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RESUMO

REGO, J. Pesquisa de autoanticorpos contra antigenos intracelulares, em células
HEp-2, em Goiania — Goias. Tese de Doutorado — Programa de Pés-Graduagédo em

Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Goias. Goiania, 2009.

As doengas autoimunes sao sindromes clinicas causadas pela ativagédo de células T
e/ou B, de origem multifatorial, caracterizadas pela presengca de autoanticorpos
dirigidos contra componentes celulares. Os autoanticorpos podem atuar como
marcadores diagnésticos ou como marcadores preditores destas doencas. O teste
de FAN & um exame util na investigagao de doencas autoimunes. OBJETIVOS: a)
verificar a correlagao entre os diagnosticos clinicos e os padrdes de fluorescéncia na
pesquisa de FAN em células HEp-2; b) determinar a freqliéncia dos padrbes de
fluorescéncia; c) verificar a correlagao entre os diagnésticos clinicos e os titulos de
fluorescéncia; d) verificar as possiveis correlacdes da mudanga dos padrdes de
fluorescéncia. CASUISTICA E METODOS: Foram analisadas todas as solicitages
de FAN encaminhadas ao Laboratério de Imuno-Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias, durante o periodo de jan./ 2000 a dez./
2007, e selecionadas as solicitagdes com resultados positivos. A pesquisa do FAN
foi realizada pela técnica de IFI, utilizando-se como substrato células HEp-2. Para a
classificagdo dos padrbes de fluorescéncia utilizou-se as arvores de classificagéo
definidas pelo | Consenso Nacional para padronizacédo dos laudos de FAN em
células HEp-2. RESULTADOS: Das 8631 solicitacbes de FAN, 1167 apresentaram
resultados positivos (13,52%). Os testes positivos foram divididos em dois grupos:

Grupo | (exames solicitados em uma ocasido) e Grupo Il (exames solicitados em
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mais de uma ocasidao). No Grupo |, os padrdes encontrados em maior freqiéncia
foram os nucleares (89,41%). Os padrbes nucleares pontilhados foram observados
em maior frequéncia (78,81%), destacando-se os padrdes nuclear pontilhado fino
(32,74%), nuclear pontilhado grosso (29,86%) e nuclear pontilhado fino denso
(9,79%). Dentre os diagnédsticos clinicos descritos, as doengas autoimunes
reumaticas foram observadas em maior frequiéncia (59,87%) e correlacionaram-se,
principalmente, com os padrées nucleares pontilhados. FAN positivo foi observado
em 216 casos (34,67%) de situagbes n&o-autoimunes e em 22 casos (3,53%) de
diagnéstico ndo definido. Os casos com titulos moderados (1:160) e elevados (1:640
e > 1:640) apresentaram maior associagdo com enfermidades autoimunes (54,25%;
73,23%; 83,91%, respectivamente). No Grupo Il, os fatores analiticos diagndstico
clinico e titulo de fluorescéncia mostraram associacao significativa com a mudanca
do padrao de fluorescéncia. CONCLUSOES: 1) A positividade do teste de FAN foi
observada em doencgas autoimunes (61,80%) e em doengas nao-autoimunes
(34,67%). 2) A correlagdo mais frequente do FAN positivo foi observada com o
diagnéstico de lupus eritematoso (38,04%), principalmente com os padrées nuclear
pontilhado grosso (32,91%), nuclear pontilhado fino (25,73%), nuclear homogéneo
(19,40%) e nuclear pontilhado fino denso (10,12%). 3) Os padrbes nucleares foram
observados em maior freqiéncia (89,41%), sendo os pontilhados os mais comuns
(78,81%). 4) Titulos baixos podem ser encontrados em doengas autoimunes
reumaticas e, portanto, ndo devem ser interpretados como critério para exclusao de

doenca autoimune, desde que exista suspeita clinica. 5) Titulos altos podem ser

X1V



encontrados em doengas nao-autoimunes e, portanto, ndo devem ser interpretados
como especificos de doenga autoimune. 6) Quando o teste de FAN foi solicitado em

mais de uma ocasido, para o mesmo paciente, o diagndstico clinico (principalmente
de LES) e o titulo de fluorescéncia (1:40 e 1:160) mostraram associagdo com a
mudanca do padrao de fluorescéncia. 7) A valorizagao correta do teste de FAN deve
associar as informacgdes fornecidas pelo resultado positivo a historia clinica e exame
fisico do paciente, quando sugestivos de doencga autoimune, principalmente de

doencgas autoimunes reumaticas.

Palavras-chave: autoanticorpos; células HEp-2; doengas autoimunes.
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ABSTRACT

REGO, J. Research on autoantibodies against intracellular antigens in HEp-2 cells, in
Goiania — Goias. Doctoral Thesis — Graduate Program in Health Sciences at the

Federal University of Goias. Goiania, 2009.

Autoimmune diseases are a clinical syndrome caused by the activation of T and/or B
cells. They are multifactorial in nature and characterized by the presence of
autoantibodies directed against cellular components. These autoantibodies can act
as diagnostic markers or as predictors for these diseases. The ANA test is a very
useful tool in the investigation of autoimmune diseases. OBJECTIVES: a)
establishing a correlation between clinical diagnoses and fluorescence patterns in
ANA tests on HEp-2 cells; b) determining the frequency of fluorescence patterns; c)
establishing a correlation between clinical diagnosis and fluorescence titers; d)
establishing possible correlations of changes in fluorescence patterns. CASES AND
METHODS: All the ANA requests sent to the Immunorheumatology Laboratory of the
Teaching Hospital of the Federal University of Goias, from January / 2000 to
December / 2007 were analyzed and those with positive results were selected. For
the ANA research, the investigator used the IFl technique and HEp-2 cells as
substrate. To classify the fluorescence patterns decision trees proposed by the
Brazilian Consensus for Standardization of ANA in HEp-2 cells were used.
RESULTS: Among the 8,631 ANA requests, 1,167 presented positive results
(13,52%). These positive tests were divided into two groups: Group | (tests requested

in one occasion) and Group |l (tests requested in more than one occasion). In Group

Xvi



[, nuclear patterns were more prevalent (89,41%). Speckled nuclear patterns were
seen more frequently (78,81%), with special notice to fine speckled nuclear patterns
(32,74%), coarse speckled nuclear patterns (29,86%) and fine dense speckled
nuclear patterns (9,79%). Among the clinical diagnoses, rheumatic autoimmune
diseases were the most prevalent (59,87%) and they correlated mostly with speckled
nuclear patterns. A positive ANA was noted in 216 cases (34,67%) of non-immune
conditions and in 22 cases (3,53%) of undetermined diagnosis. Cases with moderate
(1:160) and high (1:640 and > 1:640) titers presented a high association with
autoimmune diseases (54,25%; 73,23%; 83,91%, respectively). In Group Il, the
analytic clinical diagnosis and fluorescence titer factors showed a significant
association with the change in the fluorescence pattern. CONCLUSIONS: 1) ANA
was found to be positive in autoimmune (61,80%) and in non-autoimmune diseases
(34,67%). 2) The most frequently found positive ANA correlation was seen with a
diagnosis of lupus erythematosus (38,04%), mainly with coarse speckled nuclear
pattern (32,91%), fine speckled nuclear pattern (25,73%), homogeneous nuclear
pattern (19,40%) and fine dense speckled nuclear pattern (10,12%). 3) Nuclear
patterns were more frequently found (89,41%), and among them, speckled patterns
were prevalent (78,81%). 4) Low titers can be found in rheumatic autoimmune
diseases and, therefore, can not be interpreted as an exclusion criteria for
autoimmune disease, as long as there are clinical indications. 5) High titers can be
found in non-autoimmune diseases and, therefore, can not be interpreted as specific
to autoimmune diseases. 6) When the ANA test was requested in more than one

occasion for the same patient, the clinical diagnosis (especially SLE) and the
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fluorescence titer (1:40 and 1:160) showed an association with the change of the
fluorescence pattern. 7) A correct valuation of the ANA test should associate
information from positive results to the clinical history and the physical examination of

the patient when they are suggestive of an autoimmune disease, most notably, of

rheumatic autoimmune diseases.

Keywords: autoantibodies; HEp-2 cells; autoimmune diseases.
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A doencga autoimune é uma sindrome clinica causada pela ativacdo de
células T ou B, ou ambas, que ocorre na auséncia de uma infecgdo subjacente ou
outra causa definida (DAVIDSON; DIAMOND, 2001).

A doenga surge quando had uma desordenada regulagdo e interacédo de
células T e B, em resposta a estimulagdo antigénica. O mecanismo central deste
conceito envolve um disturbio do delicado balango entre as atividades supressora e
auxiliar (helper) das células T regulatérias. Um excesso da atividade da célula T
helper ou a deficiéncia da atividade da célula T supressora podem levar ao
desenvolvimento de autoimunidade (NAKAMURA; BINDER, 1988).

As doengas autoimunes correspondem a terceira causa de morbidade e
mortalidade no mundo industrializado, somente ultrapassadas pelo cancer e
doencas cardiacas (NOTKINS et al., 2004).

Podem ser classificadas em dois grandes grupos: organo-especificas e
sistémicas (NAKAMURA, BINDER, 1988; DAVIDSON, DIAMOND, 2001).

As doencas autoimunes organo-especificas sdo caracterizadas por
alteracdes inflamatérias crénicas em um 6rgdo especifico. Agrupamento familiar

ocorre com freqiiéncia. Sdo exemplos deste grupo: a tireoidite autoimune de
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Hashimoto, a gastrite crbénica atréfica e a anemia hemolitica autoimune
(NAKAMURA,; BINDER, 1988).

As doencgas autoimunes sistémicas ou n&o-organo-especificas caracterizam-
se por alteragdes patolégicas em varios 6rgaos e tecidos do corpo. S&o exemplos: o
lupus eritematoso sistémico, a artrite reumatdide e a esclerose sistémica

(NAKAMURA; BINDER, 1988).

1.1 Patogénese das doengas autoimunes

O desenvolvimento de doenga autoimune em humanos parece ser um
processo multifatorial (KOTZIN, 2005).

Evidéncias relatadas em estudos de epidemiologia genética e em estudos de
associagao genética indicam que o desenvolvimento de muitas doencgas autoimunes
tem uma grande base genética (KOTZIN, 2005).

Varias evidéncias sugerem que genes associados ao Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) podem ser importantes na regulacdo imune e na
patogénese destas doencgas (KOTZIN, 2005; NAKAMURA, BINDER, 1988). Varias
doengas estdo associadas a um haplétipo de HLA em particular (NAKAMURA;
BINDER,1988).

Muitas doencas autoimunes sdo multigénicas, com multiplos genes de

susceptibilidade trabalhando em conjunto para produzir o fenétipo anormal. Em
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geral, os polimorfismos ocorrem também em pessoas normais e sdo compativeis
com a funcdo imune normal. Somente quando presentes com outros genes de
susceptibilidade é que contribuem para autoimunidade (DAVIDSON; DIAMOND,
2001).

Evidéncias também sugerem que certas influéncias ambientais podem
interagir com esta predisposicao genética para resultar em doenca, embora para
muitas doencgas estes gatilhos permanegam desconhecidos (KOTZIN, 2005).

Estudos de populagées geneticamente semelhantes, vivendo em diferentes
condi¢cdes, sugerem a importancia de fatores ambientais. Tais observagdes,
associadas a razao, menor do que a esperada, de concordancia de doenga entre
gémeos monozigoticos, sugerem que um fator ambiental expbe a uma diatese
autoimune (DAVIDSON; DIAMOND, 2001).

Antigenos microbianos tém potencial para iniciar autorreatividade através de
mimetismo molecular, ativagdo policlonal ou liberacao de antigenos previamente
sequestrados. Por exemplo, a febre reumatica representa uma resposta autoimune
engatilhada por infec¢cdo estreptocdccica e mediada por reacdo cruzada entre o
estreptococos e a miosina cardiaca. Na sindrome de Guillain — Barré e suas
variantes, reacdo cruzada € demonstrada entre gangliosideos humanos e
lipopolissacarides do C.jejuni. Na esclerose multipla, as células T reagem com
peptideos da proteina mielinica e peptideos dos virus Epstein — Barr, influenza tipo

A, e papiloma humano (DAVIDSON; DIAMOND, 2001).
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Muitas doencas autoimunes s&o mais comuns em mulheres do que em
homens (DAVIDSON; DIAMOND, 2001)

No LES, anormalidades no metabolismo dos horménios sexuais podem
contribuir para diferengas sexuais na susceptibilidade a doenga. Homens e mulheres
com LES tém metabolismo de testosterona acelerado. Neste grupo de pacientes, a
estrona é preferencialmente hidroxilada na posi¢cédo C-16, resultando no acumulo de
metabdlitos 16- hidroxilados, os quais tém alta atividade estrogénica sustentada.
Assim, homens e mulheres com LES terdo mais horménios estrogénicos e menos
hormdnios androgénicos, ocasionando respostas imunes exacerbadas (HAHN et al.,
2005).

Os estrégenos exacerbam o LES em modelos animais, por alteragcédo do
repertério de células B, na auséncia de inflamacao (DAVIDSON; DIAMOND, 2001).

