e a
incerteza da capacidade de resisténcia dos epitopos representam possiveis ameacas a real
harmonizacéo de resultados entre diferentes laboratorios.

Por este motivo, decidimos incorporar ao estudo todos os padrées morfoldgicos

catalogados pelo ICAP, acrescidos dos padrbes reconhecidos somente pelo consenso
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Brasileiro “®” e de alguns padrdes ainda ndo catalogados, objetivando verificar
especificamente como cada padréo IFI-HEp-2 se comporta em relagdo a reprodutibilidade em
distintas marcas de laminas. Como relatado previamente por Dellavance et al, (2013) e
confirmado no presente estudo, varios padrbes IFI-HEp-2 ndo foram igualmente reconhecidos
em distintos substratos ©®, o que refletiu diretamente na heterogeneidade do escore de
robustez dos diferentes padrdes IFI-HEp-2.

A importancia em se determinar o escore de robustez dos padrdes de IFI- HEp-2 ndo
se resume em demonstrar somente a capacidade antigénica de um epitopo em resistir as
diferengas de protocolos de fixacdo, mas exple as possiveis fragilidades das informacdes por
tras da identificacdo do padrdo observado. Assim, o reconhecimento adequado do padréo IFI-
HEp-2 permite orientar 0os imunoensaios subsequentes para determinacdo da especificidade
antigénica, contribuindo assim para a elaboracdo das hipoteses diagndsticas mais plausiveis.
Logo, o grau de robustez de cada padrdo IFI-HEp-2 resvala de forma proporcional na
consisténcia do seu significado imunolégico e clinico “7.

Por exemplo, o padrdo AC-3 é sugestivo de anticorpo anticentrébmero contra as
proteinas A, B e C (CENP-A de 17 kDa, CENP-B de 80 kDa e CENP-C de 140 kDa) 3 4%
77.78) Esses autoanticorpos tém associacdo clinica estabelecida com ES e CBP. Este padréo
encontra-se descrito em ambos 0s consensos e seu escore de robustez foi classificado como
excelente no presente estudo. Sob as analises de Paiwon et al, (2010) o padrdo AC-3 foi
detectado em todos 0s substratos testados, sendo que em apenas um dos distintos protocolos
de fixacdo foram notadas reacGes inespecificas que ndo interferiram na visualizacdo correta
deste padréo ©¢”. Tal informacéo se harmoniza com nossos achados, e nos permite sugerir que
os alvos moleculares do anticorpo anticentromero sdo altamente robustos, sofrem baixo
impacto das diferentes formas de fixacdo, sendo este padrdo consistente em distintas marcas
de laminas IFI-HEp-2. Além disso, constatamos que este padrdo ocorre essencialmente em
altos titulos.

Outro padrdo IFI-HEp-2 que merece destaque é o AC-5, que sugere fortemente
anticorpos anti-U1-RNP e/ou anti-Sm. O anticorpo anti-Sm é um marcador especifico de
LES, enquanto o anti-U1-RNP é critério obrigatorio no diagndstico da DMTC, mas pode estar
associado em casos de LES e com menor frequéncia na ES %849 sSua morfologia é
caracterizada por um pontilhado nuclear grosseiro, marcado por pontos heterogéneos em
tamanho e brilho, ndo corando a cromatina nas células mitoticas. Os alvos moleculares deste
padrdo sdo as proteinas do complexo do “spliceosome”, reconhecidas pelos anticorpos anti-

RNP e anti-Sm ©%377_ Este padrdo esta presente nos consensos nacional e internacional, e
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em nosso estudo obteve escore de robustez satisfatorio sendo expresso igualmente nas quatro
laminas essencialmente dentro do contexto patolégico das doencas autoimunes e em altos
titulos “®%. Dellavance at al, (2013) ja haviam relatado alta reprodutibilidade deste padréo
em uma comparacéo utilizando oito marcas de laminas HEp-2 . Ainda assim, Guillot, et al,
(2004) demonstraram que diferentes protocolos de fixacdo interferem diretamente na
distribuicdo de determinados alvos antigénicos, ocasionando a perda parcial ou total de
proteinas como o antigeno Sm, afetando diretamente a expressao do padrdo morfoldgico no
teste de IFI-HEp-2 (9,

Outro exemplar desta colecdo de padrées morfoldgicos em nosso estudo € marcado
pelo reconhecimento da proteina p95 pelo anticorpo anti-Sp100, que resulta no padrdo AC-6.
O anticorpo anti-Sp100 é sugestivo de CBP (484960 Empora este padréo tenha se mostrado
satisfatoriamente robusto e ocorrido com maior frequéncia em altos titulos, o numero de
amostras que apresentavam este padrdo ndo foi suficiente para estabelecer significancia
estatistica em relacdo ao grau de intensidade de fluorescéncia.

Um outro padrdo IFI-HEp-2 que merece destaque € o padrdo nuclear AC-1,pela sua
importancia clinica como marcador de autoanticorpos associados ao LES, lUpus induzido por
drogas e Artrite idiopatica juvenil em associacdo com uveite na forma oligoarticular e na
Sindrome de Felty. Este padrdo é frequentemente ocasionado por anticorpos contra 0 DNA
hativo, nucleossomos ou histona, quando no contexto do LES (2831484960) 5 nadrao AC-1 se
mostrou mais frequente em trés dos quatro substratos avaliados no estudo e, em quase toda
sua totalidade, foi encontrado dentro do grupo clinico DAI e em altos titulos. Neste estudo,
obtivemos escore de robustez satisfatorio para este padrdo, ao passo que Paiwon et al, (2010)
encontraram que todas as laminas testadas em suas observades foram capazes demostrar o
padrdo AC-1. E possivel que o ndmero restrito de amostras clinicas utilizadas naquele estudo
tenha limitado a oportunidade de observacgdo de algum grau de discordancia entre Kits, como
observada no presente estudo ©".

A anélise do padrdo AC-1 nos remete a outro ponto a ser discutido, o padréo nuclear
QH/AC-XX, que alcangou um escore de robustez pobre (9,1), porém notoriamente expresso
de forma significante em altos titulos. Este padrdo consta na classificagdo do Consenso
Brasileiro de IFI-HEp-2 ®” e se encaixa em diferentes condicdes clinicas de autoimunidade
fisioldgica e patoldgica, apresentando significado imunologico e clinico distinto daquele do
padrdo AC-1. Sua morfologia caracteriza-se por um pontilhado fino extremamente delicado,
gue se aproxima da textura homogénea, com placa metafasica corada de maneira semelhante.

Certamente, o padrdo QH/AC-XX é classificado como padrdo AC-1 pela maior parte dos
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investigadores fora do Brasil, pois 0 mesmo ainda nédo foi apresentado ao ICAP e ndo consta
de sua classificacdo. De fato, a diferenciacdo entre os padrdes AC-1 e QH/AC-XX é subjetiva
e sutil, o que pode ser responsavel, ao menos parcialmente, pela baixa reprodutibilidade deste
padrdo nas distintas laminas HEp-2, bem como pela aparente discrepancia dos nossos achados
sobre o padrdo AC-1 em relagédo aos achados do grupo de Paiwon (vide acima).

O padrdo AC-2 tem grande interesse, por ser responsavel por consideravel proporcéo
de resultados positivos em titulos moderados a altos em individuos sem evidéncia de
autoimunidade sisttmica. Em nosso estudo, estes achados foram confirmados ao
demonstrarmos sua maior ocorréncia em altos titulos e também sua maior frequéncia nos
grupos DS e DNALI. Este padrdo, fortemente associado ao anticorpo anti-DFS70, exibe um
pontilhado peculiar, de distribuicdo heterogénea com areas de pontilhado intenso e grosseiro

intercaladas com éareas de pontos mais esparsos e delicados 236080

. Este padrdo foge
completamente as caracteristicas dos padroes AC-le QH/AC-XX, porém, impactado pelas
caracteristicas do substrato, pode apresentar variaces em sua granulacdo. Estas divergéncias
entre as marcas de laminas analisadas refletiram diretamente no seu escore de robustez,
classificado como regularem nossas analises. Este € um padrdo que sugere fortemente a
presenca de anticorpos anti-DFS70, que devem ser testados em imunoensaio antigeno-
especifico para confirmacdo. A presenca de anti-DFS70 na auséncia de outros autoanticorpos
é fortemente sugestiva de auséncia de doenca autoimune sistémica.

