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Resumo

O teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) em células HEp-2 é uma técnica laboratorial que
detecta autoanticorpos em amostras de soro de pacientes suspeitos de doengas autoimunes.
Recomendado por instituicdes médicas, como o Colégio Americano de Reumatologia, o teste
fornece informagbes sobre a presenca, padrdes e titulos de autoanticorpos, ajudando na
diferenciacao entre individuos com e sem doencgas autoimunes. Recentemente, uma atencao
especial foi dada a caracterizacdo e distingao dos padrées nucleares com placa metafasica
cromossdmica positiva, especificamente o AC-1, AC-2 e AC-29, devido as suas semelhancas
morfoldgicas, mas associagbes a contextos clinicos distintos. O presente estudo contempla
uma revisdo narrativa conduzida em 2021 para analisar as caracteristicas morfolégicas,
identidade imunoldgica e relevancias clinicas desses padrdes, visando auxiliar profissionais
laboratoriais e clinicos na identificagcao e interpretacao pratica desses padrées. O documento
final sera submetido a um periddico especializado em formato de artigo cientifico.
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Introducao

O Teste de Imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (IFI HEp-2) é uma técnica
laboratorial na qual autoanticorpos especificos presentes em fluidos biolégicos sao imobilizados
no substrato celular e, posteriormente, detectados por anticorpos secundarios marcados com
fluorocromos. Para esta pesquisa utilizam-se as células derivadas de carcinoma de laringe
humano, linhagem tumoral conhecida como células HEp-2 (DELLAVANCE et al, 2009). Essa
metodologia, conhecida como “Pesquisa de Anticorpo Anticélula - FAN”, é considerada o
padrao ouro para deteccado de autoanticorpos em doencgas reumaticas sistémicas, permitindo
triar um grande numero de autoanticorpos relevantes na pratica clinica (MERONI et al, 2010;
CRUVINEL et al, 2022). O teste fornece trés informagdes muito importantes: a presenga ou
auséncia de autoanticorpos na amostra, o titulo dos anticorpos e o padrao de
imunofluorescéncia. O resultado auxilia na diferenciagao de individuos nao-autoimunes dos
pacientes com provavel enfermidade autoimune, além de direcionar a pesquisa dos
autoanticorpos especificos mais provaveis, orientando a investigagdo médica (DELLAVANCE
et al, 2003; SATOH et al, 2007; SACK et al, 2009; WIIK et al, 2010; MARIZ et al, 2011).

Dada a relevancia desse teste no diagndstico em autoimunidade, no ano de 2015 foi
realizada a primeira reunido do International Consensus on Ana Patterns - (ICAP) (CHAN et al,
2015). Desde entéo o objetivo do ICAP tem sido promover mundialmente a harmonizagao da
IFI HEp-2, além de otimizar a utilizacdo dos resultados pelos clinicos no diagnéstico de
enfermidades autoimunes, fornecendo diretrizes tanto para a realizacao do teste quanto para a
interpretacao dos resultados (DAMOISEAUX et al, 2019). A base conceitual do algoritmo do
ICAP foi elaborada por uma equipe de especialistas internacionais tendo como referéncia a
plataforma desenvolvida pelo Consenso Brasileiro iniciado no ano de 2000
(FRANCESCANTONIO et al, 2014).

O ICAP reconhece 30 padroes diferentes de IFI HEp-2 categorizados em 4 grupos
principais: padrées negativos (n=1), nucleares (n =15), citoplasmaticos (n =9) e mitdticos (n =
5) (CHAN et al, 2015). A nomenclatura de consenso esta organizada em uma arvore de

classificagdo que é exibida no site permanente do ICAP (www.ANApatterns.org). O CBA HEp-

2 tem trabalhado ao longo dos ultimos anos em um continuo processo de harmonizagdo com
as diretrizes do ICAP, embora tenha também foco em aspectos especificos da realidade
brasileira ndo contemplados pelo ICAP e cujo processo de padronizagdo advém de mais de 20
anos de discussoes (CRUVINEL et al, 2022). Para cada padréao é prevista a atribuicdo de um
codigo AC alfanumeérico (anticélula). O padrao nuclear homogéneo, por exemplo, & designado
AC-1 e na pagina oficial do consenso sao apresentadas imagens representativas, bem como

outras informagdes importantes como a designagao recomendada, sinénimos, a descrigdo das
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principais caracteristicas morfolégicas dos padrbes, as possiveis especificidades antigénicas e
a relevancia clinica (DAMOISEAUX et al, 2019).