Defeitos na indugédo ou na regulagdo da apoptose de células B estdo bem
caracterizados tanto em modelos humanos quanto em modelos animais de LES. O
uso terapéutico de estradiol ou prolactina esta associado a uma alta regulagao da
expressao de Bcl-2 e prejuizo da apoptose destas células, causados por alteragao
na selegéo e na tolerancia celular (HAHN et al., 2005).

Drogas (procainamida, hidralazina) podem também alterar o repertério
imune. Procainamida frequentemente induz anticorpos antinucleares e, algumas
vezes, uma sindrome lupus-like. Outras drogas (penicilinas, cefalosporinas) podem
agir como haptenos e produzir autoantigenos imunogénicos (DAVIDSON;

DIAMOND, 2001).
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Alteracbes no numero e fungdes de células regulatérias podem contribuir
para autoimunizagao. Os antigenos que ativam as células T regulatérias, no corpo,
sdo desconhecidos, e a via pela qual estas células exercem supressao nhas
respostas imunes é apenas parcialmente conhecida. Mais importante, a razdo para
reducao de seu numero em pacientes com doencgas autoimunes é desconhecida

(DAVIDSON; DIAMOND, 2001).

1.2 Autoanticorpos e autoimunidade

Uma manifestacdo comum de doenga autoimune € a resposta imune
humoral representada pela presenca de autoanticorpos dirigidos contra proteinas
celulares e acidos nucléicos, os quais atuam como antigenos (TAN, 1991).

A analise do repertério de autoanticorpos nas doencas autoimunes
sistémicas demonstra que cada doencga apresenta um espectro caracteristico de
autoanticorpos contra multiplos antigenos intracelulares (TAN, 1991).

Esta diversidade de espécies de autoanticorpos era dificil de compreender
até que a identidade funcional e estrutural dos antigenos foi descoberta (TAN, 1991).

Os autoanticorpos podem ser os agentes patogénicos da doenga, como por
exemplo na anemia hemolitica autoimune; podem surgir como consequéncia de
outro processo de doenga, como por exemplo alguns anticorpos que reagem com o

tecido nervoso ou com o musculo cardiaco apdés o dano destes orgaos; ou podem
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simplesmente marcar a presenca do agente etiolégico, enquanto eles prdprios nao
causam o dano. Este ultimo papel é suspeitado para muitos dos conhecidos
autoanticorpos de doengca humana (NAPARSTEK; PLOTZ, 1993).

Estudos sobre autoanticorpos em doengas autoimunes sugerem alguns
principios. Primeiro, os autoanticorpos podem refletir o processo de doenca e,
quando detectados durante um prolongado periodo prodrémico, podem predizer
doenga clinica. Segundo, quando ha heterogeneidade etiolégica na doenca clinica,
os autoanticorpos podem ajudar a classificar o processo. Terceiro, um numero de
distintos autoanticorpos estdo associados com qualquer doenca e alguns s&o mais
preditores de progressdo para sintomas clinicos do que outros. Quarto, o risco de
progressao para doencga, o tempo de progressao, e a gravidade da doenca clinica
podem ser estimados pelo numero, pelo tipo e pelo titulo do autoanticorpo (HAWA et

al., 2004).

1.3 Autoanticorpos como marcadores diagnésticos

Atividade de Doenga

Os autoanticorpos podem refletir a presencga, a natureza e a intensidade de
uma resposta imune (HAWA et al., 2004).

Podem ser detectados em doengas com um longo periodo prodrémico,

durante o qual ndo ha sintomas clinicos. Em algumas destas doencas, podem
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predizer tanto a probabilidade de doenca clinica quanto o tempo de progressao para
doencga, que € a atividade de doenga (HAWA et al., 2004).

Como a atividade de doencga pode refletir a gravidade da mesma, é possivel
estimar a atividade conforme o titulo de um autoanticorpo e, entdo, usar esta
estimativa como uma medida de gravidade ou progressao de doengca (HAWA et al.,

2004).

Classificagao de Doenga

Em pacientes com doenca estabelecida, os autoanticorpos podem definir a
natureza da doenca e proporcionar marcadores para classificar a doenca. Por
exemplo, diabetes tipo 1, tireoidite, e adrenalite, sdo classificadas como autoimunes
ou ndo autoimunes baseadas na presencga ou auséncia de anticorpos associados a
doenca (HAWA et al., 2004).

As miopatias inflamatérias idiopaticas s&o caracterizadas pela produgao de
autoanticorpos contra varios constituintes celulares. Estes autoanticorpos
correlacionam-se com certas condigdes clinicas e prognéstico da doenca. Alguns
destes anticorpos s&o encontrados especificamente em pacientes com polimiosite e
dermatomiosite, sendo denominados anticorpos miosite-especificos (MIMORI et al.,
2007).

Dentre os anticorpos miosite-especificos, os anticorpos anti-Jo-1, anti-SRP e
anti-Mi 2 estdo associados com diferentes subgrupos clinicos (HIETARINTA;

LASSILA, 1996).
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1.4 Autoanticorpos como marcadores preditores

Uma vez que os autoanticorpos sdo marcadores de atividade de doenca,
compreende-se que, em algumas circunstancias, devam ser capazes de predizer
doenca (HAWA et al., 2004).

A idéia de que autoanticorpos possam ser usados como preditores de
doenca autoimune baseia-se em extensos estudos de diabetes tipo 1 e em estudos
de outras doencgas autoimunes (HAWA et al., 2004; HAREL, SHOENFELD, 2006).

Os autoanticorpos também podem predizer manifestagdes clinicas
especificas, permitindo assim a prevencao terciaria das complicagdes da doenga

(HAREL, SHOENFELD, 2006).

1.5 Autoanticorpos e doeng¢as reumaticas

Nas doencas reumaticas autoimunes, os primeiros autoanticorpos descritos
foram o fator reumatoide, no final da década de 30, por Erik Waaler (WAALER,
1940), e a célula LE, em 1948, por Malcolm Hargraves (HARGRAVES et al., 1948).

Em 1948, Malcolm Hargraves, Helen Richmond e Robert Morton notaram a
presenca de células previamente desconhecidas na medula 6ssea de paciente com

lupus eritematoso sistémico agudo. As células, chamadas células LE, foram
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descritas como leucocitos polimorfonucleares neutrofilicos maduros que fagocitavam
material nuclear (HARGRAVES et al., 1948).

Em 1949, Haserick e Bortz observaram que soros de pacientes com LES,
quando incubados com a medula 6ssea de doadores normais, eram capazes de
produzir células LE (HASERICK; BORTZ, 1949). O fendbmeno das células LE
transformou-se em um teste de utilidade clinica, embora ndo se conhecesse sua
base fisiopatolégica (ANDRADE e cols., 1998).

Em 1953, Peter Miescher observou que soros de coelhos imunizados com
nucleo celular eram capazes de induzir a formacgéo da célula LE, usando leucdcitos
humanos normais. Um ano apéds, este autor demonstrou que a absorgéo do soro de
LES, utilizando nucleo celular isolado de células timicas de bezerro, eliminava a
habilidade do soro em induzir a formagéo da célula LE (MIESCHER; FOUCONNET,
1954). Baseado nestes experimentos, o fator LE pdde ser confirmado como um
anticorpo antinuclear (HIEPE et al., 2000).

Em 1957, Friou foi o primeiro a aplicar a técnica de imunofluorescéncia para
a detecgéo de anticorpos antinucleares (FRIOU, 1957).

A imunofluorescéncia foi uma metodologia crucial para mostrar a presenca
de multiplos sistemas antigeno-anticorpo nas doengas autoimunes sistémicas. Esta
técnica possibilitou demonstrar que anticorpos poderiam ser usados como reagentes
analiticamente precisos e altamente especificos para localizar antigenos nucleares,
nucleolares e citoplasmaticos. A imunofluorescéncia facilitou o reconhecimento de

que multiplos anticorpos que estavam presentes nas doengas autoimunes eram
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capazes de reconhecer antigenos associados com particulas subcelulares, em
diferentes formas estruturais (TAN, 1988).

Em 1961, Beck utilizou cortes de figado de rato para demonstrar
fluorescéncia nuclear no soro de pacientes com uma variedade de doencas
reumaticas autoimunes (BECK, 1961).

A partir de 1968, a técnica de imunofluorescéncia indireta foi cada vez mais
usada na rotina dos laboratoérios, utilizando-se diferentes substratos, tais como
cortes de tecidos, células descamadas, eritrocitos de galinha e células HelLa. As
células HEp-2 foram introduzidas para triagem de anticorpos antinucleares em 1975

(HIEPE et al., 2000).

1.6 Os diferentes substratos

Os cortes de tecidos de roedores

O wuso da imunofluorescéncia indireta para triagem de anticorpos
antinucleares utilizando como substrato cortes de figado de camundongo ou rato
contribuiu para a identificacdo de um numero maior de autoanticorpos (COONS;
KAPLAN, 1950).

Com isto, houve um aumento da sensibilidade do teste para pacientes com

LES. O novo teste passou também a indicar a possivel presengca de alguns
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autoanticorpos em pacientes com suspeita de algumas doengas autoimunes como
esclerose sistémica e sindrome de Sjogren (DELLAVANCE; ANDRADE, 2007).

Em ensaios de imunofluorescéncia indireta & possivel observar padrbes
morfologicos resultantes da maneira como a fluorescéncia se distribui no substrato e
que correspondem a distribuicdo dos autoantigenos reconhecidos pelo soro do
paciente. No caso do ANA-IFI em figado de roedores, a observacédo de padrdes de
imunofluorescéncia indireta resulta do reconhecimento de antigenos do nucleo dos
hepatdcitos por autoanticorpos presentes no soro dos pacientes. Nesse contexto,
cinco padrdes basicos foram definidos e utilizados: 1) periférico e homogéneo; 2)
homogéneo; 3) pontilhado fino; 4) pontilhado grosso; 5) nucleolar (DELLAVANCE;

ANDRADE, 2007).

As células HEp-2

No inicio dos anos 50, iniciou-se o estudo de tumores transplantaveis para
emprego em experimentos laboratoriais (TOOLAN, 1954; MOORE et al., 1955).

A partir de 1980, comecgou-se a utilizar cada vez mais a célula HEp-2 como
substrato para a realizagdo da pesquisa de autoanticorpos por imunofluorescéncia
indireta. Trata-se de uma linhagem de células tumorais, derivadas de carcinoma de
laringe humana, cultivadas em monocamadas sobre laminas de vidro
(DELLAVANCE; ANDRADE, 2007).

A célula HEp-2, por suas caracteristicas tumorais, apresenta uma vasta

gama de antigenos e em alta quantidade. Ademais, os elementos citolégicos s&o
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grandes e bem evidenciados, contribuindo para uma 6tima visibilizagdo dos mesmos
quando corados por material fluorescente (DELLAVANCE; ANDRADE, 2007).

A expressao de antigenos dependentes do ciclo celular e a melhor
visibilidade dos diferentes compartimentos da célula (nucleo, nucléolo, citoplasma,
aparelho mitotico, e placa cromossdmica metafasica) resultaram em um espectro
ainda maior de padrdes de fluorescéncia. Os cinco padrdes basicos observados no
ensaio com “imprint” ou corte de figado de roedores deram lugar a mais de vinte
padrées que podem ser identificados com emprego das células HEp-2

(DELLAVANCE; ANDRADE, 2007).

1.7 Comparagao entre os substratos

Trabalhos comparativos da sensibilidade e/ou da especificidade entre
diferentes substratos tém demonstrado melhores resultados com a utilizagado das
células HEp-2 (KOZIN et al., 1980: MILLER et al., 1985; FORSLID et al., 1994).

O substrato HEp-2 tem comumente substituido os tecidos de roedores e
tem se tornado o substrato padrdo para realizagdo do teste. A literatura mais
relevante, nos recentes anos, baseia-se nos resultados obtidos em células HEp-2
(KAVANAUGH et al., 2000).

Além do aumento da sensibilidade do teste, o emprego de preparagdes de

células isoladas exibindo varios estagios do ciclo celular apresenta as seguintes
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vantagens sobre o uso de cortes histolégicos de figado animal:1) apresentacéo de
autoantigenos humanos que nao estao presentes em tecidos de roedores (por
exemplo, proteina Ro / SS-A); 2) visualizagdo de novos padrbes, tais como o0s
citoplasmaticos e aqueles evidenciados somente nas células em divisdo
(centromérico, fuso mitético, centriolar); 3) caracterizacédo de subtipos de padrdes
(por exemplo, nucleolar homogéneo, aglomerado e pontilhado); 4) observacéo do
dinamismo topografico de alguns antigenos durante o ciclo celular; 5) possibilidade
da manipulacdo dessas células por técnicas de engenharia genética para
proporcionar substratos especiais com aumento seletivo da expressdo de um

determinado autoantigeno (VIANA e cols., 2009).

1.8 Interpretacao do teste laboratorial

O FAN-HEp-2 apresenta-se como um importante método de triagem, pois
possibilita o conhecimento dos anticorpos provavelmente envolvidos (PFRIMER e
cols., 2001).