Ademais, durante a pratica laboratorial, observamos ainda a existéncia do padrédo PF-
PL/AC-XX que relne caracteristicas do padrdo AC-4, porém diverge deste padrdo, pois
apresenta placa metaféasica reagente. Neste sentido, este padrdo pode gerar controvérsia em
relacdo ao padrdo AC-2 ja que ambos tém textura pontilhada e coram o ndcleo de células em
interfase e a cromatina de células mitoticas. Este padrdo ndo se encontra descrito em nenhum
dos consensos, mas alguns autores tém proposto que seja classificado como padrdo pseudo-
pontilhado fino denso ®"""®_ Em nossa anélise, o padrdo PF-PL/AC-XX apresentou escore
de robustez pobre, frequentemente expresso em baixos titulos, o que talvez nos demonstre a
necessidade de estudos futuros esclarecendo sua possivel associacdo clinica.

O padrdo PF-IV/AC-XX também ndo esta catalogado nos consensos nacional e
internacional. Trata-se de um padrdo extremamente raro e a Unica amostra disponivel
apresentou excelente robustez, o que sugere que seus possiveis alvos antigénicos nao sofreram
variagcOes perante os distintos substratos. Este padrdo ndo esta caracterizado do ponto de vista

imunoldgico e clinico.
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O padrdo morfoldgico AC-4 é tradicionalmente associado aos anticorpos anti-SS-
A/Ro e anti-SS-B/La “8%°®) embora frequentemente seja observado na auséncia desses
autoanticopros. Anti-SS-A/Ro e anti-SS-B/La, por sua vez, podem ser indicativos de
Sindrome de Sjogren primaria, LES, Lupus neonatal e LUpus cutaneo subagudo. Em nosso
estudo, o AC-4 foi o padrdo morfolégico com a maior frequéncia, ndo diferindo em
frequéncia entre os trés grupos clinicos, o que indica a ndo especificidade deste padrdo como
marcador de autoimunidade. Monce et al, (1994) analisaram o comportamento de amostras de
soros sabidamente reagentes para anticorpo anti-SS-A/Ro na reatividade contra células HEp-2
processadas com acetona pura ou a combinacdo etanol-acetona. Observaram que a solugéo
pura de acetona resultou em uma sensibilidade de 97,5% enquanto que a combinacao etanol-
acetona demonstrou sensibilidade de 81,3% (89). Este dado contribui ao salientar que
diferentes protocolos de fixacdo modificam a expressao do antigeno SS-A/Ro, impactando na
distribuicdo espacial dos autoantigenos e preservacdo de epitopos relevantes, corroborando
nossos achados ao apontar um escore de robustez regular para o padrdo AC-4, com maior
énfase para a frequéncia de resultados em baixos titulos.

Ainda acerca do comportamento do padrdo AC-4, realizamos uma andlise
sistematizada evidenciando que a falta de concordancia do mesmo entre os distintos
substratos é observada majoritariamente em baixos titulos. Esta informacéo reforca as demais
analises que evidenciaram maior frequéncia do fendmeno de discordancia nos resultados de
IFI-HEp-2 em amostras de baixo titulo, chamando a atencdo para cautela na valorizacdo de
resultados em baixos titulos.

Embora haja informac6es variadas sobre o titulo ideal para diluigdo inicial do teste
de IFI-HEp-2, o consenso Brasileiro e o ICAP recomendam um valor de 1/80 para dilui¢des
sorolégicas iniciais “®*%9). No entanto, estd bem documentado que titulos maiores do
resultado IFI-HEp-2 tém maior especificidade e menor sensibilidade para o diagnéstico de
doencas autoimunes sistémicas ©#8”. Segundo Brito e colaboradores (2014), em relagido ao
diagnostico de LES, a sensibilidade do teste de IFI-HEp-2 nas dilui¢des de 1/80, 1/160, 1/320
e 1/1280 é de 88%,82 %, 74,8% e 46,8%, respectivamente ©”. Os achados do presente estudo,
demonstrando maior inconsisténcia de resultados entre [aminas em amostras de baixos titulos,
reforcam o conceito de que amostras reativas em baixos titulos devam ser consideradas
judiciosamente, tendo potencialmente menor significado clinico que aquelas de altos titulos.

Dentre os padrdes citoplasméticos, 0 AC-21um importante marcador de anticorpos
anti-mitocdndria M2 (anti-subunidade E2 da piruvato desidrogenase) e, portanto deve trazer a

consideracdo a possibilidade de CBP 34808) o padrdo AC-21,foi o principal padréo
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citoplasmatico encontrado no Grupo DA, ocorrendo predominantemente em altos titulos. Os
demais padrfes apresentaram distribuicdo semelhante nos trés grupos clinicos. Esta diferenga
talvez justifique o achado de que o AC-21 foi o Unico padrdo citoplasmatico com robustez
satisfatoria. A baixa robustez encontrada nos demais padrdes citoplasmaticos indica que 0s
autoantigenos deste compartimento sofrem maior influéncia dos diferentes protocolos de
preparacéo e execucédo dos kits IFI-HEp-2. Esta observagéo faz sentido, se pensarmos que 0s
antigenos nucleares estdo mais protegidos pela barreira adicional do envelope nuclear dos
efeitos dos processos de fabricacdo das laminas HEp-2. Ademais, a maior parte das amostras
com padrdes citoplasmaticos, exceto pelo padrdo AC-21, apresentou reatividade de baixa
intensidade, caracteristica que favoreceu a discordancia de resultados entre distintas laminas
HEp-2.

Como mencionado, a motivacdo para a elaboracdo deste estudo foi promover uma
andlise sistemética do fenémeno de heterogeneidade de resultados IFI-HEp-2 em diferentes
marcas de laminas de células HEp-2frente a amostras de soro de diferentes contextos clinicos.
Os resultados observados neste estudo documentam objetivamente o fenémeno da
discordancia de resultados obtidos com distintas marcas de laminas IFI-HEp-2 e como este
fendmeno afeta os varios padrbes dos diferentes compartimentos celulares e se relaciona com
a intensidade de fluorescéncia e grupos clinicos. Assim, evidenciamos que amostras de
individuos higidos e de pacientes sem doencas autoimunes apresentam maiores chances de
produzir resultados conflitantes em diferentes marcas de laminas em relacdo a amostras de
individuos que apresentem doencas autoimunes, e que este achado é fortemente influénciado
pela baixa intensidade de florescéncia e baixos titulos de anticopos circulantes nos dois
primeiros grupos.