Segundo levantamento de Santos e colaboradores (2022) em um laboratério clinico
brasileiro os padrdes nucleares representaram mais de 70% das amostras positivas na IFI HEp-
2. Entre os padrées nucleares, AC-1 e AC-2 estao entre os mais frequentes, com relato superior
a 28% (SANTOS et al., 2022).

No ano de 2021 houve uma atualizagao na arvore do ICAP com o propdsito de chamar
a atengao para as similaridades morfologicas entre os padrdes AC-1, AC-2 e AC-29 e, por este
motivo, eles foram agrupados na arvore de classificagdo do consenso internacional

(www.anapaterns.org) como um grupo. Deste modo, considerando-se a complexidade

morfolégica desses trés padrdes que por vezes podem ser confundidos, bem como suas
distintas relevancias clinicas que representam entidades clinicas e percursos totalmente
distintos, a presente revisdo teve como objetivo revisar as principais caracteristicas,
peculiaridades e correlagdes clinicas dos 3 padrbes: nuclear homogéneo (AC-1), nuclear
pontilhado fino denso (AC-2) e DNA topoisomerase | (AC-29).

Padrao AC-1 - Nuclear Homogéneo

O padrdao AC-1 esta associado a mais de um autoanticorpo direcionado contra as
estruturas da cromatina, como DNA de dupla hélice (dsDNA), as histonas e os nucleossomos
(CHAN et al, 2015). A cromatina consiste no complexo nativo de histonas e DNA encontrado
no nucleo celular dos eucariotos, sendo composta por aproximadamente 40% de DNA, 40% de
histonas e 20% de proteinas nao histonas, RNA e outras macromoléculas (GOMEZ-PUERTA
et al, 2008). Trataremos a seguir do detalhamento destes trés alvos antigénicos relacionados

ao padrao AC-1.

ANTI-dsDNA

Os anticorpos que se ligam aos acidos nucleicos sao definidos com anti-dsDNA ou anti-
DNA nativo (REKVIG, 2019). Incluem anticorpos com um amplo espectro de especificidades
moleculares finas que s&o produzidos persistentemente no contexto da verdadeira
autoimunidade (REKVIG, 2019). Sdo capazes de reconhecer multiplas estruturas do DNA,
podendo se ligar a um complexo de dsDNA nativo ou DNA modificado que contém um dimero
de timina, de forma que o dsDNA modificado quimicamente resulta em maior afinidade por

autoanticorpos, formando complexos mais estaveis (AKBEROVA et al, 2017).
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Os anticorpos anti-dsDNA podem ser de diferentes isotipos com especificidades e
significados diferentes, com elevada heterogeneidade e capacidade de reacao cruzada, além
de serem fortemente relacionados a imunopatogenia do LES (EHRENSTEIN et al., 1995;
SCHIFFER et al, 2002). Os autoanticorpos da classe IgG podem ser vistos predominante em
pacientes com LES, participando da patogénese da glomerulonefrite, especialmente os
anticorpos IgG de alta avidez (VILLALTA et al, 2013). Em contraste, os Anti-dsDNA da classe
IgM sao considerados menos especificos para o LES sendo que sua relevancia patologica
ainda nao foi totalmente elucidada, porém, foi relatada relagdo inversa com o envolvimento
renal, o que pode ser justificado por sua capacidade de se ligar a um numero maior de
autoantigenos e, assim, por inibicdo competitiva, reduzir a formagdo de imunocomplexos
(VILLALTA et al, 2013; KEISERMAN et al., 2013). Os anticorpos da classe IgA parecem ter
maior relagdo com anormalidades renais e articulares na doenca em atividade. Sendo assim, a
deteccdo de anticorpos anti-dsDNA das classes 1gG e IgA possuem maior associagdo com a
atividade do LES (VILLALTA et al, 2013).