O resultado do teste deve informar se o teste é negativo ou positivo na
diluicdo de corte. Quando positivo, deve descrever o padréo de fluorescéncia e o
titulo de diluigao final no qual o padrao é observado (KAVANAUGH et al., 2000).

De acordo com o | Consenso Nacional para padronizagdo dos laudos de

FAN em células HEp-2, realizado no Brasil (Goiania — GO) em 2000, os padrdes de
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fluorescéncia devem ser classificados em quatro grupos: 1) nucleares (Figura 1); 2)
nucleolares (Figura 2); 3) citoplasmaticos (Figura 3); 4) relacionados com o aparelho
mitoético (Figura 4) (PFRIMER e cols., 2001).

O Il Consenso Brasileiro de Fator Antinuclear em células HEp-2, realizado
em 2002 (Goiania — GO), recomenda a substituicdo da terminologia tradicional FAN
por uma designacdo mais abrangente e que contemple a pesquisa de anticorpos
contra todos os constituintes celulares. Os resultados deste Consenso incluem
também uma modificacdo nos algoritmos de classificacdo dos padrdes, incluindo os
padrées mistos, e recomenda que os padrdes citoplasmaticos sejam liberados como

resultados positivos (DELLAVANCE e cols., 2003).
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Padroes
Nucleares

|
Pontilhado

Membrana

[ Homogéneo ] [

Nuclear

Grosso
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[ Centromérico

1

Grosso

Reticulado [ Fino Denso

Fino

Pleomorfico

Pontos
Isolados

Figura 1 — Arvores de classificagdo dos Padrdes Nucleares
segundo o | Consenso Nacional para padronizagao dos laudos de
FAN em células HEp-2.

Padroes
Nucleolares

Homogéneo ] [ Aglomerado [ Pontilhado

—J

Figura 2 — Arvores de classificacdo dos Padrées Nucleolares
segundo o | Consenso Nacional para padronizagdo dos laudos de
FAN em células HEp-2.
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Padrdes
Citoplasmaticos

]_

Fibrilar Pontilhado
( ) ) Polar
Linear
Fino Denso
Filamentar
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Segmentar
Reticulado
Pontos Isolados

Figura 3 — Arvores de Classificagdo dos Padrées Citoplasmaticos
segundo o | Consenso Nacional para padroniza¢do dos laudos de FAN

em células HEp-2.

Aparelho Mitético

Centriolo

Ponte

Intercelular

Fuso Mitético

NuMA 1

NuMA 2

Figura 4 — Arvores de classificagdo dos Padrées de Aparelho
Mit6tico segundo o | Consenso Nacional para padronizacao dos

laudos de FAN em célul

as HEp-2.
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Relevancia clinica dos padrdes de fluorescéncia

Alguns padrbes de fluorescéncia sao relativamente inespecificos, podendo
ser evocados por varios autoanticorpos distintos. Outros padrdes, entretanto, séo
ocasionados por um numero restrito de autoanticorpos e outros, ainda,
exclusivamente por um unico autoanticorpo. Na maior parte das vezes, entretanto, o
padrao de fluorescéncia ndo pode identificar qual o autoanticorpo presente, mas sua
definicdo é de vital importancia, pois pode sugerir qual o proximo passo ha
investigacdo de sua especificidade. Os ensaios para identificacdo dos
autoanticorpos sao especificos para cada teste (PFRIMER e cols., 2001).

De acordo com sua relevancia clinica para doengas autoimunes reumaticas,
os diferentes padrées de fluorescéncia podem ser divididos em quatro grupos
(LESER; ANDRADE, 2004):

e Padroes com forte relevancia clinica: nucleares homogéneo,
pontilhado grosso, centromérico, pontilhado pleomorfico; nuclear
pontilhado fino em altos titulos; nucleolar em altos titulos;
citoplasmaticos pontilhado fino, e pontilhado fino denso.

e Padroes com moderada relevancia clinica: nuclear pontilhado
grosso reticulado; membrana nuclear; multiplos pontos nucleares
isolados; aparelho mitético tipos NuMA-1 e NuMA-2; citoplasmatico

pontilhado reticulado.
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e Padrées com baixa relevancia clinica e raramente observados:
centriolo; ponte intercelular; raros pontos nucleares isolados;
citoplasmatico pontilhado polar; pontos citoplasmaticos isolados;
citoplasmatico fibrilar.

o Padroes de discutida relevancia clinica e alta freqiiéncia: nuclear
pontilhado fino denso em qualquer titulo; nuclear pontilhado fino
convencional, na diluicdo de 1:80.

Estudos de biologia molecular e celular permitiram estabelecer a associagao
de diversos padrdes de fluorescéncia, dominios celulares e seus respectivos
autoantigenos (DELLAVANCE e cols., 2007).

O padréo nuclear homogéneo representa a distribuigdo da cromatina no
nucleo (DELLAVANCE e cols., 2007), e pode resultar de anticorpos anti-DNAdSs,
anti-DNAss e anti-histonas (KEREN, 2002). Enquanto anticorpos anti-histona e anti-
DNAss estdo frequentemente presentes no LES, eles nao representam
especificidade para doenca, representada pelo anti-DNAds. Alguns anticorpos anti-
histona (anti-H1) estdo associados com o fendmeno da célula LE. Outras anti-
histonas, no entanto, estdo associados com lupus induzido por droga (KEREN,
2002).

O padrao nuclear pontilhado grosso representa o mapa de distribuicdo das
proteinas envolvidas no processamento do RNA mensageiro, também conhecido
como “spliceossome”. Estas proteinas sao reconhecidas pelos anticorpos anti-Sm e

anti-U1 RNP (DELLAVANCE e cols., 2007).
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Cerca de 15 a 30% dos pacientes com LES tém anti-Sm. Quando presente,
ele é altamente especifico para doenca (KEREN, 2002), e tem sido associado com
risco aumentado para serosite e manifestagbes do sistema nervoso central
(HIETARINTA; LASSILA, 1996).

Anti-U1 RNP é observado no soro de 30 a 40% dos pacientes com LES.
Nestes casos se relaciona com doenca menos grave, fendmeno de Raynaud, edema
digital e menor frequiéncia de complicagdes renais (HIETARINTA; LASSILA, 1996).

Anti-RNP é encontrado, em altos titulos, em 95 a 100% dos pacientes com
doenca mista do tecido conjuntivo (KEREN, 2002).

O padréao nucleolar esta comumente associado a esclerose sistémica. Nesta
doencga, os autoantigenos especificos identificados como alvos incluem: Scl-70, RNA
polimerase |, fibrilarina associada a U3-RNP, PM-Scl (KEREN, 2002).

Anti-Scl 70 é mais especifico para doenca, e esta associado com a forma
cutédnea difusa e manifestagbes viscerais precoces, tais como doenca renal e
envolvimento pulmonar (HIETARINTA; LASSILA, 1996).

Anticorpos para RNA-polimerase associam-se com doenga cutanea difusa,
alta prevaléncia de envolvimento visceral e pior sobrevida (HIETARINTA; LASSILA,
1996).

Anticorpos para fibrilarina sdo encontrados em cerca de 8% dos pacientes e
sé&o mais prevalentes em homens (HIETARINTA; LASSILA, 1996).

Anti-PM-Scl é descrito em 25% dos casos de superposi¢ao de esclerodermia

e miosite. Os pacientes tém manifestacdes de esclerodermia limitada, a miosite é
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usualmente responsiva a terapia, e o prognéstico é relativamente bom
(HIETARINTA; LASSILA, 1996).

Dentre os padrdes citoplasmaticos, destaca-se a associagao a anticorpos
antisintetases.

Anti-Jo-1 pode ser encontrado em 20 a 40% dos pacientes com polimiosite,
e esta frequentemente associado com envolvimento pulmonar. Pacientes com anti-
Jo-1 apresentam doenga grave, com pobre resposta a terapéutica (HIETARINTA;
LASSILA, 1996).

Outros padrées, também associados especificamente a determinados
dominios nucleares e seus respectivos antigenos, ndo sao considerados especificos
de uma dada doenca. Isto decorre do fato de que os anticorpos contra esses
antigenos n&o séo estritamente associados a uma condi¢do autoimune ou mesmo a
autoimunidade em geral. Alguns exemplos dessa situacdo sao o padrdo de raros

pontos nucleares isolados e o padrao centriolar (DELLAVANCE e cols., 2007).

Relevancia clinica dos titulos de fluorescéncia

O titulo do anticorpo antinuclear € uma medida indireta da quantidade total
de anticorpos séricos.Quanto maior o titulo, maior a quantidade de anticorpos

(MUTASIN; ADAMS, 2000).
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Geralmente o teste é negativo ou muito baixo em individuos jovens e sadios
(DELLAVANCE e cols., 2007; MUTASIN, ADAMS, 2000; BIZZARO, WIIK, 2004; TAN
et al., 1997).

Em um grande estudo multicéntrico desenvolvido por 15 laboratoérios
internacionais (06 — EUA, 05 — Europa, 02 — Australia, 01 — Japao, 01 — Canada),
realizado com individuos higidos, entre 20 e 60 anos, encontrou-se as seguintes
porcentagens de testes positivos: 1/40, em 31,7% dos individuos; 1/80, em 13,3%;
1/160, em 5%; e 1/320, em 3,3% (TAN et al., 1997).

O titulo é intermediario em alguns pacientes com doenga do tecido
conjuntivo, bem como em pessoas com uma grande variedade de condigbes
(MUTASIN; ADAMS, 2000). Estas condigdes incluem: idosos (MUTASIN, ADAMS,
2000;WARD, 1998), gestantes (MUTASIN, ADAMS, 2000; KIUTTU et al., 1994),
parentes de pacientes com doencga do tecido conjuntivo (MUTASIN, ADAMS, 2000;
WARD, 1998), outras doencas autoimunes (tais como cirrose biliar primaria e
tireoidite autoimune) (MUTASIN, ADAMS, 2000; SONTHEIMER et al., 1991),
infecgdes cronicas (MUTASIN, ADAMS, 2000; SONTHEIMER et al., 1991;
FERNANDEZ-MADRID, MATTIOLI, 1976), neoplasias (MUTASIN, ADAMS, 2000;
SONTHEIMER et al, 1991; FERNANDEZ-MADRID, MATTIOLI, 1976), e pessoas
sadias (MUTASIN, ADAMS, 2000; TAN et al, 1997; WARD, 1998).

A presenca de anticorpo antinuclear IgG em altos titulos, e sua persisténcia
ao longo do tempo, é caracteristica de algumas doengas reumaticas, tais como LES,
esclerodermia, sindrome de Sjégren e doenga mista do tecido conjuntivo (BIZZARO;

WIIK, 2004).
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Entretanto, em algumas situagdes, o titulo alto ndo significa
necessariamente presenca de doenca autoimune, como descrevem os estudos
seguintes:

VAILE et al. (2000) revisaram os soros com altos titulos (1/640) de
anticorpos antinucleares, ap6s um periodo de 6 meses, com o objetivo de determinar
se estes altos titulos conferiam uma especificidade para doenga difusa do tecido
conjuntivo. Os autores concluiram que uma significativa proporgao de pacientes com
altos titulos ndo tinha doencga do tecido conjuntivo no momento do teste.

MYCKATYN e RUSSEL (2003), em sua reviséo, apds um periodo de 5 anos,
mostraram que 91% dos pacientes que eram re-testados para anticorpos
antinucleares permaneciam positivos, enquanto somente 3 pacientes desenvolveram
doenca do tecido conjuntivo, refletindo a natureza mais sensivel, mas menos
especifica do teste.

WIJEYESINGHE e RUSSEL (2008) revisaram os soros de 27 pacientes,
ap6s um periodo de 10 anos, e observaram que 78% dos individuos permaneciam
positivos e 5 pacientes foram diagnosticados com doenca difusa do tecido
conjuntivo. Os autores concluiram que o teste deve ser usado em conjunto com
outras evidéncias e critérios clinicos para validar o diagnostico de doenca difusa do

tecido conjuntivo.
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1.9 Justificativa

Considerando que a determinacdo de autoanticorpos pela técnica de
imunofluorescéncia indireta proporciona importantes implicagcdes diagnosticas e
preditoras de progndstico ou de complicagdes nas varias condigdes autoimunes, e
baseando na inexisténcia de estudos em nosso Estado a respeito, realizou-se o
presente estudo para analisar os resultados da pesquisa de autoanticorpos contra

antigenos intracelulares e sua relevancia clinica.



2 Objetivos
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2.1 Geral

Verificar a correlacdo entre os diagnosticos clinicos e os padrdes de
fluorescéncia na pesquisa de anticorpos contra antigenos intracelulares (FAN),

utilizando como substrato células HEp-2.

2.2 Especificos

a) Determinar a frequéncia dos padrdes de fluorescéncia.
b) Verificar a correlagdo entre os diagnosticos clinicos e os titulos de
fluorescéncia.

c) Verificar as possiveis correlagcdes da mudanca dos padrdes de fluorescéncia.



3 Casuistica e Métodos
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3.1 Casuistica

Foram analisadas todas as solicitacdbes de pesquisa de autoanticorpos
contra antigenos intracelulares (FAN) encaminhadas ao Laboratério de Imuno-
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias, no
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2007.