Entretanto, é importante salientar que a existéncia da variabilidade de resultados em
imunoensaios € relatada em diferentes plataformas metodoldgicas e ndo se restringe apenas a
técnica de imunofluorescéncia indireta, tampouco aos padrdes de IFI-HEp-2 ¢2%58%990)  aq
realizarmos uma varredura na literatura a respeito, observamos uma vasta colecdo de estudos
explicitando discrepancias de resultados de amostra de soro submetidas & comparagdo em
distintos ensaios comerciais utilizando a mesma plataforma metodoldgica (°°86:87:8889.90)
Dentre essas plataformas, podemos exemplificar o ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), amplamente aplicado na investigacao de autoanticorpos. H4 multiplas
marcas de testes de ELISA para a pesquisa de um mesmo autoanticorpo e essa metodologia
oferece relevantes limitacdes quanto a capacidade de reproducdo de resultados 999293,

Pereira e seus colaboradores, (2014) analisaram o comportamento de seis marcas de Kits de
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ELISA aplicados a pesquisa de autoanticorpos contra antigenos extraiveis do nucleo (anti-
ENA): Anti-U1-RNP, Anti-SS-A/RoAnti-SS-B/La, Anti-Sm, Anti-Jo-1e Anti-Scl-70. Foram
testados 265 amostras de soro de individuos distribuidos em 144 pacientes com diagnostico
clinico prévio de doencas reumaticas autoimunes e 121 individuos com doencas nao
autoimunes. Nesta condigéo, observou-se uma alta taxa de discordancia entre os distintos Kits
com relacéo aos resultados positivos para todos os autoanticorpos testados ®9. Resultados
semelhantes também foram relatados por Jaskowski (1995) e Hans e colaboradores (1999)
também comparando kits de ELISA anti-ENAs %) Ao que tudo indica, a falta de
concordancia desses resultados se deve a auséncia de harmonizacéo entre os Kits, que podem
variar entre si em relacdo a concentracdo, acessibilidade e estrutura dos epitopos disponiveis
dos antigenos adsorvidos na fase sélida 4%,

Até o presente momento, ndo existem recomendacdes oficiais que determinem
diretrizes técnicas para cultura, fixacdo e permeabilizacdo de células HEp-2 empregadas nas
laminas de IFI-HEp-2. As informacdes protocolares séo restritas aos fabricantes, dificultando
a harmonizacdo do teste e contribuindo substancialmente para a heterogeneidade no
desempenho das varias laminas IFI-HEp-2 disponiveis. Conforme documentado no presente
estudo, o fendmeno da discrepancia do padrdo IFI-HEp-2 é bastante frequente e pode ter
impacto clinico, gerando dividas na interpretacdo de resultados provenientes de laboratérios
distintos. Considerando-se que parte deste fenémeno decorre da heterogeneidade intrinseca
dos kits IFI-HEp-2, sugerimos que seja criado um comité multidisciplinar internacional com o
objetivo de elaborar diretrizes oficiais para harmonizacdo na fabricacdo de laminas de IFI-
HEp-2. Outro corolério pratico deste estudo é a observacdo de que amostras de fraca
intensidade apresentam grande probabilidade de inconsisténcia de reatividade em laminas
HEp-2 distintas, reforcando o conceito de que resultados em baixos titulos devem ser

considerados com parciménia a luz do quadro clinico.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009912099000065?via%3Dihub#!
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7. CONCLUSOES

» O fendmeno de nao reprodutibilidade de resultados do teste IFI-HEp-2 em distintas
laminas HEp-2 ocorre em frequéncia relevante, independentemente da natureza clinica da
amostra ou do compartimento celular contemplado, sendo especialmente relevante em

amostras de baixa intensidade de reatividade.

* Algumas marcas ou lotes de laminas IFI-HEp-2 discordam em maior proporgdo em
relacdo aos demais, indicando possiveis peculiaridades intrinsecas no processamento das

células ou na constituicdo de seus componentes.

» A robustez de reprodutibilidade de varios padrBes nucleares associou-se a maior
intensidade de reatividade dos mesmos, porém alguns padrfes nucleares e a maior parte dos
padrdes citoplasmaticos apresentaram baixa robustez intrinseca, ou seja, independente da

intensidade de reatividade das amostras.

* A observacdo de que amostras com menor intensidade de fluorescéncia apresentaram
maior inconsisténcia de resultados em laminas IFI-HEp-2 reforca o conceito de que amostras

com titulos baixos devam ser consideradas com parcimonia & luz do quadro clinico.

* A consideravel proporcao de resultados discrepantes em diferentes laminas de IFI-
HEp-2 indica a necessidade de estabelecimento de diretrizes internacionais para

harmonizacédo na fabricacdo de ldminas e Kits, buscando maior consisténcia de resultados.



101

8. REFERENCIAS

1. Hoffman W, Lakkis FG, Chalasani G.B. Cells ,Antibodies,and More. Clin J Am Soc
Nephrol. 2016;11(1):137-54.

2. Tasuku H, Michael R, Andreas R, Frederick A. B Cell Memory and Plasma Cell
Development. Molecular Biology of B Cells. Elsevier, United Kingdom,2015;227-49.

3. Elkon K, Casali P. Nature and functions of autoantibodies. Nat Clin PractRheumatol.
2008;4(9):491-8.
4. Wang L, Wang FS, Gershwin ME. Human autoimmune diseases: A comprehensive

update. J Intern Med. 2015;278(4):369-95.

5. Mariz HA, Sato EI, Barbosa SH, Rodrigues SH, Dellavance A, Andrade LEC. Pattern
on the antinuclear antibody-HEp-2 test is a critical parameter for discriminating antinuclear
antibody-positive healthy individuals and patients with autoimmune rheumatic diseases.
Anrthritis Rheum.2011;63(1):191-200.

6. Agustinelli RA, Rodrigues SH, Mariz HA, Prado MS, Andrade LEC. Distinctive
features of positive anti-cell antibody tests ( indirect immunofluorescence on HEp-2 cells ) in
patients with non-autoimmune diseases. Lupus.2019; 28(5):629-634.

7. Didier K, Bolko L, Giusti D, Toquet S, Robbins A, Antonicelli F, Servettaz A.
Autoantibodies associated with connective tissue diseases: What meaning for clinicians?
Front Immunol. 2018;9: 541.

8. Lacroix-Desmazes S, Kaveri SV, Mouthon L, Ayouba A, Malanchére E, Coutinho A,
KazatchkineMD.Self-reactive antibodies Z natural autoantibodies in healthy individuals. J
Immunol Methods. 1998; 216(1-2):117-37.

9. Ma WT, Chang C, Gershwin ME, Lian ZX. Development of autoantibodies precedes
clinical manifestations of autoimmune diseases: A comprehensive review. J
Autoimmun.2017;83:95-112.

10.  Rowley MJ, Whittingham SF. The role of pathogenic autoantibodies in autoimmunity.
Antibodies. 2015;4(4):314-53.

11. Ludwig RJ, Vanhoorelbeke K, Leypoldt F, Kaya Z, Bieber K, McLachlan SM, et al.
Mechanisms of autoantibody-induced pathology. Front Immunol. 2017;8:603.

12. Biesen R, Déhnrich C, Rosemann A, Barkhudarova F, Rose T, Jakob O, et al. Anti-
dsDNA-NcX ELISA: DsDNA-loaded nucleosomes improve diagnosis and monitoring of
disease activity in systemic lupus erythematosus. Arthritis Res Ther. 2011;13(1) R26.



102

13.  Sakakibara S, Arimori T, Yamashita K, Jinzai H, Motooka D, Nakamura S, et al.
Clonal evolution and antigen recognition of anti-nuclear antibodies in acute systemic lupus
erythematosus. Sci Rep. 2017;7(1):1-14.

14, Vos I, Van Mol C, Trouw LA, Mahler M, Bakker JA, Van Offel J, et al. Anti-
citrullinated protein antibodies in the diagnosis of rheumatoid arthritis (RA): diagnostic
performance of automated anti-CCP-2 and anti-CCP-3 antibodies assays. Clin Rheumatol.
2017;36(7):1487-92.

15.  Takeuchi T, Miyasaka N, Inui T, Yano T, Yoshinari T, Abe T, et al. High titers of both
rheumatoid factor and anti-CCP antibodies at baseline in patients with rheumatoid arthritis are
associated with increased circulating baseline TNF level, low drug levels, and reduced clinical
responses: A post hoc analysis of the RISIN study. Arthritis Res Ther. 2017;19(1):1-11.

