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RESUMO

A deteccao de anticorpos antinucleares (FAN) desempenha um papel importante no
diagnostico das doengas reumaticas autoimunes (DRAI). Diferentes métodos como
imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (IFI HEp-2), ELISA e quimiluminescéncia
podem ser utilizados para a pesquisa do FAN, embora a IFI HEp-2 seja considerada a
técnica padrdo ouro. O presente estudo tem como objetivo comparar o desempenho
diagndstico da IFI HEp-2 com o de trés kits ELISA e um kit de quimiluminescéncia, com
principios e composicao antigénica diferentes, considerando-se a clinica como padrédo
de acuracia diagnostica. Foram avaliados 143 pacientes com diagnostico de DRAI
estabelecida (grupo 1), 166 pacientes portadores de doencas infecciosas e outras
doencas reuméticas (grupo 2), 89 individuos com suspeita ndo confirmada de DRAI
(grupo 3) e 134 individuos saudaveis (grupo 4). A sensibilidade dos testes, determinada
no grupo 1, foi de 87,4% para a IFl, e de 62,9% a 90,0% para os demais kits. A
especificidade dos testes, determinada no grupo 2, foi de 72,3% para a IFl, e de 45,2%
a 90,4% para os demais kits. A concordancia dos testes com a IFI variou de regular a
moderada. As éareas sob a curva ROC dos testes ndo foram significativamente
diferentes da IFIl. A frequéncia de resultados positivos da IFI HEp-2 no grupo 4 foi de
13,5%, comparada a frequéncias de 6,0% a 36,0% para os outros testes, sendo a
diluicdo de 1:160 definida como o “titulo anormal”. No grupo 3, a sensibilidade e a
especificidade da IFI foi de 92,0% e 57,8%, enquanto a dos demais testes variou entre
76,0% e 100% e 26,6% e 89,1%, respectivamente. Alguns kits ELISA apresentam
sensibilidade diagndstica comparavel ou superior a IFI HEp-2, podendo ser utilizados
como métodos alternativos para a triagem do FAN. Amostras positivas devem ser
submetidas a IFI para confirmacgéo do resultado e determinacéo do titulo e do padrao
de fluorescéncia. Devido a diferencas de sensibilidade entre os kits, € fundamental que
uma validacdo clinica cuidadosa seja realizada antes da sua introdugdo na rotina

diagnéstica.

PALAVRAS-CHAVE: DOENGCA REUMATICA AUTOIMUNE, ANTICORPOS ANTINUCLEARES,
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA HEp-2, ELISA, ACURACIA DIAGNOSTICA, VALIDACAO



ABSTRACT

Detection of antinuclear antibodies (ANA) plays an important role in the diagnosis of
autoimmune rheumatic diseases(ARD). Different methods such as indirect
immunofluorescence on HEp-2 cells (HEp-2 IIF), ELISA and chemiluminescence can be
used for ANA testing, although HEp-2 IIF is considered the gold standard. The goal of
this study was to evaluate the diagnostic accuracy of three commercially available
ELISA kits and one chemiluminescente kit for ANA detection,with different principles and
antigenic composition, and to verify the possibility of using them as an alternative to the
IIF method, considering the clinical diagnostic accuracy as the standard.We evaluated
143 patients with established diagnosis of ARD (group 1), 166 patients with infectious
diseases and other rheumatic diseases (group 2), 89 patients with suspicion of ARD
(group 3) and 134 healthy subjects (group 4). The sensitivity of the tests, given in group
1 was 87.4% for IIF and 62.9% to 90.0% for the other kits. The specificity of the tests,
given in group 2, was 72.3% for IIF and 45.2% to 90.4% for other kits. The agreement
with the IIF test ranged from regular to moderate. Areas under the ROC curve of the
tests were not significantly different from the IIF. The frequency of positive results of IIF
HEp-2 in group 4 was 13.5%, compared with frequencies of 6.0% to 36.0% for the other
tests, and a 1:160 dilution was defined as "abnormal title". In group 3, the sensitivity and
specificity of IIF was 92.0% and 57.8%, while the other tests ranged between 76.0% and
100% and 26.6% and 89.1%, respectively. Some ELISA kits have comparable or
superior diagnostic sensitivity to HEp-2 IIF and could be used as an alternative method
for ANA screening. Positive samples should be submitted to IIF for confirmation of
results, determination of the title and the fluorescence pattern. Due to differences in
sensitivity between the kits, it is essential that a careful clinical validation is performed

prior to their introduction into the diagnostic routine.

KEY WORDS:AUTOIMMUNE RHEUMATIC DISEASE, ANTINUCLEAR ANTIBODIES, HEP-2
IMMUNOFLUORESCENCE, ELISA, DIAGNOSTIC ACCURACY, VALIDATION
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1 INTRODUCAO

Uma das caracteristicas das doencas reumaticas autoimunes sistémicas (DRAIS)
€ a producdo de autoanticorpos dirigidos contra varios antigenos celulares, incluindo
numerosas enzimas, algumas ribonucleoproteinas e DNA. Autoanticorpos séo
frequentemente detectados no soro de pacientes com lUpus eritematoso sistémico
(LES), sindrome de Sjogren (SS), esclerose sistémica (ES), dermatomiosite/polimiosite
(DM/PM) e doenca mista do tecido conjuntivo (DMTC)»%34,

LES, SS, ES, DM/PM e DMTC, também denominadas de doencas do tecido
conjuntivo, sdo um grupo de doencas raras, mas com grande morbidade e mortalidade
gquando ndo diagnosticadas precocemente e/ou quando ndo adequadamente
tratadas®®. Acometem predominantemente mulheres e podem ocorrer em qualquer
faixa etaria, mas sdo mais freqiientes em adultos jovens®®. Possuem um amplo
espectro de manifestacbes clinicas, incluindo sintomas mucocutaneos, musculo-
esqueléticos (artralgia/artrite/mialgia/miosite) e alteracdes renais, gastrointestinais,
respiratorias e do sistema nervoso central. Sua incidéncia e prevaléncia variam em
diferentes grupos étnicos e raciais. Apesar da grande variabilidade na literatura quanto
a incidéncia e a prevaléncia dessas doencas, as estimativas apontam a SS como a
mais comum, acometendo de 0,5% a 3% da populacdo®. A prevaléncia do LES pode
variar entre 15 a 50 casos por 100.000 habitantes e, dependendo do critério de
classificagdo utilizado, a prevaléncia da ES varia de 13 a 2280 casos por milhdo de
habitantes®>. A DM/PM e DMTC s&do consideradas doencas muito raras, com
prevaléncias de 5 a 3,8 casos por 100.000 habitantes, respectivamente®’.

Quando ha uma relacdo bem estabelecida entre a expressdo de
determinadosautoanticorpose a presenca de uma DRAI especifica, elespodem ser
utilizados como marcadores diagnésticos™?*“. Os autoanticorpos também podem estar
associados com alguns aspectos particulares das DRAIs, como a atividade da doenca,
0 risco de acometimento de um oOrgao alvo em especial ou o prognodstico, sendo
considerados, nessas situacdes, como marcadores de atividade da doenca, de subtipos

de doenca ou progndsticos?34.
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Na Medicina Laboratorial, alguns destes autoanticorpos sé&o pesquisados pelo
teste do FAN. O teste, também conhecido historicamente pelo nome de fator anti-
nuclear, permite a deteccdo, em amostras de soro, de anticorpos contra componentes
do nucleo celular. Entretanto, embora a denominacédo histérica persista, € sabido que
anticorpos reagentes contra componentes do nucléolo, citoplasma e aparelho mitético
também podem ser detectados no exame®.

Na maioria dos laboratérios clinicos, a pesquisa do FAN é feita pela técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI) utilizando como substrato células HEp-2 . Em alguns
poucos, pelo método de ELISA. Entretanto, nenhum dos métodos define a
especificidade do autoanticorpo. Neste caso, a identificacdo dependerd detestes
especificos utilizando antigenos celulares purificados, sintéticos ou recombinantes
como o immunoblot, hemaglutinacdo, imunodifusdo dupla de Outchterlony ou ELISA™*°.

A despeito das DRAIs serem incomuns na populacdo, o FAN é um dos testes
laboratoriais mais solicitados na avaliacdo de pacientes com sintomas sugestivos de
doenca de tecido conjuntivo'**'3. A explicacdo para esse fendmeno é que dor
muscoloesquelética difusa e fadiga, na auséncia de edema articular ou de outras
manifestacbes sugestivas de DRAI, sdo as principais indica¢des clinicas associadas
com a requisicdo do exame de FAN. Entretanto, esses sintomas sao altamente
prevalentes na populacéo geral e sdo inespecificos para o diagnéstico das DRAIs™ 1213,

No decorrer dos anos uma reducéo progressiva no tempo decorrido entre o inicio
dos sintomas e o diagnostico do LES foi observada, a qual resultou em um impacto
importante na melhora da sobrevida e da qualidade de vida dos pacientes. Um dos
fatores responsaveis por essa mudanca foi a introdugéo do FAN na prética clinica como

marcador diagndstico das DRAIs™.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico

A descoberta das células LE por Hargraves e colaboradores, em 1948,
possibilitou o surgimento do primeiro exame laboratorial capaz de detectar, embora
indiretamente a presenca de autoanticorpos antinucleares circulantes™®. O fenémeno LE
nada mais € do que a presenca de material nuclear fagocitado no interior de leucdcitos
polimorfonucleares. Os nucleos de células com cromatina estruturalmente alterada
como resultado da presencade altos titulos de anticorpos anti-histona H1, sao
reconhecidos e  englobados  por  leucécitos  polimorfonucleares®®’*8,
Caracteristicamente, a fagocitose completa do material nuclear resulta em um
deslocamentodo nucleo do fagdcito para a periferia celular, produzindo a morfologia
tipicada célula LE. Estas sdo observadas em aproximadamente 50,0% a 70,0% dos
casos de LES, sendo raramente descritas em outras doencas autoimunes®®. Devido a
alta especificidade diagndstica, a pesquisa de células LE foi incorporada como um dos
critérios diagnésticos do LES e, durante muitos anos, foi um ensaio laboratorial
extremamente importante na avaliacdo desses pacientes'®. Contudo, sua pesquisa
apresentava uma série de limitacbes técnicas: era um exame trabalhoso, de dificil
padronizacao e interpretacdo, com baixa reprodutibilidade. Outra limitacdo do teste era
a baixa sensibilidade diagnéstica, visto que em uma proporcao significativa de
pacientes com sinais e sintomas sugestivos de LES a pesquisa era persistentemente
negativa™

Com a demonstracdo de que o fenémeno LE era o resultado da presenca de
anticorpos dirigidos contra componentes do nucleo celular, na segunda metade da
década de 1950, a IFI, utilizando como substrato cortes de tecido de roedores ou in
print de figado de rato, passou a ser empregada para a pesquisa do FAN®. Como esta
técnica era capaz de detectar no soro uma grande variedade de autoanticorpos, sua

introducdo como meétodo diagndstico resultou em um teste mais sensivel para o

16



diagnostico do LES do que a pesquisa de células LE, sendo entdo possivel detectar a
presenca do FAN em até mais de90% dos pacientes?**?. Todavia, 0 aumento da
sensibilidade da IFI foi acompanhado por uma reducao da especificidade diagndstica,
pois resultados positivos passaram a ser encontrados em pacientes com outras
doencas autoimunes, como artrite reumatoide (AR), SS e ES, eaté mesmo em 2% a 4%
dos individuos saudaveis, fato que praticamente ndo ocorria com as células LE'>*,
Ainda assim, um resultado positivo de FAN pela IFI possuia um maior valor preditivo
positivo para LES do que para outras doencas®. Juntamente com as células LE, a
presenca do FAN pela IFl também passou a ser um dos critérios de classificacdo do
LES estabelecidos pelo American College of Rheumatology (ACR)?. Além de detectar
a presenca do FAN, a IFl fornece uma razoavel indicacdo da especificidade do
autoanticorpo detectado e da concentracdo do mesmo. Essa informacéo € obtida por
meio do padrao de fluorescéncia, o qual reflete a distribuicdo topogréafica dos antigenos
reconhecidos pelos autoanticorpos em determinado soroe da diluicdo seriada (titulagéo)

do soro testado®®*.

Por exemplo, o padrdo nuclear homogéneo representa a
distribuicdo da cromatina no nucleo e, portanto, tende a ser ocasionado por anticorpos
contra o DNA de dupla fita (double-stranded DNA ou dsDNA), nucleossomos ou

histonas™®*.

Clinicamente, anticorpos anti-dsDNA e antinucleossomos séo
considerados marcadores de LES*?*?°, Por se tratar de um exame destinado & triagem
de autoanticorpos, a identificacdo dos padrdes de IFI tem como objetivo direcionar o
clinico na solicitacdo de testes especificos que identificam o antigeno-alvo reconhecido
por um determinado autoanticorpo®®. Para esse fim, os testes tradicionalmente
utilizados que permitem a identificacdo de autoanticorpos em doencas reumaticas
autoimunes sao a imunodifusdo dupla de Outcherlony, o ELISA, ou a hemaglutinacéo,
para identificacdo de diversos antigenos nucleares (SS-A/Ro, SS-B/La, Sm, U1-RNP,
Jo-1, Scl-70, PM/Scl, nucleossomo), e a imunofluorescéncia indireta com substratos
especificos, como Crithidia luciliae, para detec¢édo de anticorpos anti-dsDNA3410,

A partir da década de 1990, os substratos de origem animal foram praticamente
substituidos por células tumorais humanas, particularmente pelas células HEp-2. Estas
células séo originarias de carcinoma laringeo humano que crescem em monocamadas
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sobre laminas de vidro'®** As vantagens do uso de células HEp-2 s&o:possuir
antigenos humanos ndo encontrados em tecidos de animais; maior concentragdo de
antigenos; apresentar todas as fases de divisdo celular, interfase/préfase, metéafase,
anafase e teléfase, cada uma delas sendo a expresséao fenotipica da atuacdo de uma
série de genes, que codificam uma miriade de proteinas que surgem, reagem, atuam e
desaparecem, de acordo com as fases do ciclo de vida celular, possibilitando a
identificacdo de inUmeros autoanticorpos; possuir uma relacédo nudcleo/citoplasma em
favor do nucleo, caracteristica neoplasica, que facilita o reconhecimento de varios
arranjos fluorescentes; possuir varios nucléolos, permitindo avaliar sua forma de
apresentacdo nos padrdes nucleolares e um citoplasma rico em fibrilas e organelas,
fundamentais no reconhecimento dos padrfes citoplasmaticos. Essas caracteristicas
permitem o reconhecimento de mais de 30 diferentes padrdes nucleares, nucleolares,
da membrana nuclear, citoplasmaticos e do aparelho mitético, resultantes da ligacdo de
diferentes autoanticorpos a essas estruturas celulares®®?’. Uma diferenca importante
entre as células HEp-2 e os tecidos de roedores € que um mesmo autoanticorpo pode
estar associado com padrdes de fluorescéncia distintos nesses substratos®.

Além disto, o estabelecimento de uma Unica linhagem celular traz uma
possibilidade de padronizacdo do teste de IFlI impossivel de ser alcancada com os
substratos de origem animal®. A outra vantagem da IFIHEp-2 é a grande sensibilidade
do método, que permite a deteccdo de uma gama imensa de autoanticorpos®®*2°,
Virtualmente todos os pacientes com LES passaram a apresentar FAN positivo nesse

2228 1550 se deve ao fato de

substrato em algum momento da evolu¢cdo da doenga
queautoanticorpos dirigidos contra antigenos de importancia diagnéstica cuja expressao
nos tecidos de roedores é deficiente, puderam ser prontamente detectados pela IFI em
células HEp-22*%. Este é o caso do antigeno SSA/Ro, de alguns antigenos cuja
expressao € restrita a determinadas fases do ciclo celular, como PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), e de alguns antigenos de localizacdo centromérica e nucleolar®.
Grande parte dos pacientes com essas reatividades apresentava resultados falsos

negativos do FAN nos substratos de origem animal. Atualmente, a maioria deles pode
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ser faciimente identificada pela IFI HEp-2', sendo este métodoconsiderado o padréo-

ouro para a pesquisa do FAN?.

2.2 Acurécia diagnostica

Acuracia diagnostica € a capacidade que um teste tem para discriminar entre
guem tem e quem nao tem determinada doenca. Também pode ser entendida como a
proporcdo de resultados corretos que um teste é capaz de fornecer (resultados
verdadeiros positivos e verdadeiros negativos divididos por todos os resultados,
incluindo os falsos positivos e negativos)®*3.

Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,
razdo de verossimilhanca positiva, razdo de verossimilhanca negativa e area sob a
curva ROC sdo medidas da acuracia diagnéstica de um teste®**3'. A acuracia de um
teste diagnéstico também é influenciada pela sua reprodutibilidade®.

Sensibilidade € a probabilidade de um teste ser positivo na presenca de doenca.
E calculada como o nimero de resultados verdadeiros positivos (VP) dividido pela soma
dos resultados verdadeiros positivos e falsos negativos (FN)3'. Especificidade é a
probabilidade de um teste ser negativo na auséncia de doenca. E calculada como o
namero de resultados verdadeiros negativos (VN) dividido pela soma dos resultados
verdadeiros negativos e falsos positivos (FP)3.

Valor preditivo positivo é a probabilidade de um individuo com o teste positivo ter
a doenca. E calculado como o numero de resultados VP dividido pela soma dos
resultados VP e FP. Valor preditivo negativo € a probabilidade de um individuo com
teste negativo néo ter a doenca. E calculado como o nimero de resultados VN dividido
pela soma dos resultados VN e FN3.

Quando um teste que fornece resultados em uma escala ordinal e continua é
interpretado de maneira dicotbmica, a sua sensibilidade e especificidade podem variar
de acordo com o valor que define um resultado como positivo, ou valor de corte. Um
valor muito baixo resultard em mais resultados falsos positivos (baixa especificidade) e

poucos resultados falsos negativos (alta sensibilidade), enquanto um valor mais alto
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produzira poucos resultados falsos positivos (alta especificidade), mas falhard em
identificar muitos casos da doenca (baixa sensibilidade). Essa relacdo entre
sensibilidade e especificidade pode ser ilustrada graficamente por meio da curva ROC
(Receiver Operating Characteristc). Cada ponto da curva representa um valor diferente
de positividade do teste, sendo a sensibilidade correspondente plotada no eixo y e a
frequéncia de resultados falsos positivos (100 - especificidade) plotada no eixo x. A area
sob a curva quantifica a capacidade discriminatéria do teste, com uma éarea de 1.0
representando um teste perfeito e uma area de 0.5 um teste com desempenho igual ao
acaso. Quanto mais préxima do angulo superior esquerdo do gréfico, mais préximo de
1.0 é a &rea sob a curva e, portanto, melhor é o teste®.

O poder gque o resultado de um teste tem de modificar a probabilidade pré-teste
de uma doenca € determinado pelo calculo da razdo de verossimilhanca (RV) ou
likelihood ratio (LR). A RV é definida como a razdo entre a probabilidade de um
determinado resultado de um teste diagndstico em individuos portadores da doenca e a
probabilidade do mesmo resultado em individuos sem a doenca®**33. O célculo da RV
nao depende da prevaléncia da doenca, ja que € realizado por meio dos valores de
sensibilidade e especificidade apresentados por um determinado teste, estando
diretamente ligado a acuracia com a qual o teste identifica a doengca em questdo. A RV
pode ser calculada tanto para resultados negativos (probabilidade de excluir a doenca)
como para positivos (probabilidade de confirmar a doenca). Quanto mais a RV se afasta

7

da unidade (em ambos o0s sentidos), mais poderoso é o0 teste em termos
diagnésticos®! .

Razao de verossimilhanca positiva (RV+) é calculada pela probabilidade de um
resultado positivo do teste na presenca de doenca dividida pela probabilidade de um
resultado positivo na auséncia de doenca e expressa quantas vezes é mais provavel
encontrar um resultado positivo em pessoas doentes quando comparado com pessoas
nao doentes. Razdo de verosssimilhanca (RV-) é calculada pela probabilidade de um
resultado negativo do teste na presenca de doenca dividida pela probabilidade de um
resultado negativo na auséncia de doencga e expressa quantas vezes € mais provavel
encontrar um resultado negativo em pessoas doentes quando comparado com pessoas
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nao doentes. Uma RV+ de 15 significa uma probabilidade 15 vezes maior de o teste ser
positivo na presenca de doenca do que na sua auséncia. Por sua vez, uma RV- de 0,1
significa uma probabilidade 10 vezes maior de o teste ser negativo na auséncia de
doenca do que na sua presenca®-?.

Os efeitos de diferentes valores da RV na probabilidade pés-teste de doenca sédo

tradicionalmente interpretadosconforme descrito no quadro 1%,

Quadro 1: Efeitos de diferentes valores da RV na probabilidade p6s-teste de doenca

RV pararesultados + RV pararesultados - Efeito na PPT
Maior que 10 Menor que 0,1 Grande

Entre 5e 10 Entre 0,1 e 0,2 Moderado
Entre2e5 Entre 0,2 e 0,5 Minimo
Iguala 1l Igual a 1 Nenhum

PPT = probabilidade p6s-teste

2.3 FAN HEp-2 na pratica clinica: desempenho, vantagens e

desvantagens

O estabelecimento das células HEp-2 como o substrato de escolha para a
pesquisa do FAN, associado a otimizacéo dos kits comerciais no sentido de uma maior
sensibilidade para a deteccéo dos diversos autoanticorpos, a evolucao tecnologica dos
microscopios e ao emprego do teste por muitos médicos com o objetivo de descartar o
diagnéstico das DRAI em pacientes com sinais e sintomas inespecificos, tornou o FAN
HEp-2 um exame com baixa especificidade e valor preditivo positivo.

Uma porcentagem significativa de pacientes com outras doengas autoimunes
como AR, tireoidite autoimune e purpura trombocitopénica idiopatica, podem ter FAN
HEp-2 positivo sem que o exame tenha qualquer valor diagnéstico®. Resultados

positivos também podem ocorrer transitoriamente no contexto de varias doencas

21



infecciosas, como hepatite C crénica, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e infec¢ao
por parvovirus B19, assim como em doencas neoplédsicas e na vigéncia do uso de
alguns medicamentos.

Atualmente, a maioria dos testes de FAN ¢é utilizada, equivocadamente, como
triagem para a presenca de doenca reumética autoimune em individuos com sintomas

111213 Ccomo a

clinicos inespecificos e baixa probabilidade pré-teste de doenca
prevaléncia das doencas autoimunes é muito menor que a prevaléncia de FAN na
populacdo saudavel, a maioria dos resultados positivos em um laboratorio geral, ndo
vinculado a servicos de reumatologia ou nefrologia, ndo est4 associada com a presenca
de autoimunidade clinica®*. Além disto, uma alta proporcao de individuos sem evidéncia
clinica ou laboratorial de doenca autoimune passou a apresentar resultados positivos
em células HEp-2. Tan e colaboradores avaliaram a prevaléncia do FAN HEp-2 em
individuos saudaveis recrutados por quinze centros internacionais de referéncia na
pesquisa de autoanticorpos e encontraram resultados positivos em 31,7% deles no titulo
de 1:40, 13,3% no titulo de 1:80, 5% no titulo de 1:160 e 3,3% no titulo de 1:320%. No
Brasil, Mariz e colaboradores determinaram, a prevaléncia de FAN HEp-2 em 918
individuos saudaveis e encontraram uma positividade de 13,3% na diluicdo de 1:80,
7,0% na diluicdo de 1:160, 6,0% na diluicdo de 1:320, 4,4% na diluicdo de 1:640 e 2,1%
nas diluicées > 1:1280%,

Esses resultados produzem um impacto clinico importante. O FAN é um dos
critérios declassificacdo do LES, conforme o ACR, mas para isto deve estar presente no
soro em titulo anormal. Entretanto, o ACR nédo oferece nenhuma recomendacao
especifica sobre como estabelecer um titulo anormal do FAN.Para o estabelecimento de
intervalos de referéncia no laboratorio clinico, o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) recomenda a utilizagcéo da distribuicdo dos valores encontrados em 95%
dos individuos que constituem uma populacéo de referéncia (percentis 2,5 e 97,5)%". Em
relacdo ao FAN, apenas o limite superior do intervalo seria utilizado, sendo o valor de
corte do teste, neste caso, o titulo correspondente ao percentil 95. Diferentes diluicdes
dos soros, como 1:40, 1:80 e 1:160, sdo utilizadas em laboratérios clinicos ou
recomendadas pela literatura como valores de corte, mas frequentemente ndo levam
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em consideracdo a recomendacdo do ACR quanto a definicdo de um titulo anormal do
FAN®3#4! por sua vez, muitos fabricantes de kits comerciais sugerem que a triagem do
teste seja feita na diluicdo inicial de 1:40, geralmente com base em estudos realizados
em populacbes européias ou americanas saudaveis, porém étnica e socialmente
distintas da populagéo brasileira.Como os pacientes com DRAIs tendem a apresentar
FAN HEp-2 positivo em titulos mais elevados que os individuos sem evidéncia clinica de
autoimunidade, o estabelecimento de uma diluicdo de triagem adequada, que
corresponda ao titulo anormal do FAN, é fundamental para minimizar a frequéncia de
resultados “falsos positivos” do teste*°.