Em seguida, foram selecionadas as solicitagbes com resultados de FAN
positivo, e destas se pesquisou nos prontuarios os dados de sexo, idade, e
diagnéstico clinico.

Para a coleta dos dados referentes ao diagndéstico clinico utilizou-se a
definicao clinica reportada no prontuario pelo médico assistente.

Os diagnosticos  clinicos de  doencas infecciosas, doencas
linfomieloproliferativas, doencas neoplasicas; os sintomas clinicos isolados; e as
alteragdes laboratoriais hematologicas, isoladas ou associadas, foram englobados

em um grupo denominado como “outras causas”.
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Nos casos em que nédo se observou identificagdo ou conclusédo do

diagnostico, utilizou-se a terminologia “nao definido”.

3.1.1 Critérios de inclusdo
a) Soros de pacientes com idade igual ou maior que 18 anos;
b) Pesquisa de anticorpos contra antigenos intracelulares (FAN) utilizando
como substrato células HEp-2;
c) Pesquisa com titulo igual ou maior que 1:40;
d) Prontuarios de pacientes do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias;

e) Prontuarios que contivessem dados para analise.

3.1.2 Critérios de excluséao
a) Soros de pacientes com idade menor que 18 anos;
b) Pesquisa negativa para anticorpos contra componentes celulares;
c) Uso do substrato corte (“imprint”) de figado de camundongo;

d) Prontuarios que n&o contivessem dados para analise.
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3.1.3 Aspectos éticos

A coleta dos dados foi iniciada ap6s a aprovacao do protocolo de estudo
(107/07) pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Goias e aprovagédo da verificagcdo dos
dados em prontuarios pela Diretoria Técnica do Hospital das Clinicas. (ANEXOS 1 e

2)

3.2 Métodos

No Laboratério de Imuno-Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias a pesquisa de anticorpos contra componentes
celulares em células HEp-2 é realizada pela técnica de imunofluorescéncia indireta e
utiliza-se o kit comercial VIRGO ANA / HEp-2 IgG IFA (Hemagen Diagnostics, Inc.).

Inicialmente, as células sao incubadas com os soros diluidos na titulagao de
triagem de 1:40, em tampao salina fosfato (PBS) por 30 minutos, em camara umida,
a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas sao lavadas duas vezes (7 e 8
minutos, respectivamente) em PBS e incubadas por 30 minutos com anticorpos
secundarios anti-IlgG humana conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC),
em camara umida, a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, as laminas sao
lavadas em PBS, por duas vezes (7 e 8 minutos, respectivamente), e montadas com
glicerina tamponada e laminula.

A leitura é feita por um Unico observador (a pesquisadora) em microscopio

de fluorescéncia, modelo Olympus, sob aumento de 400 vezes.
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Os soros que apresentam resultado positivo na titulagdo de triagem (1:40)
sdo diluidos em titulagbes seriadas (1:40, 1:160 e 1:640) para a determinagao
quantitativa.

Utilizando os critérios para graduacao da intensidade de fluorescéncia do Kit,
0s soros na titulacdo 1:640 que apresentam fluorescéncia de 4+ sdo considerados
com titulacao > 1: 640.

Os critérios apresentados no kit comercial para graduagéo da intensidade de
fluorescéncia séo:

4+ = fluorescéncia verde-maca brilhante, cintilante.

3+ = fluorescéncia verde-maca clara, brilhante.

2+ = fluorescéncia verde-maga clara, identificavel.

1+ = fluorescéncia verde-macéa fosca, faltando em agudeza, mas legivel.

0 = né&o fluorescente ou fluorescéncia mal visivel.

Para a classificacdo dos padrboes de fluorescéncia utiliza-se as arvores de
classificagdo (Figuras 1, 2, 3 e 4) definidas pelo | Consenso Nacional para
padronizagao dos laudos de FAN em células HEp-2 (PFRIMER e cols., 2001).

A classificagdo dos padroes mistos e a identificagdo dos padrbes
citoplasmaticos como resultados positivos obedecem as orientagcdes do Il Consenso

Brasileiro de Fator Antinuclear em células HEp-2 (DELLAVANCE e cols., 2003).
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3.2.1 Anilise estatistica

Inicialmente os dados foram tabulados, sendo utilizado o programa Microsoft
Excel 2003, e realizado o estudo descritivo das variaveis.

A analise estatistica foi realizada pelo programa SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) for Windows, verséo 15.0.

Para apresentacéo dos dados, utilizou-se a analise estatistica exploratéria.

Para comparacao das variaveis qualitativas, utilizou-se analise de regressao
logistica.

Foi estabelecido como nivel de significancia de 95% de confianga (p < 0,05)
para as variaveis analisadas.

Para comparagéo das variaveis quantitativas, utilizou-se o teste t-Student.



4 Resultados
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Foram analisados 8631 soros de pacientes com solicitagbes para FAN, no
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2007. Encontramos, nesta amostra, 1167
soros com resultado positivo (13,52%).

Estes 1167 testes positivos foram divididos em dois grupos, de acordo com o
numero de solicitagbes feitas: 623 testes foram solicitados em uma unica ocasiédo e
formaram o Grupo | (n= 623); 327 testes foram solicitados em mais de uma ocasiao,
para o mesmo paciente, e formaram o Grupo Il (n=162). Duzentos e dezessete
testes foram excluidos da analise em decorréncia da auséncia de dados nos

prontuarios ou da auséncia de prontuarios.

ANALISE DO GRUPO I:

A média e desvio padrao da idade dos pacientes do Grupo | encontra-se na

Tabela 1.
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Tabela 1 — Média e Desvio Padrao da idade dos pacientes do Grupo | (exames

solicitados em uma ocasiéo).

IC Média (95%)

Inferior Superior

Variavel n Média Desvio Padrao

Idade 623 39,70 13,48 38,64 40,77

Na analise deste Grupo detectou-se 17 padrdes de fluorescéncia,
distribuidos na seguinte proporgéo: nucleares, em 557 casos; mistos, em 24 casos;
nucleolares, em 21 casos; citoplasmaticos, em 21 casos. A freqliéncia dos padrbes

de fluorescéncia do Grupo | € demonstrada na Figura 5.
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FIGURA 5 - Freqiiéncia dos padrées de fluorescéncia do Grupo I (n=623) na pesquisa
de autoanticorpos contra antigenos intracelulares, em Goidnia — Goias, no periodo de
jan./2000 a dez./2007.
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A Tabela 2 apresenta a distribuicdo da freqiéncia dos padrbes de

fluorescéncia.

TABELA 2 - Distribuicdo da freqiiéncia dos padrdes de fluorescéncia do Grupo |
(n=623) na pesquisa de autoanticorpos contra antigenos intracelulares em Goiania —

Goias, no periodo de jan./2000 a dez./2007.

Numero de Pacientes

Padréo

n %
Nuclear Pontilhado Fino 204 32,74
Nuclear Pontilhado Grosso 186 29,86
Nuclear Homogéneo 65 10,43
Nuclear Pontilhado Fino Denso 61 9,79
Nuclear Pontilhado Centromérico 12 1,93
Nuclear Pontilhado 12 1,93
Nuclear Pontilhado Grosso Reticulado 10 1,61
Nuclear Pontilhado, tipo pontos isolados 6 0,96
Nuclear tipo Membrana Nuclear 1 0,16
Mistos 24 3,85
Nucleolar 21 3,37
Citoplasmatico Pontilhado Fino Denso 8 1,28
Citoplasmatico Pontilhado Reticulado 6 0,96
Citoplasmatico Pontilhado Fino 4 0,64
Citoplasmatico Pontilhado Polar 2 0,32
Citoplasmatico Fibrilar 1 0,16

Total 623 100,00
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Na analise do Grupo | observou-se a descricao de 32 diagnésticos clinicos,
assim distribuidos: doengas autoimunes reumaticas, em 373 casos (59,87%);
doengas autoimunes ndo-reumaticas, em 12 casos (1,93%); doengas nao
autoimunes, em 216 casos (34,67%) e diagnéstico ndo definido em 22 casos
(3,53%).

A distribuicdo dos padrbes de fluorescéncia de acordo com a presenca de

doenga autoimune esta apresentada na Tabela 3.

TABELA 3: Distribuicdo dos padrbes de fluorescéncia do Grupo | (n=623) de acordo

com a presenca de doenga autoimune.

. Presencga Auséncia
Padréo
n % n %
Nuclear Pontilhado Fino (n=204) 106 52,0 98 48,0
Nuclear Pontilhado Grosso (n=186) 129 69,4 57 30,6
Nuclear Homogéneo (n=65) 54 83,1 11 16,9
Nuclear Pontilhado Fino Denso (n=61) 39 63,9 22 36,1
Mistos (n=24) 14 58,3 10 41,7
Nucleolar (n=21) 11 52,4 10 47,6
Nuclear Pontilhado (n=12) 9 75,0 3 25,0
Nuclear Pontilhado Centromérico (n=12) 6 50,0 6 50,0
Nuclear Pontilhado Grosso Reticulado (n=10) 4 40,0 6 60,0
Citoplasmatico Pontilhado Fino Denso (n=08) 4 50,0 4 50,0
Citoplasmatico Pontilhado Reticulado (n=06) 3 50,0 3 50,0
Nuclear Pontilhado, tipo Pontos Isolados (n=06) 3 50,0 3 50,0
Citoplasmatico Pontilhado Fino (n=04) 3 75,0 1 25,0
Citoplasmatico Pontilhado Polar (n=02) — 0,0 2 100,0
Citoplasmatico Fibrilar (n=01) — 0,0 1 100,0
Nuclear, tipo Membrana Nuclear (n=01) — 0,0 1 100,0

TOTAL 385 61,8 238 38,2
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As doencgas autoimunes reumaticas observadas em maior freqiéncia foram:
lUpus eritematoso, em 237 casos; artrite reumatdide, em 61 casos; doenga mista do
tecido conjuntivo, em 19 casos e esclerose sistémica em 16 casos.

A distribuicdo dos padrées de fluorescéncia no lupus eritematoso sistémico é

apresentada na Tabela 4.

TABELA 4 - Distribuicdo dos padrdes de fluorescéncia no lupus eritematoso
sistémico (n=215).

Padrao n°® de casos %

Nuclear Pontilhado Grosso 70 32,6
Nuclear Pontilhado Fino 51 23,7
Nuclear Pontilhado Fino Denso 23 10,7
Nuclear Pontilhado 04 1,9
Nuclear Pontilhado Grosso Reticulado 02 0,9
Nuclear Pontilhado Centromérico 01 0,5
Nuclear Pontilhado, tipo pontos isolados 01 0,5
Nuclear Homogéneo 43 20,0
Mistos 10 4,7
Nucleolar 04 1,9
Citoplasmatico Pontilhado Fino Denso 04 1,9
Citoplasmatico Pontilhado Fino 01 0,5
Citoplasmatico Pontilhado Reticulado 01 0,5
TOTAL 215 100

No lupus eritematoso discéide (n=11) observou-se o padrédo nuclear
pontilhado fino em 07 casos (63,6%) e o padrédo nuclear pontilhado grosso em 04
casos (36,4%). (ANEXO 3)

Na superposi¢cdo LES e esclerose sistémica (n=01) observou-se o padréao

nuclear pontilhado fino denso. (ANEXO 3)
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Na superposicdo LES e sindrome dos anticorpos antifosfolipides (n=10)
observou-se o padrao nuclear pontilhado grosso em 04 casos (40%), o padrao
nuclear pontilhado fino em 03 casos (30%) e o padréo nuclear homogéneo em 03
casos (30%). (ANEXO 3)

A distribuicdo dos padrdes na artrite reumatoide (AR+AIlJ) é apresentada na

Tabela 5.

TABELA 5 - Distribuicdo dos padrdes de fluorescéncia na artrite reumatoide (n=54).

Padréo n° de casos %

Nuclear Pontilhado Fino 22 40,7
Nuclear Pontilhado Grosso 13 24,0
Nuclear Pontilhado Fino Denso 10 18,5
Nuclear Pontilhado 01 1,9
Nuclear Pontilhado Grosso Reticulado 01 1,9
Nuclear Pontilhado Centromérico 01 1,9
Nuclear Pontilhado, tipo pontos isolados 01 1,9
Nucleolar 03 55
Nuclear Homogéneo 01 1,9
Mistos 01 1,9
TOTAL 54 100

Na superposicao artrite reumatdide e LES (n=05) observou-se o padrao
nuclear pontilhado grosso em 03 casos (60%), o padrao nuclear pontilhado fino em
01 caso (20%) e o padréo misto em 01 caso (20%). (ANEXO 3)

Na superposicdo artrite reumatdéide e polimiosite (n=01) observou-se o

padrao nuclear pontilhado grosso. (ANEXO 3)
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Na superposicao artrite reumatoéide e sindrome de Sjégren (n=01) observou-
se o0 padrao nuclear pontilhado fino.(ANEXO 3)
A distribuicdo dos padrdes de fluorescéncia na doenca mista do tecido

conjuntivo € apresentada na Tabela 6.