A participagédo desses autoanticorpos na inflamagéo e nas lesdes teciduais ainda nao
esta totalmente elucidada (ISENBERG et al, 2007). Do ponto de vista fisiopatolégico estéo
relacionados a formagao de complexos imunes com o dsDNA, com subsequente fixagdo nos
glomérulos ou ainda a ligagao direta dos autoanticorpos em estruturas glomerulares. Tal fato
induz lesbes com classificagcdes histopatolégicas distintas e diferentes graus de nefrite
(WINFIELD et al., 1977; SCHWARTZ et al., 2008; YU et al., 2010; NOWLING & GILKESON,
2011; YUNG et al., 2010, 2012). Outro aspecto é a natureza nefritogénica de alguns anticorpos
anti-dsDNA em decorréncia da presenca de residuos de arginina, asparagina e lisina nos sitios
combinatdrios o que confere potencial nefritogénico (RADIC & WEIGERT, 1994). Destaca-se
ainda a possivel influéncia do recrutamento de células inflamatérias por meio dos receptores
Fc de IgG, bem como a ativagao do sistema complemento, elementos relevantes no mecanismo
de lesao tecidual (ISENBERG et al, 2007).

O padréao nuclear homogéneo (AC-1) caracteriza-se por fluorescéncia de coloragao
regular, homogénea e difusa em todo o nucleoplasma da célula HEp-2. As regides dos
nucléolos geralmente se apresentam coradas, mas podem também n&o se corar, a depender
do substrato celular (CHAN et al, 2015). Nas células em intérfase, em soros com titulos mais
elevados, pode ocorrer uma coloracdo mais acentuada nas bordas externas do nucleo. Nas
células mitdticas (metafase) observa-se a massa de cromatina intensamente corada também
de maneira homogénea, com aparéncia nitidamente hialina ou difusa. O citoplasma se
apresenta tipicamente negativo (sem coloragdo) tanto na intérfase, quanto nas células em
mitose (CHAN et al, 2015).



Um teste de FAN com positividade para o padrao AC-1 é fortemente sugestivo da
presenca de anticorpos anti-dsDNA. Na pratica, os ensaios que identificam esse autoanticorpo
sdo baseados no principio da formacdo de complexos imunes entre os anticorpos anti-DNA e
a molécula de DNA, diferenciando entre si pela metodologia e condi¢des do ensaio. Diferentes
metodologias podem ser utilizadas. Dentre estas destacam-se o imunoensaio de Farr com
isotopos radioativos, a imunofluorescéncia indireta (IFI) com o protozoario Crithidia luciliae, o
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e os ensaios multiplex (PISETSKY, 2016).
Estudos comparativos demonstraram que os autoanticorpos de baixa avidez sdo detectados
principalmente por ELISA bem como fixacdo de complemento e hemaglutinagdo, enquanto os
anticorpos de alta avidez sado preferencialmente detectados pelo ensaio de Farr e por IFI
(SMEENK, 2002; RIBOLDI et al, 2005). De modo geral, bons valores preditivos sdo alcangados
a partir da utilizacdo das metodologias de radioimunoensaio e |IFI (EDNER, 2000; ISENBERG
et al, 2004; SMEENK, 2002; HAUGBRO et al., 2004). Da mesma forma, a técnica de ELISA
de alta avidez tem fornecido informagdes confiaveis das possiveis correlagdes clinicas desse
marcador (SUH-LAILAM et al., 2011).