Além do numero elevado de achados positivos em individuos aparentemente
higidos, o FAN-HEp-2 possui limitacdes técnicas ligadas a falta de padronizacdo de
instrumentos e dependéncia da qualificacdo dos observadores. Diferencas entre os
microscépios utilizados pelos laboratérios e subjetividade na leitura dos padrbes de
fluorescéncia contribuem para a falta de reprodutibilidade dos resultados entre os varios

laboratérios®®424°,

Os resultados da nona rodada (novembro/2008) do ensaio de
proficiéncia PCQAuto (GMK Diagnosticos) ilustram a variabilidade da IFI, tanto em
relacdo ao padrdo quanto ao titulo. Cerca de 30,0% dos participantes classificaram a
amostra como negativa. O padrédo de fluorescéncia foi corretamente classificado por
90% dos laboratérios como nucleolar homogéneo. Os titulos variaram de 1:160 a
1:2560. Essa amostra foi classificada pelo provedor do ensaio como positiva, padréo de
fluorescéncia nucleolar homogéneo com titulo de 1:2560%,

Finalizando, a IFI é um método trabalhoso, manual, cuja execucao exige varios
profissionais de laboratério com diferentes habilidades e um controle interno da
gualidade rigoroso para assegurar resultados confiaveis e reprodutiveis, o que a torna
uma técnica limitada para laboratérios que realizam um grande volume de exames por

dia44,45
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2.4 Métodos alternativos para a detec¢do do FAN

Atualmente, existem outros métodos para a pesquisa do FAN, sendo que
imunoensaios tais como ELISA, quimiluminescéncia indiretae as tecnologias multiplex ja
se encontram disponiveis no mercado*’*®. Esses testes podem ser automatizados,
necessitando de um numero menor de técnicos para a sua execucdo e, como nao
exigem o0 uso de microscopio, eliminam a subjetividade inerente a interpretacdo dos
padrdes de fluorescéncia, o que torna os resultados mais reprodutiveis em relacéo a IFI,
e permitemotimizacao do fluxo de trabalho do laboratério e maior rapidez na liberacao
dos resultados. Devido ao fato de a maioria das amostras submetidas a pesquisa do
FAN em um laboratério geral apresentarem resultados negativos, esses imunoensaios
constituem uma alternativa atraente para a pesquisa de autoanticorpos circulantes nas
DRAIs. Entretanto, apesar da possibilidade de automacdo e padronizacdo, existem
ainda muitas diferencas entre os diversos imunoensaios®®. Os fabricantes utilizam
diversos protocolos para sensibilizar a fase solida com os antigenos de interesse; a
fonte dos antigenos pode ser o nucleo integral de células Hela, antigenos especificos
purificados de células HEp-2, antigenos especificos recombinantes ou uma mistura de
extrato do nlcleo de células HEp-2 e antigenos recombinantes especificos®’; cada kit
possui um valor de corte diferente para definicdo de resultados positivos®. O resultado
dessa falta de padronizacdo é a grande variabilidade de sensibilidade e especificidade
entre os testes dos diversos fabricantes e em relacéo a IFl em células HEp-2°2,

Bossuyt>® avaliou dois imunoensaios automatizados por meio da anélise de
amostras enviadas para a triagem de FAN: um método ELISA, que utilizava como
substrato extrato de células HEp-2 suplementado com os antigenos purificados Scl-70 e
SSA/Ro (EIA ANA Screen, Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, EUA); e um imunoensaio
enzimatico cujo substrato era composto por extrato do nucleo de células HEp-2
suplementado com os antigenos recombinantes SSA/Ro 52 kD, SSA/Ro 60 kD, SSB/La,
dsDNA, Jo-1, CENP-B e Scl-70 (Cobas® Core HEp-2 EIA ANA, Roche Diagnostics,
Basel, Suica). Todas as amostras foram testadas em células HEp-2. As amostras

positivas foram testadas para a presenca de anticorpos anti-SSA/Ro, SSB/La, Sm, Jo-1,
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RNP e Scl-70 por contraimunoeletroforese, e para anti-dsDNA por IFl. Foram
consideradas positivas amostras com titulo = 1:40 pela IFlI ou com valores acima do
valor de cortesugerido pelos fabricantes. A concordancia global dos testes com a IFl em
amostras com titulo <1:160 foi de, respectivamente, 86,0% e 85,0%. Com os valores de
corte sugeridos pelos fabricantes, a sensibilidade dos imunoensaios Sigma e Roche foi
de 65% de 61%, respectivamente. Os testes EIA ANA Screen e Cobas® Core HEp-2
falharam em detectar algumas amostras com autoanticorpos de importancia clinica
(anti- SSA/Ro, dsDNA, Jo-1 e centrémero). O autor concluiu que 0s imunoensaios
utilizados néo poderiam substituir a IFI.

Dahle e colaboradores® avaliaram e compararam o desempenho de dois kits
ELISA com uma combinacdo de IFI HEp-2 e imunodifusdo radial dupla in house
(ihIDRD), antigeno composto por uma mistura de SSA/Ro, SSB/La, Jo-1, Sm, UL-RNP e
Scl-70 para a triagem do FAN em 3000 amostras consecutivas. Os ELISAs avaliados
foram o Varelisa® SS-A/Ro (Pharmacia Diagnostics GmbH & KG, Freiburg, Germany),
que utilizava SSA/Ro 52-kD e 60-Kd como antigeno, e o Varelisa® ANA 8 screen
(Pharmacia Diagnostics GmbH & KG, Freiburg, Germany), que utilizava como substrato
uma mistura dos antigenos SSA/Ro (52/60 kD), SSB/La, Sm, (B, B’, D), U1-RNP,
snRNP, Scl-70, Jo-1 e CENP-B (proteina B do centrdmero). A IFl e a ihIDRD foram
considerados os métodos padrdo-ouro. Amostras com titulo = 1:100 na IFI, presencga de
linha de precipitacédo na ihIDRD, ou valores acima do valor de corte recomendado pelos
fabricantes foram consideradas positivas. Amostras positivas em quaisquer das técnicas
acima foram testadas para a presenca de autoanticorpos especificos por IDRD
comercial. Cerca de 68,0% das amostras positivas pela IFlI foram negativas pelos
ELISAs. O padréao de fluorescéncia predominante foi o homogéneo (62,0%), indicando
anticorpos contra antigenos da cromatina, os quais estao intimamente associados com
LES, seguido do nucleolar (22,0%). Nenhum dos ELISAs tinha antigenos da cromatina
como parte do substrato. Véarias amostras positivas nos ELISAs (30,0%) nao
apresentaram anticorpos contra antigenos especificos pela IDRD. Os autores
concluiramque a IFI HEp-2 deve permanecer como método de escolha, pelo fato desse
substrato apresentar todos os antigenos de relevancia para o diagnostico das DRAIs.
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Tonutti e colaboradores® avaliaram a acuracia diagnéstica de cinco kits ELISA
comerciais. Amostras com titulo = 1:40 na IFlI ou que apresentaram valores acima do
valor de corte recomendado pelos fabricantes foram consideradas positivas. Amostras
positivas na IFI foram testadas para a presenca dos autoanticorpos especificos dsDNA,
SSA/Ro, SSB/La, Jo-1, Sm, U1-RNP e Scl-70. Foram avaliados 1513 pacientes
consecutivos com suspeita de doenca reumatica autoimune. Em 240 pacientes uma
dessas doencas foi diagnosticada (LES, ES, SS, DM/PM, DMTC). A sensibilidade e
especificidade da IFI e dos kits de ELISA foram calculadas como a porcentagem de
resultados positivos em pacientes com doenga reumatica autoimune e a porcentagem
de resultados negativos em pacientes sem doenca autoimune. Cada ELISA possuia
substrato antigénico diferente: extrato purificado do nucleo de células HEp-2, nucleo
integral de célula HelLa, extrato do nucleo de células HEp-2 suplementado com os
antigenos purificados Jo-1, SSA/Ro, SSB/La e DNA de fita simples (single-stranded
DNA ou ssDNA), antigenos purificados do nacleo de células HEp-2 e extrato do nucléolo
suplementados com os antigenos purificados Sm, U1-RNP, Scl-70, PCNA, proteina
ribossomal P, Jo-1, SSA/Ro, SSB/La, dsDNA e mitocondria. Os resultados mostraram
que alguns ELISA apresentaram sensibilidade diagnéstica comparavel a IFl (93,0%),
podendo ser utilizados como método alternativo. Os autores concluiram que nem todos
os kits de ELISA apresentaram a mesma sensibilidade e especificidade, devido a
diferencas no substrato antigénico, procedimento de sensibilizacdo da fase sélida e a
composicdo do conjugado utilizado. Portanto, antes de introduzir qualquer imunoensaio
do tipo ELISA na rotina diagnéstica € necessario um processo de validacéo cuidadoso.

Fenger e colaboradores®® avaliaram seis kits de ELISA em comparacéo a IFI.
Quatro Kits utilizavam como substrato uma combinacéo de extrato de células HEp-2 com
antigenos especificos purificados, enquanto dois utilizavam uma combinacdo de
antigenos especificos purificados e recombinantes. Amostras com titulo = 1:160 na IFI
ou resultados acima do valor de corte recomendado pelos fabricantes foram
consideradas positivas. A sensibilidade e especificidade dos kits foram avaliadas em
relacdo ao diagnostico clinico e comparadas com a IFl. Os métodos foram avaliados em
trés populacdes diferentes: 102 pacientes com diagnostico estabelecido de DRAI (1);
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164 pacientes com suspeita de DRAI e sintomas com menos de 1 ano de duragéo,
guardadas em soroteca por 5 anos antes do inicio dos sintomas (2); 101 pacientes com
suspeita de doencas reumaticas, cujo diagnostico final ndo foi de autoimunidade (3).
Novos valores de corte foram estabelecidos de acordo com a sensibilidade,
especificidade e valor preditivo nas populacdes de pacientes 1 e 3. O estudo mostrou
que a deteccdo do FAN depende do método utilizado. Alguns kits tiveram um
desempenho ruim (sensibilidade de 71,0% a 83,0% na populacédo 1 e de 58,0% a 67,0%
na populacéo 2), enquanto outros apresentaram sensibilidade diagnéstica semelhante
ou melhor que a IFI (sensibilidade de 91,0% a 97,0% na populacdo 1 e de 70,0% a
79,0% na populacdo 2). Os kits queutilizavam extratos de células HEp-2 tiveram
sensibilidade maior que aqueles que utilizavam apenas uma combinacdo de antigenos
especificos, porém com uma porcentagem maior de resultados falsos positivos. A
mudanca do valor de corte dos kits modificou o desempenho do teste, na dependéncia
se o objetivo eramelhorar a sensibilidade ou a especificidade diagnéstica. Os autores
concluiram que existem diferencas importantes entre os kits de ELISA e que a escolha
do teste dependeria de fatores tais como o desempenho analitico e custos. Os
resultados positivos pelo método ELISA deveriam ser confirmados e avaliados pela IFI
ou testes para autoanticorpos especificos.
Ghillani e colaboradores®’ avaliaram um ensaio quimiluminescente (LIAISON®
ANA Screen, Saluggia, Italia), com substrato constituido por extrato do nucleo de células
HEp-2 suplementado com os antigenos purificados e recombinantes SSA/Ro, SSB/La,
dsDNA, Jo-1, Sm/RNP, CENP-B, Scl-70 e PDC (complexo piruvato desidrogenase ou
M2). Todas as amostras foram testadas em células HEp-2 e aquelas positivas foram
testadas para a presenca de anticorpos especificos. Foram consideradas positivas
amostras com titulo >1:160 pela IFI ou valores acima do valor de corte recomendado
pelos fabricante. Foram avaliadas 600 amostras da rotina dos laboratoérios, sendo 372
de pacientes com diagnostico de doenca do tecido conjuntivo, além de 300 amostras de
doadores de sangue e 273 amostras de pacientes com diagnésticos indefinidos. A
concordancia positiva e negativa entre os métodos foi de respectivamente 94,9% e
98,8% e a sensibilidade clinica de 94,0% para o ensaio quimiluminescente. A
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especificidade encontrada em amostras de doadores de sangue foi de 99,3%. A
qguimiluminescéncia falhou em detectar algumas amostras que continham
autoanticorpos com especificidade para os antigenos SSA/Ro, dsDNA, Jo-1, Scl-70, U1-
RNP, em titulo menor que 1:160 na IFl. Resultados negativos também foram
encontrados em amostras com padrdo nucleolar, aparelho mitético e membrana nuclear
na IFl. Os autores concluiram que o FAN por quimiluminescéncia apresenta
sensibilidade aceitavel para a deteccdo dos principais autoanticorpos de importancia
para o diagnostico das DRAIs.

Maguire e colaboradores®®avaliaram a utilidade clinica do FAN por ELISA em
comparacdo a IFl. O substrato do kit testado era composto por uma mistura dos
antigenos especificos dsDNA, SSA/Ro, SSB/La, Jo-1, Sm, U1-RNP, centrébmero e Scl-
70 (Varelisa ReCombi®ANA Screen, Phadia, Milton Keynes, Reino Unido). Amostras
com titulo = 1:40 na IFl ou com valores acima do corte recomendado pelo fabricante
foram consideradas positivas. Foram avaliadas amostras de 1239 pacientes para 0s
guais um teste de FAN foi solicitado. Desses, 169 pacientes apresentaram FAN positivo
pela IFl e negativo pelo ELISA. Foi selecionado um grupo controle, pareado por sexo e
idade, com resultado negativo de FAN em ambos os testes. Um ano apés a realizacdo
do teste, cada paciente respondeu a um questionario com 23 questdes para a avaliacdo
de sintomas indicativos de LES, sintomas de outras doengas do tecido conjuntivo e
sintomas inespecificos ndo relacionados as doencas do tecido conjuntivo. Os resultados
mostraram que ndo houve diferencas entre 0s grupos em relacdo as questbes
sugestivas de LES, doenca do tecido conjuntivo ou controle. Apesar dos resultados do
estudo ndo poderem ser extrapolados para outros testes de ELISA com substrato
antigénico diferente, os autores concluiram que, ap6s um ano de seguimento, 0S
pacientes com FAN positivo pela IFI e negativo pelo ELISA eram indistinguiveis em
termos de sintomas clinicos dos pacientes com resultados negativos em ambos o0s
testes. Portanto, esses pacientes ndo demandariam uma avaliagéo clinica diferenciada.
A utilizagdo do ELISA reduziria o numero de pacientes com resultados de FAN falsos

positivos encaminhados para avaliagdo reumatoldgica.
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Copple e colaboradores™ avaliaram a proposta de se realizar a triagem do FAN
por ELISA, seguida por IFI HEp-2 nas amostras positivas, em laboratorios de grande
rotina. Os autores analisaram quatro kits de ELISA de fabricantes diferentes em paralelo
com a IFI-HEp-2. Os substratos eram compostos por uma mistura variavel de antigenos
especificos recombinantes e/ou purificados (SSA/Ro 52kD, SSA/Ro 60kD, SSB/La,
dsDNA, histonas, Sm, Sm/RNP, U1-RNP, Jo-1, proteina ribossomal P, CENP-B, Scl-70
e M2), associados ou ndo ao extrato de células HEp-2. Foram analisadas 224 amostras
caracterizadas clinicamente, sendo 30 de pacientes com diagnostico de LES, 94 de
pacientes com diagnéstico de artrite reumatoide, 100 amostras de individuos saudaveis,
além de 495 amostras de rotina submetidas a pesquisa de FAN e 12 soros de referéncia
para anticorpos antinucleares. Amostras com titulo = 1:40 na IFI ou com valores acima
do valor de corte recomendado pelos fabricantes foram consideradas positivas. Todas
as amostras positivas em qualquer dos métodos de triagem foram testadas para a
presenca de anticorpos anti-dsDNA, histonas, cromatina e antigenos nucleares
extraiveis (ENA) em quatro plataformas multiplex diferentes. A sensibilidade dos
diferentes ELISA oscilou entre 90,0% a 97,0%, comparada com uma sensibilidade de
80,0% da IFI HEp-2, nas amostras dos pacientes com LES. A especificidade oscilou
entre 36,0% a 94,0%. Os autores concluiram que devido a sua alta sensibilidade, o
ELISA poderia ser empregado para a triagem, permitindo a liberagdo imediata das
amostras com resultados negativos, as quais constituem a maior proporcdo das
amostras testadas em um laboratério geral, com consequente reducdo do tempo de
liberacdo do resultado e melhor custo-efetividade. Por outro lado, devido & menor
especificidade do método, amostras positivas pelo ELISA deveriam ser testadas pela
IFIHEp-2 para confirmacédo do resultado, a caracterizacdo do padrao de fluorescéncia e
a determinacao do titulo.

Beéck e colaboradores®® avaliaram o desempenho diagndstico de um
imunoensaio enzimatico fluorescente (EIIA® CTDScreen, Phadia, Freiburg, Alemanha)
para a deteccdo de FAN, em comparacdo com a IFI em células HEp-2000®
(Immunoconcepts, Sacramento, EUA), que sdo uma linhagem de células HEp-2

transfectadas que expressam o0 antigeno SSA em maior quantidade. O substrato era
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constituido de: SSA/Ro 52 kD, SSA/Ro 60 kD, SSB/La, Sm, U1-RNP (70 kD, A, C), Scl-
70, Cenp-B, Jo-1, fibrilarina, RNA polimerase Ill, PM-Scl, proteina ribossomal P, PCNA,
M2 e dsDNA. Foram consideradas positivas amostras com titulo >1:40 pela IFl ou com
valores acima do valor de corte recomendado pelo fabricante; as amostras positivas
foram testadas para a presenca de autoanticorpos especificos. Foram avaliados 236
pacientes com diagnéstico de doenca reumatica autoimune, 149 individuos doadores de
sangue, 139 pacientes com sindrome da fadiga crénica e um grupo controle de 134
pacientes encaminhados para avaliacdo reumatologica em que a presenca de doenca
reumatica foi descartada. A sensibilidade do teste para LES, ES, SS, DMTCDM/PM foi
de 74,0%, 72,0%, 89,0%, 100% e 39,0%, enquanto a da IFI foi de 96,3%, 72,5%, 88,9%,
100% e 39,3%, respectivamente. A positividadeno grupo de individuos saudaveis,
pacientes com sindrome da fadiga cronica e pacientes controle foi inferior a 4%,
enquanto a da IFl foi de 12,1%, 14,4% e 35,8%, respectivamente. Os autores
concluiram que para um mesmo nivel de especificidade, a sensibilidade do EIIA® CTD
Screen foi superior a da IFI, bem como mostrou razao de probabilidade superior a um
resultado positivo da IFl para DRAI; um resultado negativo da IFI teve uma razédo de
probabilidade menor que um resultado negativo EIiA® CTD Screen para a auséncia de
doenca reumdtica autoimune; a probabilidade de doenca reumatica autoimune
aumentou com o aumento do indice de reatividade do kit testado.

Parker e colaboradores®avaliaram a sensibilidade de um imunoensaio enzimatico
fluorescente (EIIA® CTD Screen, Phadia, AB, Upsala, Suécia) para a deteccdo de
autoanticorpos especificos mais raros associados com DRAis (LES, ES e DM/PM).
Foram avaliados os soros de 399 pacientes com a seguinte distribuicdo de
autoanticorpos: 102 positivos para PM/Scl, 199 positivos para anti-RNA polimerase I,
50 positivos para ani-fibrilarina, 12 positivos para anti-Mi-2, 13 positivos para anti-PCNA
e 23 positivos para anti-ribossomal P e concluiram que o EliA® CTD Screenfoi um teste
sensivel para a deteccdo de anticorpos anti-PM/Scl, anti-proteina ribossomal P, anti-
PCNA e anti-Mi-2. Entretanto, a sua sensibilidade foi consideramodesta para anticorpos

anti-fibrilarina e insatisfatéria para anticorpos anti-RNA polimerase.
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Em suma, os estudosacima demonstraram resultados discrepantes em relagédo a
sensibilidade (69,5% a 97,7%) e especificidade (66,9% a 97,7%) dos varios
imunoensaios analisados. Tais discrepancias poderm ter sido consequéncia de
diferencas qualitativas e/ou quantitativas dos antigenos que compdem o substrato
(secundérias a alteracdo da estrutura conformacional dos mesmos durante o processo
de purificacdo ou revestimento da fase soélida e/ou diferencas na quantidade e
exposicao de cada antigeno na mistura antigénica), presenca de extrato de células HEp-
2 como parte do substrato e diferentes valores de corte para definicdo de resultados
positivos®*’. Diferencas na selecéo da populacéo avaliada e no desenho dos estudos
também foram fatores importantes que afetaram os resultados e a interpretacéo clinica
dos estudos®**’.

O Colégio Americano de Reumatologia, em posicionamento oficial, fez as
seguintes recomendacdes em relacdo ao método para o teste de FAN: a IFI é o método
padrdo-ouro para a pesquisa de FAN, com sensibilidade superior aos demais
imunoensaios; laboratorios comerciais e hospitalares que usam plataformas multiplex,
ou outros imunoensaios para a deteccdo de FAN, devem informar aos meédicos
solicitantes que o teste utilizado possui sensibilidade e especificidade semelhante ou
superior a IFl; os laboratdrios devem informar nos laudos o método utilizado para a
pesquisa de FAN?°. Tais recomendacées foram baseadas em uma revisdo da literatura
gue mostrou que até 35% dos pacientes com LES e FAN positivo pela IFI podem

apresentar resultados negativos em outros imunoensaios®?.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o desempenho diagnodstico das técnicas de ELISA e
QUIMILUMINESCENCIA para a pesquisa de anticorpos antinucleares (FAN), utilizando

o diagndstico clinico como o padrao de acuracia diagndstica.
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3.2 Objetivos especificos

« Determinar a sensibilidade dos testes em uma amostra de pacientes com
diagnostico estabelecido de doencas reumaticas autoimunes para as quais o FAN
possui utilidade diagnostica: LES, SS, ES (incluindo as formas cutaneas limitada e
difusa, a DMTC e as formas em sobreposicdo com LES, AR, SS e PM), DITC e
DM/PM.

« Determinar a especificidade dos testes em uma amostra de pacientes com
diagnostico estabelecido de doencas reumaticas para as quais o FAN nao possui
utilidade diagnostica, bem como em um grupo de pacientes com diagnostico de
doencas infecciosas agudas e crbnicas: artrite reumatodide (AR), vasculites
sistémicas, fibromialgia, espondiloartrites, osteoartrite, gota, hepatite C, sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (HIV), dengue, tuberculose pulmonar e doenca de
Chagas.

« Nos pacientes com diagnéstico de LES, avaliar se existe correlacéo entre a
sensibilidade dos testes e a atividade da doenca.

. Determinar a concordancia entre os kits ELISA, QUIMILUMINESCENCIA e a IFI-
HEp-2.

« Descrever as amostras discordantes em relagéo aos seguintes parametros: no
caso de amostras IFI positiva e ELISA e/ou QUIMILUMINESCENCIA negativa,
avaliar o titulo, o padrao de fluorescéncia e o diagndstico clinico. No caso de
amostras IFI negativa e ELISA e/ou QUIMILUMINESCENCIA positiva, avaliar o
diagnastico clinico.

« Determinar a capacidade discriminatoria dos testes por meio da area sob a curva
ROC, da razédo de verossimilhancga positiva e da razéo de verossimilhanca
negativa.

« Estabelecer valores de corte 6timos para cada teste por meio da analise por curva
ROC.
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« Estabelecer intervalos de resultados para cada teste associados a razdes de
verossimilhancas que correspondam a diferentes probabilidades pds-teste de
DRAI.

« Na amostra de individuos saudaveis, determinar a frequiéncia de resultados
positivos de cada teste.

« Na amostra de individuos saudaveis, determinar a diluicdo da IFI- HEp-2 e o valor
de corte de cada kit de ELISA e QUIMILUMINESCENCIA que definem um
titulo/concentracdo anormal do FAN.