TABELA 6 — Distribuicdo dos padrées de fluorescéncia na doenca mista do tecido
conjuntivo (n=19).

Padrao n°® de casos %

Nuclear Pontilhado Grosso 13 68,4
Nuclear Pontilhado Fino 03 15,7
Nuclear Homogéneo 01 53
Nucleolar 01 53
Mistos 01 53
TOTAL 19 100

Na esclerose sistémica (n=06) observou-se o padrédo nuclear pontilhado fino
em 02 casos (33,3%), o padrao nuclear pontilhado fino denso em 02 casos (33,3%),
o padréo nuclear pontilhado centromérico em 01 caso (16,7%) e o padrao nuclear
homogéneo em 01 caso (16,7%). (ANEXO 3)

Na forma localizada da esclerose sistémica (CREST) (n=06) observou-se o
padréo nuclear pontilhado centromérico em 03 casos (50%), o padrdo nuclear
pontilhado fino em 01 caso (16,7%), o padréo nuclear pontilhado grosso em 01 caso

(16,7%) e o padrao misto em 01 caso (16,7%). (ANEXO 3)
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Na superposicdo escleromiosite (n=04) observou-se o padrdo nuclear
pontilhado grosso em 02 casos (50%) e o padréao nucleolar em 02 casos (50%).
(ANEXO 3)

Nas doencgas autoimunes reumaticas de menor freqiéncia observou-se a
seguinte distribuicdo dos padrdes:

Na dermatomiosite (n=04) observou-se o padrao nuclear pontilhado grosso
em 02 casos (50%), o padrao nuclear pontilhado em 01 caso (25%) e o padréo
nuclear pontilhado tipo pontos isolados em 01 caso (25%). (ANEXO 3)

Na polimiosite (n=04) observou-se o padrdo nuclear pontilhado fino denso
em 02 casos (50%), o padrao nuclear pontilhado grosso em 01 caso (25%) e o
padrao citoplasmatico pontilhado fino em 01 caso (25%). (ANEXO 3)

Na sindrome de Sjégren (n=07) observou-se o padrdo nuclear pontilhado
grosso em 04 casos (57,1%), o padrao nuclear pontilhado fino em 02 casos (28,6%)
e 0 padrao citoplasmatico pontilhado reticulado em 01 caso (14,3%). (ANEXO 3)

Na doenca de Still (n=04) observou-se o padrédo nuclear pontilhado fino em
01 caso (25%), o padréao nuclear pontilhado em 01 caso (25%) e o padrao nuclear
homogéneo em 02 casos (50%). (ANEXO 3)

Na doenca de Behget (n=02) observou-se o padrdo nuclear pontilhado fino
em 01 caso (50%) e o padréao nucleolar em 01 caso (50%). (ANEXO 3)

Na sindrome dos anticorpos antifosfolipides (n=04) observou-se o padrao
nuclear pontilhado fino em 02 casos (50%), o padrao nuclear pontilhado grosso em

01 caso (25%) e o padréo nuclear homogéneo em 01 caso (25%). (ANEXO 3)
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Na febre reumatica (n=01) observou-se o padrao nuclear pontilhado grosso.
(ANEXO 3)

Na espondiloartrite (n=02) observou-se o padrado nuclear pontilhado grosso
reticulado em 01 caso (50%) e o padréao citoplasmatico pontilhado fino em 01 caso
(50%). (ANEXO 3)

O diagnéstico de sindrome reumatoéide foi descrito em 06 casos. Nestes,
observou-se o padrao nuclear pontilhado fino em 02 casos (33,3%), o padrédo
nuclear pontilhado grosso em 02 casos (33,3%), o padrédo nuclear pontilhado fino
denso em 01 caso (16,7%) e o padrao nuclear homogéneo em 01 caso (16,7%).
(ANEXO 3)

O diagnostico de doenca indiferenciada do tecido conjuntivo foi descrito em
05 casos. Nestes, observou-se o padrao nuclear pontilhado grosso em 04 casos
(80%) e o padrao nuclear pontilhado fino em 01 caso (20%). (ANEXO 3)

O diagnéstico de colagenose foi descrito em 01 caso e observou-se o
padrao nuclear pontilhado fino. (ANEXO 3)

As doengas autoimunes nao-reumaticas (n=12) descritas foram: tireoidite
autoimune, em 04 casos; purpura trombocitopénica, em 04 casos; hepatite
autoimune, em 02 casos; anemia hemolitica autoimune, em 01 caso e superposicéo
anemia hemolitica autoimune e tireoidite autoimune em 01 caso.

Na tireoidite autoimune (n=04) observou-se o padréo nuclear pontilhado
grosso em 02 casos (50%), o padrao nuclear pontilhado fino em 01 caso (25%) e o

padrao nuclear pontilhado em 01 caso (25%). (ANEXO 3)
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Na purpura trombocitopénica (n=04) observou-se o padrdo nuclear
pontilhado fino em 02 casos (50%), o padrao nuclear pontilhado em 01 caso (25%) e
0 padrao citoplasmatico pontilhado reticulado em 01 caso (25%). (ANEXO 3)

Na hepatite autoimune (n=02) observou-se o padrdo nuclear pontilhado fino
em 01 caso (50%) e o padrao nuclear pontilhado grosso em 01 caso (50%). (ANEXO
3)

Na anemia hemolitica autoimune (n=01) observou-se o padrdo nuclear
pontilhado fino. (ANEXO 3)

Na superposi¢édo anemia hemolitica autoimune e tireoidite autoimune (n=01)
observou-se o padrao nuclear homogéneo. (ANEXO 3)

Em 216 casos (34,67%) o diagndstico clinico ndo se correlacionou com
doenca autoimune e apresentou a seguinte distribuicao: 05 casos de fibromialgia
(2,3%) e 211 casos de outras causas (97,7%).

Na fibromialgia (n=05) observou-se o padréo nuclear pontilhado fino em 04
casos (80%) e o padrao citoplasmatico pontilhado polar em 01 caso (20%). (ANEXO
3)

A distribuicdo dos padrdes de fluorescéncia nas situagbes clinicas

englobadas no grupo de outras causas (n=211) é representada na Tabela 7.
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TABELA 7 - Distribuicdo dos padrées de fluorescéncia nas doengas nao-
autoimunes englobadas no grupo denominado de Outras Causas (n=211).

Padrao n° de casos %

Nuclear Pontilhado Fino 87 41,2
Nuclear Pontilhado Grosso 50 23,7
Nuclear Pontilhado Fino Denso 20 9,5
Nuclear Pontilhado Grosso Reticulado 06 2,8
Nuclear Pontilhado Centromérico 05 24
Nuclear Pontilhado, tipo pontos isolados 03 1,4
Nuclear Pontilhado 03 1,4
Nuclear Homogéneo 09 4.3
Nucleolar 09 4,3
Citoplasmatico Pontilhado Fino Denso 03 1,4
Citoplasmatico Pontilhado Reticulado 03 1,4
Citoplasmatico Pontilhado Fino 01 0,5
Citoplasmatico Pontilhado Polar 01 0,5
Nuclear tipo Membrana Nuclear 01 0,5
Mistos 10 4,7
TOTAL 211 100

Em 22 casos (3,53%) o diagndéstico clinico néo foi definido. O padrao nuclear
pontilhado fino foi observado em 07 casos (31,8%), o padrdao nuclear pontilhado
grosso em 07 casos (31,8%), o padrao nuclear pontilhado fino denso em 02 casos
(9,1%), o padréo nuclear pontilhado centromérico em 01 caso (4,5%) e o padréo
nuclear homogéneo em 02 casos (9,1%). Os padrdes nucleolar, citoplasmatico
pontilhado fino denso e citoplasmatico fibrilar foram observados, cada, em 01 caso
(4,5%). (ANEXO 3)

Com relagao ao titulo de fluorescéncia, os resultados observados foram: 169

casos (27,12%) apresentaram titulo 1:40; 153 casos (24,55%) apresentaram titulo
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1:160; 127 casos (20,38%) apresentaram titulo 1:640; 174 casos (27,92%)
apresentaram titulo > 1:640.

O diagnostico de doenga autoimune foi observado com a seguinte
distribuicdo: em 63 casos (37,28%) com titulo 1:40 (n=169); em 83 casos (54,25%)
com titulo 1:160 (n=153); em 93 casos (73,23%) com titulo 1:640 (n=127); em 146

casos (83,91%) com titulo > 1:640 (n=174). (Figura 6)
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FIGURA 6 - Distribuigdo dos titulos de fluorescéncia de acordo com a
presenca de doen¢a autoimune (n=623).

A distribuigado dos titulos nas doengas autoimunes reumaticas foi:
No lupus eritematoso sistémico (n=215) observou-se titulo 1:40 em 21 casos
(9,8%), titulo 1:160 em 45 casos (20,9%), titulo 1:640 em 55 casos (25,6%) e titulo >

1:640 em 94 casos (43,7%). (Tabela 8/1)



Resultados - 64

No lupus eritematoso discoide (n=11) observou-se titulo 1:40 em 08 casos
(72,7%), titulo 1:640 em 01 caso (9,1%) e titulo > 1:640 em 02 casos (18,2%).
(Tabela 8/2)

Na superposicao LES e esclerose sistémica (n=01) observou-se o titulo >
1:640. (Tabela 8/2)

Na superposicdo LES e sindrome dos anticorpos antifosfolipides (n=10)
observou-se titulo 1:40 em 01 caso (10%), titulo 1:160 em 02 casos (20%), titulo
1:640, em 04 casos (40%) e titulo > 1:640 em 03 casos (30%). (Tabela 8/2)

Na artrite reumatéide (AR+AIJ) (n=54) observou-se titulo 1:40 em 19 casos
(35,18%), titulo 1:160 em 20 casos (37,03%), titulo 1:640 em 08 casos (14,81%) e
titulo > 1:640 em 07 casos (12,96%).(Tabela 8/1)

Na superposigcado artrite reumatéide e LES (n=05) observou-se titulo 1:160
em 01 caso (20%) e titulo > 1:640 em 04 casos (80%). (Tabela 8/1)

Na superposi¢ao artrite reumatoide e polimiosite (n=01) observou-se titulo >
1:640. (Tabela 8/1)

Na superposicao artrite reumatoide e sindrome de Sjégren (n=01) observou-
se titulo 1:640. (Tabela 8/1)

Na doenca mista do tecido conjuntivo (n=19) observou-se titulo 1:160 em 01
caso (5,3%), titulo 1:640 em 04 casos (21,1%) e titulo > 1:640 em 14 casos (73,7%).
(Tabela 8/1)

Na esclerose sistémica (n=06) observou-se titulo 1:40 em 01 caso (16,7%),

titulo 1:640 em 02 casos (33,3%) e titulo > 1:640 em 03 casos (50%). (Tabela 8/1)
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Na forma localizada da esclerose sistémica (CREST) (n=06) observou-se
titulo 1:160 em 01 caso (16,7%), titulo 1:640 em 03 casos (50%) e titulo > 1:640 em
02 casos (33,3%). (Tabela 8/1)

Na superposicédo escleromiosite (n=04) observou-se titulo 1:40 em 01 caso
(25%) e titulo 1:160 em 03 casos (75%). (Tabela 8/1)

Na dermatomiosite (n=04) observou-se titulo 1:40 em 01 caso (25%), titulo
1:640 em 01 caso (25%) e titulo > 1:640 em 02 casos (50%). (Tabela 8/1)

Na polimiosite (n=04) observou-se titulo 1:640 em 02 casos (50%) e titulo >
1:640 em 02 casos (50%). (Tabela 8/2)

Na sindrome de Sjégren (n=07) observou-se titulo 1:160 em 01 caso
(14,3%), titulo 1:640 em 05 casos (71,4%) e titulo > 1:640 em 01 caso (14,3%).
(Tabela 8/2)

Na doenca de Still (n=04) observou-se titulo 1:40 em 01 caso (25%) e titulo
> 1:640 em 03 casos (75%). (Tabela 8/2)

Na doenca de Behget (n=02) observou-se titulo 1:40 em 01 caso (50%) e
titulo 1:640 em 01 caso (50%). (Tabela 8/2)

Na sindrome dos anticorpos antifosfolipides (n=04) observou-se titulo 1:160
em 03 casos (75%) e titulo > 1:640 em 01 caso (25%). (Tabela 8/2)

Na febre reumatica (n=01) observou-se o titulo 1:40. (Tabela 8/2)

Na espondiloartrite (n=02) observou-se o titulo 1:40. (Tabela 8/1)

Nos casos de diagnéstico de sindrome reumatéide (n=06) observou-se titulo
1:40 em 02 casos (33,3%), titulo 1:160 em 01 caso (16,7%), titulo 1:640 em 02

casos (33,3%) e titulo > 1:640 em 01 caso (16,7%). (Tabela 8/2)
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Nos casos de diagnéstico de doenca indiferenciada do tecido conjuntivo
(n=05) observou-se titulo 1:640 em 01 caso (20%) e titulo > 1:640 em 04 casos
(80%). (Tabela 8/1)

No caso de diagnostico de colagenose (n=01) observou-se o titulo > 1:640.
(Tabela 8/1)

Nos casos de doencgas autoimunes n&o-reumaticas, a distribuicdo dos titulos
foi:

Na tireoidite autoimune (n=04) observou-se titulo 1:40 em 01 caso (25%),
titulo 1:160 em 01 caso (25%) e titulo 1:640 em 02 casos (50%). (Tabela 8/2)

Na purpura trombocitopénica (n=04) observou-se titulo 1:40 em 02 casos
(50%) e titulo 1:160 em 02 casos (50%). (Tabela 8/2)

Na hepatite autoimune (n=02) observou-se titulo 1:160 em 01 caso (50%) e
titulo 1:640 em 01 caso (50%).(Tabela 8/2)

Na anemia hemolitica autoimune (n=01) observou-se o titulo 1:40 (Tabela
8/1)

Na superposi¢cao anemia hemolitica autoimune e tireoidite autoimune (n=01),
observou-se o titulo 1:160. (Tabela 8/1)

Nos casos em que o diagnostico clinico ndo se correlacionou com doenca
autoimune (n=216), a distribui¢cao dos titulos observada foi:

Na fibromialgia (n=05) observou-se titulo 1:40 em 04 casos (80%) e titulo

1:160 em 01 caso (20%). (Tabela 8/1)
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As situagdes clinicas englobadas no grupo de outras causas (n=211)
apresentaram titulo 1:40 em 95 casos (45%), titulo 1:160 em 63 casos (29,9%), titulo
1:640 em 29 casos (13,7%) e titulo > 1:640 em 24 casos (11,4%). (Tabela 8/2)

Os casos em que o diagndstico clinico nao foi definido (n=22) apresentaram
titulo 1:40 em 07 casos (31,8%), titulo 1:160 em 06 casos (27,3%), titulo 1:640 em

05 casos (22,7%) e titulo > 1:640 em 04 casos (18,2%).(Tabela 8/2).
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Tabela 8 / 1 — Distribuicdo dos titulos de fluorescéncia do Grupo | de acordo com os
diagnosticos clinicos.