16.  Onofrio FQ, Hirschfield GM, Gulamhusein AF. A practical review of primary biliary
cholangitis for the gastroenterologist. Gastroenterol Hepatol. 2019;15(3):145-54.

17.  Manns MP, Lohse AW, Vergani D. Autoimmune hepatitis-Update 2015. J Hepatol.
2015;62(1):S100-11.

18.  Giordano P, Galli M, Del Vecchio GC, Altomare M, Norbis F, Ruggeri L, et al. Lupus
anticoagulant, anticardiolipin antibodies and hepatitis C virus infection in thalassaemia. Br J
Haematol. 1998;102(4):903-6.

19.  Gussin AE, Ignat GP, Varga J, Teodorescu M. Anti — Topoisomerase | ( Anti — Scl-
70 ) Antibodies in Patients With Systemic Lupus Erythematosus. 2001;44(2):376-83.

20.  Dellavance A, Gallindo C, Soares MG, Pereira N, Mortara RA, Andrade LEC.
Redefining the Scl-70 indirect immunofluorescence pattern: autoantibodies to DNA
topoisomerase | yield a specific compound immunofluorescence pattern. 2009;48(6):632-7.
21. Nishikai M1, Ohya K, Kosaka M, Akiya K TT. Anti-Jo-1 antibodies in polymyositis
or dermatomyositis: evaluation by ELISA using recombinant fusion protein Jo-1 as antigen.Br
J Rheumatol. 1998;37(4):357-61.

22.  Van der Geld YM, Limburg PC, Kallenberg CG. Proteinase 3, Wegener’s autoantigen:
from gene to antigen. J Leukoc Biol. 2001;69(2):177-90. 23.

23.Hargraves MM, Richmond HMR. Presentation of two bone marrow elements; the tart cell
and the L.E. cell. Proc Staff Meet Mayo Clin. 1948;21;23(2):25-8.

24.  Sundberg RD, LicK NB. LE cells in the blood in acute disseminated lupus
erythematosus. J InvestDermatol. 1949;12(2):83.

25. Dellavance A, Andrade LEC. Como interpretar e valorizar adequadamente o teste de
anticorpos antinucleo. J. Bras. Patol.2007;43(3):157-68.



103

26. Dellavance A, Junior AG, Cintra AFU, Ximenes AC, Nuccitelli B, Muhlen CA Von,
et al. | Consenso Nacional para Padronizacdo dos Laudos de FAN HEp-2. J. Bras. Patol.
Med. Lab. 2002; 38(3): 207-216.

27. Christine Castro, D.O, Mark Gourley MD. Interpretation of autoimmune serology. J
Allergy Clin Immunol. 2010;125(5238-5247):1-23.

28. Francescantonio PLC, Andrade LEC, Cruvinel WM, Aradjo FLE, Dellavance A,
Gabriel A, et al. 111 Consenso Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2:
Perspectiva histérica, controle de qualidade e associacdes clinicas. J BrasPatol e Med Lab.
2009;45(3):185-99.

29.  Satoh M, Chan EKL, Ho LA, Rose KM, Parks CG, Cohn RD, et al. Prevalence and
sociodemographic correlates of antinuclear antibodies in the United States. Arthritis Rheum.
2012;64(7):2319-27.

30.  Coons AH ; Kaplan MH. Localization of antigen in tissue cells. II. Improvements in a
method for the detection of antigen by means of fluorescent antibody. J Exp Med.
1950;93(1):1-13.

31.  Wiik AS, Hgier-Madsen M, Forslid J, Charles P, Meyrowitsch J. Antinuclear
antibodies: A contemporary nomenclature using HEp-2 cells. J Autoimmun . 2010;35(3):276—
90.

32.  Silva M J,Dellavance A, Andrade LEC, Cruvinel WdeM.Evolugdo dos Consensos
nacional e internacional para padronizacdo da nomenclatura de padrdes de autoanticorpos
contra antigenos celulares (ANA-HEp-2). Rev Paul Reum. 2016;15(3):24-34.

33.  Meroni PL, Schur PH. ANA screening: an old test with new recommendations.
Annals of the Rheumatic Diseases. 2010;69(8) 1420-1422.

34. Kumar Y, Bhatia A, Minz RW. Antinuclear antibodies and their detection methods in
diagnosis of connective tissue diseases : a journey revisited. Diagn Pathol. 2009;4(1).

35.  LemerleJ,Renaudineau Y. Anti-Sm and Anti-U1-RNP Antibodies :An Update.
Lupus .2016;1(3):2-5.

36.  Tan EM, Cohen AS, Fries JF, Masi AT, McShane DJ, Rothfield NF, et al. The 1982
revised criteria for the classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum.
1982 ;25(11):1271-7.

37. Ihn H, Yamane K, Yazawa N, Kubo M, Fujimoto M, Sato S, et al. Distribution and
antigen specificity of anti-ULRNP antibodies in patients with. 1999;383-7.



104

38. Masi AT. Preliminary criteria for the classification of systemic sclerosis (scleroderma).
Subcommittee for scleroderma criteria of the American Rheumatism Association Diagnostic
and Therapeutic Criteria Committee. Arthritis Rheum. 1980 ;23(5):581-90.

39.  Tormey VJ, Bunn CC, Denton CP, Black CM. Anti-fibrillarin antibodies in systemic
sclerosis. Rheumatology (Oxford).2001;1157-62.

40.  Haddouk S, Marzouk S, Jallouli M, Fourati H, Frigui M, Hmida YBH, et al. Clinical
and diagnostic value of ribosomal P autoantibodies in systemic lupus erythematosus.
Rheumatology (Oxford). 2009 ;48(8):953-7.

41.  Carmona-fernandes D, Santos MJ, Canhdo H, Fonseca JE. Anti-ribosomal P protein
IgG autoantibodies in patients with systemic lupus erythematosus : diagnostic performance
and clinical profile. BMC Med. 2013;11-98.

42.  Fritzler M ,Kinsella T ,Garbutt E. The CREST syndrome: A distinct serologic entity
with anticentromere antibodies. Am J Med. 1980;69 (4):520-6.

43.  Fritzler MJ, Wiik A, Fritzler ML, Barr SG. The use and abuse of commercial kits used
to detect autoantibodies. Arthritis Res Ther.2003;5(4): 192-201.

44.  Dellavance A, Gabriel A, Cintra AFU, Ximenes AC, Nuccitelli B, Taliberti BH, et al.
Il consenso Brasileiro de fator antinuclear em células HEp-2: Defini¢des para a padronizagdo
da pesquisa de auto-anticorpos contra constituintes do nucleo (FAN HEp-2), nucléolo,
citoplasma e aparelho mitdtico e suas associagdes clinicas. RevBrasReumatol.
2000;43(3):129-40.

45.  Francescantonio PLC, Cruvinel WdeM, Dellavance A, Andrade LEC, Taliberti BH,
von Miihlen CA, et al. 1V BrazilianGuidelines for autoantibodieson HEp-2 cells. RevBras
Reumatol.2014;54(1):44-50.

46.  Chan EKL, Damoiseaux J, Carballo OG, Conrad K, Cruvinel deMW, Francescantonio
PLC, et al. Report of the First International Consensus on Standardized Nomenclature of
Antinuclear Antibody HEp-2 Cell Patterns (ICAP). Front Immunol. 2015;6:412.

47.  Chan EKL, Damoiseaux J, deMeloCruvinel W, Carballo OG, Conrad K,
Francescantonio PLC, et al. Report on the second International Consensus on ANA Pattern
(ICAP) workshop in Dresden 2015. Lupus. 2016;25(8) :797-804.

48.  Damoiseaux J, Andrade LEC, Carballo OG, Conrad K, Francescantonio PLC, Fritzler
MJ, et al. Clinical relevance of HEp-2 indirect immunofluorescent patterns: the International
Consensus on ANA patterns (ICAP) perspective. Ann Rheum Dis. 2019;8(7):879-889.