« Avaliar a sensibilidade de cada teste frente ao painel de soros de referéncia para
anticorpos antinucleares da Arthritis Foundation/Centers for Disease Control (CDC,
Atlanta. EUA)

« Determinar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo dos testes em um grupo de pacientes encaminhados para avaliagao
reumatolégica, com suspeita diagndstica ndo confirmada de DRAI.

4 CASUISTICA E METODOS

O delineamento do presente estudo foi realizado de acordo com as
recomendacées do STARD (Statement for Reporting Studies of Diagnostic Accuracy)®,
tendo sido observados, na medida do possivel, os itens que compbema lista de
verificacdo (checklist) proposta pelo grupo. O STARD é uma iniciativa de um grupo de
cientistas e editores cujo objetivo é fornecer diretrizes para o aperfeicoamento da

qualidade dos estudos de acuracia diagnostica.

4.1 Sujeitos:

Pacientes e individuos saudaveis

4.2 Critérios de incluséao:
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Individuos com idade a partir de 18 anos, acompanhados no Servico de Reumatologia

do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG) e no Servico de Reumatologia da Santa

Casa, ambos situados em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Individuos saudaveis,

com idade entre 18 a 69 anos, provenientes da regido metropolitana de Belo Horizonte,

MG.

Grupo 1: Individuos com diagnostico estabelecido de lUpus eritematoso
sistémico, sindrome de Sjogren primaria, esclerose sistémica (incluindo as
formas cutaneas limitada e difusa, a DMTC e as formas em sobreposi¢ao com
LES, AR, SS e PM), doenca indiferenciada do tecido conjuntivo (DITC) e
polimiosite/dermatomiosite, segundo os critérios de classificacdo especificos®®®.
Grupo 2: Individuos com diagnostico estabelecido de artrite reumatdide,
espondiloartrites, vasculites sistémicas, osteoartrite, fibromialgia egota, segundo

078 Também foi selecionado um

os critérios de classificacdo especificos
subgrupo composto de amostras de soroteca e/ou pacientes com diagndstico das
seguintes sindromes infecciosas agudas e cronicas: infeccdo pelo HIV/AIDS,
hepatite B cronica, hepatite C cronica, amostras anti-HCV positivas, amostras de
pacientes com tuberculose pulmonar, amostras positivas para doenca de Chagas
(2 sorologias positivas) e amostras positivas para antigeno NS1 da dengue ou
anticorpos IgM.

Grupo 3: Individuos da rede primaria de assisténcia encaminhados para
avaliacdo ambulatorial, com suspeita clinica, ndo confirmada, de doenca
reuméatica autoimune.

Grupo 4 : Individuos saudaveis, classificados de acordo com os critérios de Tan

e colaboradores™®.

4.3 Critérios de exclusao:

Individuos com diagnostico de doencgas hepéticas autoimunes, como hepatite autoimune

e cirrose biliar primaria

79,80
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4.4 Métodos

4.4.1 Coleta, processamento e armazenamento das amostras:

Todos os pacientes e individuos saudaveis foram recrutados de forma consecutiva,
entre setembro de 2010 e dezembro de 2011. Apds a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, procedeu-se a coleta e centrifugacdo do sangue.
Cerca de 10 mL de sangue foram obtidos por puncdo venosa periférica, utilizando
sistema de tubo & vacuo com gel separador (Z Serum Sep C/A 50, VACUETTE®,
Greiner Bio-One, Americana, SP, Brasil). Apds aguardar cerca de 30 minutos para a
formacdo do codgulo, as amostras foram centrifugadas a 4000 rota¢cdes por minuto
durante 10 minutos e o soro obtido foi aliquotado e armazenado a -80 °C. O estudo foi
aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas

Gerais e da Santa Casa de Belo Horizonte.

4.4.2 Imunofluorescéncia indireta em células HEp-2

A imunofluorescéncia indireta foi realizada em substrato HEp-2 comercial (BION
Enterprises, Des Plaines, IL, EUA), de acordo com o seguinte protocolo: para a triagem,
os soros dos pacientes foram diluidos na propor¢cdo de 1:80 em tampdo salina
fosfatada pH 7,4 (PBS) e incubados por 30 minutos em camara Umida, a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes por 10 minutos em PBS e
incubadas por 30 minutos com anticorpo secundéario de carneiro antigamaglobulina
humana conjugado com isotiocianato de fluoresceina (cadeia leve e pesada de IgG) em
camara escura, a temperatura ambiente. ApGs a incubacao, as laminas foram lavadas
em PBS e recobertas com tampao glicerol fosfato pH 7,4 e laminulas. As laminas foram
lidas em microscoépio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse E 400), no aumento de 400x.

As amostras foram classificadas como positivas quando apresentaramuma intensidade
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de fluorescéncia igual ou superior a do controle positivo de reatividade minima (1+/4+).

As amostras positivas na diluicdo de triagem (1:80) foram diluidas sucessivamente em

PBS até o titulo de 1:5120, sendo considerado o titulo final aquele em que ainda era

possivel identificar um padrdo morfolégico bem definido. Todas as corridas foram

validadas pelo controle positivo e negativo fornecidos pelo fabricante. A leitura das

laminas e a descrigéo dos padrdes de fluorescéncia foram realizados de acordo com as

recomendacdes do 3° Consenso Brasileiro para a pesquisa de Autoanticorpos (FAN

HEp-2), de 2008°. Todas as laminas foram lidas por dois observadores. Resultados

discrepantes foram avaliados de forma cega por um terceiro observador e liberados

apés CONsSenso entre 0s mMesmos.

4.4.3 ELISA equimiluminescéncia

Kit 1: QUANTA Lite®ANA (Inova Diagnostics, San Diego, CA, EUA): ELISA que
utiliza como substrato antigenos purificados do nucleo e nucléolo de células HEp-2,
associados com o0s seguintes antigenos purificados: dsDNA, histonas, Sm, RNP,
SSA/Ro, SSB/La, Scl-70, centrébmero, Jo-1, proteina ribossomalP, PCNA e
mitocdndria. O conjugado é um anticorpo de cabra anti-lgG humana marcado com
peroxidase. As amostras foram diluidas manualmente na proporcdo de 1:41 em
solucdo diluente de amostras HRP e incubadas a temperatura ambiente por 30
minutos. As etapas seguintes do teste foram realizadas no equipamento
automatizado Stat Fax® 2000, de acordo com o seguinte protocolo:cada poco da
placa foi lavadotrés vezes com solucdo de lavagem HRP. Apds a ultima lavagem, o
conjugado foi adicionado e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente.ApGs a
incubagéo o conjugado foi removido por etapa de lavagem idéntica a descrita acima,
o cromogeno TMB foi adicionado e incubado por 15 minutos, em temperatura
ambiente. Por fim, a solugdo de paragem HRP foi adicionadaas placas e incubada
por 5 minutosa temperatura ambiente e a densidade éptica (DO) de cada amostra
determinada no comprimento de onda de 450 nm. A reatividade de cada amostra foi

calculada dividindo-se a DO da amostra pela DO do controle positivo baixo e
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multiplicando-se o valor obtido pelo nimero de unidades que se encontra no rétulo
do controle positivo baixo. Foram consideradas positivas as amostras com resultado
igual ou superior a 20 U (unidades). Todas as corridas foram validadas pelo controle
positivo e negativo fornecidos pelo fabricante.
Kit 2: ORGENTEC ANA Detect (ORGENTEC Diagnostica, Mainz, Alemanha): ELISA
que utiliza como substrato os antigenos purificados SSA 52/Ro 52, SSA 60/Ro 60,
SSB/La, RNP/Sm, RNP-70, RNP-A, RNP-C, SmB’, Sm-D, Sm-E, Sm-F, Sm-G, Scl-
70, Jo-1, dsDNA, ssDNA, poli-nucleossomos, mononucleossomos,complexo de
histonas, histona H1, histona H2A, histona H2B, histona H3, histona H4, PM-/Scl-100
e CENP-B. O conjugado € um anticorpo anti-lgG humana marcado com peroxidase.
As amostras dos pacientes foram diluidas manualmente na proporcdo de 1:100 em
solucdo diluente de amostras e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos.
As etapas seguintes do teste foram realizadas no equipamento automatizado Stat
Fax® 2000, de acordo com o seguinte protocolo: cada poco da placa foi lavado trés
vezes com solucdo de lavagem. Apdés a ultima lavagem, o conjugado foi adicionado
as placas e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacao o
conjugado foi removido por etapa de lavagem idéntica a descrita acima, o
substratoTMB foi adicionado e incubado por 30 minutos em camara escura, a
temperatura ambiente. Por fim, a solucado de paragem foi adicionada e incubada por
30 minutos em camara escura, a temperatura ambiente e a DO de cada amostra
determinada no comprimento de onda de 450 nm. As amostras com indice menor
que 1,0 foram consideradas negativas, entre 1,1 e 1,2 indeterminadas e acima de
1,2 positivas. Todas as corridas foram validadas pelos controles positivo e negativo
fornecidos pelo fabricante.
Kit 3: IMTEC ANA Screen (HUMAN Diagnostics Worldwide, Magdeburg, Alemanha):
ELISA que utiliza como substrato o ndcleo integro de células HelLa ligado
covalentemente a placa de poliestireno. O conjugado € um anticorpo anti-lgG, IgA e
IgM humanas marcado com peroxidase. As amostras dos pacientes foram diluidas
manualmente na propor¢ao de 1:100 em solugdo diluente de amostras e incubadas a
temperatura ambiente por 1 hora. As etapas seguintes do teste foram realizadas no
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equipamento automatizado Stat Fax® 2000, de acordo com o seguinte protocolo:
cada poco da placa foi lavado trés vezes com o tampéao de lavagem. Apés a ultima
lavagem, o conjugado foi adicionado e incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apés a incubacao o conjugado foi removido por etapa de lavagem idéntica
a descrita acima, o substrato TMB adicionado as placas e incubado por 10 minutos
em camara escura, a temperatura ambiente. Por fim, a solugdo de paragem foi
adicionada e a absorbancia de cada amostra determinada no comprimento de onda
de 450 nm. A reatividade de cada amostra foi calculada pela interpolacdo do valor da
absorbéancia da amostra na curva de calibragdo. Amostras com resultado abaixo de
40U/mL foram consideradas negativas, entre 40 a 50 U/mL indeterminadas, e acima
de 50 U/mL positivas. Todas as corridas foram validadas pelos controles positivo e
negativo fornecidos pelo fabricante.

e Kit 4: LIAISON ANA Screen (DiaSorin, Saluggia, Italia): ensaio por
quimiluminescéncia indireta que utiliza como substrato antigenos purificados do
nacleo de células HEp-2, associados com 0s seguintes antigenos recombinantes ou
purificados: Sm/RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70, CENP-B, PDC, dsDNA na forma de
oligonucleotidios sintéticos, imobilizados em particulas magnéticas. O conjugado é
um anticorpo monoclonal de rato anti-lgG humana marcado com isoluminol. Todas
as etapas de aspiracao e diluicdo das amostras, de dispensacdo do conjugado, do
substrato e dos agentes iniciadores, e de incubacéao e de lavagem, foram realizadas
no analisador LIAISON (DiaSorin, Saluggia, Italia). Resultados com indice abaixo de
1,5 foram considerados negativos, e com indice igual ou superior a 1,5 foram
considerados positivos. Todas as corridas foram validadas pelos controles positivo e
negativo fornecidos pelo fabricante.

A composicdo antigénica dos substratos de cada kit e as suas principais

caracteristicas metodoldgicas estdo descritas nos quadros 2 e 3.
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Quadro 2: Composicédo antigénica dos testes ELISA e quimiluminescéncia

Antigeno Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
Extrato HEp-2 Sim N&o N&o Sim
Extrato nucléolo Sim Néo N&o N&o
Nucleo HelLa N&o Néo Sim N&o
dsDNA Sim* Sim Nao Sim®
ssDNA N&o Sim N&o N&o
Nucleossomo Sim Sim N&o N&o
Histonas Sim* Sim N&o N&o
SSA/Ro 52 kD Nao Sim Nao N&o
SSA/Ro 60 kD Sim Sim N&o Sim
SSB/La Sim Sim N&o Sim*®
Sm/RNP Sim Sim Néo Sim
Jo-1 Sim Sim N&o Sim™
Scl-70 Sim Sim N&o Sim™®
CENP B Sim Sim N&o Sim™®
Ribossomal P Sim Nao Nao N&o
Mitocondria Sim N&o Nao Sim®
PM/Scl Sim Sim N&o N&o
PCNA Sim N&o N&o N&o

*Sob a forma de complexo DNA/histona (nucleossomo)
8oligonucleotideos sintéticos; §8antigenos recombinantes; demais antigenos séo nativos



Quadro 3: Caracteristicas dos testes ELISA e quimiluminescéncia

o ] o Calibradores
KIT Fase sélida Conjugado Incubacéo* Diluicéo i ) . RI
Namero Linearidade
IgG de

cabra anti-

1gG
humana-

HRP

*%k

1 Microplacas 30/30 41 NA N&o

Policlonal
anti-lgG
2 Microplacas humana- 30/15 100 * NA Sim

HRP

Anti-

Ig(GAM) 31,25 a500

3 Microplacas humana- 60/30 101 5 Sim
U/mL

HRP

Monoclonal

de rato anti-

Microparticulas
4 lgG 10/10 10 2 0,5a12,0 Nao

magnéticas
humana-

isoluminol

HRP: peroxidase de rabano

NA: ndo se aplica

* soro e conjugado, em minutos

** resultados calculados como indice (divisdo da DO da amostra pelaDO do controle positivo baixo)
RI: faixa de resultados indeterminados

4.4.4 Soros de referéncia

Soros de referéncia da Arthritis Foundation/Centers for Disease Control (AF/CDC,

ANA Reference Laboratory, Mailstop A-25, Centers for Disease control & Prevention,
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1600 Clifton Road, NE, Atlanta, GA 30333 smcdougal@cdc.gov) foram utilizados para
avaliar a resposta dos kits de ELISA, quimiluminescéncia e da IFI-HEp-2 em relacdo aos
diferentes autoanticorpos especificos. Os soros estudados foram: AF/CDC 1 (Padréo
homogéneo: Anti-dsDNA), AF/CDC 2 (Anti-SSB/La), AF/CDC 3 (Padrdo pontilhado:
Anti-U1-RNP, Anti-SSA/Ro, Anti-SSB/La), AF/CDC 4 (Anti-U1-RNP), AF/CDC 5 (Anti-
Sm), AF/CDC 6 (Padréo nucleolar: Anti-fibrilarina), AF/CDC 7 (Anti-SSA/Ro), AF/CDC 8
(Anti-centrébmero), AF/CDC 9 (Anti-Scl-70), AF/CDC 10 (Anti-Jo-1) e AF/CDC 12 (Anti-

ribossomalP).

4.4.5 Determinacéo da atividade da doenca em pacientes com LES

Nos pacientes com diagnéstico de LES, a atividade da doenca no momento da
coleta foi avaliada pelo instrumento SLEDAI 2K (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index 2000), sendo considerado como indicativo de doenga ativa um
score> 48182,

Para o calculo do SLEDAI, os seguintes testes foram realizados:

e Pesquisa de anticorpos anti-dsDNA por imunofluorescéncia indireta utilizando como
substrato o protozodrio Crihtidia luciliae, em kit comercial (DiaTest-Auto Antibody
Screen, DTS, Randburg, Africa do Sul), de acordo com o seguinte protocolo: para a
triagem, os soros dos pacientes foram diluidos na propor¢cédo de 1:10 em tampéo
salina fosfatada (PBS) e incubados por 30 minutos em camara Umida, a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes por 10 minutos em
PBS e incubadas por 30 minutos com anticorpo secundario polivalente
antigamaglobulina humana conjugado com isotiocianato de fluoresceina em cémara
escura, a temperatura ambiente. ApGs a incubacgdo, as laminas foram lavadas em
PBS e recobertas com tampao glicerol fosfato e laminulas. As laminas foram lidas
em microscopio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse E 400), no aumento de 400x. As
amostras foram classificadas como positivas se apresentassem uma intensidade de
fluorescéncia do cinetoplasto igual ou superior a do controle positivo de reatividade

minima (1+/4+). As amostras positivas na diluicdo de triagem foram diluidas
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sucessivamente em PBS até o titulo de 1:1280, sendo considerado o titulo final
aquele em que ainda era possivel identificar o cinetoplasto. Todas as corridas foram
validadas pelo controle positivo e negativo fornecidos pelo fabricante.

e Dosagem dos componentes C3 e C4 do complemento, por nefelometria (Beckman
Coulter, Brea, CA, EUA), no equipamento IMMAGE (Beckman Coulter, Brea, CA,
EUA). O valor de referéncia do C3 é de 79 a 152 mg/dL e do C4 é de 16 a 38 mg/dL.

4.4.6 Determinacdo do titulo/concentracdo anormal do FAN e da

diluicdo de triagem da IFI

Seguindo as recomendacbes do CLSI, para determinar o titulo anormal do FAN
avaliou-se onumero minimo de 120 individuos saudaveis provenientes da populacao

geral®’

. O titulo anormal do FAN foi definido como o titulo/concentracdo de cada teste
correspondente ao percentil 95 do grupo de individuos saudaveis. Considerou-se como
saudavel qualquer individuo com idade entre 18 a 69 anos que estivesse no exercicio
pleno e regular das suas atividades laborativas, sem apresentar qualquer condicdo

fisica ou mental incapacitante®.

4.5 Analise estatistica

4.5.1 Calculo amostral

O tamanho amostral foi calculado para um estudo descritivo de uma variavel
dicotémica. A formula empregada foi N= 4%,,P(1-P)/W2; onde ,, = desvio-padrdo normal
para um a bidirecional, P= propor¢cao esperada para a variavel de interesse e W =
amplitude total do intervalo de confianga. As sensibilidades utilizadas foram extraidas do
artigo de Tonutti e cols®™. Nesse estudo, estas foram discriminadas como 93% e 88%
para o0s ensaios ANA-EIA (Imtecimmunodiagnostika, Berlim, Alemanha) e

QuantaLiteANA Elisa (Inova Diagnostics, San Diego, CA, EUA), respectivamente.

42



Utilizando uma amplitude total de 0,10 e um nivel de confianca para o intervalo de 95%,
0 numero de pacientes com diagnésticos reportados no grupo ldeveria variar entre 100
e 163. Como se tratou de um estudo tipo casos e controles com proporcdo de um
controle para cada caso, 0 numero de pacientes nos grupos 2 e 3 também deveria variar

entre 100 e 163 em cada grupo.

4.5.2 Anélise dos dados

As variaveis continuas com distribuicdo normal foram apresentadas como média, e
as de distribuicdo ndo paramétrica, como mediana. As variaveis categoéricas foram
apresentadas como porcentagem. Para analise das variaveis categoricas foram usados
o teste do qui-quadrado (x?) ou o teste exato de Fisher. Para comparaces de grupos
com distribuicdo normal foram usados o teste t de Student e ANOVA. Para
comparacdes de grupos com distribuicdo ndo paramétrica foi usado o teste deMan-
Whitney. O nivel de significAncia estatistica adotado foi de 5% (p< 0,05).

As seguintes medidas de acurécia diagnéstica, com o0s respectivos intervalos de
confianga de 95%,foram calculadas para cada teste:

e Sensibilidade: numero de resultados positivos do teste nos pacientes do grupo
1 (VP) dividido pelo numero total de pacientes do grupo 1 (VP + FN). VP =
verdadeiros positivos; FN = falso negativos

e No grupo 3, a sensibilidade foi calculada como o nimero de resultados
positivos do teste nos pacientes com diagnostico de DRAI (VP) dividido pelo
namero total de pacientes com DRAI nesse grupo (VP + FN).

e Especificidade: numero de resultados negativos do teste nos pacientes do
grupo 2 (VN) dividido pelo numero total de pacientes do grupo 2 (VN + FP).
VN= verdadeiros negativos; FP = falso positivos

e No grupo 3, a especificidade foi calculada como o numero de resultados
negativos do teste nos pacientes com outros diagnésticos finais (VN) dividido
pelo numero total de pacientes com outros diagndsticos finais neste grupo
(VN + FP).
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Valor preditivo positivo: nimero de pacientes do grupo 3 com diagndstico de
DRAI e resultados positivos (VP) dividido pelo total de pacientes do grupo 3
com resultados positivos (VP +FP).

e Valor preditivo negativo: numero de pacientes do grupo 3 sem diagnéstico de
DRAI e com resultados negativos (VN) dividido pelo total de pacientes do
grupos 3 com resultados negativos (VN+FN).

e Razdao de verossimilhanca positiva (RV+): sensibilidade do teste dividida pelo
namero de resultados falsos positivos, calculada para diferentes valores de
corte.

e Razao de verossimilhanca negativa (RV-): resultados falsos negativos do

teste dividido pela especificidade, calculada para diferentes valores de corte.

e Area sob a curva ROC (AUC/area under the curve).

A interpretacdo das RV, assim como a construcdo de intervalos de resultados
com diferentes RV, foi feita conforme o quadro 4, proposta na série de
artigosimmunologic Laboratory Testing Guidelines, do American College of
Rheumatology®®:

Quadro 4: Efeito do valor da RV na utilidade do teste

RV pararesultados + RV pararesultados - Utilidade do teste
Maior que 5 Menor que 0,2 Muito atil
Entre5e 2 Entre 0,2e 0,5 Util

Menor que 2 Maior que 0,5 Inatil

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,

razdo de verossimilhanga positiva e razdo de verossimilhanga negativa, foram
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calculados com os valores de corte sugeridos pelos fabricantes e com os valores de
corte 6timos obtidos pela analise dos dados por curva ROC.

O valor de corte 6timo € aquele que apresenta o melhor equilibrio entre
sensibilidade e especificidade, e corresponde ao resultado do teste com o maior valor
do indice de Youden: J = max[SEi + SPi - 1], em que SE e SP sé&o a sensibilidade e a
especificidade para cada valor de corte possivel. Esse valor corresponde ao ponto da

curva ROC mais afastado da linha diagonal.

As éareas sob a curva ROC dos diferentes testes foram comparadas pelo método
de DelLong®.
A concordancia entre os testes foi avaliada pelo indice estatistico Kappa. A

interpretacdo dos valores de kfoi realizada conforme o quadro 5%

Quadro 5: Interpretacéo dos valores de k

Valor de k Grau de concordéancia
<0,2 Pobre

0,21-0,40 Regular

0,41-0,60 Moderada

0,61-0,80 Boa

0,81-1,00 Muito boa

A frequéncia de DRAI foi calculada como o niumero de pacientes do grupo 3 com
diagnéstico final de DRAI dividido pelo nimero total de pacientes desse grupo.

A analise estatistica foi executada pelo pacote estatistico Medcalc para Windows
versao 12.2.0 ou superior (Medcalc Software, Mariakerke, Bélgica).
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5 RESULTADOS

Um total de 532 voluntariosforam recrutados, sendo 143 pacientes no grupo 1,
166 pacientes no grupo 2, 89 pacientes no grupo 3 e 134 individuos saudaveis no grupo
4,

Dois pacientes foram excluidos: um paciente com diagnéstico provavel de DITC,
mas que nao preenchia o critério de classificacdo especifico da doenca, e uma paciente
com osteoartrite de joelhos e diagndstico associado de cirrose biliar primaria.

A composicao do grupo 1, de acordo com o diagndstico clinico especifico, foi a
seguinte: 72 pacientes apresentaram diagnostico de LES, 33 de ES (incluindo com a
forma cutanea limitada, com a forma cutanea difusa, 7 com sobreposicdo com outras
DRAIs, e 2 com DMTC), 15 de SS, 14 pacientes de DM/PM e 9 de DITC.

A composicao do grupo 2, de acordo com o diagndéstico clinico especifico, foi a
seguinte: 40 pacientes apresentaram diagndstico de AR, 24 de fibromialgia, 23 de
espondiloartrites, 28 de vasculites sistémicas (granulomatose de Wegener, poliangiite
microscoépica, sindrome de Churg-Strauss, poliarterite nodosa, purpura de Henoch-
Schonlein, arterite de Takayasu, doenca de Behget, policondrite recidivante e
polimialgia reumatica), 10 tinham osteoartrite primaria (incluindo méaos, quadris e
joelhos), 5 tinham gota. Com parte do grupo, também foi selecionado um subgrupo de
36 pacientes e amostras armazenadas em soroteca, contemplando as seguintes
doencas infecciosas: 8 com infeccao pelo HIV/AIDS, 1 com hepatite B cronica, 3 com
hepatite C crbnica, 6 amostras anti-HCV positivas, 6 amostras de pacientes com
tuberculose pulmonar, 4 amostras positivas para doenca de Chagas (2 sorologias
positivas) e 8 amostras positivas para antigeno NS1 da dengue ou anticorpos IgM.