Titulo AHAI AR AR+LES AR+PM
n % n % n % n %
1/40 1 100,0 18 34,6 - 0,0 - 0,0
1/160 - 0,0 19 36,5 1 20,0 - 0,0
1/640 - 0,0 8 15,4 - 0,0 - 0,0
>1/640 - 0,0 7 13,5 4 80,0 1 100,0
Total 1 100,0 52 100,0 5 100,0 1 100,0
Titulo AR+SJOGREN AlJ Behcet Colagenose
n % n % n % n %
1740 - 0,0 1 50,0 1 50,0 - 0,0
17160 - 0,0 1 50,0 - 0,0 - 0,0
1/640 1 100,0 - 0,0 1 50,0 - 0,0
>1/640 - 0,0 - 0,0 - 0,0 1 100,0
Total 1 100,0 2 100,0 2 100,0 1 100,0
Titulo CREST DM DITC DMTC
n % n % n % n %
1/40 - 0,0 1 25,0 - 0,0 - 0,0
17160 1 16,7 0,0 - 0,0 1 53
1/640 3 50,0 1 25,0 1 20,0 4 21,1
>1/640 2 33,3 2 50,0 4 80,0 14 73,7
Total 6 100,0 4 100,0 5 100,0 19 100,0
Titulo Ea ES Escleromiosite FM
n % n % n % n %
1/40 2 100,0 1 16,7 1 25,0 4 80,0
1/160 - 0,0 - 0,0 3 75,0 1 20,0
1/640 - 0,0 2 33,3 - 0,0 - 0,0
>1/640 - 0,0 3 50,0 - 0,0 - 0,0
Total 2 100,0 6 100,0 4 100,0 5 100,0

AHAI= anemia hemolitica autoimune; AR= artrite reumatoéide; LES= lupus eritematoso sistémico; PM=
polimiosite; AlJ= artrite idiopatica juvenil; CREST= calcinose, Raynaud, esofagopatia, esclerodactilia,
telangiectasia; DM= dermatomiosite; DITC= doenca indiferenciada do tecido conjuntivo; DMTC=
doenca mista do tecido conjuntivo; Ea= espondiloartrite; ES= esclerose sistémica; FM= fibromialgia.
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Tabela 8 / 2 — Distribuicdo dos titulos de fluorescéncia do Grupo | de acordo com os
diagnosticos clinicos.

. FR Hepatite Al LED LES
Titulo
n % n % n % n %
1740 1 100,0 - 0,0 8 72,7 21 9,8
1/160 - 0,0 1 50,0 - 0,0 45 20,9
1/640 - 0,0 1 50,0 1 9,1 55 25,6
>1/640 - 0,0 - 0,0 2 18,2 94 43,7
Total 1 100,0 2 100,0 11 100,0 215 100,0
Titulo LES+ES LES+SAAF PM PT
n % n % n % n %
1/40 - 0,0 1 10,0 - 0,0 2 50,0
1/160 - 0,0 2 20,0 - 0,0 2 50,0
1/640 - 0,0 4 40,0 2 50,0 - 0,0
>1/640 1 100,0 3 30,0 2 50,0 - 0,0
Total 1 100,0 10 100,0 4 100,0 4 100,0
Titulo SAAF Sindrome reumatobide Sjégren Still
n % n % n % n %
1740 - 0,0 2 33,3 - 0,0 1 25,0
1/160 3 75,0 1 16,7 1 14,3 - 0,0
1/640 - 0,0 2 33,3 5 71,4 - 0,0
>1/640 1 25,0 1 16,7 1 14,3 3 75,0
Total 4 100,0 6 100,0 7 100,0 4 100,0
Titulo Tireoidite Al OUTRAS CAUSAS NAO DEFINIDO AHAI+Tireoidite Al
n % n % n % n %
1740 1 25,0 95 45,0 7 31,8 - 0,0
1/160 1 25,0 63 29,9 6 27,3 1 100,0
1/640 2 50,0 29 13,7 5 22,7 - 0,0
>1/640 - 0,0 24 11,4 4 18,2 - 0,0
Total 4 100,0 211 100,0 22 100,0 1 100,0

FR= febre reumatica; Al = autoimune; LED= lupus eritematoso discoide; LES= lupus eritematoso
sistémico; ES= esclerose sistémica; SAAF= sindrome dos anticorpos antifosfolipides; PM=

polimiosite; PT= purpura trombocitopénica; AHAI= anemia hemolitica autoimune.
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ANALISE DO GRUPO II:

Na analise do Grupo Il (n= 162), os resultados encontrados foram:

Quando o exame foi solicitado em mais de uma ocasido, para 0 mesmo
paciente, observou-se a existéncia de trés grupos de diagnésticos, distribuidos de
acordo com o fator padrdo (mantido ou ndo mantido):

Em um grupo de 12 diagnosticos observou-se a manutencéo do padréao de

fluorescéncia. (Tabela 9)

TABELA 9 - Distribuicdo dos diagnoésticos onde o padrao de fluorescéncia se

manteve (n=19).

Diagnéstico (n)
CREST 03
DITC 03
Escleromiosite 03
LES + ES 02
AHAI 01
Colagenose 01
DDTC 01
Fibromialgia 01
Febre Reumatica 01
LED 01
LES + Dermatomiosite 01
SAAF 01
TOTAL 19
CREST = calcinose, Raynaud, esofagopatia, esclerodactilia, telangiectasia; DITC = doenca

indiferenciada do tecido conjuntivo; LES = lupus eritematoso sistémico; ES = esclerose sistémica;
AHAI = anemia hemolitica autoimune; DDTC = doencga difusa do tecido conjuntivo; LED = lupus
eritematoso discoide; SAAF = sindrome dos anticorpos antifosfolipides.
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Em um grupo de 04 diagnédsticos observou-se que o padrao de fluorescéncia

nao se manteve. (Tabela 10)

TABELA 10 — Distribuicdo dos diagnosticos onde o padrao de fluorescéncia néo se

manteve (n=06).

Diagnéstico (n)
Sindrome Reumatoéide 02
Sindrome de Sjogren 02
AR + LES 01
LES + SAAF 01
TOTAL 06

AR = artrite reumatdide; LES = lupus eritematoso sistémico; SAAF = sindrome dos
anticorpos antifosfolipides.

Em um grupo de 08 diagnosticos observou-se as duas situagdes com

relacéo ao padrao de fluorescéncia (mantido e ndo mantido). (Tabela 11)

TABELA 11 - Distribuicdo dos diagnosticos onde ocorreram as duas situacdes

(padrao mantido e padrao nao mantido) (n=137).

Diagnéstico Padrao mantido Padrao nao mantido
AR 06 02
Dermatomiosite 02 02
DMTC 04 02
ES 03 01
LES 43 44
PTI 01 03
Outras causas 10 10
Nao definido 01 03
TOTAL 70 67

AR = artrite reumatoide; DMTC = doenga mista do tecido conjuntivo; ES = esclerose
sistémica; LES = lupus eritematoso sistémico; PTI = purpura trombocitopénica
idiopatica.
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Nestes grupos de diagnésticos o fator idade ndo contribuiu para a mudancga
do padrao de fluorescéncia (exame 1, p = 0,508; exame 2, p = 0,377; exame 3, p =

0,664).(Tabela 12)

Tabela 12 — Média e Desvio Padrao da idade dos pacientes do Grupo Il (exames
solicitados em mais de uma ocasiao) em cada momento da realizagéo do teste.

Grupo N Média Desvio Padrao P
Exame 1

N&o Manteve Padréo 73 37,3 12,1

Manteve Padrao 89 36,1 10,6 0,508
Exame 2

N&o Manteve Padréo 73 39,2 11,8

Manteve Padré&o 89 37,6 10,8 0,377
Exame 3

N&o Manteve Padréo 20 37,5 10,9

Manteve Padré&o 23 38,9 9,6 0,664
Exame 4

N&o Manteve Padréo 8 40,1 9,2

Manteve Padréao 2 40,0 42 0,986

O fator sexo n&o contribuiu para a mudanca do padréo de fluorescéncia (p =
0,550).(Tabela 13/1)
O fator doenga mostrou associagéo significativa com a mudanca do padréo

de fluorescéncia (p = 0,010), destacando-se o LES.(Tabela 13/1)
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O fator titulo, no exame 2, mostrou associagéo significativa com a mudanca
do padrao de fluorescéncia (p = 0,040). Observou-se maior ocorréncia do padrao
nao mantido nos titulos 1:40 e 1:160, e maior ocorréncia do padrao mantido no titulo
>1:640 (Tabela 13/2)

O fator titulo, no exame 3, mostrou associagéo significativa com a mudanca
do padrao de fluorescéncia (p = 0,010). Observou-se maior ocorréncia do padrao
nao mantido nos titulos 1:40 e 1:160, e maior ocorréncia do padrao mantido no titulo

>1:640 (Tabela 13/2).
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Tabela 13 / 1 — Distribuicdo do padréao de fluorescéncia no Grupo Il (exames
solicitados em mais de uma ocasiao) de acordo com os fatores sexo e doenga.

Padréo
Fator Nao Mantido Mantido
n % n % P OR

Sexo

Masculino 4 55 7 7,9

Feminino 69 94,5 82 92,1 0,550 0,679
Total 73 100,0 89 100,0
Doenca
AHAI - 0,00 1 1,12
AR 2 2,74 6 6,74
AR+LES 1 1,37 - 0,00
Colagenose - 0,00 1 1,12
CREST - 0,00 3 3,37
DDTC - 0,00 1 1,12
DM 2 2,74 2 2,25
DITC - 0,00 3 3,37
DMTC 2 2,74 4 4,49 0,010 0,939
ES 1 1,37 3 3,37
Escleromiosite - 0,00 3 3,37
FM - 0,00 1 1,12
FR - 0,00 1 1,12
LED - 0,00 1 1,12
LES 44 60,27 43 48,31
LES+ES - 0,00 2 2,25
LES+SAAF 1 1,37 - 0,00
PTI 3 4,11 1 1,12
SAAF - 0,00 1 1,12
Sd. reumatoide 2 2,74 - 0,00
Sjégren 2 2,74 - 0,00
OUTRAS CAUSAS 10 13,70 10 11,24
NAO DEFINIDO 3 4,11 1 1,12
LES+DM - 0,00 1 1,12
Total 73 100,00 89 100,00

AHAI = anemia hemolitica autoimune; AR = artrite reumatéide: LES = lupus eritematoso
sistémico; CREST = calcinose, Raynaud, esofagopatia; esclerodactilia, telangiectasia; DDTC
= doenca difusa do tecido conjuntivo; DM = dermatomiosite; DITC = doenca indiferenciada
do tecido conjuntivo; DMTC = doenca mista do tecido conjuntivo; ES = esclerose sistémica;
FM = fibromialgia; FR = febre reumética; LED = lupus eritematoso discéide; SAAF
sindrome dos anticorpos antifosfolipides; PTI = purpura trombocitopénica idiopatica; DM

dermatomiosite.
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Tabela 13 / 2 — Distribuicdo do padréao de fluorescéncia no Grupo Il (exames
solicitados em mais de uma ocasido) de acordo com o fator titulo.