49, Suleman Bhana.Tracking Concerns about ANA Testing Results. American College of

Rheumatology 2019.



105

50.  Hahm D, Anderer U. Establishment of HEp-2 cell preparation for automated analysis
of ANA fluorescence pattern. CytomPart A. 2006;69(3):178-81.

51.  Tsiakalou V, Tsangaridou E, Polioudaki H, Castanas E, Theodoropoulos PA.
Optimized detection of circulating anti-nuclear envelope autoantibodies by
immunofluorescence. BMC Immunol. 2006;6(7):20.

52.  Stadler C, Skogs M, Brismar H, Uhlén M, Lundberg E. A single fixation protocol for
proteome-wide immunofluorescence localization studies.J Proteomics. 2010;73 (6):1067-78.
53.  Dellavance A, Cruvinel W de M, Francescantonio PLC, Mangueira CLP, Drugowick
IC, Rodrigues SH, et al. Variability in the recognition of distinctive immunofluorescence
patterns in different brands of HEp-2 cell slides. J BrasPatol e Med Lab. 2013;49(3):182-90.
54.  Mello RCV de, Rezende DF de, Coutinho BR, Medeiros C de S, Alves Filho EA,
Leite GC, et al. Analise comparativa de quatro Kits de FAN HEp-2 para a deteccdo de
autoanticorpos sericos. J Bras Patol e Med Lab. 2012;48(3):185-93.

55.  Pisetsky DS, Spencer DM, Lipsky PE, Rovin BH. Assay variation in the detection of
antinuclear antibodies in the sera of patients with established SLE. Ann Rheum Dis.
2018;77(6):911-913.

56. Chan EK, Fritzler MJ, Wiik A, Andrade LE, Reeves WH, Tincani A, Meroni PL: The
IUIS/WHO/AF/CDC committee for the standardization of autoantibodies in rheumatic and
related diseases - AutoAbSC.Org - Autoantibody Standardization Committee in 2006.
Autoimmun Rev. 6:577-580.

57. Copple SS, Giles SR, Jaskowski TD, Gardiner AE, Wilson AM, Hill HR.Screening for
IgG antinuclear autoantibodies by HEp-2 indirect fluorescent antibody assays and the need for
standardization. Am J ClinPathol. 2012;137(5):825-30.

58. Dellavance A, Gabriel JA, Nuccitelli B, Taliberti BH, von Muhlen C A, Bichara CDA et
al . 30 Consenso Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2 (FAN).
Recomendacdes para padronizacdo do ensaio de pesquisa de autoanticorpos em células HEp-
2, controle de qualidade e associacgdes clinicas. Bras. Reumatol. 2009; 49(2): 89-98.

59.Van der Linden M, van denHoogen LL, Westerlaken GHA, Fritsch-Stork RDE, van Roon
JAG, Radstake TRDJ, et al. Neutrophil extracellular trap release is associated with antinuclear
antibodies in systemic lupus erythematosus and anti-phospholipid syndrome. Rheumatology
(Oxford). 2018;57(7):1228-34.

60. Cruvinel W deM, Andrade LEC, von Mihlen CA, Dellavance A, Ximenes AC, Bichara
CD, et al. V Brazilian consensus guidelines for detection of anti-cell autoantibodies on hep-2
cells. Rheumatol. 2019;59(1):1-11.



106

61. Landis JR, Koch GG. The Measurement of Observer Agreement for Categorical Data
Data for Categorical of Observer Agreement The Measurement. Biometrics 2012;33(1):159—
74.

62. Orme ME, Andalucia C, Sjolander S, Bossuyt X. A comparison of a fluorescence
enzyme immunoassay versus indirect immunofluorescence for initial screening of connective
tissue diseases: Systematic literature review and meta-analysis of diagnostic test accuracy
studies. BEST PRACT RES CL RH. 2018; 32(4): 521-534.

63.  Buchner C, Bryant C, Eslami A, Lakos G. Anti-nuclear antibody screening using HEp-
2 cells. J Vis Exp. 2014;23(88): e51211.

64. Tebo AE. Recent approaches to optimize laboratory assessment of antinuclear
antibodies. Clin Vaccine Immunol. 2017;24(12):1-10.

65.  Olsen NJ, Choi MY, Fritzler MJ. Emerging technologies in autoantibody testing for
rheumatic diseases. Arthritis Res Ther. 2017;19(1):172.

66.  Mahler M, Meroni PL, Bossuyt X, Fritzler MJ. Current Concepts and Future
Directions for the Assessment of Autoantibodies to Cellular Antigens Referred to as Anti-
Nuclear Antibodies. J Immunol Res.2014; 2014:315179.

67.  Khuntikij P, Sretriratanachi S. Preparation of HEp-2 Cells for Antinuclear Antibody
Detection Using Immunofluorescent Technique. 2010;38(1):3045-3047.

68.  Mariuzza RA, Phillips SE, Poljak RJ. The Structural Basis of Antigen-Antibody
Recognition. Annu Rev BiophysBiophys Chem. 1987;16:139-59.

69.  Tello D, Spinelli S, Souchon H, Saul FA, Riottot MM, Mariuzza RA, Lascombe MB,
Houdusse A, Eiselé JL, Fischmann T et al. Three-dimensional Structure and Antigen Binding
Specificity of Antibodies. Biochimie. 1990;72(8):507-12.

70.  Sheriff S, Silverton EW, Padlan EA, Cohen GH, Smith-Gill SJ, Finzel BC DD. Three-
dimensional structure of an antibody-antigen complex.Proc Natl Acad Sci. 1987;84(22):8075-
9.

71.  Lai JI, Verma D, Bailey-Kellogg C AM. Towards conformational fidelity of a
quaternary HIV-1 epitope: computational design and directed evolution of a minimal V1V2
antigen. Protein Eng Des Sel. 2018;31(4):121-33.

72. Du L, Fukushima S, Sallmyr A, Manthorpe R, Bredberg A. Exposure of HEp-2 cells
to stress conditions influences antinuclear antibody reactivity. Clin Diagn Lab Immunol.
2002;9(2):287-94.

73.  Yang K, Yang J, Yi J. Nucleolar Stress: hallmarks, sensing mechanism and diseases.
Cell Stress. 2018;2(6):125-40.



107

74.  Verheyden Y, Goedert L, Leucci E. Control of nucleolar stress and translational
reprogramming by IncRNAs. Cell Stress. 2019;3(1):19-26.

75.  Migliorini P, Baldini C, Rocchi V BS. Anti-Sm and anti-RNP antibodies.
Autoimmunity. 2005;38(1):47-54.

76. Dellavance A, Andrade LEC. Detection of Autoantibodies by Indirect
Immunofluorescence Cytochemistry on Hep-2 Cells. Methods Mol Biol. 2019;1901:19-46.
77.  Yoda K, Ando S, Morishita S, Houmura K, Hashimoto K, Takeyasu K, et al. Human
centromere protein A (CENP-A) can replace histone H3 in nucleosome reconstitution in vitro.
ProcNatlAcadSci U S A. 2000;97(13):7266-71.

78.  Dellavance A, Leser PG, Andrade LEC. Importancia do padréo de fluorescéncia na
interpretacdo do teste do FAN- O caso do padrdo pontilhado fino denso. Rev Assoc Med
Bras. 2007;53(5):439-45.

79.  Guillot PV, Xie SQ, Hollinshead M, Pombo A. Fixation-induced redistribution of
hyperphosphorylated RNA polymerase 1l in the nucleus of human cells. Exp Cell Res.
2004;295(2):460-8.