Os dados demograficos de cada grupo estdo descritos na tabela 1,e um
diagrama relacionando os resultados de cada teste nos pacientes dos grupos 1 e 2 com

a presenca ou auséncia de DRAI encontra-se representado na figura 1.
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Tabela 1: Dados demograficos dos pacientes dos grupos 1, 2,3 e 4

Variavel Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Amostra (n) 143 130* 89 134
Idade (anos)" 42 (20-70) 50 (21-79) 45 (20-81) 40 (18-69)
Geénero (F/M)* 127/16 92/38 71/18 71/63
Duracéo da doenca® 6,7 (0,1-36,5) 5,0 (0,1-36,6) 2,2 (0,1-20,1)** -
(anos)

Uso de corticoide 99 (69%) 65 (50%) - -

Uso de outro IMS 66 (46%) 55 (42%) - -

IMS = imunosupressor

*Excluidas as amostras das doencgas infecciosas

"Média (intervalo total). G1#£G2, G2#G3 e G4, G3# G4; p<0,001; ANOVA

*G1 vs G2 p=0,003; G1 vs G3 p=0,09; G1 vs G4 p<0,0001; G2 vs G3 p=0,179; G2 vs G4 p=0,004;
G3 vsG4p=0,0001

SMediana (intervalo total), tempo apés o diagnéstico

“Tempo apés o inicio dos sintomas

Em comparagdo com o grupo 2, o grupo 1 apresentou uma proporcao
significativamente maior de pacientes do sexo feminino, mais jovens, em uso de
corticoterapia (p=0,002), e com tempo de duragédo da doenca apOs o diagndéstico mais
longo (p=0,033; Mann-Whitney). Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos

na proporcao de pacientes em uso de imunossupressor (p=0,605).
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Figura 1: Resultados do FAN na IFI HEp-2 e nos kits de 1 a 4, em 309 pacientes dos grupos 1 e 2
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5.1 Sensibilidade e especificidade dos testes nos grupos 1,2e 4

Todas as analises foram realizadas considerando-se 0s resultados
indeterminados dos kits 2 e 3 como positivos.Inicialmente, a sensibilidade de cada teste
foi determinada no grupo 1, e a especificidade nos grupos 2 e 4 (tabela 2). A
sensibilidade da IFI HEp-2 foi de 87,4%, enquanto a sensibilidade dos outros testes

variou entre 62,9% (kit 4) a 90,0% (kits 1 e 3).

Tabela 2: Sensibilidade e especificidade dos testes, calculadas nos pacientes dos grupos 1 e 2, e nos

individuos saudaveis do grupo 4 (1C95%)

Grupo Amostra HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4

(n)
Sensibilidade 143 125 (87,4%) 133 (90,0%) 109 (76,2%) 133 (90,0%) 90 (62,9%)
(grupo 1)* (82,0-92,8) (85,1-94,9) (69,2-83,2) (85,1-94,9) (55,0-70,8)
Especificidade 166 120 (72,3%) 99 (59,6%) 150 (90,4%) 75 (45,2%) 145 (87,4%)
(grupo 2)t (64,9-78,9) (52,1-67,1) (85,9-94,9) (37,6-52,8) (82,4-92,4)
Especificidade 134 116 (86,6%) 69 (80,5%) 128 (94,0%) 86 (35,8%) 118 (88,1%)

(grupo 4)t

(80,8-92,4)

(72,2-88,8)

(89,0-99,0)

(27,7-43,9)

(82,6-93,9)

*n (%): Namero de resultados positivos (e indeterminados dos kits 2 e 3) do teste nos pacientes do grupo
1 dividido pelo total de pacientes do grupo
1n (%): Namero de resultados negativos do teste nos pacientes dos grupo 2 e 4 dividido pelo total de
?acientes de cada grupo

Calculada em uma amostra de 87 individuos

A distribuicdo dos resultados de cada teste nos pacientes dos grupos 1, 2 e 4

estao representadas nas figuras de 2 a 6.
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Figura 2: Distribuicdo dos titulos da IFI HEp-2 (valor de corte 1:80) nos pacientes dos grupos 1 e 2, € nos
individuos saudaveis do grupo 4
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Figura 3: Distribuicdo das concentragces do kit 1 nos pacientes dos grupos 1 e 2, e nos individuos
saudaveis do grupo 4
Linha tracejada indica o valor de corte do kit
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Figura 4: Distribuicdo dos indices do kit 2 nos pacientes dos grupos 1 e 2, e nos individuos saudaveis do

grupo 4

Linha tracejada indica o valor de corte do kit considerando os indeterminados como positivos
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Figura 5: Distribuicdo das concentragbes do kit 3 nos pacientes dos grupos 1 e 2, e nos individuos

saudaveis do grupo 4
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Figura 6: Distribuicdo dos indices do kit 4 nos pacientes dos grupos 1 e 2, e nos individuos saudaveis do

grupo 4

Linha tracejada indica o valor de corte do kit
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Como a prevaléncia e a importancia diagnéstica do FAN nas diferentes DRAI é

variavel, e a composicdo antigénica dos testes avaliados era heterogénea, a
sensibilidade da IFI HEp-2 e de cada kit foi determinada individualmente para as

doencas representadas no grupo 1 (tabela 3).
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Tabela 3: Sensibilidade dos testes nos pacientes do grupo 1, conforme o diagnéstico(IC95%)

Doenca Amostra HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
(n)

LES 72 63 (87,5%) 69 (95,8%) 60 (83,3%) 70 (97,2%) 49 (68,1%)

ES 33 31 (93,9%) 32 (97,0%) 26 (78,8%) 30 (90,9%) 22 (66,7%)

SS 15 15 (100%) 15 (100%) 13 (86,7%) 14 (93,3%) 12 (80%)

DITC 9 9 (100%) 9 (100%) 8 (88,9%) 9 (100%) 7 (77,8%)

DM/PM 14 7 (50,0%) 8 (57,1%) 2 (14,3%) 10 (71,4%) 0 (0%)

n (%): Numero de resultados positivos (e indeterminados dos kits 2 e 3) do teste em cada doenca,
dividido pelo total de pacientes com a doenca

De uma forma geral, 0 mesmo padréao de sensibilidade dos testes observado no
grupo 1 como um todo foi reproduzido em cada doenca em particular, ou seja, a IFI
HEp-2, o kit 1 e o kit 3 apresentando desempenho semelhante, e o kit 4 com a menor
sensibilidade dentre todos. Os kits 1 e 3 apresentaram sensibilidade superior a da IFI
HEp-2 no LES (95,8%, 97,2% e 87,5%), na ES (kit 1 97,0% e IFI HEp-2 93,9%), e na
DM/PM (kit 3 71,4% e IFl HEp-2 50,0%). A sensibilidade dos kits 2 e 4 foi
particularmente baixa na DM/PM (14,3% e 0%, respectivamente).

No grupo 2, a especificidade da IFI HEp-2 foi de 72,3%, enquanto a
especificidade dos outros testes variou entre 45,2% (kit 3) a 90,4% (kit 2). Os kits com
maior sensibilidade foram os que tiveram a especificidade mais baixa, notadamente o
kit 3. Por sua vez, os kits com menor sensibilidade foram os mais especificos (kits 2 e
4). Devido a limitagdo do nimero de testes disponiveis, apenas 87 individuos do grupo
4 foram testados no kit 1. Nessa populagéo, a especificidade da IFI HEp-2 foi de 86,6%,
um valor intermediario, portanto, em relacdo ao do kit menos especifico (kit 3, 64,2%) e
o do mais especifico (kit 2, 94,0%).

Avaliando-se a especificidade dos testes em cada doenca do grupo 2, chamou a
atencao a baixa especificidade do kit 3 na AR (20,0%) e nas espondiloartrites (43,5%),

e dos kits 1 e 3 na fibromialgia (37,5%) e na OA (20,0%). No subgrupo das doencas
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infecciosas, o kit 2 foi o que apresentou a menor frequéncia de resultados falsos

positivos (3 num total de 36, especificidade de 91,7%), comparada com uma

especificidade entre 75,0% a 80,6% dos demais testes (tabela 4). Alguns testes tiveram

uma frequéncia maior de resultados positivos em certas doencas. Das 7 amostras de

pacientes com tuberculose pulmonar, 4 foram positivas na IFl HEp-2, 2 no kit 3 e

nenhuma nos outros testes. De 8 amostras de pacientes com infeccdo/doenca pelo

HIV, 4 foram positivas no kit 4 e nenhuma na IFl. De 4 amostras de pacientes com

doenca de Chagas, 3 foram fortemente reativas no kit 1 e uma na IFl. Quaisquer outras

associacg0Oes particulares foram notadas na hepatite C e na dengue.

As distribuicdes dos titulos/concentracdes dos testes em cada doenca dos

grupos 1 e 2 encontram-se representadas nas figuras de 7 a 11.

Tabela 4: Especificidade dos testes nos pacientes do grupo 2, conforme o diagndstico

Doenca Amostra HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
(n)

AR 40 24 (60,0%) 20 (50,0%) 34 (85,0%) 8(20,0%) 33 (82,5%)
Fibromialgia 24 17 (70,8%)  9(37,5%)  21(87,5%) 9 (37,5%) 21 (87,5%)
Espondiloartrites 23 18 (78,3%) 17 (73,9%) 22 (95,7%) 10 (43,5%) 22 (95,7%)
Vasculites 28 23(82,1%) 19 (67,9%) 26 (92,9%) 15 (53,6%) 26 (92,9%)
Osteoartrite 10 6 (60,0%) 2 (20,0%) 9 (90,0%) 2 (20,0%) 9 (90,0%)
Gota 5 3 (60,0%) 5 (100%) 5 (100%) 3 (60,0%) 5 (100%)
Infecciosas 36 29 (80,6%) 27 (75%) 33(91,7%) 28 (77,8%) 29 (80,6%)

n (%): Numero de resultados negativos do teste em cada doenca, dividido pelo total de pacientes com a

doenca
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Figura 7: Distribuicdo dos titulos da IFI HEp-2 nos pacientes em cada doencga dos grupos 1 (A) e 2 (B).

Dados apresentados como box plots, onde os boxes representam os percentis de 25 a 75, a linha

horizontal em cada box representa a mediana e as linhas verticais representam o titulo minimo e o
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Figura 8: Distribuicdo das concentragdes do kit 1 nos pacientes de cada doenca dos grupos 1 (A) e 2 (B).
Dados apresentados como box plots, onde os boxes representam os percentis de 25 a 75, a linha
horizontal em cada box representa a mediana e as linhas verticais a concentragdao minima e a maxima.

o indica outliler e mindica far outlier

200 = |

— 180}
= |
e
wr
Q
=
o
sl
=
S 00
s0 b
0F 1 1 1 1 1
DITC EY ES LES S8
B 200
180 = [ L)
160 |- u
140
[e]
| | | |
120} 00 n
i | |
100} -
B | |
80} 00 [
B o
60}
: T
| T ==
20 = I |
- T ——T— 1 =5 ——
o]
] ] ] ] ] ] ]

AR EA FIBRO GOTA INFEC OA VASC

56



Figuras 9: Distribuicdo dos indices do kit 2 nos pacientes de cada doencga dos grupos 1(A) e 2 (B). Dados
apresentados como box plots, onde os boxes representam os percentis de 25 a 75, a linha horizontal em
cada box representaa mediana e as linhas verticais o indice minimo e o maximo.
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Figuras 10: Distribuicdo das concentra¢des do kit 3 nos pacientes de cada doenga dos grupos 1 (A) e 2
(B). Dados apresentados como box plots, onde os boxes representam os percentis de 25 a 75, a linha
horizontal em cada box representa a mediana e as linhas verticais a concentragdao minima e a maxima.
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Figura 11: Distribuicdo dos indices do kit 4 nos pacientes de cada doenca dos grupos 1 (A) e 2 (B). Dados
apresentados como box plots, onde os boxes representam os percentis de 25 a 75, a linha horizontal em
cada box representa a mediana e as linhas verticais o indice minimo e o maximo.
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5.2 Sensibilidade dos testes nos pacientes com LES de acordo com a

atividade da doenca

Alguns estudos sugerem relacdo entre a frequéncia de positividade da IFI HEp-2
em pacientes com diagnéstico estabelecido de LES e a atividade da doenca®®. Como
57,0% dos pacientes com LES estavam com doencga inativa no momento da coleta de
sangue, a sensibilidade dos testes foi avaliada separadamente em pacientes com
doenca ativa e inativa (tabela 5). Apesar de nao terem sido detectadas, para nenhum
dos testes avaliados, diferencas significativas de sensibilidade de acordo com a
atividade da doenca, uma tendéncia de maior positividade do kit 2 foi observada no
grupo de pacientes com LES ativo, tendo até mesmo o ultimo kit apresentado

sensibilidade discretamente superior a IFI HEp-2 nesse grupo.

Tabela 5: Sensibilidade dos testes nos pacientes com LES, de acordo com a atividade da doenga
(doenca ativa se SLEDAI 2K >4)

LES Amostra HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
(n)

Ativo 31 28 (90,3%) 31 (100%) 29 (93,6%) 31 (100%) 24 (77,4%)

Inativo 41 35 (85,4%) 38 (92,7%) 31 (75,6%) 39 (95,1%) 25 (61,0%)

p - 0,723 0,254 0,089 0,503 0,220

n (%): sensibilidade = nimero de resultados positivos (e indeterminados dos kits 2 e 3) do teste dividido
pelo total de pacientes em cada grupo

5.3 Estudo da concordancia

No estudo da concordancia entre os testes, realizado com os resultados dos
pacientes dos grupos 1 e 2, a IFI HEp-2 foi utilizada como o padrdo de comparacéo para
os demais kits (tabela 6). O indice kappa variou de 0,395 (IFI HEp-2 vs kit 3), indicando

uma concordancia regular entre os testes, a 0,581 (IFI HEp-2 vs kit 2), indicando uma
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concordancia moderada entre os testes. Nenhum kit atingiu um bom nivel de
concordancia com a IFI HEp-2. As principais causas de discordancia dos kits em relacéo
a IFl HEp-2 foram: resultados positivos no kit 1 e negativos na IFlI (53 amostras),
resultados negativos no kit 2 e positivos na IFI (56 amostras), resultados positivos no kit
3 e negativos na IFI (71 amostras) e resultados negativos no kit 4 e positivos na IFI (77

amostras).

Tabela 6: Avaliacdo da concordancia entre a IFI HEp-2 e os outros testes pela estatistica kappa

Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
HEp-2 0,485 0,581 0,395 0,409
IC95% 0,388-0,583 0,496-0,667 0,297-0,493 0,317-0,409

5.4 Analise dos resultados discrepantes entre a IFI HEp-2 e os outros

testes

Dos pacientes com DRAI, 14 apresentaram resultados negativos do FAN na IFI
HEp-2 e positivos em pelo menos um dos outros testes (tabela 7). A maioria desses
pacientes tinha diagnostico de LES, sendo os resultados positivos observados
principalmente com os kits 1 e 3. Apenas um paciente com PM apresentou FAN positivo
na IFl HEp-2 (padréo de fluorescéncia nuclear pontilhado fino, titulo 1:320) e negativo

em todos os demais métodos.

Tabela 7: Frequéncia de resultados negativos na IFI HEp2 e positivos em pelo menos um dos kits, nos
pacientes com DRAI

Doenca Amostra (n) Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
LES 9 9 6 8 2
ES 1 1 0 0 0
DITC 2 2 2 2 2
DM/PM 2 2 0 2 0
Total 14 14 8 12 4
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Dos pacientes com diagnéstico de outras doengas reumaticas, 27 apresentaram
resultados negativos do FAN na IFlI HEp-2 e positivos em pelo menos dois outros testes
(tabela 8). A maioria desses pacientes tinha diagnostico de fibromialgia, sendo os
resultados positivos observados principalmente com os kits 1 e 3. Oito pacientes com
diagnoéstico de outras doencas reumaticas tiveram resultados positivos do FAN na IFI
HEp-2 e negativos em todos os outros testes (3 com fibromialgia, 3 com espondiloartrite,
1 com AR e 1 com OA), sendo os seguintes padrbes de fluorescéncia e titulos
observados: nucleolar homogéneo (5 pacientes, titulos de 1:160 a 1:1280), pontilhado
fino (2 pacientes, titulo de 1:640) e pontilhado grosso reticulado (1 paciente, titulo 1:80).

Tabela 8: Frequéncia de resultados negativos na IFI HEp-2 e positivos em pelo menos dois dos kits, nos
pacientes com outras doencas reuméticas

Doenca Amostra (n) Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
Fibromialgia 12 12 1 11 5
AR 0 1
OA 3 3 0 1
Vasculite 6 1 1
Total 27 26 2 26 8

5.5 Estudo da acuréacia dos testes pela andlise por curva ROC e determinacado de

valores de corte 6timos

Pela andlise por curva ROC, todos os testes avaliados tiveram um bom
desempenho para discriminar entre as doencas do grupo 1 e as doengas do grupo 2
(figura 9 e tabela 9). A maior &rea sob a curva foi a do kit 2 (AUC = 0,897) e a menor foi
a do kit 4 (AUC = 0,807). A area sob a curva do kit 1 foi de 0,893 e a do kit 3 foi de
0,856). As diferencas entre a area sob a curva da IFl HEp-2 (AUC = 0,859) e a dos
outros testes ndo foram estatisticamente significativas (IFl1 vs kit 1 p=0,224; IFI vs kit 2
p=0,168; IFI vs kit 3 p= 0,921 e IFI vs kit 4 p=0,113). Na comparagéo entre as areas sob
a curva dos kits 1 a 4, apenas a do kit 4 foi considerada significativamente diferente em
relacdo a do kit 1 (p<0,006) e a do kit 2 (p<0,003).
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Figura 12: Andlise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) dos testes para discriminar os

pacientes do grupo 1 e 2
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Para a IFI HEp-2, a diluicdo de 1:160 foi a que apresentou o melhor compromisso
entre sensibilidade e especificidade. Salvo o kit 2, todos os valores de corte 6timos
estabelecidos para os demais kits foram superiores aos recomendados pelos
fabricantes e associados com reducfes importantes da sensibilidade diagndstica (tabela

9). Com a excecdao do kit 3, os valores de corte 6timos estabelecidos para os outros kits

resultaram em RV + >5, a qual caracteriza um teste diagndstico como muito Util.

Tabela 9: Area sob a curva ROC e valor de corte 6timo dos testes, com as respectivas sensibilidades,
especificidades, razdes de verossimilhanca positiva e negativa, calculados com base nos resultados
obtidos nos pacientes dos grupos 1 e 2 (IC95%)

HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
Area sob a 0,859* 0,893* 0,897* 0,856* 0,807*
curva
(0,817-0,900) (0,858-0,929) (0,862-0,931) (0,813-0,899) (0,758-0,856)
Valor de 1:160 51,4 U 1,0 75,3 U/mL 2,1
cortet
1:40 >20,0U >1,2 > 50,0 U/mL >1,5
Sensibilidade 82,5% 76,9% 75,5% 79,7% 58,4%
(75,3-88,4) (69,1-83,6) (67,6-82,3) (72,2-86,0) (49,5-66,2)
Especificidade 79,5% 88% 91% 78,9% 95,2%
(72,6-85,4) (82-92,5) (85,5-94,9) (71,9-84,9) (90,7-97,9)
RV+ 5,22 6,38 8,36 3,78 12,04
(4,7-5,8) (5,7-7,1) (7,5-9,3) (3,4-4,2) (10,4- 13,9)
RV- 0,29 0,26 0,27 0,26 0,44
(0,2-0,5) (0,2-0,4) (0,2-0,5) (0,2-0,4) (0,2-0,9)
p<0,0001

T (): valor do fabricante
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5.6 Estabelecimento de intervalos de resultados de acordo com

diferentes razdes de verossimilhanca

Com base na observacdo acima e considerando-se que, geralmente, as DRAI
estdo relacionadas com concentragfes séricas mais elevadas de autoanticorpos e, por
conseguinte, com resultados mais altos do FAN nos testes de triagem, quando
comparadas com outras doencas reumaticas e com a populacdo saudavel, intervalos de
resultados correspondentes a diferentes RV+ e RV- foram estabelecidos para todos os
testes (tabela 10).

Tabela 10: Intervalos de resultados dos testes de acordo com diferentes razdes de verossimilhanga
positiva e negativa

RV+<2 RV+>2-<5 RV+>5 RV-<0,2
HEp-2 (titulo) - 1:80-1:160 >1:320 <1:80
Kit 1 (U) até 18,8 > 18,8-39,6 > 39,6 <30,5
Kit 2 (indice) até 0,48 > 0,48-0,83 >0,83 <0,62
Kit 3 (U/mL) até 49,8 >49,8- 92,0 >92,0 <472
Kit 4 (indice) até 0,57 >0,57- 1,47 > 1,47 -

5.7 Frequéncia de resultados positivos no grupo 4

Uma proporc¢ao significativa dos individuos do grupo 4 teve resultados positivos
do FAN, sendo a menor frequéncia observada com o kit 2 (6,0%) e a maior frequéncia
com o kit 3 (35,8%, tabela 11).
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Tabela 11: Frequéncia de resultados positivos em cada teste no grupo 4

Amostra (n) HEp-2 Kit 1* Kit 2 Kit 3 Kit 4
134 18 (13,4%) 18 (20,7%) 8 (6,0%) 48 (35,8%) 16 (11,9%)
IC 95% 7,6-19,2 12,2-29,2 2,0-10,0 27,7-43,9 6,4-17,4

*Em um total de 87 individuos testados

Utilizando-se a diluicdo de triagem de 1:80 como valor de corte, a positividade da
IFI HEp-2 no grupo 4 foi de 13,4% (tabela 12), ndo tendo sido observada diferenca de
prevaléncia entre os géneros feminino e masculino (15,5% e 11,1%, respectivamente;
p=0,6251, x%). A frequéncia de resultados positivos da IFI HEp-2 foi semelhante nos
diferentes estratos etéarios (12,1% de 18 a 30 anos, 14,3% de 31 a 40 anos, 12,8% de
41 a 50 anos e 14,8% de 51 a 69 anos; p=0,8237, x’para tendéncia).

Tabela 12: Frequéncia de resultados positivos da IFI HEp-2 em 134 individuos do grupo 4, conforme a
diluicdo de triagem

Diluicéo
1:80 1:160 1:320 1:640
Numero 18 8 5 2
Frequéncia 13,4% 6,0% 3,7% 1,5%

Em relacao a distribuicao dos titulos nos individuos saudaveis, houve predominio
de baixos titulos (1:80 e 1:160), embora 27,7% dos resultados positivos tenham ocorrido
em titulos >1:320, considerados moderados a altos (tabela 13). Os padrées de
fluorescéncia mais comuns foram o nuclear pontilhado fino, presente em 11 individuos

(61,1%), e o nuclear pontilhado fino denso, presente em 4 individuos (22,2%).
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Tabela 13: Distribuicdo dos padrbes de fluorescéncia e dos titulos da IFI HEp-2 em 18 individuos
saudaveis

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

NPF 6 3 2 0 11 (61,1%)

NPFD 2 0 1 1 4 (22,2%)

Nucleolar 2 0 0 0 2 (11,1%)

Centromérico 0 0 0 1 1 (5,6%)

Total 10 (55,6%) 3 (16,7%) 3 (16,7%) 2 (11,0%) 18 (100%)

NPF = nuclear pontilhado fino
NPFD = nuclear pontilhado fino denso

5.8 Determinacdao do titulo anormal do FAN

Os titulos/concentracdes anormais do FAN de todos os testes, definidos como os
resultados equivalentesao percentil 95 dosvalores encontrados na populacdo do grupo
4, estdo apresentados na tabela 14.Para a IFI HEp-2, esse titulo correspondeu a
diluicdo de triagem de 1:160. Para os kits 1, 3 e 4, o titulo anormal do FAN
correspondeu a um resultado que variou entre 2 a quase 5 vezes o valor de corte
proposto pelo fabricante. A freqiéncia de resultados positivos do FAN nos 72 pacientes
com diagnéstico de LES, apds o estabelecimento do titulo anormal, foi a seguinte: IFI
HEp-2, 59 positivos (81,9%), kit 1, 44 positivos (61,1%), kit 2, 57 positivos (79,2%), kit 3,
50 positivos (69,4%) e kit 4, 40 positivos (55,6%).