Padrao
Fator N&o Mantido Mantido
n % n % P OR
Titulo Exame 1
11740 8 11,0 11 12,4
1/160 16 21,9 17 19,1
1/640 24 32,9 18 20,2 0,352 1,000
>1/640 25 34,2 43 48,3
Total 73 100,0 89 100,0
Titulo Exame 2
1/40 14 19,2 9 10,1
1/160 18 24,7 17 19,1
1/640 16 21,9 21 23,6 0,040 1,001
>1/640 25 34,2 42 47,2
Total 73 100,0 89 100,0
Titulo Exame 3
11740 4 20,0 - 0,0
1/160 7 35,0 5 21,7
1/640 5 25,0 5 21,7 0,010 1,002
>1/640 4 20,0 13 56,5
Total 20 100,0 23 100,0
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Este é o primeiro estudo realizado em nosso Estado com o objetivo de
avaliar as correlacdes dos resultados da pesquisa de FAN em células HEp-2.

O Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias € um hospital
terciario, referéncia no Estado para investigacdo e tratamento das doencas
reumaticas. Além dos habitantes do estado de Goias, este hospital atende a pessoas
de estados vizinhos, onde, na maioria das vezes, ndo se encontram especialistas.

O teste de FAN € um exame util na investigacdo de doengas autoimunes,
principalmente das doencas reumaticas.

Deve ser considerado como um teste de triagem e a interpretacdo e
valorizagdo do resultado devem estar fundamentadas no conhecimento da
sensibilidade e especificidade do mesmo e no contexto clinico (DELLAVANCE e
cols., 2003).

Ao longo das ultimas décadas foi tecnicamente modificado de forma a
conferir sensibilidade progressivamente maior. O aumento na sensibilidade do teste,
entretanto, trouxe um prejuizo na especificidade, pois individuos sem evidéncia
clinica ou laboratorial aparentes de doenga autoimune também passaram a

apresentar resultados positivos em células HEp-2. A perda da especificidade
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agravou-se também pelo fato de que uma vasta gama de especialistas médicos
passou a utiliza-lo. Atualmente, € um exame solicitado com menos critério por uma
grande variedade de especialistas que atendem uma clientela distinta na qual o
diagnéstico de doencga reumatica autoimune é menos prevalente. Assim, a chance
de resultados positivos em individuos saudaveis ou com apresentacdes clinicas
pouco expressivas tornou-se maior (DELLAVANCE e cols., 2009).

Para realizacao deste trabalho escolhemos para periodo de inicio o ano de
2000 em decorréncia da realizacdo do | Consenso de FAN, o qual padronizou a
nomenclatura dos laudos deste exame no Brasil.

Este estudo propds-se a avaliar somente os exames com resultados
positivos em células HEp-2, com objetivos de verificar as correlagdes dos padrbes e
titulos de fluorescéncia com os diagnésticos clinicos.

No periodo de jan./ 2000 a dez./ 2007 foram analisadas amostras de soros
de 8631 pacientes para teste de FAN e encontrou-se positividade em 13,52% dos
casos. PEENE et al. (2001) avaliaram amostras de soros de 10550 pacientes, no
periodo de 1996 a 1999, e encontraram positividade em 23,5% dos casos.
DELLAVANCE et al. (2005) avaliaram 30728 amostras, no periodo de jan./2001 a
jan./2003, e detectaram 44% de testes positivos. Como a populagéo e os periodos
de avaliacdo sao diferentes, n&o foi possivel comparar a freqiéncia de positividade
deste estudo com os trabalhos descritos.

Na analise do Grupo |, composto por exames solicitados em uma ocasiao,
os padrbes nucleares foram observados em maior frequéncia (89,41%). Estes

resultados s&o concordantes com as observagdes de PEENE (2001) e
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DELLAVANCE (2005). No estudo de PEENE et al. (2001), os padrdes mais
prevalentes foram os nucleares, representando 87,8% de sua amostra. No estudo de
DELLAVANCE et al. (2005), 91% dos casos apresentaram fluorescéncia nuclear.

Dentre os padrdes nucleares, os padrées pontilhados foram detectados em
maior frequéncia (78,81%), principalmente os padrbes nuclear pontilhado fino
(37,24%), nuclear pontilhado grosso (29,86%) e nuclear pontilhado fino denso
(9,79%). Resultados semelhantes foram descritos em alguns trabalhos. HARMON
(1985) descreveu que o padréo pontilhado é o padrdo mais comumente observado e
o0 mais variado em sua descricdo. No estudo de DELLAVANCE et al. (2005) o
padrao nuclear pontilhado fino foi observado em 47% dos casos, o padrao nuclear
pontilhado grosso em 4% dos casos e o padrao nuclear pontilhado fino denso em
41% dos casos.

Neste trabalho, as doencgas autoimunes reumaticas foram observadas em
maior freqUéncia (59,87%) e correlacionaram-se, principalmente, com os padrdes
nucleares pontilhados. Destacaram-se o lupus eritematoso (237 casos), a artrite
reumatdide (61 casos), a doenga mista do tecido conjuntivo (19 casos) e a esclerose
sistémica (16 casos). No lupus eritematoso, os padrées observados em maior
freqiéncia foram o nuclear pontilhado grosso (32,91%), o nuclear pontilhado fino
(25,73%), o nuclear homogéneo (19,40%) e o nuclear pontilhado fino denso
(10,12%). Na artrite reumatoide, os padrées observados em maior frequéncia foram
o nuclear pontilhado fino (39,34%), o nuclear pontilhado grosso (27,86%) e o nuclear
pontilhado fino denso (16,39%). Na doenga mista do tecido conjuntivo, destacaram-

se os padrbes nuclear pontilhado grosso (68,4%) e nuclear pontilhado fino (15,7%).
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Na esclerose sistémica, destacaram-se os padrées nuclear pontilhado centromérico
(25%), nuclear pontilhado fino (18,75%) e nuclear pontilhado grosso (18,75%). Em
publicagdes nacionais, as principais associagdes clinicas com o padréo nuclear
pontilhado grosso sé&o LES, doenga mista do tecido conjuntivo, esclerose sistémica e
artrite reumatdide; e as principais associagbes clinicas com o padrdo nuclear
pontilhado fino séo LES e sindrome de Sjégren (DELLAVANCE e cols., 2009).

No presente estudo foram detectados 12 casos de padrao nuclear pontilhado
centromérico, sendo 06 casos de doengas reumaticas autoimunes (03 casos de
CREST, 01 caso de esclerose sistémica, 01 caso de artrite reumatoide e 01 caso de
LES). Segundo descrigbes da literatura nacional, este padrédo associa-se
principalmente com esclerose sistémica forma CREST e cirrose biliar primaria
(DELLAVANCE e cols., 2003; DELLAVANCE e cols., 2009). Encontramos um
trabalho em que este padréo foi observado em paciente com LES (FRITZLER;
KINSELLA, 1980). Nao encontramos relatos na literatura da associagéo do padrao
centromérico com artrite reumatoéide.

Segundo LESER e ANDRADE (2004) os padrbes nucleares pontilhado
grosso, pontilhado centromérico, pontilhado fino em altos titulos e o padrdo nuclear
homogéneo podem ser classificados como padrées com forte relevancia clinica para
doenca autoimune reumatica. Nesta casuistica, os padrdes nucleares pontilhado fino
e pontilhado grosso foram observados em doengas autoimunes reumaticas, em
doengas autoimunes nao-reumaticas, em doengas ndo-autoimunes e em casos onde
o diagnoéstico clinico ndo foi definido. Os padrdées nuclear homogéneo e nuclear

pontilhado centromérico foram observados em doencgas autoimunes reumaticas, em
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doengas nao-autoimunes (grupo outras causas) e em casos onde o diagnéstico
clinico nao foi definido. Estes resultados sugerem que padrées com forte relevancia
clinica para doenga autoimune reumatica podem ser encontrados em doencgas
autoimunes n&o-reumaticas, em doencgas n&o-autoimunes e em situacbes sem
diagnéstico clinico e ndo devem ser interpretados como especificos de doencgas
autoimunes reumaticas.

O padrédo nuclear pontilhado fino denso pode ser classificado como um
padrao de discutida relevancia clinica para doenga autoimune reumatica, sendo
observado em alta freqiéncia (LESER; ANDRADE, 2004). Nesta casuistica,
detectou-se 61 casos com este padrdo, correspondendo a 9,79% dos casos. Este
padrdao foi observado em doengas autoimunes reumaticas, em doencas nao-
autoimunes (grupo outras causas) e em casos onde o diagnéstico clinico nao foi
definido. Nas doencas autoimunes reumaticas, o padréo nuclear pontilhado fino
denso foi observado em LES, artrite reumatoéide, esclerose sistémica e polimiosite.
De acordo com LESER e ANDRADE (2004) este padrao € responsavel por 30% dos
FAN positivos e esta associado a individuos com queixas inespecificas e sem
diagnéstico efetivo, pacientes com processos inflamatorios especificos e
inespecificos, tireoidite autoimune e, menos frequentemente, pacientes com doencas
reumaticas autoimunes. No estudo de DELLAVANCE et al. (2005) este padréo foi
encontrado em 41% dos casos e esteve associado a doengas autoimunes, dentre as
quais as doencas reumaticas (LES, artrite reumatoide, esclerose sistémica); doencas
infecciosas; neoplasias; sindromes ginecologicas; dor difusa e miscelaneas. Os

resultados do presente trabalho sugerem que, apesar de ser considerado um padrao



Discusséo - 82

de discutida relevancia clinica para doenga autoimune reumatica, o padrao nuclear
pontilhado fino denso pode ocorrer neste grupo de doengas, ndo devendo ser
interpretado como excluséo de doenga autoimune.

Dentre os casos de doencas ndo-autoimunes deste estudo, fibromialgia
apresentou FAN positivo em 05 casos. Este dado é concordante com KOTTER et al.
(2007), os quais descreveram FAN positivo em 11,6% de 450 pacientes com a
referida enfermidade.

Neste material, 211 casos englobados no grupo “outras causas”
apresentaram um teste positivo para FAN. Este grupo incluiu os casos de doencas
infecciosas, doengas linfoproliferativas, cénceres, sintomas isolados e altera¢des
laboratoriais hematoldgicas (citopenias). A observacdo de FAN positivo nestes
grupos €& concordante com dados da literatura. Algumas condi¢cdes, bem
reconhecidas, tais como doencas infecciosas cronicas e algumas doencas
linfoproliferativas estdo ocasionalmente associadas com um teste positivo (SCHUR,
2009). Anticorpos antinucleares sdo descritos em hanseniase (BONFA et al., 1987;
PERNAMBUCO, 1988; GARCIA-DE La TORRE, 1993), em malaria
(BOONPUCKNAVIG, EKAPANYAKUL, 1984; BONFA et al., 1987; ADEBAJO et al.,
1993) e em doenca de Chagas (BONFA et al., 1993), enfermidades freqlientes em
nossa regido.Doencgas infecciosas virais, principalmente hepatites (B e C), sindrome
da imunodeficiéncia adquirida, e parvovirose estdo comumente associadas a
autoanticorpos (HANSEN et al, 1998). Anticorpos antinucleares e contra antigenos
citoplasmaticos tém sido detectados em pacientes com leucemia, melanomas

malignos, carcinoma de pulmao, mama, gastrointestinal, ginecolégico, nasofaringeo,
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préstata, carcinoma hepatocelular, sindromes neuroldgicas paraneoplasicas (IMAI et
al.,, 1992). Em varios casos deste grupo, o exame foi solicitado em decorréncia de
queixas isoladas do aparelho locomotor, tais como mialgia e artralgia, porém nao
observou-se conclusédo clinica para alguma doencga autoimune especifica. O mesmo
constatou-se com relagdo as alteragdes hematologicas (anemia, leucopenia,
plaquetopenia) associadas a um teste positivo para FAN. Resultados semelhantes
foram descritos por VLACHOYANNOPOULOS et al. (1998).

Também observou-se que 22 casos com diagnéstico n&o definido
apresentaram um teste positivo. Este grupo incluiu os casos em que o diagnéstico
nao foi identificado ou nao foi concluido a época da coleta dos dados para a
pesquisa. Constatou-se que, neste grupo, o teste ndo foi util no auxilio do
diagnostico clinico.

A diluicao de corte utilizada no Laboratorio de Imuno-Reumatologia do
Hospital das Clinicas / UFG é de 1:40, obedecendo as orientagdes do kit comercial
usado para realizacao do exame (HEMAGEN Diagnostics, Inc.) e do | Consenso
Nacional para padronizagado dos laudos de FAN em células HEp-2 (PFRIMER e
cols., 2001) que recomenda que as diluicbes de triagem sejam 1:40 a 1:160, na
dependéncia da lampada do microscopio (20W, 50W, 100W). Com diluicbes
seriadas (1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, etc) consideramos como titulos baixos os
titulos de 1:40 e 1:80, como titulos moderados os titulos de 1:160 e 1:320 e como
titulos altos os titulos igual ou maior que 1:640.