Em relacdo as relevancias clinicas, o anti-dsDNA representa um excelente parédmetro
de monitoramento do LES com seus niveis aumentados durante as exacerbagdes da
enfermidade, especialmente na nefrite [Upica e diminuindo os niveis em resposta ao tratamento
(REKVIG, 2019). Deste modo, diante de um padrdo AC-1 em caso de suspeita de LES,
recomenda-se a realizagdo de um teste confirmatdrio da presenga de anticorpos anti-dsDNA,
o qual constitui um potente parametro para classificar e diagnosticar o LES, especialmente

pacientes com a forma renal da enfermidade (REKVIG, 2019).

ANTI--HISTONAS

O padrao AC-1 pode ainda estar relacionado a presencga de anticorpos anti-histona que
sdo subunidades proteicas estruturais que fornecem um nudcleo no qual a cromatina é
enovelada permitindo a organizagao da cromatina. O nucleo de histonas é composto por dois
dimeros H2A-H2B e um tetrdmero (H3-H4), formando um octdmero de histonas com uma
histona H1 externa, sendo esta ultima uma subunidade conservada que auxilia na estabilidade
da estrutura (BURLINGAME, 1997). O octamero de histonas, acoplado a cerca de 150
pares de bases de DNA, é conhecido como nucleossomo e forma a unidade fundamental basica
da cromatina (MCGINTY et al, 2015). As histonas nao apenas formam suporte para a
cromatina, mas também desempenham um papel relevante e complexo na regulacdo da

expressao génica (PRADO et al, 2017) sendo codificadas por multiplos genes que abrangem



6

varios cromossomos, incluindo os cromossomos 6, 11 e 12 em humanos (MARZLUFF et al,
2002).

Embora os anticorpos anti-histonas possam ser de qualquer isétipo, IgG é considerado
o0 mais frequente e clinicamente o mais relevante. Os anticorpos anti-histonas da classe IgM
sdo menos especificos e podem ser encontrados em outros disturbios, como na artrite
reumatoide e na doenga mista do tecido conjuntivo (CORNETT et al. 2017).

Do ponto de vista da patogenicidade, a atividade dos anticorpos anti-histonas ¢é
desconhecida. Estudos sugerem mecanismos potenciais que associam modificagbes pos-
traducionais das histonas com aumento da imunogenicidade e subsequente inducdo da
autoimunidade (LIU et al, 2012).

Os anticorpos anti-histonas podem reconhecer as histonas totais ou subunidades de
histonas, sendo possivel observa-los por imunofluorescéncia indireta no substrato HEp-2 com
o padrao AC-1 (nuclear homogéneo) conforme previamente descrito (KUBO et al, 1999). Os
anticorpos anti-histonas podem ser detectados nos ensaios de quimioluminescéncia, que
possuem varios métodos de apresentacéo de antigenos e detecc¢do de anticorpos secundarios,
que tem como vantagem viabilizar a deteccdo de moléculas de histonas inteiras ou subunidades
(VORDENBAUMEN et al, 2018). A técnica de Western blotting tem sido utilizada para detectar
tradicionalmente autoanticorpos contra subunidades de histonas. Nesse caso a eletroforese em
gel de poliacrilamida é usada para separar as histonas em seus constituintes com base nos
pesos moleculares, sendo que H1 tem cerca de 23 kDa, enquanto as histonas centrais (H2A,
H2B, H3 e H4) variam entre 10 a 15 kDa. A deteccao de autoanticorpos contra essas fracdes
utilizando anticorpos secundarios especificos para IgG, IgA ou IgM pode também ser realizada
(LUZHETSKAYA et al, 2020).

No ambito das relevancias clinicas desse achado, os anticorpos anti-histonas
representam um subconjunto clinicamente importante. Eles podem ser direcionados contra
histonas livres ou histonas ligadas ao DNA (LEE et al., 2014; KRIPPNER, 1984) e, embora
classicamente atribuidos ao LES e ao lupus eritematoso induzido por drogas, sédo encontrados
também em outras doengas, incluindo a doenga de Sjogren, as miosites inflamatodrias e a artrite
reumatoide (KRIPPNER et al., 1984; ZIRWAS et al., 2004).