67



Tabela 14: Titulo/concentracdo anormal do FAN para cada teste, com as respectivas sensibilidades,

especificidades, razbes de verossimilhanga positiva e raz8es de verossimilhanga negativa (IC95%)

Teste Sensibilidadet Especificidadet RV+ RV-
HEp-2 82,5% 79,5% 5,22 0,29
(75,3-88,4) (72,6-85,4) (4,7-5,8) (0,2-0,5)
Kit 1 63,0% 94,0% 10,5 (9,2 0,4
(54,5a70,9) (89,2a97,1) all9) (0,2a0,7)
Kit 2 73,4% 92,3% 9,4 0,29
(65,4 a 80,5) (87,0 a 95,8) (8,4a10,4) (0,2a0,5)
Kit 3 79,3 U/mL 76,9% 80,7% 4,0 0,29
(69,1 a 83,6) (73,9 a 86,4) (3,6 a4,5) (0,2a0,4)
Kit 4 51,8% 96,4% 14,3 0,5
(43,2 a 60,2) (92,3a98,7) (12,2 a 16,8) (0,2a1,1)

T/C = titulo/concentragdo

*Estabelecido como o percentil 95 dos titulos/concentracao de cada teste encontrado no grupo 4
TNuUmero de resultados positivosnos pacientes do grupo 1 dividido pelo total de pacientes desse grupo
INdmero de resultados negativos do teste nos pacientes do grupo 2 dividido pelo total de pacientes
desse grupo

5.9 Avaliacéo do painel de soros de referéncia do CDC

Onze soros de referéncia do CDC, cada um contendo anticorpos contra
antigenos especificos, foram testados com o objetivo de avaliar a capacidade dos testes
em detectar diferentes autoanticorpos com relevancia clinica definida. Cada soro de
referéncia, o seu respectivo anticorpo especifico, bem como o resultado dos testes
estédo descritos no quadro 6. A IFI HEp-2, o kit 1 e o kit 3 falharam em detectar um soro
de referéncia cada (anti-ribossomalP, anti-fibrilarina e anti-Jo-1, respectivamente). O kit
2 nao detectou dois soros de referéncia (anti-fibrilarina e anti- ribossomal) e o kit 4 néo
detectou trés soros (anti-dsDNA, anti-fibrilarina e anti-ribossomal P). Os soros de
referéncia contendo anticorpos anti-SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-Sm, anti-U1-RNP, anti-

centrébmero e anti-Scl-70 foram reconhecidos por todos os testes.
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Quadro 6: Reatividade dos testes frente aos soros de referéncia AF/CDC

Soro Descricao HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
1 Homogéneo* Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
2 SSB/La Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
3 Pontilhadot Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
4 U1-RNP Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
5 Sm Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
6 Nucleolar* Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo
7 SSA/Ro Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
8 Centrébmero Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
9 Scl-70 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
10 Jo-1 Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo
12 Ribossomal P Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
*dsDNA
TU1-RNP, SSA/Ro e SSB/La
*Fibrilaria

5.10 Sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos testes no

grupo 3

No grupo 3, de 91 pacientes inicialmente recrutados, um paciente com
diagnéstico de fibromialgia e um paciente com lombociatalgia foram excluidos, devido a
hemdlise intensa das amostras. A frequéncia de DRAI foi de 28,1% (25 pacientes com
diagnéstico final de DRAI em um total de 89 avaliados). O LES e a DITC foram as
DRAIs mais frequentes, ndo tendo sidodiagnosticado nenhum caso de SS ou DM/PM
(tabelalb). Com relacao as outras doencgas, a fibromialgia foi o diagnéstico isolado mais
prevalente, seguido da osteoartrite e artrite reumatoide. Um grupo diagndstico comum
também prevalente foi representado por doencas e/ou sinais e sintomas que fazem
parte do espectro das DRAIs, mas que estavam presentes como Unica manifestacdo na
ocasido do estudo, sem preencher qualquer critério de classificacado especifico adicional
(miscelanea). O diagrama relacionando os resultados de cada teste nos pacientes do
grupo 3 com a presenca ou auséncia de DRAI encontra-se representado na figura 13.
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Figura 13: Resultados do FAN na IFI HEp-2 e nos kits de 1 a 4, em 89 pacientes com suspeita de DRAI
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Tabela 15: Numero de resultados positivos de cada teste de acordo com o diagnéstico final dos
pacientes do grupo 3

Diagndstico NUumero HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
LES 13 13 13 12 13 12
DITC 11 9 11 7 10 6
ES 1 1 1 1 1 1
AR 8 5 7 2 8 4
Fibromialgia 20 11 11 3 15 4
OA 8 3 3 0 5 0
Espondiloartrite 2 1 1 0 2 0
Vasculite 3 0 2 0 1 0
Miscelaneat 23 7 12 2 14 7

tinclui artrite indiferenciada, fendmeno de Raynaud primario, ceratoconjuntivite seca, trombose de seio
cavernoso, heurite éptica, sarcoidose cutdnea, uveite anterior aguda, uveite intermediéria, lGpus cutaneo
subagudo, lUpus cutaneo discoide, eritema nodoso, hanseniase, dermatite inespecifica, doenca
intersticial pulmonar, distarbio do humor, lesdo de ligamento colateral do joelho, cervicobraquialgia,
tenossinovite e lombalgia

A maior sensibilidade diagnostica foi observada com os kits 1 e 3. A menor
sensibilidade da IFI HEp-2 (92%) em relacdo aos kits 1 e 3 (100% e 96%,
respectivamente) foi devido a presenca de dois pacientes com diagnéstico de DITC,
anticorpos anti-SSA/Ro persistentemente positivos, resultados negativos do FAN na IFI
HEp-2 e positivos nesses kits (incluindo também os kits 2 e 4, tabela 16). E importante
frisar que esses pacientes foram encaminhados ja tendo realizado a IFI HEp-2em outro
laboratorio, cujo resultado também foi negativo. A sensibilidade da IFI HEp-2, do kit 1 e
do kit 3 no LES foi de 100%. Somente uma Unica paciente com LES e anticorpo anti-
ribossomal P apresentou resultado negativo nos kits 2 e 4.

A especificidade dos testes no grupo 3 foi mais baixa que a estabelecida nos
pacientes do grupo 2, provavelmente refletindo tanto a maior probabilidade que

pacientes com FAN positivo tem de ser referenciados para o reumatologista, quando
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comparados a pacientes com FAN negativo, quanto os critérios de incluséo adotados no
presente estudo. Mais uma vez, os kits 1 e 3 foram 0s menos especificos e os kits 2 e 4
0s mais especificos, com a IFI HEp-2 ocupando uma posicéo intermediaria (tabela 16).
A sensibilidade mais alta dos testes nos pacientes com DRAI do grupo 3 se
traduziu em altos VPNs, variando entre 89,3% para o kit 4 a 100% para o kit 1 (tabela
16). Apesar da elevada frequéncia de DRAI nesse grupo, o VPP da maioria dos testes
foi baixo, principalmente o do kit 1 (41%) e do kit 3 (33,8%), refletindo a baixa
especificidade e, portanto, elevado numero de resultados “falsos positivos”. O kit 2 foi o

que apresentou VPP mais alto (74,1%).

Tabela 16: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo dos testesnos
pacientes do grupo 3 (IC95%)

Grupo Amostra HEp-2 Kit 1 Kit 2 Kit 3 Kit 4
(n)

Sensibilidade * 25 23(92,0%)  25(100%) 20 (80,0%) 24 (96,0%) 19 (76,0%)
(68,8-97,5)  (86,3-100)  (59,3-93,2)  (79,6-99,9)  (54,9-90,9)

Especificidade t 64 37 (57,8%) 28 (43,8%) 57 (89,1%) 19 (26,6%) 49 (78,1%)
(44,8-70,1)  (31,4-56,7)  (78,8-955)  (16,3-39,1)  (66-87,5)

vpPp* - 44,9% 41,0% 74,1% 33,8% 57,6%
(30,7-59,8)  (28,6-54,3)  (53,7-88,9)  (22,9-46,1)  (39,2-74,5)

VPN® - 92,5% 100% 91,9% 94,4% 89,3%
(79,9-98,4)  (87,7-100)  (82,1-97,4)  (72,7-99,9)  (78,1-96,0)

*n (%): Calculada como numero de resultados positivos (e indeterminados dos kits 2 e 3) nos pacientes
com diagndstico final de DRAI
T n (%): Calculada como nimero de resultados negativos nos pacientes com diagnéstico final de outras

doencas

*/PP = resultados positivos (e indeterminados dos kits 2 e 3) nos pacientes com DRAI dividido pelo total
de resultados positivos (e indeterminados dos kits 2 e 3) no grupo 3
SVPN = resultados negativos nos pacientes sem DRAI dividido pelo total de resultados negativos no

grupo 3

VPP e VPN calculados com base em uma frequéncia de DRAI de 28,1%
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal objetivo comparar as propriedades
diagnoésticas de um ensaio quimiluminescente e trés kits ELISA, com metodologia e
composicdo antigénica distintas, para a detecgdo do FAN. Para tanto, foram avaliados
um grupo de pacientes com diagnostico de doenca reumatica definida, um grupo de
pacientes e/ou amostras com diagndstico de doencas infecciosas e um grupo de
pacientes para os quais o FAN foi solicitado como parte da avaliacdo diagndstica inicial.

O cenario ideal para se avaliar o desempenho de um novo teste diagnéstico é
aguele semelhante a pratica clinica, ou seja, aplicando-o a um grupo de pacientes com
suspeita de determinada condicdo clinica, em paralelo com o teste habitualmente
empregado nessa situacao, utilizando como padrao-ouro de comparacéo o diagnostico
clinico®. Nessa situacdo, é possivel determinar a prevaléncia das DRAIs e calcular a
sensibilidade, especificidade, o valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo de
cada teste. Como a maioria das DRAI apresenta baixa incidéncia e prevaléncia na
populacdo geral, para alcancar o objetivo proposto foi necessério testar um grupo de
pacientes com diagnostico estabelecido. Excetuando a idade, ndo houve nenhum
critério pré-estabelecido de selecdo dos pacientes, sendo parte das amostras colhida
de doentes em tratamento e/ou com a doenca inativa. Entretanto, o estudo de pacientes
com doenca estabelecida € Gtil para a comparacdo do desempenho diagnostico dos
diferentes testes avaliados.

Devido a baixa sensibilidade diagnéstica de algumas plataformas multiplex
comerciais e do relato de casos de pacientes com LES e atraso no diagndéstico pela
ocorréncia de resultados falsos negativos do FAN em imunoensaios diferentes da IFlI,
recentemente o ACR recomendou a IFI HEp-2 como o método de escolha para a
pesquisa do FAN?°. Como o atraso no tratamento de algumas DRAIs pode ter
consequUéncias clinicas devastadoras, deve-se priorizar o emprego de métodos de
triagem do FAN com alta sensibilidade'®. Contudo, resultados falsos negativos do FAN
em pacientes com DRAI também podem ocorrer com a IFI HEp-2, particularmente na

presenca de anticorpos anti-SSA/Ro, anti-ribossomal P e anti-sintetases*>%.
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A maioria dos estudos de avaliacdo da acuracia de testes diagndsticos apresenta
limitacbes metodoldgicas importantes que impedem a interpretacdo adequada e a
generalizacéo dos achados®’. Geralmente, os estudos que mostraram um desempenho
superior da IFl consideraram-na como padrdo-ouro diagnoéstico e ndo o diagndstico
clinico; avaliaram somente grupos de pacientes com diagndsticos definidos de doencgas
reumaticas autoimunes; utilizaram como grupo controle somente individuos saudaveis e
testaram somente um método de imunoensaio>3°+88:899,

O valor diagnéstico do teste do FAN ndo estd na capacidade de predizer a
presenca de um autoanticorpo, mas sim na capacidade de predizer a doenca®. Sabe-se
gue determinados padrdes de fluorescéncia da IFI HEp-2 estdo intimamente associados
com a presenca de DRAIs, enquanto outros padrdes ocorrem indiscriminadamente tanto
em individuos doentes quanto saudaveis®>**°'. Os estudos mostram que alguns kits
ELISA podem néo identificar soros com padrdes de fluorescéncia como nucleolar,
membrana nuclear, aparelho mitético e nuclear tipos pontos isolados®. E importante
salientar que as correlacbes entre certos autoanticorpos e determinados sintomas ou
doencas especificas foram feitas a partir do estudo de pacientes com diagnostico
definido de doenca reumatica autoimune. Quando se estuda a associacdo de diferentes
anticorpos com determinados sintomas ou doencas, a partir de pacientes selecionados
com base na presenca inicial de autoanticorpos, essas correlacbes podem nao ser
observadas®. E o que acontece em um laboratério geral, em que grande parte dos
pacientes que realizam o teste de FAN tem baixa probabilidade pré-teste de doenca
reuméatica autoimune.

Khan e colaboradores avaliaram o significado clinico da presenca de anticorpos
com padrdo de fluorescéncia nucleolar em células HEp-2, em uma populacdo nao
selecionada de pacientes consecutivos, encaminhados para a pesquisa de FAN. Um
total de 104 pacientes apresentou padrdo nucleolar®. Os diagnésticos clinicos da
maioria dos pacientes foram de doenca hepéatica, anemia e cancer, sendo que dois
pacientes foram diagnosticados com esclerose sistémica. Os autores concluiram que,
apesar dos anticorpos antinucleolares serem clinicamente importantes em alguns
grupos de pacientes, como o0s portadores de esclerose sistémica, em um uma
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populacdo de pacientes nao selecionados, a presenca e o subtipo de fluorescéncia dos
anticorpos nucleolares foram pouco especificos para o diagnostico de esclerose
sistémica.

Os trabalhos bem delineados do ponto de vista metodolégico mostraram que
alguns kits ELISA apresentaram desempenho equivalente ao da IFI HEp-2 para a
triagem de autoanticorpos, mas a escolha entre os dois métodos dependeria das
caracteristicas do laboratério®>*°. De acordo com Bernardini, a IFl seria a primeira
escolha para laboratdrios que tém rotinas menores, técnica bem padronizada, além de
observadores experientes e treinados®. Por outro lado, o ELISA ou outro método
equivalente seria a primeira escolha para laboratorios que processam um grande
namero de exames, devido a possibilidade de automacdo e rapidez na liberacdo de
resultados objetivos e quantitativos.

Os resultados do nosso estudo demonstraram claramente que, utilizando-se o
diagndstico clinico como padrao de comparacao, a sensibilidade diagnéstica de alguns
kits ELISA foi comparavel a da IFI HEp-2 (90,0% para os kits 1 e 3 e 87,4% para a IFl),
enquanto a sensibilidade diagnéstica de outros testes foi baixa (76,2% para o kit 2 e
62,9% para o kit 4). A sensibilidade do kit 1 e do kit 3 no LES, na ES e na DM/PM foi
até mesmo superior a da IFIl. Portanto, esses kits podem ser utilizados para a triagem
do FAN como uma alternativa a IFlI HEp-2.

A alta sensibilidade do kit 1 pode ser resultado tanto do tipo de substrato
utilizado, composto por uma variedade de antigenos especificos purificados associados
a extrato do nucleo e nucléolos das células HEp-2, quanto da escolha de um valor de
corte mais baixo pelo fabricante, visando garantir a menor frequéncia possivel de
resultados falsos negativos nas DRAIs.

Por sua vez, a alta sensibilidade do kit 3 pode ser resultado do tipo de substrato
utilizado, o nucleo integral das células HelLa ligado de forma covalente a microplaca. As
células HelLa sdo uma linhagem de células epiteliais imortalizadas derivadas de
carcinoma cervical, com caracteristicas antigénicas semelhantes as células HEp-2. O
procedimento de sensibilizagdo das microplacas com o substrato desenvolvido pelo
fabricante também pode ter contribuido para a alta sensibilidade do teste,
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provavelmente por manter os antigenos em sua distribuicdo topogréfica e conformacéo
nativa. Este kit € o Unico a utilizar um conjugado polivalente, capaz de detectar
autoanticorpos das classes IgA, IgG e IgM. Entretanto, para a pesquisa do FAN
recomenda-se a utilizacdo de conjugado especifico para IgG****°. No LES, em torno de
96% do FAN é da classe 1gG, 35% da classe IgM e 16% da classe IgA%". N&o ha
evidéncias de que a pesquisa do FAN das classes IgA e IgM resulte em maior
sensibilidade diagndstica para o LES ou outras DRAIs®. Porém, 4% dos pacientes com
DRAI produzem quantidades significativas de FAN da classe IgM?8.Assim, conjugados
polivalentes também podem ser utilizados, mas eles estdo associados com uma
reducdo da especificidade do teste, pois detectam uma porcentagem maior de
autoanticorpos sem significado clinico, especialmente autoanticorpos da classe IgM
associados com AR, drogas e com a idade avancada®. Contudo, ndo h& como
descartar que, ocasionalmente, os autoanticorpos das classes IgA e/ou IgM sejam os
Unicos presentes no soro de alguns pacientes com DRAI. Dessa forma, os testes com
conjugados polivalentes poderiam detectar alguns pacientes adicionais com DRAI,
mesmo que ao custo de uma especificidade mais baixa.

Os kits 2 e 4 apresentaram baixa sensibilidade principalmente na ES e na
DM/PM. Na esclerose sistémica, a maioria dos resultados falsos negativos ocorreu nos
pacientes com padrdo de fluorescéncia nucleolar na IFI HEp-2. Entre 15% a 40% dos
pacientes com ES apresentam anticorpos antinucleolares®%. O método de escolha
para a pesquisa desses anticorpos é a radioimunoprecipitacdo de RNA e proteinas,
disponivel apenas em centros de pesquisa'®'%. Steen e colaboradores sugerem que,
na ES, a presenca do padrdo de fluorescéncia nucleolar na IFI HEp-2 define um
subgrupo de pacientes com alta prevaléncia de hipertensdo pulmonar associada a
fibrose pulmonar grave'®. Como métodos diagnésticos especificos para a pesquisa da
maioria dos autoanticorpos nucleolares ainda ndo sao comercialmente disponiveis e
alguns imunoensaios alternativos ndo possuem esses antigenos em sua composicao, a
IFl HEp-2 é o teste de escolha para a triagem de autoanticorpos na ES™°M1%2
Entretanto, convém ressaltar que alguns fabricantes ja desenvolveram kits ELISA para
a pesquisa de anticorpos anti-RNA polimerase, anti-fibrilarina e anti-PM/Scl'®. A
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medida que antigenos recombinantes ou purificados confidveis sdo desenvolvidos e
produzidos em larga escala, eles podem ser incorporados nos testes de triagem do
FAN®L. Portanto, a auséncia de antigenos nucleolares em sua composicédo, como RNA
polimerase, fibrilarina, PM/Scl (apenas kit 4) e Th/To justificaria os resultados falsos
negativos dos kits 2 e 4 na ES. Os kits 1 e 3 detectaram todos os pacientes com
esclerose sistémica e padrao de fluorescéncia nucleolar. O kit 3 utiliza um substrato
semelhante as células HEp-2, garantindo alta sensibilidade para a identificacdo de
anticorpos antinucleolares'®. J& o kit 1 é suplementado com extrato do nucleo e de
nucléolo das células HEp-2. Embora o emprego de extratos celulares para a pesquisa
de alguns anticorpos antinucleolares esteja associado com resultados falsos negativos,
principalmente nas técnicas Western blot e ELISA, devido & escassa concentragdo
desses antigenos no extrato ou a modificacdo conformacional dos mesmos, o kit 3foi
capaz de reconhecer todas as amostras com anticorpos antinucleolares,ainda que em

concentracdes pouco acima do valor de corte'®,

A resposta autoimune na DM/PM € heterogénea, com a producdo de
autoanticorpos contra varios antigenos nucleares e citoplasmaticos'®%". Alguns desses
autoanticorpos sdo altamente especificos para a doenca, os denominados anticorpos
miosite especificos, enquanto outros também podem estar presentes nas demais
DRAIs, os denominados anticorpos miosite associados. A definicdo da especificidade
dos autoanticorpos na DM/PM possui relevancia clinica, visto que os mesmos fornecem
informacdes importantes quanto a definicdo de subgrupos de pacientes com diferentes
perfis de prognéstico e resposta terapéutica'® **°. Na avaliacdo do comportamento dos
kits na DM/PM, é preciso considerar os resultados da IFI HEp-2. Como método de
triagem do FAN, a IFl possui sensibilidade em torno de 61,0% para DM/PM?. Nos
pacientes com doenca isolada, ou seja, na auséncia de sinais e sintomas de
sobreposicdo com outras DRAIs, a sensibilidade da IFI pode ser de 50% ou
menos'®1%. Apenas 50% dos pacientes com anticorpos anti-sintetases, que s&0 0s
anticorpos miosite especificos mais comuns,apresentam IFlI HEp-2 positiva***'2, Além
disso, os padrdes de fluorescéncia da IFI associados com estes anticorpos nao sao
especificos o bastante para definir a sua presenca. Pela baixa sensibilidade e
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especificidade, a pesquisa do FAN pela IFl € considerada um exame pouco util para o
diagnostico da DM/PM, j& que um resultado negativo ndo exclui a doenca e um
resultado positivo ndo é suficiente para dispensar a realizacdo de outros exames
confirmatérios, como a biépsia muscular®'%®. Recentemente, métodos sensiveis para a
pesquisa dos anticorpos miosite associadose especificos, como immunoblotou
plataformas multiplex, foram lancados comercialmente!**4,

Os pacientes com DM/PM apresentaram exclusivamente os padroes de
fluorescéncia nuclear pontilhado fino (6 pacientes em 7) e citoplasmatico (1 paciente),
0S quais podem corresponder aos anticorpos miosite especificos anti-Mi-2 e anti-
aminoacil-tRNA sintetases, ou a outros anticorpos nao definidos. A baixa sensibilidade
dos kits 2 e 4 pode ser explicada pelo fato de a histidil-tRNA sintetase (Jo-1) ser o0 Unico
antigeno especifico associado com a DM/PM presente nos kits ou pela auséncia de
outros antigenos nucleares no seu substrato. Mesmo sendo 0 anticorpo anti-sintetase
mais comum, o Unico paciente com polimiosite e padréo de fluorescéncia citoplasméatico
apresentou resultados negativos em ambos os kits, sugerindo a presenca de anticorpos
contra as outras sintetases ou contra a particula reconhecedora de sinal (SRP).

57,1% dos pacientes com DM/PM tiveram resultados positivos no kit 1,
geralmente em concentragdes ligeiramente acima do valor de corte do teste,
subsidiando a impressdo de que o fabricante do kit privilegiou a sensibilidade
diagnéstica. A maior sensibilidade diagnéstica do kit 3 na DM/PM foi notavel. Embora os
autoantigenos associados com a DM/PM estejam bem representados nas células Hela,
incluindo as aminoacil-tRNA sintetases, de localizacéo citoplasmética, apenas o nucleo
da célula é utilizado como substrato do kit 3'*°. Mesmo assim a amostra do paciente
com padrao de fluorescéncia citoplasméatico também foi detectada pelo Kit.
Possivelmente, o conjugado polivalente empregado pelo kit pode ter contribuido para a
elevada sensibilidade na DM/PM, bem comoalguns antigenos citoplasmaticos podem
ter permanecido na preparacéo do substrato.

A baixa sensibilidade do kit 4 ndo era esperada, visto que, além de antigenos
especificos nativos e recombinantes, o teste também utiliza no seu substrato extrato do
nacleo das células HEp-2. A presenca de extrato de células HEp-2 tem como finalidade
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incluir no substrato alguns autoantigenos de importancia diagndstica ainda nédo
identificados ou dificeis de serem obtidos por purificacdo ou tecnologia
recombinante®®®®. Todavia, os testes que utilizam extrato de células HEp-2 tem sido
associados a uma maior sensibilidade e incidéncia de resultados falsos positivos, fato
ndo observado com o kit 4. Uma possivel justificativa é que o fabricante tenha escolhido
um valor de corte que privilegie a especificidade diagnéstica. Alteracbes da
configuracéo dos epitopos de ligacdo dos anticorpos durante o processo de purificacdo
dos antigenos nativos ou modificagcbes poés-sintéticas da estrutura dos antigenos
recombinantes também podem ter contribuido para a menor sensibilidade do kit>°.

De uma forma geral, os testes mais sensiveis, como os kits 1 e 3, também
apresentaram a maior frequéncia de resultados falsos positivos, e os testes menos
sensiveis, como os kits 2 e 4, tiveram a menor frequéncia de resultados falsos positivos.
Como o substrato do kit 2 é composto apenas por antigenos especificos de importancia
diagnodstica para as DRAIs, sem a presenca de extratos celulares associados, a sua
especificidade foi a mais alta. Mesmo com a presenca de extrato celular em sua
composicao, o kit 4 foi o segundo mais especifico, possivelmente devido a escolha de
um valor de corte pelo fabricante que garanta uma maior especificidade.