80. Basu A, Woods-Burnham L, Ortiz G, Rios-Colon L, Figueroa J, Albesa R, et al.
Specificity of antinuclear autoantibodies recognizing the dense fine speckled nuclear pattern:
Preferential targeting of DFS70/LEDGFp75 over its interacting partner MeCP2. Clin
Immunol. 2015;161(2) : 241-250.

81. Mahler M, Andrade LE, Casiano CA, Malyavantham KFM. Implications for
redefining the dense fine speckled and related indirect immunofluorescence patterns. Expert
Rev Clin Immunol. 2019;15(5):447-448.

82. Mahler M, Andrade LEC,Casiano CA, Malyavantham KFM. Anti-DFS70 antibodies:
an update on our current understanding and their clinical usefulness. Expert Rev Clin
Immunol. 2019;15(3):241-50.

83. Infantino M, Bizzaro N, Grossi V MM. The long-awaited "pseudo-DFS pattern. Expert
Rev Clin Immunol. 2019;15(5):445.

84.  Gonzalez DA, Rodriguez CC, Armas LM, Varela AR, Rodriguez IM, Duarte MT et.
Anti-ENA profiles related with anti-SS-A/Ro. The detection of Ro52 and Ro60 according to
the presence of SS-B/La, and ANA pattern and titer. Immunol Lett. 2014;161(1):6-12.

85.  MonceNMJr, Cappel VL SC. A comparison of two fixatives on IFA HEp-2 slides for
the detection of antinuclear antibodies. J Immunoassay. 1994;15(1):55-68.

86.  Tan EM, Feltkamp TEW, Smolen JS, Butcher B, Dawkins R, Fritzler MJ, et al. Range
of antinuclear antibodies in “healthy” individuals. Arthritis Rheum. 1997;40(9):1601-11.



108

87.  Brito F de A, Santos SME, Ferreira GA, Pedrosa W, Gradisse J, Costa LC, et al.
Detecgdo de anticorpos antinucleares por imunofluorescéncia indireta em células HEp-2:
Definindo a diluicdo de triagem adequada para o diagnostico das doencas reumaticas
autoimunes. RevBrasReumatol. 2014;54(1):13-20.

88.  Tomizawa M, Shinozaki F, Fugo K, Motoyoshi Y, Sugiyama T, Yamamoto S, et al.
Anti-mitochondrial M2 antibody-positive autoimmune hepatitis. Exp Ther Med.
2015;10(4):1419-22.

89.  Pereira KMC., Dellavance A. AL. The challenge of identification of autoantibodies
specific to systemic autoimmune rheumatic diseases in high throughput operation: Proposal of
reliable and feasible strategies. Clin Chim Acta. 2014 ;437:203-10.

90. Lee SS, Lawton JW CW. between antinuclear antibody and P-ANCA. J Clin Pathol.
1991;44(11):962-3.

91.  Clarke MC, Carr R, Burdash NM, Chen ZY, Ainsworth SK. A comparison of three
anti-double stranded DNA antibody assays on sera from SLE and other diseases. Diagn
Immunol. 1986;4(6):288-93.

92.  Pisetsky DS. Antinuclear antibody testing-misunderstood or misbegotten? Nat Rev
Rheumatol. 2017;13(8):495-502.

93.  Jaskowski TD, Schroder C, Martins TB, Mouritsen CL, Litwin CM HH. Screening for
antinuclear antibodies by enzyme immunoassay. Am J Clin Pathol. 1996;105(4):468-73.

94.  Jaskowski TD, Schroder C, Martins TB, Mouritsen L HH. Comparison of three
commercially available enzyme immunoassays for the screening of autoantibodies to
extractable nuclear antigens. J Clin Lab Anal. 1995;9(3):166-72.

95.  Mishra M, Tiwari S, Gomes AV. Protein purification and analysis: next generation
Western blotting techniques. Expert Rev Proteomics. 2017 14(11):1037-1053.

96. Monogioudi E, Sheldon J, Meroni PL, Hutu DP, Schimmel H, Zegers I. Certified
reference material against PR3 ANCA IgG autoantibodies. from development to certification.
Clin Chem Lab Med. 2019;57(8):1197-1206.

97.  Gniewek RA, Stites DP, McHugh TM, Hilton JF, Nakagawa M. Comparison of
antinuclear antibody testing methods: immunofluorescence assay versus enzyme
immunoassay. Clin Diagn Lab Immunol.1997;4(2):185-8.

98.  Sinclair D, Saas M, Williams D, Hart M GR. Can an ELISA replace
immunofluorescence for the detection of anti-nuclear antibodies? The routine use of anti-
nuclear antibody screening ELISAs. Clin Lab. 2007;53(3-4):183-91.



109

99.  Van Duijnhoven HL, Van De Warenburg FJ, Willems RJ, Ermens AM. A comparison
of ELISA assays as routine diagnostic test for detection of autoantibodies against extractable
nuclear antigens. ClinBiochem. 1999;32(3):179-83.



110

9. LISTA DE ANEXOS

9.1. ANEXO I: Lista de critérios de classificacdo para o diagndstico das

doencas autoimunes

Critérios de classificacdo para o diagnostico da Cirrose Biliar Priméria

Cirrose Biliar Primaria de acordo com as diretrizes da Associacdo Americana para o
estudo das doencas do Figado (AAEDF) e AssociacdoEuropéia para o estudo do Figado
(AEEF) Para o estabelecimento do diagndstico de (CBP) sdo necessarios a confirmagédo de
pelo menos dois dos trés critérios listados abaixo.

Critérios Alteracoes

Bioguimico Evidéncia de colestase acompanhado do o aumento das enzimas hepéticas

Soroldgico Presenca do autoanticorpoantimitocondria(AMA)

Histoldgico Evidéncia histolégica de colangite ndo supurativa e destruicdo de ductos biliares

interlobulares

Critérios de classificacdo para o diagnoéstico de Esclerose Sistémica

Critérios Diagnosticos da Esclerose Sistémica em atividade de acordo com o CAR e
da Liga Européia contra o Reumatismo (LECR (2013)) ~. “Estes critérios sdo aplicaveis a
qualquer paciente para inclusdo em um estudo de ES. Os critérios ndo sdo aplicaveis a
pacientes com espessamento da pele da poupa dos dedos ou para pacientes que apresentem
um transtorno de esclerodermia que se explica atraves de manifestagdes como, por exemplo,
fibrose nefrogénica  esclerosante, morféia  generalizada,  fasciiteeosinofilica,
escleredemadiabeticorum, escleromixedema, eritromealgia, porfiria, liquen escleroso, doenga
do enxerto - versus hospedeiro e quiroartropatia diabetica.

T A pontuagao total é determinada pela adi¢do da pontua¢do méxima (score) em cada
categoria. Os pacientes com pontuacdo maior ou igual a 9sdo classificados como tendo o

diagnostico de ES definitiva.



Item Subitem Score
Espessamento da pele dos dedos de ambas 9
as maos estendendo-se para as articulacbes | ----
Metacarpo falangeanas proximal (critério
suficiente)
Espessamento da pele dos dedos das méos Dedos inchados Esclerodactilia dos 2
(contar apenas a pontuagdo mais elevada) dedos (das articulagbes metacarpo
falangeanas distal, e articulagdes Inter 4
falangeanas proximais.
LesBesna ponta dos dedos Ulceras nas extremidades das digitais e 2
(contarapenasapontuacdomais elevada) Cicatrizesna ponta dos dedos 3
2
Telangiectasia
2
Capilaroscopiaperiungueal anormal
A hipertenséo arterial pulmonare / oudoenca | A hipertenséo arterial pulmonar 2
intersticial pulmonar (pontuacdo méaxima 2)
Doenca intersticial pulmonar 2
3
Autoanticorpos  relacionados a  ES | Anticentrdmero 3

(anticentrémero, antitopoisomerase
(SCL-70),

Anti-RNA  polimerase 111) (pontuacio

méaxima de 3)

Antitopoisomerasel

Anti-RNA polimerase I11

111
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9.2. Critérios codificados para o Diagnostico de Hepatite autoimune pelo

Grupo Internacional
Caracteristicas

Histologia hepatica

Bioquimica sérica

Imunoglobulinas séricas

Autoanticorpos séricos

Marcadores Virais

Outros fatores

etiologicos

Definitiva
Interface de atividade da hepatite de
moderada ou grave, com ou sem hepatite
lobular ou portal ponte central de necrose,
mas sem lesdes biliares ou granulomas bem
definidos ou outros alteragdes proeminentes

sugestivos de uma etiologia diferente.