ANTI NUCLEOSSOMAS

Os antinucleossomos consistem em uma grande familia de autoanticorpos direcionados
contra epitopos das histonas expostos na cromatina, contra o dsDNA e contra a conformacéao
de epitopos gerada a partir da interagdo entre dsDNA e histonas centrais (BIZZARO et al.,
2012). A presenca de autoanticorpos capazes de se ligar ao nucleossomo intacto, mas nao aos

seus componentes individuais (dsDNA e histonas), foi descrita no final da década de 1980



(BIZZARO et al., 2012).

Os nucleossomos sao gerados durante a apoptose celular pela clivagem da cromatina
realizada por endonucleases (FLORA et al, 1994). Tais componentes podem se tornar
imunogénicos durante a apoptose quando os detritos celulares contendo cromatina nao séo
eliminados adequadamente (DUZGUN et al, 2007). Ha evidéncias crescentes de que, como
resultado da depuracdo fagocitica de detritos nucleares apoptéticos deficiente, os
nucleossomos ligados a superficie das células brancas e os polinucleossomos circulantes
encontram-se aumentados no LES, o que, por sua vez, estimula e favorece a producéo de
autoanticorpos (AMOURA et al, 2000).

Os niveis séricos dos isotipos 1gG, IgA e IgM dos anticorpos antinucleossomos podem
ser utilizados para estimar a inflamagdo, a reposta ao tratamento e sdo considerados
marcadores para monitorar a progressao do LES. Em especial o subtipo IgG 3 é visto como
principal subclasse de antinucleossomo detectado em pacientes com LES ativo e envolvimento
renal grave. Além disso, o isotipo IgM pode apresentar uma correlagdo significativa com
envolvimento cutaneo em pacientes com LES, de forma que se especula que esse isétipo tenha
alta afinidade por antigenos produzidos pela pele (ZENG et al, 2022).

Varias tecnologias vém sendo utilizados para mensurar os anticorpos
antinucleossomos, iniciando-se com o teste da célula LE atualmente em desuso, a
metodologias de imunoprecipitacdo e o ELISA (BURLINGAME, 1997).

Do ponto de vista da relevancia clinica, os anticorpos antinucleossomos demonstram
ser um bom marcador diagnéstico para o LES representando o primeiro marcador sorolégico
descrito em associagdo com a doenca, especialmente no desenvolvimento da nefrite, uma das
principais complicacdes do LES renal (BIZZARO, et al., 2012). Além disso, esses
autoanticorpos podem ser uteis no diagndstico do lUpus induzido por drogas e da hepatite
autoimune (GOMEZ-PUERTA et al, 2006).

Padrao AC-29 DNA Topoisomerase-|

O padrao AC-29 é altamente sugestivo de reatividade contra a enzima DNA
topoisomerase-| (topo-l), proteina de 765 aminoacidos (91 kDa) localizada no nucleo celular
devido a existéncia de um sinal de localizagdo nuclear funcional no dominio N-terminal da
enzima. Tanto a topo-l quanto a topo-Il sdo enzimas envolvidas no relaxamento da hélice do
DNA a medida que ele se desenrola para replicagao e transcricido do RNA (MO et al, 2000;
CHAMPOUX, 2001).

Em humanos, seis enzimas topoisomerases distintas foram identificadas:

topoisomerase | (topo |), topoisomerase Il com duas isoformas (topo lla e topo IIB),
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topoisomerase Il com duas isoformas (topo llla e topo IlIB) e topoisomerase | mitocondrial
(CHAMPOUX, 2001). Varios epitopos sado reconhecidos por autoanticorpos anti-topo | sendo
que os aminoacidos do epitopo 489-573, em particular, demonstraram ser um sitio
imunodominante (KUWANA et al, 1999). Os anticorpos anti-topo | da classe IgG sao os mais
frequentemente detectados, se comparado aos isétipos IgA e IgM (HILDEBRANDT et al, 1990).