Uma proporcao significativa dos pacientes com fibromialgia e OA apresentou
resultados positivos do FAN na IFI HEp-2 e nos demais testes, provavelmente
refletindo uma maior probabilidade que esses individuos tém de ser referenciados para
um centro de saude terciario do que aqueles com IFI HEp-2 negativo. Diferentes
estudos apontam que entre 11,5% a 30,0% dos pacientes com fibromialgia e 8,9% dos

pacientes com OA tem FAN positivo pela IFI*

A grande variabilidade de
prevaléncia de FAN positivo na fibromialgia descrita na literatura pode ser resultado de
diferencas dos substratos empregados na IFI (células HEp-2 ou figado de rato) e da
diluicdo de triagem utilizada para definir um resultado como positivo. Ainda assim, a
especificidade dos kits 1 e 3 na fibromialgia foi de apenas 37,5%, comparada com uma
especificidade de 70,8% da IFI HEp-2, o que pode ser explicado tanto pela utilizagao de
um valor de corte baixo pelo kit 1 quanto pelo emprego de um conjugado polivalente
pelo kit 3.
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Mesmo que de 30,0% a 50,0% dos pacientes com AR possam ter FAN positivo
pela IFI, a pesquisa do FAN ndo possui utilidade para o diagnéstico da doenca®?.
Oitenta por cento dos pacientes com AR tiveram resultados positivos no kit 3, o que
também pode estar associado com o tipo de conjugado utilizado. Trata-se de uma
frequéncia de positividade do FAN semelhante a do fator reumatdide, que
classicamente é um autoanticorpo da classe IgM**®. Fatores reumatéides da classe IgM
e, em menor proporc¢ao, IgA e IgG coexistem no soro dos pacientes com AR, refletindo
uma resposta imunologica humoral policlonal induzida por antigeno, envolvendo
autoanticorpos naturais e patogénicos’®!?°. Ao contrario do LES, na AR o FAN é
predominantemente da classe IgM**!. A menor especificidade do kit 3 na AR poderia
indicar, portanto, a detec¢ao adicional do FAN da classe IgA e, sobretudo, IgM por esse
kit. Essa caracteristica também poderia explicar a menor especificidade do kit 3 nas
espondiloartrites e nas vasculites'?.

As doencas infecciosas podem apresentar manifestacées clinicas semelhantes
as das DRAI, incluindo artralgias, artrite, mialgias, glomerulonefrite, citopenias, lesdes
cutaneas, etc. Muitas podem cursar com a producdo de autoanticorpos, como FAN,
ANCA (anticorpo anti-citoplasma de neutrdfilo), anticardiolipina, fator reumatdide e anti-
dsDNA. Até mesmo associa¢cfes entre determinadas infecces e algumas DRAI como
poliarterite nodosa, AR, SS, LES e sindrome do anticorpo antifosfolipide foram
relatadas. Infeccdo pelos virus da hepatite B e C, HIV, dengue e pelo Mycobacterium
tuberculosis sdo exemplos de doencas com manifestacbes e/ou complicacdes
reumaticas bem descritas, e cuja prevaléncia na populacao brasileira € maior do que a
de muitas DRAI. Mecanismos como ativacdo policlonal inespecifica dos linfécitos B
emimetismo molecular podem induzir a producdo de autoanticorpos ou de fendmenos
autoimunes nestes pacientes?2123,

Das doencas infecciosas investigadas, uma maior positividade da IFI HEp-2 foi
observada na tuberculose pulmonar (57,1%). Um estudo conduzido em Israel revelou
prevaléncia de 33,0% de IFI HEp-2 positiva (titulo > 1:160) em 47 pacientes com

tuberculose pulmonar ativa*®®

. Isenberg descreveu uma prevaléncia de 42,0% de IFI
HEp-2 (titulo > 1:40) em 54 pacientes nao tratados com tuberculose pulmonar ativa®*.
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Nenhum dos pacientes com infeccao/doenca pelo HIV foi positivo na IFI HEp-2.
A frequéncia do FAN nessa populacdo costuma ser pequena, com uma estimativa de
0% no estudo de Berman e colaboradores, até 17,0% pela IFI HEp-2, segundo
Massabki e colaboradores*®>?°. Todavia, 50,0% dos pacientes com HIV foram positivos
no kit 4. Curiosamente, Antico e colaboradores notaram uma frequéncia de 25% de
resultados positivos para anticorpos anti-dsDNA com um kit especifico do mesmo
fabricante, que utiliza o mesmo substrato do kit 4 (oligonucleotideos sintéticos), em
pacientes com hepatite C cronica. Possivelmente, 0 mesmo problema de especificidade
observado na hepatite C cronica também possa ocorrer na infecgéo pelo HIV'?.

Dos 8 pacientes com sorologia positiva/infec¢ao pelo virus da hepatite C, a IFI foi
positiva em apenas um. Uma prevaléncia de FAN positivo pela IFI HEp-2 de 9,4% foi
descrita por Narciso-Schiavon e colaboradores,em 270 individuos brasileiros com
hepatite C cronica, enquanto frequéncias de até 53,9% foram relatadas por outros
autores'®'? Um dos motivos pelos quais ndo encontramos muitos pacientes com
hepatite C e FAN positivo em quaisquer dos testes, € que parte das amostras testadas
era de pacientes com apenas sorologia positiva, sem confirmacdo diagndstica por
método molecular.

Na doenca de Chagas, 3 pacientes de um total de 4 tiveram resultados positivos
no kit 1. Autoanticorpos contra receptores adrenérgicos e colinérgicos, com potencial
participacdo na fisiopatologia da doenca, sdo descritos no soro dos pacientes com a
forma cronica da doenca'®. E interessante mencionar que esses pacientes podem
apresentar altos titulos de anticorpos contra as proteinas ribossomais PO, P1 e P2 do
parasita, as quais sdo homdlogas as proteinas humanas®*'. A sequéncia antigénica
reconhecida por esses anticorpos € a mesma que é alvo da resposta imune anti-
ribossomal no LES, e soros de pacientes com LES e anticorpos anti-ribossomal P
também reagem com a sequéncia clonada do parasita, sugerindo que anticorpos com
especificidade similar & do anti-ribossomal P no LES podem ser induzidos na doenca de

131

Chagas cronica".Como a proteina ribossomal P faz parte do substrato do kit 1, é

possivel que alguma forma de reacdo cruzada possa ter ocorrido nestes soros.
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O pequeno numero de amostras representativas de cada sindrome infecciosa
pode ter contribuido para os achados da relacdo entre determinada doenca e a
frequéncia de positividade de um teste em particular.

A avaliacdo da sensibilidade dos testes no LES de acordo com a atividade da
doenca mostrou uma maior frequéncia de resultados positivos no LES ativo,
particularmente para o kits 2, embora sem atingir a significancia estatistica. Alguns
estudos sugerem que os pacientes com LES em atividade apresentam uma variedade
maior de autoanticorpos especificos circulantes, e geralmente em concentracdo mais
elevada do que os pacientes com doenca inativa, principalmente anticorpos anti-
dsDNA, anti-ssDNA e antinucleossomo, o que poderia justificar os nossos achados™**
135 Provavelmente, alteracdes biolégicas e imunolégicas induzidas pela atividade da
doenca poderiam se refletir, tanto qualitativamente quanto quantitativamente, na
producdo de um pool distinto de autoanticorpos circulantes no pacientes com LES, os
quais seriam detectados pelos kits de maneira seletiva, conforme o substrato de cada
um. Neste sentido, o kit 2 é o Gnico que possui o0 antigeno ssDNA, e a sua sensibilidade
na doenca ativa foi até mesmo ligeiramente superior a da IFI HEp-2 (93,6% versus
90,3%). Anticorpos anti-ssDNA sao tradicionalmente considerados como de baixa
especificidade diagnostica para o LES porque também podem ser detectados em outras
doencas como AR, hepatite autoimune, hepatite viral, linfoma e esclerose multipla*®.
Alguns autores, contudo, sugerem que esses anticorpos sdo 0s marcadores mais
sensiveis, e os melhores preditores de atividade do LES'%. Segundo Paul Ignat e
colaboradores, niveis elevados de anti-ssDNA estédo presentes em virtualmente 100%
dos pacientes com LES inicial e em 87,0% dos pacientes com doenca estabelecida’**.
No estudo de Froelich e colaboradores, a frequéncia de anticorpos anti-ssDNA foi de
90,0% nos pacientes com LES ativo e 45,0% na doenca inativa®®2. Anticorpos anti-
dsDNA e anti-ssDNA geralmente coexistem, mas em alguns pacientes com LES eles
sdo0 detectados na auséncia de anti-dsDNA™’. Talvez a identificacdo adicional de anti-
ssDNA tenha contribuido para uma maior sensibilidade do kit 2 no LES ativo.

A concordancia da maioria dos kits com a IFI HEp-2 foi regular. Na analise dos
resultados discordantes, grande parte das amostras negativas na IFl e positivas em
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pelo menos um ou dois testes alternativos ocorreu no grupo 2. Contudo, 14 amostras
com esse padrao de discordancia ocorreram em pacientes com DRAI, e uma proporc¢ao
significativa destas foi positiva nos kits 1 a 4. Apesar de ser considerado o método
padrdo ouro para a pesquisa do FAN, a IFI HEp-2 possui sensibilidade limitada para a
deteccdo de determinados autoanticorpos especificos direcionados contra antigenos
clinicamente relevantes, como é o casos dos anticorpos anti-SSA/Ro, anti-ribossomal
P,anti-Jo-1 e demais anti-sintetases®. Alguns destes antigenos sdo altamente soltveis,
podendo se difundir das células durante o processo de fixacdo, ou Sd0 expressos em
quantidade limitada neste substrato, mas estao presentes em concentracdes suficientes
para atingir uma maior sensibilidade analitica em outros imunoensaios®*****° No
estudo de Hoffman e colaboradores, a sensibilidade da IFI HEp-2 para identificar
anticorpos anti-ENA, os quais foram pesquisados por immunoblot e confirmados por
imunodifusdo radial e ELISA, foi de 72,0%'°. Os resultados falsos negativos foram
restritos aos anticorpos anti-SSA/Ro, anti-SSB/La e anti-Jo-1. Como alguns pacientes
tinham diagndstico definido ou sintomas sugestivos de DRAI, os autores sugeriram que
a pesquisa de autoanticorpos especificos deve ser realizada em todos os pacientes
com sintomas clinicos sugestivos de DRAI e IFI negativa. Com o desenvolvimento de
novos imunoensaios que utilizam como substrato antigenos recombinantes ou
sintéticos altamente especificos, resultados falsos negativos na IFl para anticorpos
anticentromero (A e B) e anti-PM/Scl também foram descritos, porém, o significado
clinico de tais achados ainda n&o foi estabelecido®*.

Das amostras com resultado positivo na IFI HEp-2 e negativo nos demais testes,
somente uma foi do grupo 1. A maior parte destas foi representada pelos padrbes de
fluorescéncia nuclear pontilhado fino ou nucleolar homogéneo, em titulos moderados a
altos. Nenhum paciente com padrdo nucleolar apresentava sintomas sugestivos de
esclerose sistémica ou sindrome de sobreposicdo. O padrao nuclear pontilhado fino é o
padrao de fluorescéncia mais prevalenteda IFlI HEp-2, tanto em individuos saudaveis
quanto nos com DRAI*%*. Principalmente quando em titulos mais elevados, costuma

indicar a presenca de anticorpos anti-SSA/Ro e anti-SSB/La*?*,

Porém, a
negatividade simultdnea em todos os outros testes € um forte argumento contra a
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possibilidade de resultados falsos negativos destes para anti-SSA/Ro e anti-SSB/La. E
importante salientar que o kit 3 reconheceu todas as amostras de pacientes com
esclerose sistémica e padrédo de fluorescéncia nucleolar. A despeito de utilizarem
substratos semelhantes, a ocorréncia de resultados negativos no kit 3 e positivos na IFI
sugere que, pelo menos em algumas situacdes, diferencas biolégicas ou no processo
de manufatura entre os substratos celulares podem levar a resultados discrepantes. Tal
fato acontece até mesmo entre diferentes fabricantes de kits comerciais para IFI HEp-2,
visto que alguns sdo mais sensiveis para identificar determinados autoanticorpos ou
padrdes de fluorescéncia que outros®*4>1,

Embora a resposta autoimune em determinada doenca seja caracterizada por
um padrao de reconhecimento molecular do
autoantigeno principal, esta resposta ndo € uniforme entre o0s pacientes
com a mesma doenca, podendo ser heterogénea com relacdo ao
isotipo, a afinidade/avidez e a especificidade do epitopo reconhecido pelo
autoanticorpo. Diversidade na especificidade fina dos autoanticorpos produzidos,
secundaria a diferentes padrdes de reconhecimento intra e inter-molecular dos
antigenos (epitope spreading) também sdo relevantes. Estas variagdes podem, em
parte, ser responsaveis pela diversidade de perfis de autoanticorpos observada durante
o curso clinico da doenca, e pelas discrepancias nos resultados obtidos em diferentes
ensaios de deteccdo de autoanticorpos, 0s quais também séo heterogéneos do ponto
de vista antigénico e quanto ao principio de deteccéo dos anticorpos™*®.

Pelo menos trés dos kits testados no nosso trabalho ja& foram previamente
avaliados em outros estudos. No estudo de Fenger e colaboradores, que consideraram
o diagnéstico clinico como padrdo ouro de comparacdo, o kit 1 apresentou uma
sensibilidade de 93,0% em um grupo de pacientes com DRAI estabelecida semelhante
ao grupo 1, enquanto a sensibilidade da IFI HEp-2 foi de 87,0% (diluicdo de triagem de
1:160)*°. No grupo de pacientes encaminhado para avaliagdo reumatolégica com
suspeita de DRAI, a sensibilidade e a especificidade do kit 3 foi de 66,7% e 78,2%,
enquanto a sensibilidade e a especificidade da IFI HEp-2 foi de 83,3% e 73,3%.
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Os kits 1 e 3 foram avaliados por Tonutti e colaboradores, que consideraram o
diagndstico clinico como padrédo ouro de comparagdo e estudaram um grupo de 1513
pacientes para os quais o exame do FAN foi requisitado. Um diagndstico final de DRAI
foi estabelecido em 240 deles™. A sensibilidade do kit 1 foi de 88,0%, a do kit 3 foi de
93% e a da IFI HEp-2 foi de 92,0% (diluicao de triagem de 1:40). A especificidade do kit
1 foi de 78,0%, a do kit 3 foi de 56,0% e a da IFI HEp-2 foi de 75,0%. A sensibilidade
do kit 1 foi particularmente mais baixa no LES, na esclerose sistémica difusa e na DITC
(87,0%, 87,0% e 75,0%). De acordo com os autores, diferencas entre os substratos ou
no processo de ligagdo dos mesmos a fase sélida explicariam o desempenho de cada
kit. O kit 3, utilizando o nucleo integral das células HelLa adsorvido a microplaca,
permitiria a deteccdo de autoanticorpos dirigidos contra epitopos conformacionais, o
gue contribuiria para a 6tima sensibilidade do teste. Ja o kit 1, que utiliza uma mistura
de varios antigenos purificados e extratos celulares, ndo alcancaria a sensibilidade
diagnéstica esperada ou pela perda de epitopos conformacionais, ou pela competicdo
entre 0os antigenos durante a sensibilizacdo da microplaca, secundaria a diferencas de
afinidade dos mesmos pela fase sdélida, com consequente variabilidade na
concentracéo final de cada um.

Tanto 0 nosso estudo quanto o de Copple e colaboradores néo reproduziram a
baixa sensibilidade do kit 1previamente demonstrada por outros autores®. No estudo
de Copple, a sensibilidade do kit 1, determinada em 30 pacientes com LES
estabelecido, foi de 96,6%, comparada a uma sensibilidade de 80,0% da IFI HEp-2
(diluicdo de triagem de 1:40). Diferencas na composi¢cao dos grupos de pacientes e na
forma de recrutamento dos mesmos entre 0s estudos podem explicar essa
discrepancia. Contudo, houve um hiato de pelo menos sete anos entre os trabalhos
citados acima, e é possivel que a melhor sensibilidade do kit 1 nos ultimos estudos seja
resultado do seu aperfeicoamento pelo fabricante nos ultimos anos com o objetivo de
maximizar o seu desempenho diagnaostico.

O kit 4 foi anteriormente avaliado apenas no estudo de Ghillani e
colaboradores®’. Apesar de amostras de pacientes clinicamente caracterizadas terem

sido utilizadas, apenas a concordancia com a IFl HEp-2 foi analisada (concordancia
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positiva de 79,5% e negativa de 91,2%). Dezessete amostras apresentaram resultados
negativos no kit e positivos na IFl, incluindo um pacientes com SS e anticorpos anti-
Ro052, dois pacientes com esclerose sistémica e anticorpos anti-Scl70, um com LES e
um com DMTC e anticorpos anti-RNP e cinco pacientes com LES inativo e anti-dsDNA.
Curiosamente, no nosso estudo, cinco pacientes com LES e padrao de fluorescéncia
nuclear homogéneo na IFI tiveram resultados negativos no kit 4, um deles com anti-
dsDNA positivo, demonstrando que o kit pode falhar em detectar alguns pacientes com
anticorpos anti-dsDNA, ou pacientes com anticorpos anti-histona/nucleossomo, os quais
nao sao reconhecidos pelo kit por ndo fazerem parte do seu substrato.

A area sob a curva ROC de todos os testes foi significativamente diferente de
0,5, atestando a sua capacidade para discriminar os pacientes com DRAI e os
pacientes com outros diagnésticos. Como a relacao entre sensibilidade e especificidade
de um teste tende a ser inversa, os valores de corte 6timos estabelecidos para todos 0s
kits resultaram em perda da sensibilidade e aumento da especificidade diagnostica. A
reducdo de sensibilidade ocorreu mais pronunciadamente com os kits 1 e 3,
confirmando que o principal objetivo dos fabricantes foi assegurar uma elevada
sensibilidadediagnéstica. Por conseguinte, a adocdo dos valores de corte 6timos
comprometeria 0 desempenho destes testes em um ambiente de triagem. O kit 2 foi o
que apresentou o melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade ao longo de
diferentes valores de corte. Para um nivel idéntico de sensibilidade, a especificidade do
kit 2 foi mais elevada que a dos outros, 0 que justifica a sua maior area sob a curva.
Uma elevada especificidade, por sua vez, resulta em valor preditivo positivomais alto,
visto que a maioria dos resultados alterados ocorre em pacientes com DRAI.

O valor de corte 6timo da IFI HEp-2 correspondeu a diluicdo de 1:160. Resultado
simular foi descrito por Beck e colaboradores, em um estudo brasileiro**’. Analisando
os resultados da IFI HEp-2 de 47 pacientes com diagndstico de LES e 27 portadores de
outras doencas autoimunes (AR, SS, doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto) por
meio da curva ROC, os autoresdeterminarama diluicdo de 1:160 como o valor de corte

6timo do teste.
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A escolha do valor de corte de um teste depende da finalidade para a qual o
mesmo é empregado®. Para um teste de triagem como o FAN, a sensibilidade devera
ser privilegiada, com o objetivo de se minimizar o numero de resultados falsos
negativos®. Todavia, devido ao elevado niimero de falsos positivos de alguns testes,
especialmente os kits 1 e 3, todas as amostras positivas nestes kits devem ser
retestadas por um teste mais especifico, como a IFl HEp-2, para confirmagdo do
resultado e definicdo do titulo e padrao de fluorescéncia, 0s quais sdo parametros muito
Gteis para o clinico, muitas vezes direcionando-o para a pesquisa adicional de
autoanticorpos especificos.

Alguns pacientes com DRAI podem ter FAN positivo nos kits e negativo na IFI
HEp-2. Como concentracdes ou titulos mais altos do FAN sdo mais provaveis de
ocorrer em pacientes com DRAI, a observacéo dos intervalos de referéncia especificos
para diferentes RV é muito Gti**®. A dicotomizacdo dos resultados dos testes em
apenas positivo ou negativo quando ele se encontra acima ou abaixo de um valor de
corte pré-determinado, leva a uma perda importante de informacdo diagnéstica®>!,
Dependendo da probabilidade pré-teste de DRAI, resultados com concentracfes
equivalentes a RV+ acima de 2, ainda que com IFl negativa, devem ser valorizados e
seguidos da pesquisa de autoanticorpos especificos. Talvez em um ambiente no qual o
FAN é solicitado com o objetivo de excluir a possibilidade de DRAI em pacientes com
sintomas inespecificos, o kit 2 poderia ser utilizado como teste de primeira linha por sua
especificidade. Nessa circunstancia, a IFl seria realizada apenas nos pacientes com
clinica compativel de DRAI e resultado negativo no ELISA.

A frequiéncia de resultados positivos dos testes na populacdo saudavel refletiu o
perfil de especificidade de cada um, com o testemais especifico (kit 2) apresentando o
menornamero e o teste menos especifico (kit 3) apresentando o maior namero de
resultados positivos.

Diversos estudos estabeleceram a frequéncia e a distribuicdo dos titulos e
padrdes de fluorescéncia da IFI HEp-2 em individuos saudaveis®*2%1%81%0 E importante
salientar que diferentes definicbes para classificar um individuo como saudavel ou
normal foram utilizadas nestes estudos.
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A despeito das divergéncias conceituais, a frequéncia de FAN positivo por IFI
HEp-2 positivo na populacdo saudavel, na diluicdo de triagem de 1:80, foi de 13,5%,
similar a descrita por estudos realizados na populacdo brasileira e em outras
populacdes, utilizando diferentes critérios de selecdo e definicdo de individuos
saudaveis®>3°14°,

De modo semelhante ao estudo de Mariz e colaboradores, que foi realizado na
populacdo brasileira e envolveu um numero significativamente maior de individuos
saudaveis, nés ndao observamos diferencas na frequéncia do FAN por IFI HEp-2 de
acordo com o género ou a idade®.

Apesar do pequeno numero de resultados positivos, a distribuicdo dos padrdes
de fluorescéncia e dos titulos da IFI HEp-2 foram semelhantes a descrita por Mariz e
colaboradores os quais caracterizaram uma amostra de 118 resultados positivos de
individuos saudaveis®*. A Gnica excecdo foi a ocorréncia do padrdo de fluorescéncia
nuclear pontilhado centromérico em um individuo saudéavel, o qual, naquele estudo, foi
observado exclusivamente em pacientes com DRAI. Hayashi e colaboradores
descreveram uma prevaléncia de anticorpos anticentrémero de 1,4% na populacdo geral
(1,8% nas mulheres), sendo que mais da metade dos individuos nenhuma doenca
infecciosa ou reumatica autoimune foi diagnosticada durante um periodo de
acompanhamento de 5 anos**°. Como os autoanticorpos podem ser detectados no soro
dos pacientes anos antes do desenvolvimento dos sinais e sintomas clinicos das DRAIS,
e considerando-se que 0s anticorpos anticentrmero estdo associados
predominantemente com a presenca de doenca autoimune, a sua identificacdo em
individuo assintomatico indica a necessidade de acompanhamento clinico™*.

Tan e colaboradores avaliaram individuos saudaveis recrutados por quinze
centros internacionais de referéncia na pesquisa de autoanticorpos e encontraram uma
prevaléncia do FAN, utilizando a IFI HEp-2 em 31,7% no titulo de 1:40, 13,3% no titulo
de 1:80, 5,0% no titulo de 1:160 e 3,3% no titulo de 1:320%°,

Por sua vez, Mariz e colaboradores consideraram como saudaveis apenas
individuos sem evidéncia pregressa ou atual de DRAI, infeccdo cronica e neoplasia,
com sorologia negativa para HIV, hepatites B e C, e que ndo estivessem em uso regular
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de medicamentos glicocorticoides, imunossupressores, antimicrobianos ou anti-
inflamatérios®. De 918 individuos saudaveis analisados, 13,3% apresentaram
resultados positivos na diluicdo de 1:80, 7,0% na diluicdo de 1:160, 6,0% na diluicdo de
1:320, 4,4% na diluicdo de 1:640 e 2,1% nas diluicbes> 1:1280.

Fernandez e colaboradores investigaram a frequéncia de FAN positivo pela IFI
HEp-2 em uma populagdo saudavel formada por 500 doadores de sangue brasileiros, e
encontraram 0s seguintes resultados: 22,6% na diluicdo de 1:40, 8,0% na diluicdo de
1:80, 3,4% na diluicdo de 1:160 e 1,4% nas diluicdes> 1:320%.

Ao contrario dos resultados descritos acima, outros autores constataram uma
baixa frequéncia do FAN HEp-2 em individuos saudaveis. Copple e colaboradores
testaram uma populacdo de 100 individuos saudaveis de etnia predominantemente
caucasiana, e ndo observaram nenhum resultado positivo empregando uma diluicdo de
triagem de 1:40°°.