Neste estudo, os titulos de fluorescéncia apresentaram uma distribuicéo

homogénea: 169 casos (1:40); 153 casos (1:160); 127 casos (1:640) e 174 casos (>
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1:640). Os casos com titulos moderados (1:160) e elevados (1:640 e > 1:640)
apresentaram maior associacdo com enfermidades autoimunes (54,25%; 73,23% e
83,91%, respectivamente) Estes resultados s&o concordantes com as observacgdes
de DELLAVANCE e cols. (2007) de que, em geral, os pacientes autoimunes tendem
a apresentar titulos moderados (1:160 e 1:320) e elevados (igual ou maior que
1:640).

Em 63 casos (37,28%) com titulo 1:40 observou-se o diagnéstico de doenca
autoimune. Nas doencas autoimunes reumaticas este titulo foi observado em lupus
eritematoso, em artrite reumatoide e em esclerose sistémica, principalmente. Estes
resultados sugerem que titulos baixos também podem ser encontrados em doencgas
autoimunes reumaticas e nao devem ser interpretados como critério para exclusao
de doenga autoimune, desde que exista suspeita clinica.

Por outro lado, nas situagdes clinicas englobadas no grupo de outras causas
(n=211), o titulo 1:40 foi observado em maior freqiéncia (45%), quando comparado
aos titulos 1:160 (29,9%), 1:640 (13,7%) e > 1:640 (11,4%). Estes resultados
sugerem que em doencas nao-autoimunes o titulo do FAN, geralmente, & baixo.
Entretanto, titulos altos também podem ser observados nestas situagdes clinicas e
nao devem ser interpretados como especificos de doencas autoimunes.

Nos casos em que o diagnéstico clinico nao foi definido (n=22), o titulo 1:40
foi observado em 31,8% dos casos, o titulo 1:160 em 27,3% dos casos e os titulos
igual e maior que 1:640 em 40,9% dos casos. Baseando-nos nas idéias de HAWA et
al. (2004) e de HAREL e SHOENFELD (2006) de que os autoanticorpos podem ser

usados como preditores de doenga autoimune, estes resultados sugerem que, nos
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casos de diagnéstico nao definido e com altos titulos de FAN, os pacientes devem
ser reavaliados clinicamente, por tempo indefinido, para detecgdo de uma doencga
autoimune.

Na analise do Grupo Il, composto por exames solicitados em mais de uma
ocasiao, o objetivo deste estudo foi avaliar se a mudanga do padréo de fluorescéncia
apresentava correlacdo com algum fator analitico (sexo, idade, diagnéstico clinico,
titulo de fluorescéncia). Observou-se que os fatores idade e sexo n&o contribuiram
para a mudanca do padrédo de fluorescéncia, e que os fatores diagnostico clinico e
titulo de fluorescéncia mostraram associacao significativa com a mudanca do padrao
de fluorescéncia. Esta associacéo foi observada principalmente com o diagnéstico
de LES e com os titulos baixos (1:40) e moderados (1:160).

Trabalhos de FRITZLER (1985), de von MUHLEN e TAN (1994; 1995), e de
EVANS (1998) demonstraram que as doencas difusas do tecido conjuntivo
apresentam um espectro variavel de autoanticorpos. O padrio de fluorescéncia pode
fornecer uma idéia preliminar dos possiveis autoanticorpos envolvidos (ANDRADE,
1998). Sendo assim, as justificativas para a associagao significativa da mudanca do
padrdo com o diagnéstico clinico podem ser: 1) a predominancia, em um dado
momento, de um determinado autoanticorpo sobre outro; 2) a variabilidade das
manifestagdes clinicas de uma mesma doenca.

DELLAVANCE e cols. (2009) destacam o fato de que a reacdo de
imunofluorescéncia indireta depende de cinco fatores: microscépio, poténcia da
ldmpada, concentragdo do conjugado, soros controles de reatividade minima, e

observador. Entendemos que a ndo observancia dos referidos fatores pode interferir
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no resultado do teste, podendo ser esta a justificativa para a associagéo encontrada
entre o titulo de fluorescéncia e a mudancga do padrao.

A analise global destes resultados permite a seguinte consideracgao final: a
interpretacédo do resultado positivo do FAN deve basear-se, principalmente, na
descricdo do padrao de fluorescéncia e ndo no valor quantitativo do titulo e deve
estar associada a presenca de manifestacbes clinicas quando sugestivas de

doengas autoimunes, principalmente reumaticas.



6 Conclusoes
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1) A positividade do teste de FAN foi observada em doengas autoimunes (61,80%)

2)

3)

4)

e em doencgas nao-autoimunes (34,67%).

A correlagdo mais frequiente do FAN positivo foi observada com o diagnéstico de
lupus eritematoso (38,04%), principalmente com os padrbes nuclear pontilhado
grosso (32,91%), nuclear pontilhado fino (25,73%), nuclear homogéneo (19,40%)

e nuclear pontilhado fino denso (10,12%).

Os padrdes nucleares foram observados em maior frequiéncia (89,41%), sendo

os pontilhados os mais comuns (78,81%).

Titulos baixos podem ser encontrados em doencgas autoimunes reumaticas e,
portanto, ndo devem ser interpretados como critério para exclusdo de doenca

autoimune, desde que exista suspeita clinica.
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5) Titulos altos podem ser encontrados em doencas ndo-autoimunes e, portanto,

nao devem ser interpretados como especificos de doenga autoimune.

6) Quando o teste de FAN foi solicitado em mais de uma ocasiéo, para 0 mesmo
paciente, o diagnostico clinico (principalmente de LES) e o titulo de fluorescéncia
(1:40 e 1:160) mostraram associagdo com a mudanga do padrdo de

fluorescéncia.

7) A valorizacéo correta do teste de FAN deve associar as informagdes fornecidas
pelo resultado positivo a histéria clinica e ao exame fisico do paciente, quando
sugestivos de doenga autoimune, principalmente de doengas autoimunes

reumaticas.
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8.1 Parecer do Comité de Etica
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8.2 Autorizacao da Diretoria Técnica
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8.3 Distribuicao dos padrées de fluorescéncia de acordo com os

diagnésticos clinicos.
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Padriio AHAI AR AR+LES  AR+PM  AR+SJOGREN All Behget  Colagenose
n % n % n % n % n % % n % n %

Homogéneo - 0,0 1 1,9 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

Pontilhado - 0,0 1 1,9 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

Eﬁgﬂlhado 1 1000 22 423 1 200 - 00 1 100,0 00 1 500 1 1000

Pontilhado - 00 10 192 - 00 - 00 - 0,0 00 - 00 - 00

fino denso

Pontilhado - 00 11 212 3 600 1 1000 0,0 100,0 00 — 00

grosso

Pontilhado

grosso - 0,0 1 1,9 - 0,0 - 0,0 — 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

reticulado

Pontilhado,

tipo pontos - 0,0 1 1,9 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

isolados

Centromérico - 0,0 1 1,9 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

Nucleolar - 0,0 3 58 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 1 50,0 - 0,0

Citoplasmatico

pontilhado - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

fino

Citoplasmatico

pontilhado - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

fino denso

Citoplasmatico

pontilhado - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0

reticulado

Citoplasmatico

pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 0,0 00 - 00 - 00

polar

Citoplasmatico o o9 _— 00 - 00 - 0.0 00 - 00 - 00

fibrilar

Mistos - 00 1 19 1 200 - 00 - 0,0 00 - 00 - 00

Membrana 00 - 00 - 00 - 00 - 0,0 0,0 - 00 - 0,0

nuclear

Total 1 100,0 52 100,0 5 100,0 1 1000 1 100,0 100,0 2 100,0 1 100,0

AHAI = anemia hemolitica autoimune; AR = artrite reumatéide; LES = lupus eritematoso sistémico;
PM = polimiosite; AlJ = artrite idiopatica juvenil.
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Padrio CREST DM DITC DMTC Ea ES Escleromiosite FM

n % n % n % n % n % n % n % n %
Homogéneo - 00 - 00 - 00 1 53 - 00 1 167 - 00 - 00
Pontilhado - 00 1 250 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00
Pontilhado 1 167 - 00 1 200 3 158 — 00 2 333 - 00 4 80,0
fino
Pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 2 333 - 00 - 00
fino denso
Pontilhado 1 167 2 500 4 80,0 13 684 — 00 - 00 2 50 — 00
grosso
Pontilhado
grosso - 00 - 00 - 00 - 00 I 50 - 00 - 00 - 00
reticulado
Pontilhado,
tipo pontos - 0,0 1 250 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0
isolados
Centromérico 3 500 - 00 - 00 - 00 - 00 1 167 - 00 - 00
Nucleolar - 00 - 00 - 00 1 53 - 00 - 00 2 50 - 00
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 1 50 - 00 - 00 - 00
fino
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 — 00
fino denso
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00
reticulado
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 0,0 1 20,0
polar
Citoplasmdtico oo g9~ 90 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00
fibrilar
Mistos 1 167 - 00 - 00 1 53 - 00 - 00 - 00 - 00
Membrana - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 - 00
nuclear
Total 6 1000 4 1000 5 100,0 19 100,0 2 1000 6 1000 4  100,0 5 1000

CREST = calcinose, Raynaud, esofagopatia, esclerodactilia, telangiectasia; DM = dermatomiosite;
DITC = doenga indiferenciada do tecido conjuntivo; DMTC = doenga mista do tecido conjuntivo; Ea =
espondiloartrite; ES = esclerose sistémica; FM = fibromialgia.
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Hepatite

Padriio FR Al LED LES LES+ES LES+SAAF PM PT

% % % n % % % % %
Homogéneo 0,0 0,0 00 43 200 0,0 30,0 0,0 0,0
Pontilhado 0,0 0,0 00 4 19 0,0 0,0 0,0 25,0
Pontilhado 0,0 50,0 63,6 51 237 0,0 30,0 0,0 50,0
fino
Pontilhado 0,0 0,0 00 23 107 1000 - 00 50,0 0,0
fino denso
Pontilhado 100,0 50,0 364 70 326 0,0 40,0 25,0 0,0
grosso
Pontilhado
2rosso 0,0 0,0 00 2 09 0,0 0,0 0,0 0,0
reticulado
Pontilhado,
tipo pontos 0,0 0,0 0,0 1 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
isolados
Centromérico 0,0 0,0 00 1 05 0,0 0,0 0,0 0,0
Nucleolar 0,0 0,0 0,0 4 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0
Citoplasmatico
pontilhado 0,0 0,0 00 1 05 0,0 0,0 25,0 0,0
fino
Citoplasmatico
pontilhado 0,0 0,0 00 4 19 0,0 0,0 0,0 0,0
fino denso
Citoplasmatico
pontilhado 0,0 0,0 00 1 05 0,0 0,0 0,0 25,0
reticulado
Citoplasmatico
pontilhado 0,0 0,0 00 - 00 0,0 0,0 0,0 0,0
polar
Citoplasmatico 0,0 0,0 00 - 00 0,0 0,0 0,0 0,0
fibrilar
Mistos 0,0 0,0 00 10 47 0,0 0,0 0,0 0,0
Membrana 0,0 0,0 00 - 00 0,0 0,0 0,0 0,0
nuclear
Total 100,0 100,0 100,0 215 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

FR = febre reumatica; Al = autoimune; LED = lupus eritematoso discéide; LES

lupus eritematoso

sistémico; ES = esclerose sistémica; SAAF = sindrome dos anticorpos antifosfolipides; PM =
polimiosite; PT = purpura trombocitopénica.
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SAAF Sindrome Sideren Still Tireoidite = OUTRAS NAO AHAI+Tireoidite
Padriio reumatéide  V°8 Al CAUSAS  DEFINIDO Al

n % n % n % n % n % n % n % n %
Homogéneo 1 250 1 167 —- 00 2 500 - 00 9 43 2 91 1 100,0
Pontilhado - 00 - 00 - 00 1 250 1 250 3 14 - 00 - 0,0
Efl‘:ﬂhad" 2 500 2 333 2 286 1 250 1 250 87 412 7 318 - 0,0
Pontilhado - 00 1 167 - 00 - 00 - 00 20 95 2 91 - 0,0
fino denso
Pontilhado 1 250 2 333 4 57,1 - 00 2 500 50 237 7 318 - 0,0
grosso
Pontilhado
grosso - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 6 28 — 00 - 0,0
reticulado
Pontilhado,
tipo pontos - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 3 1,4 - 0,0 - 0,0
isolados
Centromérico - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 5 2.4 1 4.5 - 0,0
Nucleolar - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 9 43 1 45 - 0,0
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 1 05 - 00 - 0,0
fino
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 3 14 1 45 - 0,0
fino denso
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 I 143 - 00 - 00 3 14 - 00 - 0,0
reticulado
Citoplasmatico
pontilhado - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 1 05 - 00 - 0,0
polar
Citoplasmdtico o 09— 00 - 00 - 00 - 00 1 45 - 0,0
fibrilar
Mistos - 00 - 00 - 00 - 00 - 00 10 47 - 00 - 0,0
Membrana 00 - 00 - 00 - 00 - 00 1 05 — 00 - 0,0
nuclear
Total 4 1000 6 100,0 7 1000 4 1000 4 100,0 211 100,0 22 1000 1 100,0

SAAF = sindrome dos anticorpos antifosfolipides; Al = autoimune; AHAI = anemia hemolitica
autoimune.