A imunopatogenicidade dos anticorpos anti-topo-I nao esta totalmente esclarecida
permanecendo duvida se tais autoanticorpos podem levar a ativagao do sistema imunoldgico
favorecendo a lesdo vascular, inflamagéo e fibrose (CZOMPOLY et al, 2009). Um estudo
descreveu a presenga de anticorpos anti-topo-I ligados a superficie de fibroblastos estimulando
a adesao e ativagao de mondcitos in vitro (HENAULT et al, 2006). Entretanto, o local preciso
de ligagao dos autoanticorpos na superficie dos fibroblastos néo foi identificado e verificou-se
que o anti-topo | se liga tanto aos fibroblastos normais quanto nos derivados da Esclerose
Sistémica (ES) - (HENAULT et al, 2006).

Em 1979 o Dr. Eng M. Tan e colaboradores descreveram em pacientes com ES a
presenca de autoanticorpos que reconheciam um antigeno nuclear de 70kDa, denominado Scl-
70 (DOUVAS, A. S.; ACHTEN, M.; TAN, E. M, 1979). Posteriormente, nos estudos de van
Venrooij e colaboradores e Guldner e colaboradores (1985 e 1986 respectivamente), foi
demonstrado que esse autoantigeno correspondia a um fragmento de 100kDa da enzima Topo
I (VAN VENROOLJ et al, 1985; GULDNER et al, 1986). Dada a relevancia clinica da presenca
de anticorpos anti-topo |, que sdo marcadores altamente especificos da ES, especialmente a
forma cutanea difusa (SHERO te al, 1986), em 2009 Dellavance e colaboradores redefiniram
as caracteristicas do padrao de fluorescéncias relacionado a esse autoanticorpo. No estudo,
foi destacado que o padrdao se caracteriza pela reatividade na célula HEp-2 de 5 regides
celulares distintas (nucleo, nucléolo, citoplasma nas células em intérfase, regido organizadora
do nucléolo (NOR) e cromossomos mitoticos (DELLAVANCE et al, 2009). Em 2018 o ICAP
atribuiu o cdédigo de classificagao de padrées de autoanticorpos em células HEp-2 de numero
29 (AC-29) para o padrao com essa identidade imunologica (ANDRADE et al, 2018).

O AC-29 apresenta uma associagao antigénica com o DNA topoisomerase | e é
altamente especifico para ES, em particular com ES cutanea difusa e formas mais agressivas
de ES (ANDRADE et. al., 2018). As amostras positivas apresentam um padréo que € definido
pela presenga de até 5 elementos morfologicos: (1) fluorescéncia nuclear pontilhada fina,
compacta e proeminente nos nucleos das células em interfase; (2) coloragédo consistente e forte
da cromatina condensada nas células mitéticas e, dependendo da diluicdo de soro utilizada, a
coloragao da cromatina mitética pode parecer homogénea; (3) forte coloragdo das regidoes
organizadoras do nucléolo associada a cromossomos condensados em células mitéticas. Essa
coloracao das NOR podem ser obscurecidas pela coloragdo cromossémica brilhante, pois as

NOR nem sempre estdo no mesmo plano focal da cromatina; (4) fluorescéncia citoplasmatica
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delicada e fraca em forma de teia irradiando da area perinuclear para a vizinhanga da
membrana plasmatica. Em geral a coloragao citoplasmatica torna-se mais proeminente durante
a titulacdo da amostra para diluicdes mais altas; e finalmente (5) fluorescéncia inconsistente
dos nucléolos de aspectos variados. Devido a quantidade de elementos e a variagdo da analise
conforme a marca da lamina HEp-2, esse padrao é considerado de dificil identificacdo e
recomenda-se analise detalhada com atencao aos diferentes planos focais para concluir uma
boa visualizagao do padrdao. Por esse motivo o padrao € classificado no nivel expert do ICAP
e do Consenso Brasileiro (CHAN et al., 2015; ANDRADE et. al., 2018; CRUVINEL et al., 2022).