Estas discrepancias podem estar relacionadas tanto a fatores populacionais
(genético-ambientais ou demograficos) quanto técnicos. Diferencas entre microscépios,
reagentes comerciais e a dependéncia da qualificacdo dos observadores tornam a IFI
HEp-2 uma técnica de baixa reprodutibilidade, com elevada variabilidade inter-
laboratorial em seus resultados®*#*4,

Com relacdo aos dados da literatura a respeito da frequéncia de resultados
positivos com o0s kits analisados em outras populacdes saudaveis, Copple e
colaboradores encontraram frequéncia de 20% de resultados alterados com o kit 1 em
100 doadores de sangue saudaveis, resultado idéntico ao nosso>. Li e colaboradores
encontraram frequéncia de 25,0% de resultados alterados, utilizando o mesmo kit em
uma populagdo de 401 individuos saudaveis, sem historia atual ou pregressa de
qualquer doenca autoimune®®?. Ghuillani e colaboradores avaliaram uma populacao de
300 doadores de sangue saudaveis, e encontraram uma positividade de 2,0%com o kit
4, inferior ao indice de 11,9% estabelecido em nossa populacéo®’.

Seguindo a determinagdo do ACR, que considera como critério diagnéstico do
LES apenas o FAN presente em titulos anormais, e adotando as diretrizes do CLSI para
o estabelecimento de valores de referéncia no laboratorio clinico, o presente estudo
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estabeleceu a diluicdo de 1:160 como um titulo anormal da IFI HEp-2?4*". O uso do
titulo/concentracado anormal do FAN que define um resultado como alterado resultou em
reducado consideravel da sensibilidade dos testes, embora menos significativa para a IFI
HEp-2 e o kit 2. Em relacdo ao LES, empregando-se a diluicdo de triagem de 1:160
como valor de corte para a definicdo de um resultado positivo, observou-se queda na
sensibilidade diagnéstica de 87,5% para 81,9%.Sjéwall e colaboradores encontraram
uma frequéncia de resultados positivos da IFI HEp-2 de 76% em pacientes com LES
estabelecido, aplicando a diluicdo de triagem de 1:200, equivalente ao titulo anormal do
FAN para a sua populacdo™®. Utilizando a diluicéo de triagem de 1:320, correspondente
ao percentil 95 da sua populacdo, Salonen e colaboradores observaram resultados
positivos em 76,0% dos 304 pacientes com LES estabelecido™*.

N&o so a diluicdo de triagem do teste, como também a forma como os pacientes
sdo recrutados, podem influenciar a frequéncia de FAN positivo™®. Nés fizemos uma
avaliacao transversal de pacientes com LES estabelecido, compreendendo um grupo
heterogéneo em relacdo a atividade e duracdo da doenca, composicdo étnica e uso de
corticosteroides e imunossupressores. Faria e colaboradores analisaram o0
comportamento longitudinal dos anticorpos anti-dsDNA e anti-ENA no LES e concluiram
que algum grau de flutuacdo na positividade desses autoanticorpos pode ocorrer,

15 Fatores como

refletindo-se tanto como soroconversdo quanto soro-reversao
diferentes métodos analiticos, tipo de terapia medicamentosa e a prépria evolucéo
natural da doenca podem ser responsaveis pela oscilacdo dos autoanticorpos ao longo
do tempo™®. Analisando os dados dos prontuarios médicos dos pacientes com LES,
historicamente 98,0% tinham FAN HEp-2 positivo no momento do diagnéstico, o que
confirma que parte dos pacientes evoluiram com negativagdo do FAN no decorrer do
tempo.

Recentemente, algumas diretrizes estrangeiras sobre o uso da IFI HEp-2 foram
publicadas. Estas recomendam que a etapa de triagem seja feita na diluicdo de
1:80%°*!, Entretanto, somente titulos >1:160 devem ser considerados positivos ou
relevantes do ponto de vista diagndstico, devido ao maior valor preditivo positivo e a
probabilidade de deteccdo de autoanticorpos especificos. Titulos < 1:80 geralmente néo
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possuem importancia diagndstica e nao estdo associados com a presenca de
autoanticorpos especificos (anti-dsDNA e anti-ENA) ***!, Um estudo espanhol sugeriu o
titulo de 1:160 como a diluicdo de triagem, enfatizando ter sido mais eficaz do ponto de
vista econémico e ndo resultando em perda da eficiéncia diagnéstica*®. Todavia,
considerando-se a variabilidade da técnica e as peculiaridades de cada populagéo,
recomenda-se que todo laboratério estabeleca seu titulo anormal de FAN, analisando
individuos saudaveis provenientes da populacédo local e, utilizando os seus proprios
instrumentos.

A resposta dos testes ao painel de soros de referéncia € a expressao da
composicao e/ou deficiéncia antigénica de cada um.

Nenhuma fluorescéncia foi detectada na IFI HEp-2 com o soro de referéncia 12
(anti-ribossomal P). Mesmo empregando uma diluicdo de triagem de 1:40, o resultado
do soro de referéncia 12 também foi negativo pela IFI HEp-2 no estudo de Copple e
colaboradores™. No trabalho de Mahler e colaboradores, apenas 10,1% de 345
amostras positivas para anticorpos anti-P pelo método ALBIA (QuantaPlex ENAS;
INOVA, San Diego, CA, USA) demonstraram padrdo de fluorescéncia citoplasmatica
tipica na IFI HEp-2, sendo que em 2,3% delas nenhuma fluorescéncia foi observada™”’.
Um subgrupo de 45 amostras positivas foram testadas em substratos HEp-2 de trés
fabricantes diferentes, e a sensibilidade destes para o padrdo de fluorescéncia tipico
variou entre 6,7% a 22,2%. No estudo de Bonfa e Elkon, um ter¢co dos pacientes com
LES e anticorpos anti-ribossomal P ndo apresentavam fluorescéncia citoplasmatica na
IFI HEp-2™°8. Mais recentemente, Kim e colaboradores pesquisaram anticorpos anti-P
no soro de 91 pacientes com LES por diversos métodos e verificaram uma sensibilidade
de 11,0% para a IFI HEp-2, comparada a 24,2% para o ElIIA Rib-P (Phadia AB,
Uppsala, Suécia) e 23,1% para o ELISA (Quanta Lite Ribosome P, Inova Diagnostics,
San Diego, CA, EUA)™ Fatores como concentracdo insuficiente de antigeno no
citoplasma, exposicdo limitada dos epitoposantigénicos na subunidade 60S do
ribossomo, interferéncia de outros autoanticorpos que produzem outros padrdes de
fluorescéncia e uma diversidade de protocolos de cultura e fixagdo celular usados por
diferentes fabricantes podem ser responsaveis pela limitacdo da IFI HEp-2 em detectar
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157
P,

anticorpos anti-ribossomal Esses achados tem implicacbes diagnésticas

relevantes, visto que anticorpos anti-ribossomal P sdo altamente especificos para o LES
e em uma proporc¢ao significativa dos pacientes estéo presentes isoladamente®"10161,
Assim sendo, quando clinicamente pertinente,testes adicionais devem ser utilizados
para a pesquisa de anticorpos anti-P.

O kit 1 ndo reconheceu apenas o soro de referéncia 6 (anti-fibrilarina). No estudo
de Copple e colaboradores, além deste soro, o kit também n&o identificou o soro de
referéncia 11 (anti-PM/Scl)*®. Ambos s&o antigenos de localizacdo nucleolar e ilustram
que a suplementacdo com extrato de nucléolo pode néo ser suficiente para a deteccao
de anticorpos antinucleolares.

O kit 2 ndo reconheceu os soros de referéncia que contem anticorpos contra
antigenos ausentes em seu substrato: fibrilarina (soro 6) e anti-ribossomal P (soro 12).

Como apenas o nucleo da célula HelLa faz parte do seu substrato e a histidil-
tRNA sintetase (Jo-1) € um antigeno de localizacdo citoplasmatica, o kit 3 foi o Unico a
nao reconhecer o soro de referéncia 10 (anti-Jo-1). Ja o soro anti-robossomal P foi
positivo. Apesar de serem organelas citoplasmaticas, a sintese dos ribossomos
acontece nos nucléolos, o que justificaria o resultado do soro 12, pois os autoantigenos
ribossomais também est&o ali localizados™®.

O kit 4, além de néo identificar os soros de referéncia 6 (anti-fibrilarina) e 12 (anti-
ribossomal P), pela mesma raz&o que o kit 2, foi 0 Unico a apresentar resultado negativo
com o soro 1 (anti-dsDNA). O substrato para a pesquisa de anti-dsDNA empregado pelo
kit 4, denominado oligonucleotideo sintético de DNA, foi inicialmente desenvolvido e
validado em um método ELISA. Trata-se de dsDNA obtido por hibridizacdo in situ a
partir de uma sonda (probe) sintética de &acido nucléico 5fotobiotiniladocom
comprimento de 40 pares de bases, e sua sequéncia complementar de
oligonucleotideos altamente especifica, ligado a fase solida por meio de
estreptavidina®®®. Tal substrato certificaria a presenca de dsDNA n&o desnaturado e livre
de contaminacdo de ssDNA, histonas ou outras proteinas. No estudo de Radice e
colaboradores, a sensibilidade do ELISA baseado nos oligonucleotideos de DNA,
determinada em 68 amostras de pacientes com LES, foi de 66,2%, similar a de outros
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testes que utilizam diferentes DNAs, incluindo o radioimunoensaio (Farr). Antico e
colaboradores investigaram a sensibilidade de alguns imunoensaios de nova geracéo
para a pesquisa de anticorpos anti-dsDNA, em 54 pacientes com LES e varios controles
com diagnéstico de outras doencas reumaticas e infecciosas’?’. Um dos testes
avaliados utilizava o mesmo substrato desenvolvido por Radice, mas na forma de um
ensaio quimiluminescente com desenho idéntico ao kit 4. Neste estudo, o método
guimiluminescente foi o mais sensivel (84,6%) e o menos especifico (82,9%) para a
deteccdo de anticorpos anti-dsDNA. Considerando esses trabalhos, é dificil justificar o
resultado falso negativo do kit 4 com o soro de referéncia 1. Conforme demonstrado por
Stollar, geralmente os anticorpos anti-dsDNA dos pacientes com LES se ligam a
fragmentos de DNA com comprimento minimo de 20 a 40 pares de base®®*. Porém,
alguns soros de pacientes com LES contém anticorpos anti-dsDNA que requerem
fragmentos maiores de DNA para se ligar, indicando que, eventualmente, os
oligonucleotideos sintéticos podem nao apresentar todos os epitopos relevantes de
ligacdo dos anticorpos anti-dsDNA®®. E pertinente reforcar que o kit 4 ndo identificou 5
pacientes com LES e anticorpos anti-dsDNA no estudo de Ghuillani, e um paciente com
LES e anti-dsDNA em nosso estudo. Possivelmente diferencas na arquitetura do kit 4em
relacdo a dos testes avaliados por Radice e Antico, associadas as caracteristicas
biolégicas de alguns anticorpos anti-dsDNA, possam ter sido responsaveis pelos

achados discrepantes.

Os resultados dos testes obtidos com os pacientes do grupo 3 confirmam a
performance diagnostica dos mesmos previamente determinada nos grupos 1 e 2. Com
uma sensibilidade acima de 95,0% nos pacientes com DRAI e de 100% nos pacientes
com LES, os kits 1 e kit 3 constituem o6timas alternativas de triagem para o FAN. Os
resultados falsos negativos dos kits 2 e 4 na paciente com LES e anticorpos anti-
ribossomal P reforcam a importancia desse anticorpo para o diagnostico de LES. Com
uma prevaléncia estimada entre 10,0% a 40,0% e especificidade de 99,0%, podem ser
0S unicos marcadores sorologicos do LES em 6,7% a 36,3% dos pacientes com

resultados negativos para anticorpos anti-dsDNA e anti-Sm*>"®%1®1 por esse motivo, a
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inclusédo dos anticorpos anti-ribossomal P como um dos critérios de classificacdo do
LES tem sido recomendada por alguns autores'®®®', Os fabricantes dos kits 2 e 4,
portanto, deveriam considerar a implementacdo do antigeno ribossomal P no substrato
dos testes.

Dois pacientes com DITC e anticorpos anti-SSA/Ro tiveram resultados
persistentemente negativos na IFI HEp-2 e positivos em todos 0s outros testes. A
despeito de ndo ser considerado um marcador diagnostico especifico, pelo fato de ser
detectado em diferentes DRAIs, muitas vezes anti-SSA/Ro € 0 Unico autoanticorpo
presente no soro de pacientes com DRAI*®’. E sabido que alguns pacientes com DRAI
e anticorpos anti-SSA/Ro nao sao identificados pela IFI HEp-2 e que a sensibilidade
destas células para esse anticorpo ndo € uniforme, podendo variar entre diferentes

fabricantesl38,139,l40,l45

Bossuyt e colaboradores analisaram 54 amostras com a
presenca exclusiva de anticorpos anti-SSA/Ro (confirmada por dot-blot) em cinco
substratos HEp-2 de fabricantes diferentes, e verificaram uma sensibilidade que variou
entre 24,0% a 91,0%'*. Avaliando apenas o subgrupo de 24 pacientes com diagnéstico
de LES, SS ou lupus cutaneo subagudo, a sensibilidade da IFI HEp-2 variou entre
29,0% a 100%. No estudo de Blomberg e colaboradores, 25,0% dos pacientes com
anticorpos anti-SSA/Ro e IFl HEp-2 negativa tinham LES ou lipus cutaneo™®.

Como a maioria dos pacientes do grupo 3 foi inicialmente avaliada por um
meédico ndo especialista e, entdo, encaminhados para um servico terciario de referéncia
com suspeita clinica de doenca reumética, a alta frequéncia de DRAI desse grupo
(28,1%) néo reflete a da populacéo geral. A baixa especificidade de alguns testes neste
ambiente pode ser o resultado de dois fatores. Primeiro, os testes nao foram realizados
em individuos saudaveis, mas sim em pacientes com sinais e sintomas clinicos com
algum grau de suspeita de DRAI, e que conduziram o médico assistente a solicitar o
teste de FAN. Segundo, muitos pacientes foram encaminhados devido a um resultado
positivo de IFI HEp-2, o que pode ter contribuido para o elevado numero de resultados
positivos na AR, fibromialgia e na OA, sugerindo a ocorréncia de viés de referéncia.

Trata-se, porém, de um cenario clinico semelhante ao encontrado nos consultérios
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médicos de reumatologia. Todavia, para minimizar o problema, tivemos o cuidado de
também incluir pacientes referenciados e com resultado prévio da IFI HEp-2 negativo.

O valor preditivo negativo de todos os testes foi elevado, indicando que um
resultado negativo do FAN, principalmente na IFl e nos kits 1 e 3, excluiria a
possibilidade de DRAI na maioria das vezes. O valor preditivo positivo dos testes foi
relativamente baixo, ainda que maior que o descrito por outros autores. Slater e
colaboradores determinaram o desempenho diagnostico da IFlI HEp-2 analisando 1010
amostras submetidas a pesquisa do FAN, configurando, portanto, uma amostragem

12, Com

representativa dos pacientes atendidos em um laboratério e/ou hospital gera
uma prevaléncia de DRAI de 5,6%, o VPP do teste foi de 22,0% para DRAI e de 11,0%
para o LES. Pela maior frequéncia de DRAlem nosso estudo, o VPP da IFI no grupo 3
foi de 44,9%.

Suarez-Almador investigaram as propriedades diagnésticas do FAN em 711
pacientes encaminhados pelo médico generalista para avaliacdo reumatoldgica, ou
seja, uma populacéo similar & do grupo 3!, A prevaléncia de DRAI foi de 11,8%. Nos
pacientes com outros diagnoésticos, as doencas mais prevalentes foram fibromialgia,
osteoartrite e sindromes dolorosas regionais, sendo o FAN positivo em 36,0% desses
pacientes. Neste trabalho, o VPP do FAN foi de 29,0% para DRAI e de 12,0% para
LES.

Emlen e colaboradores analisaram 177 amostras submetidas a pesquisa do FAN
em um estudo comparativo da IFI HEp-2 e seis kits ELISAs de fabricantes diferentes, e
encontraram um VPP para DRAI de 26,0% para a IFl e entre 17,0% a 64,0% para 0s
testes ELISA®,

Os dados acima corroboram a impressédo de que o teste de FAN é utilizado de
maneira inapropriada pelos médicos, provavelmente com o objetivo principal de excluir
o diagnostico de DRAI em pacientes com sinais e sintomas inespecificos. Como a
prevaléncia de FAN na populacao geral é elevada e a de DRAI é pequena, grande parte
dos resultados positivos ndo esti associada com a presencga de autoimunidade. Nesse

contexto, o VPP do FAN tende a ser baixo, independentedo método empregado.
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Semelhantemente ao demonstrado por outros autores, quando se utiliza a clinica
como padrdo-ouro de comparacdo, o desempenho diagnéstico de alguns kits ELISA
pode ser comparavel ou até superior ao da IFI HEp-2, permitindo a sua utilizacdo como
uma alternativa para a triagem do FAN™1°20  Nzo ha um método que seja
universalmente superior ao outro, tendo em vista que nenhum teste possui 100% de
sensibilidade e especificidade. A escolha entre os métodos deve ser balizada por uma
série de fatores tais como custos, disponibilidade de méao de obra qualificada, numero
de exames realizados e o perfil clinico dos individuos atendidos por cada laboratério.

A IFlI HEp-2 seria a melhor opcdo para laboratérios que tém rotinas menores,
técnica bem padronizada, observadores experientes e treinados, e que atende a uma
populacdo de doentes com alta prevaléncia de DRAI, como € o caso dos laboratérios
vinculados aos Hospitais Universitarios ou Centros de Referéncia®. Por outro lado, os
testes do tipo ELISA seriam a melhor opcdo para laboratérios que processam um
grande numero de testes devido a possibilidade de automacgdo, com consequente
otimizacao do fluxo de trabalho e maior rapidez na liberacéo de resultados®>*°. E o caso
de alguns laboratérios gerais de grande porte, que usualmente atendem a uma
populacdo de pacientes com baixa prevaléncia de DRAI e para os quais o FAN é
utilizado principalmente com a finalidade de excluséo diagnostica.

Nenhum dos kits avaliados poderia substituir completamente a IFI HEp-2. Devido
a sua menor especificidade, os resultados positivos dos kits 1 e 3 deveriam ser
complementados pela IFI HEp-2, para a definicdo do titulo e do padrédo de fluorescéncia,
de forma a orientar a pesquisa dos autoanticorpos especificos. Entretanto, resultados
positivos no ELISA e negativos na IFl, especialmente em concentracdes associadas
com RV+ acima de 2, deveriam ser relatados. Na presenca de sinais e sintomas
sugestivos de DRAI, estes resultados podem ser clinicamente relevantes, deste modo
justificando a pesquisa dos autoanticorpos especificos.

Caso opte por um teste com menor sensibilidade que a IFI, como o kit 2, o
laboratorio deveria deixar claro que um resultado negativo do FAN ndo exclui o
diagnostico de DRAI. Nos casos de alta probabilidade de doenca e FAN negativo pelo
ELISA, a IFI HEp-2 também deveria ser realizada.
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De acordo com as recomendagdes do ACR e do CLSI e conforme estipulado na
populacdo saudavel por nés avaliada, somente titulos da IFl HEp-2 a partir de 1:160
deveriam ser considerados “anormais” e, portanto, esta seria a diluicdo a ser utilizada
como triagem em nosso meio. Essa conduta poderia minimizar o niumero de resultados
falsos positivos do teste sem comprometimento da sensibilidade diagnéstica do mesmo.

Diferentes testes podem apresentar sensibilidade e especificidade variavel em
funcdo da heterogeneidade na composicado antigénica de cada um. Portanto, antes de
serem introduzidos na rotina diagnostica, os kits devem ser submetidos a validacéo
clinica rigorosa, com o objetivo deestabelecer as suas caracteristicas operacionais e
possiveis limitacdes técnicas**!. Por tltimo, o laboratério deve informar aos clinicos qual
método € utilizado para a pesquisa do FAN, bem como a sua sensibilidade diagnéstica

frente as diversas DRAI e possiveis limitacdes.
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7 CONCLUSOES

e Devido a sensibilidade diagnostica comparavel ou superior & da IFI HEp-2, os kits
le 3 podem ser utilizados como métodos alternativos para a triagem do FAN.

e O kit 2 pode ser empregado como uma alternativa a IFl HEp-2, em um cenario
clinico de baixa probabilidade pré teste de DRAI. Entretanto, a IFl deve ser
realizada na suspeita de resultado falso negativo.

e Devido a baixa sensibilidade diagnostica, até o momento, o kit 4 ndo deve ser
utilizado como uma alternativa a IFI HEp-2.

e Como apresentam diferentes niveis de sensibilidade e especificidade,os métodos
alternativos de triagem do FAN devem ser validados antes de serem introduzidos
na rotina diagnostica.

e Os kits ELISA testados nédo substituem a IFI HEp-2. Esta deve ser utilizada como
teste complementar, para confirmacdo de resultados positivos e definicdo do
titulo e padrao de fluorescéncia.

e Somente titulos da IFI HEp-2 a partir de 1:160 devem ser considerados
“‘anormais” e, portanto, esta seria a diluicdo a ser utilizada como triagem em

NosSso meio.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PESSOA COM DOENGA REUMATICA

ESTUDO:  AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS  ELISA
QUIMIOLUMINESCENCIA COMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A DETECCAO DE ANTICORPC
ANTINUCLEARES

O exame para a pesquisa de anticorpos contra antigenos celulares, também
conhecido como fator antinticleo (FAN), é um importante auxilio para o diagnéstico de
alguns tipos de reumatismo. Atualmente, existem varios testes laboratoriais diferentes
qgue podem ser utilizados para a realizagdo do exame de FAN. Para saber qual teste é
mais adequado para a pesquisa do FAN, todo laboratério deve avaliar o desempenho
dos testes. Essa avaliacdo é feita testando-se amostras de sangue de pacientes com
diagnéstico de varios tipos de reumatismos e amostras de sangue de pessoas
saudaveis.

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo acima citado. O documento abaixo
contém todas as informacfes necesséarias sobre a pesquisa que estamos fazendo.
Sua colaboragéo neste estudo sera de muita importancia para nés, mas se desistir a
gualgquer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a vocé.

Estou ciente que:

» Este estudo destina-se a homens e mulheres com idade a partir de 18 anos que
tenham preenchido as condigbes necessérias em formulario anexo.

» Responderei perguntas sobre meu estado de salde e habitos de vida.

» Realizarei a coleta de sangue em uma das unidades do Hermes Pardini ou no
Laboratério Central do Hospital das Clinicas da UFMG para pesquisa do FAN.
Estou ciente que se trata de um procedimento rotineiro de coleta de sangue
podendo apresentar dor local e, raramente, outras complicagbes como hematoma
e traumatismo.

= Caso ocorra algum tipo de complicacdo da coleta de sangue, toda a assisténcia
serd de responsabilidade do HP ou do Hospital das Clinicas da UFMG, sem
acarretar nenhuma despesa financeira para mim.

»= Essa dosagem laboratorial sera utilizada exclusivamente para o estudo.

» A participacdo neste estudo ndo me acarretard qualquer despesa financeira com
relacdo aos procedimentos efetuados.

» Receberei ressarcimento equivalente aos custos do meu transporte até a unidade
mais proxima do Hermes Pardini (6nibus ou metrd).

= Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo.

» A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saide ou bem estar fisico, e
nao resultard em nenhum tipo de punicdo para mim.

= Os resultados obtidos durante esse estudo serdo mantidos em segredo, mas
concordo que sejam divulgados em revistas cientificas, desde que meus dados
pessoais ndo sejam mencionados. Os resultados impressos serdo disponibilizados
de acordo com o fluxo usual do Hermes Pardini.

= (Os casos que apresentarem resultados positivos receberdo comunicacéo escrita e
orientacdo dos pesquisadores responsaveis. 111
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* A minha participacdo é voluntaria, portanto, ndo receberei nenhuma forma de
remuneracao.

= Posso entrar em contato com 0s pesquisadores responsaveis ou com o Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) para
esclarecimento de qualquer davida.

Eu ,

residente no endereco

portador(a) da carteira de identidade , hascido(a) em
/ / e inscrito(@) no CPF , abaixo

assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntario(a)
do estudo “AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA
CoMo TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A
DETECCAO DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES”.

Belo Horizonte, de de 2011.