Qualquer anormalidade nas enzimas
aminotransferases, especialmente, se a
fosfatase alcalina do soro ndo for

significativamente elevada.

Concentragdes séricas de alfa-antitripsina,
cobre e ceruloplasmina normal.

Globulina sérica total, gama globulinas ou a
concentracdo de IgG superiores a 1,5 vezes
ao limite superior da normalidade
Positividade para ANA, AML, ou anticorpos
anti-LKM 1 em titulos maior que 1:80.
Titulos mais baixos (especialmente de anti

LKM 1) pode ser significativo em criancas.

Soro negativo para AMA.

Soro negativo para marcadores de infecgdo
para os virus da hepatite A, B, e C

Consumo médio de alcool inferior a 25 g /
dia.

Sem histéria de uso recente de drogas

hepatotoxicas conhecidas.

Provavel

Segue 0 mesmo critério adotado na
definitiva"

Segue 0 mesmo critério adotado na

definitiva" mas o0s pacientes com
concentragdes séricas anormais de cobre
ou ceruloplasmina podem ser incluidos,
desde que a doenga de Wilson seja
excluida por investigacéo apropriada

Qualquer elevacédo de globulina do soro,
gama globulina ou concentracdes de 19G

acima do limite superior da normalidade

Segue 0 mesmo critério adotado na

definitiva" mas com diferencas nos

titulos > 1:40. Pacientes sdo

que
soronegativos para estes anticorpos, mas
que sdo soropositivos para outro
anticorpos especificados neste contexto
pode ser incluido.

Segue 0 mesmo critério adotado na "
definitiva"

O consumo de alcool inferior a 50 g / dia

sem 0 Uuso recente de drogas
hepatotoxicas conhecidas.
Pacientes que tenham consumido

grandes quantidades de alcool ou que
tenham tomado recentemente potenciais
drogas  hepatotoxicas podem  ser
incluidos,

Clara evidéncia de danos no figado apos
a abstinéncia de alcool ou retirada da

droga
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Tabela de critérios de classificacdo para o diagndstico de Lupus Eritematoso
Sistémico segundo os do ACR de 1997. Encaixam-se nestes critérios 0s pacientes que

apresente quatro dos onze critérios.

1. Eritema malar: lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo.

2- Lesdo discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratdticas aderidas e tampdes foliculares, que

evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3. Fotossensibilidade: exantema cutdneo como reacdo ndo-usual & exposi¢do a luz solar, de acordo com a

histéria do paciente ou observado pelo médico.

4. Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores, observadas pelo médico.

5. Artrite: ndo-erosiva envolvendo duas ou mais articulagBes periféricas, caracterizadas por dor e edema ou

derrame articular.

6. Serosite: pleuris (caracterizada por historia convincente de dor pleuritica, atrito auscultado pelo médico ou
evidéncia de derrame pleural) ou pericardite (documentado por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de

derrame pericardico).

7. Comprometimento renal: proteindria persistente (> 0,5 g/dia ou 3+) ou cilindrdria anormal.

8. Alteragdes neuroldgicas: convulsdo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na auséncia de outra causa).

9. Alteragdes hematoldgicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000/mm em duas ou mais
ocasides) ou linfopenia (menor que 1.500/mm?® em duas ou mais ocasides) ou plaguetopenia (menor que

100.000/mm?>na auséncia de outra causa).

10. AlteragBes imunoldgicas: anticorpo antiDNAn ou anti-Sm ou presenga de anticorpo antifosfolipide com
base em:

a) niveis anormais de 1gG ou IgManticardiolipina;

b) teste positivo para anticoagulante lGpico; ou

c) teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis meses.

11. Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia indireta ou
método equivalente, em qualquer época, e na auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome

do lGpus induzido por drogas.
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9.3. Critérios de classificacdo para o diagnostico para a Sindrome de Sjogren

Aplica-se a individuos com sinais / sintoma sugestivo de SS, e serdo aplicados a

pacientes que tenham pelo menos dois dos trés critérios e caracteristicos objetivos.

1. Anti-SSA/Ro positivo no soro e / ou anti-SSB/La ou (fator reumatoide positivo ¢ ANA titulo > 1:320)
2. Bidpsia de glandula salivar de mucosa labial exibindo uma sialoadenitelinfocitica com score focal de
> 1 foco / 4 mm?

3. Ceratoconjuntivite seca com coloragdo ocular score > 3 (assumindo que o individuo ndo estd usando
colirios diariamente para glaucoma e ndo fez cirurgia de cérnea ou cirurgia corretiva das palpebras nos

Gltimos 5 anos)

Diagnostico prévio de qualquer uma das seguintes condi¢Bes excluiria a participagcdo em estudos SS ou
ensaios terapéuticos por causa das caracteristicas clinicas que se sobrepdem ou interferem com os testes
estabelecidos nos critérios:

Historia da radioterapia de cabeca e pesco¢o
Infeccéo por hepatite C

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
Sarcoidose

Amiloidose

Doenca enxerto versus hospedeiro

Doencas relacionadas com a 1gG4




9.4.

Anexo I1: Parecer Consubstanciado do CEP via Plataforma Brasil

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ W““‘
HOSPITAL SAO PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA REPRODUTIBILIDADE DE PADROES MORFOLOGICOS NO TESTE
DE AUTOANTICORPOS CONTRA ANTIGENOS CELULARES (FAN-HEP-2 ) EM
DIFERENTES SUBSTRATOS

Pesquisador: Moénica de Jesus Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 36868414.0.0000.5505

Instituigcdao Proponente: Universidade Federal de S&o Paulo - UNIFESP/EPM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 945.320
Data da Relatoria: 03/02/2015

Apresentacgao do Projeto:
Trata-se de resposta de pendencias apontadas no parecer 824.153.

Objetivo da Pesquisa:

resposta de pendencias apontadas no parecer 824.153.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

resposta de pendencias apontadas no parecer 824.153.
Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

resposta de pendencias apontadas no parecer 824.153.
Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
resposta de pendencias apontadas no parecer 824.153.
Recomendacoes:

Se houver inclus@o de amostras da COLSAN, devera apresentar autorizagdo e ciéncia do uso do material.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
1) Apresentar autorizagao e ciéncia do guardido das amostras estocados para sua utilizagdo no presente
projeto (disciplina da reumatologia e da COLSAN).

Endereco: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5539-7162 Fax: (11)5571-1062 E-mail: cepunifesp@unifesp.br

Pagina 01 de 03

115



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ W "o
HOSPITAL SAO PAULO

Continuagdo do Parecer: 945.320

APRESENTADA CARTA DA DISCIPLINA DE REUNATOLOGIA, POREM NAO DA COLSAN.

2) De acordo com a resolugdo CNS 441/11: TCLE - utilizagcdo de material estocado em biorrepositério, em
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de estudos pertencentes a area tematica especial) e anuais (em todas as outras situagdes). E também
obrigatdria, a apresentacao do relatério final, quando do término do estudo.