Data / /

Assinatura do voluntario

Data / /

Dr. Fabiano de Almeida Brito

Data / /

Dra. Silvana Maria El6i Santos

Pesquisadores responsaveis:

Dr. Fabiano de Almeida Brito. Endereco: Avenida do Contorno 3825, 4° Andar. Bairro
Funcionarios. Belo Horizonte, MG. CEP: 30110-021. Telefone (31) 3228-6713. E-mail:
fabdoc@ig.com.br

Professora Dra. Silvana Maria El6i Santos. Endereco: Avenida Alfredo Balena 190, 4°
andar. Bairro Santa Efigénia. Belo Horizonte, MG. CEP 30130-100. Telefone: (31)
3409-9774. E-mail: eloisil@medicina.ufmg.br

COEP/UFMG: Avenida Presidente Antdnio Carlos, 6627 — Unidade administrativa Il, 2°
Andar — Sala 2005. Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. Telefax (31) 3409-4592. e-
mail: coep@prpg.ufmg.br

COEP/Santa Casa: Avenida Francisco Sales 1111, 9° andar — ala D. Bairro Santa
Efigénia. Belo Horizonte, MG. CEP: 30150-221. Telefone (31) 3238-8838. e-mail:
cep@santacasabh.org.Br
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pessoa Saudavel
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PESSOA SAUDAVEL

ESTUDO: AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS ELISA
QUIMIOLUMINESCENCIA COMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A DETECGCAO DE ANTICORPC
ANTINUCLEARES

O exame para a pesquisa de anticorpos contra antigenos celulares, também
conhecido como fator antindcleo (FAN), € um importante auxilio para o diagnéstico de
alguns tipos de reumatismo. Atualmente, existem varios testes laboratoriais diferentes
gue podem ser utilizados para a realizacdo do exame de FAN.

Além dos pacientes com reumatismo, algumas pessoas saudaveis também podem
apresentar o exame de FAN positivo, mesmo ndo tendo nenhuma doenga. De cada
100 pessoas saudaveis, espera-se que no maximo quatro pessoas tenham o exame
de FAN positivo. Por isso, o laboratério deve fazer este exame em pessoas saudaveis,
para verificar se os resultados estdo dentro do esperado.

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo acima citado. O documento abaixo
contém todas as informacdes necessdarias sobre a pesquisa que estamos fazendo.
Sua colaboracéo neste estudo serd de muita importancia para nds, mas se desistir a
qualguer momento, isso ndo causard nenhum prejuizo a vocé.

Estou ciente que:

= Este estudo destina-se a homens e mulheres com idade a partir de 18 anos que
tenham preenchido as condi¢cdes necessarias em formulario anexo.

» Responderei perguntas sobre meu estado de saude e habitos de vida.

» Realizarei a coleta de sangue em uma das unidades do Hermes Pardini ou no
Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da UFMG para pesquisa do FAN.
Estou ciente que se trata de um procedimento rotineiro de coleta de sangue
podendo apresentar dor local e, raramente, outras complicages como hematoma
e traumatismo.

= Caso ocorra algum tipo de complicacdo da coleta de sangue, toda a assisténcia
sera de responsabilidade do HP ou do Hospital das Clinicas da UFMG, sem
acarretar nenhuma despesa financeira para mim.

» Essa dosagem laboratorial sera utilizada exclusivamente para o estudo.

»= A participagdo neste estudo ndo me acarretara qualquer despesa financeira com
relacédo aos procedimentos efetuados.

» Receberei ressarcimento equivalente aos custos do meu transporte até a unidade
mais préxima do Hermes Pardini (6nibus ou metrd).

= Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo.

= A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha salde ou bem estar fisico, e
nao resultard em nenhum tipo de puni¢do para mim.

» Os resultados obtidos durante esse estudo serdo mantidos em segredo, mas
concordo que sejam divulgados em revistas cientificas, desde que meus dados
pessoais ndo sejam mencionados. Os resultados impressos serdo disponibilizados
de acordo com o fluxo usual do Hermes Pardini.

= Os casos que apresentarem resultados positivos receberdo comunicacgéo escrifidl 4
orientacao dos médicos responsaveis.



= A minha participagdo € voluntaria, portanto, ndo receberei nenhuma forma de
remuneracao.

= Posso entrar em contato com os médicos responsaveis ou com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) para
esclarecimento de qualquer davida.

Eu )
residente no endereco
portador(a) da carteira de identidade , hascido(a) em

/ / e inscrito(@) no CPF , abaixo
assinado(a), concordo de livre e espontadnea vontade em participar como voluntario(a)
do estudo “AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA
CoMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A
DETECCAO DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES”.

Belo Horizonte, de de 2011.

Data / /

Assinatura do voluntario

Data / /

Fabiano de Almeida Brito

Data / /

Silvana Maria El6i Santos

Pesquisadores responsaveis:

Dr. Fabiano de Almeida Brito. Endereco: Avenida do Contorno 3825, 4° Andar. Bairro
Funcionarios. Belo Horizonte, MG. CEP: 30110-021. Telefone (31) 3228-6713. E-mail:
fabdoc@ig.com.br

Professora Silvana Maria El6i Santos. Endereco: Avenida Alfredo Balena 190, 4°
andar. Bairro Santa Efigénia. Belo Horizonte, MG. CEP 30130-100. Telefone: (31)
3409-9774. E-mail: eloisil@medicina.ufmg.br

COEP/UFMG: Avenida Presidente Antdnio Carlos, 6627 — Unidade administrativa Il, 2°
Andar — Sala 2005. Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. Telefax (31) 3409-4592. e-
mail: coep@prpqg.ufmg.br

COEP/Santa Casa: Avenida Francisco Sales 1111, 9° andar — ala D. Bairro Santa
Efigénia. Belo Horizonte, MG. CEP: 30150-221. Telefone (31) 3238-8838. e-mail:
cep@santacasabh.org.Br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESSOA COM DOENCA INFECCIOSA

ESTUDO:  AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS  ELISA
QUIMIOLUMINESCENCIA COMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A DETECCAO DE ANTICORPC
ANTINUCLEARES

O exame para a pesquisa de anticorpos contra antigenos celulares, também
conhecido como fator antintcleo (FAN), € um importante auxilio para o diagndstico de
alguns tipos de reumatismo. Atualmente, existem varios testes laboratoriais diferentes
gue podem ser utilizados para a realizacdo do exame de FAN. Para saber qual teste é
mais adequado para a pesquisa do FAN, todo laboratério deve avaliar o desempenho
dos testes. Essa avaliagcéo é feita testando-se amostras de sangue de pacientes com
diagndstico de varios tipos de reumatismos, doencas infecciosas crbnicas e amostras
de sangue de pessoas saudaveis.

Algumas pessoas portadoras de infecgBes cronicas também podem apresentar o
exame de FAN positivo, mesmo ndo tendo nenhum reumatismo. E importante que o
laboratério saiba se a quantidade de pessoas com doenca infecciosa crbnica e FAN
positivo é diferente entre os varios testes que seréo estudados.

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo acima citado. O documento abaixo
contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo.
Sua colaboracao neste estudo sera de muita importancia para nds, mas se desistir a
gualguer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a vocé.

Estou ciente que:

Este estudo destina-se a homens e mulheres com idade a partir de 18 anos que
tenham preenchido as condi¢cfes necessarias em formulario anexo.

Responderei perguntas sobre meu estado de salde e habitos de vida.

Realizarei a coleta de sangue em uma das unidades do Hermes Pardini ou no
Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da UFMG para pesquisa do FAN.
Estou ciente que se trata de um procedimento rotineiro de coleta de sangue
podendo apresentar dor local e, raramente, outras complicagbes como hematoma
e traumatismo.

Caso ocorra algum tipo de complicacdo da coleta de sangue, toda a assisténcia
sera de responsabilidade do HP ou do Hospital das Clinicas da UFMG, sem
acarretar nenhuma despesa financeira para mim.

Essa dosagem laboratorial seré utilizada exclusivamente para o estudo.

A participacdo neste estudo ndo me acarretara qualquer despesa financeira com
relacdo aos procedimentos efetuados.

Receberei ressarcimento equivalente aos custos do meu transporte até a unidade
mais proxima do Hermes Pardini (6nibus ou metrd).

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracédo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagao.

A desisténcia nao causara nenhum prejuizo a minha saude ou bem estar fisico, e
nao resultara em nenhum tipo de punigcdo para mim.

Os resultados obtidos durante esse estudo serdo mantidos em segredo, mas
concordo que sejam divulgados em revistas cientificas, desde que meus dados
pessoais ndo sejam mencionados. Os resultados impressos serdo disponibilizados 117
de acordo com o fluxo usual do Hermes Pardini.



= Os casos que apresentarem resultados positivos receberdo comunicagao escrita e
orientacdo dos médicos responsaveis.

* A minha participacdo é voluntaria, portanto, ndo receberei nenhuma forma de
remuneracao.

= Posso entrar em contato com os médicos responsaveis ou com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) para
esclarecimento de qualquer davida.

Eu )
residente no endereco
portador(a) da carteira de identidade , hascido(a) em

/ / e inscrito(a) no CPF , abaixo
assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntario(a)
do estudo “AVALIACAO DIAGNOSTICA Dos METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA
ComMo TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A
DETECCAO DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES”.

Belo Horizonte, de de 2011.

Data / /

Assinatura do voluntario

Data / /

Fabiano de Almeida Brito

Data / /

Silvana Maria El6i Santos

Pesquisadores responsaveis:

Dr. Fabiano de Almeida Brito. Endereco: Avenida do Contorno 3825, 4° Andar. Bairro
Funcionarios. Belo Horizonte, MG. CEP: 30110-021. Telefone (31) 3228-6713. E-mail:
fabdoc@ig.com.br

Professora Silvana Maria El6i Santos. Endereco: Avenida Alfredo Balena 190, 4°
andar. Bairro Santa Efigénia. Belo Horizonte, MG. CEP 30130-100. Telefone: (31)
3409-9774. E-mail: eloisil@medicina.ufmg.br

COEP/UFMG: Avenida Presidente Antbnio Carlos, 6627 — Unidade administrativa Il, 2°
Andar — Sala 2005. Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. Telefax (31) 3409-4592. e-
mail: coep@prpg.ufmg.br
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PROJETO: AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA
COMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA
A DETECCAO DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES

QUESTIONARIO GRUPO 1

NOME: DATA: _ | |
TELEFONE: DATA DE NASCIMENTO: /[
SEx0: OM OF PACIENTE N°

PRONTUARIO: SOROTECA:

RACA: 0 BRANCO [0 NEGRO [ PARDO [ OUTRO:

1- DIAGNOSTICO:

O LES [0 Esclerodermia limitada O Esclerodemia difusa
O] Sindrome de Sjogren [ Doenga mista do tecido conjuntivo [1 Sindrome de sobreposicdo

[0 Polimiosite/Dermatomiosite [0 Doenca indiferenciada do tecido conjuntivo

2- DATA DO DIAGNOSTICO:

3- FAN HEp-2 POSITIVO NA EPOCA DO DIAGNOSTICO?

O Sim O Néo

|

Padrao:

Titulo:

4- AUTOANTICORPOS ESPECIFICOS POSITIVOS NA EPOCA DO DIAGNOSTICO?

O Sim O Nao [ Nao testados

|

[0 SSA/Ro OO SSB/La OOSm O RNP [Jo-1 0O Scl-70 [ DNA

O Cromatina/Nucleosomo [ Mitocondria [0 Musculo liso 120

Técnicas:




5- DOENCA EM ATIVIDADE NO MOMENTO?

O Sim O Nao I Nao se aplica

|

No caso de LES: (SLEDAI-2K): Escore total:

[1] leucopenia [2] pericardite [4] proteindria
[1] plaquetopen. [2] pleurite [4] pidria

[1] febre [2] dlc.mucosa [4] hematdria
[2] |complement [2] alopécia [4] cilindros
[2] |anti-DNA [2] erup.cutdnea  [4] moisite

6- MEDICAMENTOS EM USO NO MOMENTO:

[4] artrite [8] dist.visual

[5] vasculite [8] s cerebral org
[8] AVC [8] psicose

[8] cefaléia [8] conwilséo
lupica

[8] alteracdo par

craniano

7- POSSUI ALGUMA COMORBIDADE?

O Sim O Nao

Qual(is)?

8- CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LES NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO E

ATUALMENTE:

Eritema malar [J Diagndstico
Lesdo cutanea discoide [ Diagnéstico
Fotossensibilidade ] Diagnéstico
Ulceras orais/nasais O Diagnéstico

Artrite ndo erosiva O Diagnéstico

O Posterior

O Posterior

J Posterior

O Posterior

O Posterior
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Serosite

Acometimento renal
Convulsdo ou psicose
Alteracdo hematologica
Alteragdo imunolégica

FAN

I Diagnéstico
[0 Diagnéstico
[J Diagnéstico
[0 Diagndstico
L] Diagndstico

1 Diagnéstico

L] Posterior
O Posterior
L1 Posterior
O Posterior
O] Posterior

O Posterior

Descrever serosite, altera¢do renal (classe nefrite), neuroldgica, hematoldgica e imunoldgica:
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Questionario do Grupo 2 - Pessoa com Doenca Reumatica
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PROJETO: AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA
COMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA

A DETECGAO DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES

QUESTIONARIO GRUPO 2

NOME:

TELEFONE:
SEXo:OM 0OF

SOROTECA:

DATA DE NASCIMENTO:

PACIENTE N° PRONTUARIO:

RACA: 0 BRANCO 0O NEGRO O PARDO [ OUTRO:

1- DIAGNOSTICO:

[ Artrite Reumat6ide [0 Espondilite Anquilosante
1 Artrite psoriasica O Osteoartrite O Fibromialgia [ Osteoporose

[0 Granulomatose de Wegener [ Poliarterite nodosa [ Sindrome de Churg-Strauss

1 Arterite de Takayasu [ Arterite Temporal

[0 Reumatismo de partes moles I Outro:

2- DATA DO DIAGNOSTICO:

3- DOENCA EM ATIVIDADE NO MOMENTO?

0 Sim [ Nao [ Nao se aplica

4- POSSUI ALGUMA COMORBIDADE?

O Sim O Nao

’

Qual(is)?

O Artrite Reativa [ Gota

O Vasculite indiferenciada
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5- MEDICAMENTOS EM USO NO MOMENTO:
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Anexo VI

Questionario do Grupo 2 - Pessoa com Doenca Infecciosa
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PROJETO: AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA
COMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA
A DETECCAO DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES

QUESTIONARIO GRUPO 2 - Doencas infecciosas

NOME: DATA: [ [
TELEFONE: DATA DE NASCIMENTO: __ /[
SEXO:OM OF PACIENTE N°
PRONTUARIO: SOROTECA:

RACA: O BRANCO 0O NEGRO 0O PARDO L[ OUTRO:

1- DIAGNOSTICO:
[0 Hepatite B [ Hepatite C [ aids

2- DATA DO DIAGNOSTICO:

3- POSSUI ALGUMA COMORBIDADE?

O Sim [ Néao

’

Qual(is)?

4- MEDICAMENTOS EM USO NO MOMENTO:
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Anexo VII

Questionério do Grupo 3
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PROJETO: AVALIACAO DIAGNOSTICA DOS METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA
COMO TESTES DE TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA
A DETECCAO DE ANTICORPOS ANTINUCLEARES

QUESTIONARIO GRUPO 3

NOME: DATA: | |
TELEFONE: DATA DE NASCIMENTO: __ /|
SEXO:OM 0OF PACIENTE N°

PRONTUARIO: SOROTECA:

RACA: 0 BRANCO [ NEGRO 0O PARDO [ OUTRO:

DATA DO INIiCIO DOS SINTOMAS: /] DATA DO DIAGNOSTICO: /[

ESPECIALIDADE DO MEDICO QUE ENCAMINHOU O PACIENTE:

0 ANGIOLOGIA/CIRURGIA VASCULAR [ CLINICA MEDICA [ GINECOLOGIA
O INFECTOLOGIA O CARDIOLOGIA O GASTROENETEROLOGIA [0 ENDOCRINOLOGIA
00 NEUROLOGIA O NEFROLOGIA O GERIATRIA O OUTRO:

HIPOTESE DIAGNOSTICA INICIAL:

DIAGNOSTCO FINAL:

POSSUI ALGUMA COMORBIDADE?

O Sim 0O N&o

l

Qual(is)?
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MEDICAMENTOS EM USO NO MOMENTO:

QUESTOES RELACIONADAS AO DIAGNOSTICO DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Vocé apresentou queda rapida de grande quantidade de cabelo?

O Sim [0 Nao

Algum profissional de saude lhe comunicou que vocé apresenta anemia, baixa de plaquetas ou
baixa de glébulos brancos?

O Sim [0 Nao

Os seus dedos ficam esbranquicados, dormentes ou desconfortaveis quando em contato com o
frio?

O Sim [0 N&o

Vocé ja apresentou algum episédio de dor no peito relacionada a respiracdo profunda, com
duracéo de alguns dias?

O Sim [ Nao

Vocé apresenta, com frequéncia, episédios de Ulceras na boca?

O Sim J Nao

Quando vocé toma sol, a sua pele fica sensivel e avermelhada?

O Sim J Nao

Vocé ja teve episodios de epilepsia ou convulsdo?

O Sim [ Néo

Algum profissional de saude lhe comunicou que vocé apresenta proteina na urina?

0 Sim [ Néo

Vocé ja apresentou mancha vermelha nas bochechas com duragéo de mais de 1 més?

O Sim 0 Néo
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Suas juntas ja ficaram inchadas e doloridas?

O Sim O Nao

Presenca de 4 ou mais respostas positivas:

O Sim O Nao

QUESTOES RELACIONADAS AO DIAGNOSTICO DE OUTRAS DOENGCAS REUMATICAS

AUTO-IMUNES

Vocé se sente muito cansado ao final do dia?

O Sim O Nao

Ao acorda, vocé sente que as suas juntas estéo rigidas (endurecidas)?

O Sim O Nao

Vocé apresenta episédios freqiientes de febre sem explicagdo?

O Sim O Néo

Quando vocé come, sente alguma dificuldade para engolir o alimento?

O Sim I Néo

Vocé sente dor de cabeca forte?
O Sim I Nao

Vocé ja sofreu algum derrame?

O Sim O Néo

Vocé ja teve algum aborto?

O Sim O Néo

Vocé ja teve trombose?

O Sim I Néo

Vocé ja teve embolia pulmonar?

O Sim O Nao
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Vocé sente dorméncia e/ou formigamento nos bracos e/ou nas pernas?
O Sim 0 Néo

Vocé tem sensacéo de secura nos olhos (areia ou coceira)?

O Sim O Néo

Vocé tem sensacao de boca seca?

O Sim O Nao

QUESTOES CONTROLE

Vocé sofre de dor nas costas?

0 Sim 0 Nao

Vocé tem intolerancia alimentar?

O Sim 0 Néao

Vocé apresenta gases e desconforto na barriga apos as refeicbes?

O Sim [ Nao
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Projeto: AVALIACAO DIAGNOSTICA Dos METODOS ELISA E QUIMIOLUMINESCENCIA COMO TESTES DE
TRIAGEM ALTERNATIVOS A IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS
ANTINUCLEARES

Questionario grupo 4

O objetivo dessa etapa do estudo é avaliar se pessoas saudaveis, como vocé, apresentam o
teste de FAN positivo. Este exame pode ser positivo mesmo em pessoas saudaveis. Responda
a cada uma das perguntas. Se vocé for portador de alguma doenca autoimune como llUpus
eritematoso sistémico, hepatite autoimune, artrite reumatoéide, esclerodermia ou Sindrome de

Sjogren, a coleta de sangue nédo poderd ser realizada e sua participagdo no estudo ndo sera

possivel.

NOME: DATA: [ |
TELEFONE: DATA DE NASCIMENTO: __ /| [
SExo: LM OF PACIENTE N° PRONTUARIO:
SOROTECA:

RACA: [1 BRANCO [ NEGRO [l PARDO [ OUTRO:

1- Vocé toma algum medicamento todos os dias?

Osim [Nao

!

Qual(is) medicamento(s)?

2- Vocé tem algum parente de primeiro grau (pais, irmaos ou tios) com diagndstico de lUpus,

artrite reumatoide, sindrome de Sjogren, esclerodermia ou miosite?
Isim [IN&o

3- Vocé é portador de hepatite B, hepatite C, HIV ou outra doenga viral crénica?

Osim [ONao

v

Qual a doenca?
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4- Vocé é portador de alguma doenca do figado?

Osim  [ON&o

}

Qual a doenga?

5- Vocé ficou internado alguma vez no ultimo ano?

Osim  [ONao
}

Por que motivo?

6- Vocé tirou licenca médica do trabalho alguma vez no Ultimo ano?

Osim  [ON&o

l

Por que motivo?

7- Vocé ja teve artrite ou algum reumatismo, com duracdo de mais de 3 meses, diagnosticado

por um médico?

Osim  [IN&o

8- Os seus dedos ficam palidos, arroxeados, dormentes ou desconfortaveis no frio?

Osim  [ON&o

9- Durante algum exame de sangue alguém lhe disse que a contagem de globulos vermelhos,

glébulos brancos ou plaquetas estava baixa (exceto no caso de dengue)?

Osim  [ON&o

10- Vocé ja teve feridinhas (aftas) na boca ou nariz, com duracao de mais de 15 dias?

Osim  [IN&o
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11- Alguma mancha vermelha surgiu no seu rosto, sobre o nariz e bochechas, com duracao de

mais de 1 més?
OSim CINao

12- Sua pele fica com manchas vermelhas e irritada, principalmente no rosto, quando vocé

toma sol (ndo é queimadura solar)? E pior em comparacdo com outras pessoas?
OSim  [ON&o

13- Vocé ja sentiu dor no peito que piorava com a respiragdo, com duragdo de alguns dias

(pleurite) ?

Osim  [ONéo

14- Vocé ja teve perda de proteina na urina?
Osim  [ONao

15- Vocé ja teve convulsao ou epilepsia?

OSim COONé&o
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Anexo IX

Lista de verificagdo do STARD
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STARD checklist for the reporting of studies of diagnostic accuracy.

First official version, January 2003.

Section and Topic

ltem#

On page #

TIMLEABSTRACT/
KEYWOCRDS

Identify the artide as a study of diagnostic accuracy (recommend MeSH heading
“sensitivity and spedficity).

INTRODUCTICN

State the research questions or study aims, such as estimating diagnostic accuracy o
comparing accuracy between fests or across participant groups.

METHCDS

Participants

Describe the study population: The indusion and exdusion oriterda, setting and locations
where the data were collected.

Describe participant recruitment: Was recruitment based on presenting symptoms,
results from previous tests, or the fact that the parficipants had received the index tests
or the reference standard?

Describe participant sampling: Was the study population a conseautive series of
participants defined by the seledtion criterialin itermns 3 and 47 I nat, spedify how
perticipants were further selected.

Describe data collection: Was data collection planned before the index test and reference
standard were performed (prospective study) or after (retrospective study)?

Test methods

Describe the reference standard and its rationale.

Describe technical specifications of material and methods invalved induding how and
when measurements were taken, and'or cite referenoes for index tests and reference
standard.

Describe definition of and rationale for the units, cutoffs andor categonies of the results of
the index tests and the reference standard.

10

Describe the number, training and expertise of the persons executing and reading the
index tests and the reference standard.

1

Describe whether or not the readers of the index tests and reference standard were
blind (masked) to the results of the cther test and describe any ather clinical information
available to the readers.

Statistical methods

12

Describe methods for caleulating or comparing measures of diagnostic accuragy, and the
statistical methods used to quantify uncertainty (e.g. 96%: confidence intervals).

13

Describe methods for calculating test reproducibility, if done.

RESLLTS

Participants

14

Report when study was dore, induding beginning and ending dates of recruitrent.

15

Report dlinical and demographic characteristics of the study population (e.g. age, sex
spectum of presenting symptoms, comorbidity, current treatments, recruitment centers).

16

Report the number of parficipants satisfying the critera for indusion that did or did not
undergo the index tests and'or the reference standard; describe why partidpants failed to
receive either test (a flow diagramis strongly re-cm'n'erﬁed‘]

Test results

17

Report time interval from the index tests to the reference standard, and any treatmment
administered between.

18

Report distribution of severity of disease (define criteria) in those with the tanget
condition; cther diagnoses in partidpants without the target condition.

19

Report a cross tabulation of the results of the index tests (induding indeterminate and
missing results) by the restitts of the reference standard; for continuous results, the
distribution of the test restitts by the results of the reference standard.

Report any adverse events from performring the index tests or the reference standard,

21

Report estimates of diagnostic accuracy and measures of statistical uncertainty
(e.g. 957 confidence intervals).

Report how indeterminate results, missing responses and outliers of the index tests were
handed.

Report estimates of variability of diagnostic acouracy between subgroups of participants,
readers or centers, if done.

24

Report eslimates of test reproducibility, if dore.

DISCUSSION

Discuss the dinical applicability of the study findings.
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