SAO PAULO, 04 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
Miguel Roberto Jorge

(Coordenador)
Enderegco: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14
Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5539-7162 Fax: (11)5571-1062 E-mail: cepunifesp@unifesp.br
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9.5. ANEXO 11l Relagdo dos projetos de pesquisa aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UNIFESP com anuéncia para utilizagio de amostras em projetos

futuros contidas no banco de dados da disciplina de Reumatologia da UNIFESP
Cirrose Biliar Primaria

Titulagdo: “Caracteristicas da resposta autoimune humoral e celular em individuos na fase subclinica
da cirrose biliar primaria”.

O Presente trabalho possui Carta de aprovacdo e parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional do Parecer: 5779.13 N° CEP: 01.246-903.
Esclerose Sistémica

Titulagdo: “Associacdo entre marcadores séricos e alteragcBes na microcirculagdo em pacientes com
fendmeno de Reynaud”

O Presente trabalho possui Carta de aprovacdo e parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional. N © CEP: 0825/10.
Hepatite Autoimune e pacientes infectados pelo Virus da Hepatite C:

Titulagdo: “Caracterizagdo de autoanticorpos associados ao padrdo de imunofluorescéncia
Rods&Rings em pacientes infectados com o virus da Hepatite C”.

O presente trabalho possui Carta de aprovacio e parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional. N° CEP: 0381/09.
LUpus Eritematoso Sistémico

Titulagdo: “Avaliagdo do titulo e padrdo de FAN (fator antinicleo) em pacientes com lipus
eritematoso sistémico em atividade e fora de atividade de doenga”

O presente trabalho possui Carta de aprovacéo e parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional. N° 188.661 CEP:04.023-061
Outras doengas nao autoimunes: hipertensdo arterial, Cancer, pacientes psiquiatricos e pacientes
infectados pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

Titulagdo: “Caracterizagdo do Padrdo de Fluorescéncia de Anticorpos Antinicleoem Enfermos Nao
Autoimunes”.

O presente trabalho possui Carta de aprovacio e parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional. N © 378.820. CEP 04.023-061.
Individuos higidos

Estas amostras sdo provenientes do banco do Sangue Colsan Sdo Paulo doados para pesquisa que
incluem diferentes tipos de projetos. A utilizacdo destas amostras pertencentes ao nosso banco de dados ja possui
Carta de aprovagéo e parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa Institucional. N° 341.624 CEP:
04.023-061

Através do projeto tematico de pesquisa intitulado “Estudo Multifacetado do fendmeno de

autoanticorpos em individuos normais”
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9.6. Anexo IV: Termo de Consentimento livre e Esclarecido

1 — Titulo do projeto: Reprodutibilidade de padrfes morfol6gicos no teste de autoanticorpos contra
antigenos celulares (FAN-HEp-2) em diferentes substratos.

2 — Desenho do estudo e objetivo(s) “essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participagéo
voluntéaria neste estudo. Normalmente, os anticorpos sdo elementos fundamentais na defesa do organismo.
Entretanto, algumas vezes estes anticorpos se voltam contra constituintes celulares denominando-se
autoanticorpos responsaveis pelo desenvolvimento de doencas autoimunes como a Artrite reumatoide, Lapus
Eritematoso Sistémico, etc. A imunofluorescéncia indireta utilizando células HEp-2 como substrato antigénico é
0 teste padrdo ouro para a pesquisa de autoanticorpos contra antigenos celulares (FAN-HEp-2). Contudo, as
condicBes de cultivo, fixacdo e permeabilizacdo celular interferem diretamente na preservacdo e distribuicdo
espacial dos antigenos. Portanto, pode se presumir que distintas condi¢des no preparo das células possam
interferir no reconhecimento dos padrdes de imunofluorescéncia associados aos diversos autoanticorpos. Sendo
assim nosso objetivo é avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos em substratos de células HEp-2 de
diferentes fornecedores frente a amostras de soro de pacientes com doencas autoimune e ndo autoimumes.

3 — Descricéo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propdsitos e identificagdo dos que
forem experimentais e ndo rotineiros: Serdo resgatadas amostras pertencentes ao banco de amostras da
Disciplina de Reumatologia da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP)
de acordo com a aprovagao prévia do Comité de ética em Pesquisa da UNIFESP. Ocorrerd também a selecéo de
novos participantes para o desenvolvimento deste protocolo, que ocorrerd nos ambulatérios da Disciplina de
Reumatologia UNIFESP. Serdo também analisados pacientes com doencas ndo autoimunes e doadores do banco
de sangue (COLSAN S&o Paulo). O projeto sera composto por 900 pacientes divididos em trés grupos que
atendam os critérios de inclusdo e exclusdo: Grupo |: Sera composto por 300 amostras de soro de pacientes com
doengas autoimunes sistémicas, ((amostras ja existentes em nosso banco, com exce¢do de 20 amostras de
pacientes com Sindrome de Sjégren) Grupo Il: composto por 300 amostras de soro de doadores do banco de
sangue considerados higidos (amostras ja existentes em nosso banco) e Grupo I11: composto por 300 amostras de
soro de pacientes com doencas ndo autoimunes incluindo amostras de soro de pacientes psiquidtricos,
neoplésicos, hipertensos e infecciosos (amostras ja existente em nosso banco).

4 — Relacdo dos procedimentos rotineiros e como sdo realizados — coleta de sangue por puncédo
periférica da veia do antebraco: As amostras ja existentes no banco de dados serdo identificadas e separadas para
andlise. Vale salientar que estes pacientes ja assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido ao qual
permitiam o uso de suas amostras em diferentes pesquisas, enquanto que as novas coletas, de 20 amostras de
pacientes com Sindrome de Sjogren) serdo realizadas nos ambulatérios da UNIFESP. Sera coletado cerca de
20ml de sangue em tubo seco. A obtencdo do soro ocorrerd pela centrifugagdo sendo posteriormente
armazenados a -70 ° C

5 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 3 e 4: O paciente
podera apresentar um desconforto minimo, provocado pela inser¢do de uma agulha em seu brago, comum a uma
coleta de sangue. Ainda assim, o paciente corre riscos minimos como a formacdo de hematomas e perigo de
contaminagdo, eliminados pelos cuidados pré e pés coleta.

6 — Beneficios para o participante (Por exemplo: N&do ha beneficio direto para o participante. Trata-se

de estudo descritivo para a analise de reprodutibilidade de diferentes laminas para a pesquisa de autoanticorpos
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Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio através dos dados de freqiiéncia
obtidos, que possam contribuir para um melhor diagnéstico das doengas autoimunes.

7 — Relacgdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode
optar. Néo se aplica.

8 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador é Monica de Jesus Silva ;
tendo como pesquisadores associados, Dra. Alessandra Dellavance e Dr. Luis Eduardo Coelho Andrade que
podem ser encontrados no endereco: Rua Pedro de Toledo, 650, Hospital S&o Paulo, terceiro andar, disciplina de
Reumatologia. Telefone: 5576-4239,e-mail:monycajs@yahoo.com.br. Se vocé tiver alguma consideragdo ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu,
572 — 1° andar — cj 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@unifesp.br

9 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigéo;

10 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de
outros voluntérios, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

11 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

12 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua participagao.
Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

13 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como
as indenizacges legalmente estabelecidas.

14 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa. Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informac6es que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo avaliagdo do teste de autoanticorpos contra antigenos celulares (FAN-HEp-2) em
pacientes com doencgas reumaticas autoimunes na presenca e na auséncia de autoanticorpos especificos que tem
como objetivo avaliar de forma qualitativa a frequéncia de FAN-HEp-2 positivos em pacientes com doencas
reumaticas autoimunes na presenga e na auséncia de autoanticorpos especificos utilizando amostras de sangue.
Eu discuti com a Dra. Monica de Jesus Silva. Sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais séo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no
meu atendimento neste Servico.

15- Declaro estar ciente que a amostra coleta podera ser armazenada para estudos futuros.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /
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Assinatura da testemunha Data [/ /

Para casos de voluntarios menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data_ / [/