Os anticorpos anti topo-lI podem ser confirmados pelo método de ELISA, imunodifusdo
e immunobloting. O ELISA ou métodos similares s&o utilizados como uma alternativa em
laboratdrios que realizam testes em alta demanda (DE ALMEIDA BRITO et al, 2016).

Os autoanticorpos anti topo-| estdo presentes em 20-30% dos pacientes com ES e estao
preferencialmente associados ao envolvimento cutaneo difuso e fibrose intersticial pulmonar,
sugerindo um curso mais agressivo para a enfermidade (GABRIELLI et al, 2009). Além disso,
o anti topo-l apresenta associagdo com uma maior probabilidade de dano vascular renal, crise

renal, gastrointestinal grave e fibrose cardiaca (HO et al, 2003).

Padrao AC-2 Padrao nuclear pontilhado fino denso

O padrdo AC-2 é produzido por autoanticorpos que reconhecem uma proteina
associada a cromatina de 70kD designada DFS70. Embora a descrigao inicial do padrao tenha
sido publicada em 1994 pelo grupo do doutor Eng Tan (OCHS et al, 1994), somente no final da
década de 1990 os autoanticorpos responsaveis pelo padrao foram caracterizados a partir das
descricdes iniciais da estrutura e fungdo do antigeno alvo (OCHS et al, 2000).
Subsequentemente, Ochs e colaboradores utilizaram autoanticorpos séricos provenientes de
amostras do padrao DFS de pacientes com dermatite atdpica, definindo-os como Dense Fine
Speckled (pontilhado denso fino) 70 (DFS70) com base no padrao de fluorescéncia nuclear e
na migracao em torno da regiao de 70kD na reagdo de imunoblot (OCHS et al, 2000). Eles
também observaram que toda a sequéncia DFS70 (aminoaciodos de 1 - 530) correspondem ao
coativador de transcricdo p75, enquanto sua regido amino-terminal (aminoaciodos de 1 - 326)
correspondem a uma variante de splicing curto dessa proteina, chamada p52, que nao é
reconhecido pelos autoanticorpos (GE et al, 1998a; OCHS et al, 2000). Tais coativadores
integram o complexo RNA polimerase Il, tendo participagédo no processo de transcrigado celular
(GE et al, 1998a).

Trabalhando de forma independente, Shinohara e colaboradores utilizaram

autoanticorpos de um paciente com catarata relacionada a idade para isolar um clone de cDNA
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de célula epitelial do cristalino humano (LEC) que codifica uma proteina idéntica ao coativador
de transcricdo p75 (SINGH et al, 1999). Devido aos efeitos protetores, secrecdo aparente em
células cultivadas na presenca de estresse e homologia significativa com membros da familia
do fator de crescimento derivado de hepatoma (HDGF), a proteina foi considerada um fator de
crescimento para células epiteliais do cristalino, o que gerou a designacao LEDGF/p75 (SINGH
et al, 1999; SHINOHARA et al, 2000). Sendo assim, essa proteina € também conhecida como
fator de crescimento derivado do epitélio da lente (LEDGF), coativador de transcricdo p75 e
proteina 1 de interagéo entre o coativador de transcrigdo PC4 e o fator de splicing SRSF1
(PSIP1) (GE et al 1998b; OCHS et al, 2016).

Atuando como um centro para interacbes proteina-proteina no nucleo, o
DFS70/LEDGFp75 facilita a agregagao de fatores de transcrigéo, remodeladores de cromatina
e outros reguladores aos complexos de transcrigdo da RNA polimerase Il (RNAPII) em sitios
de cromatina ativos (TESINA et al, 2015). O DFS70/LEDGFp75 € regulado positivamente em
resposta a estressores ambientais associados ao aumento do estresse oxidativo, incluindo
drogas quimioterapicas, privagao de nutrientes, radiagdo, infec¢des pelo virus do papiloma
humano (HPV) e citocinas inflamatérias (LUNDGREN et al, 2021).

A reatividade imunoldgica contra o DFS70/LEDGF é consistente com a nog¢ao de que
os autoanticorpos tém como alvo dominios estruturais conservados e funcionalmente
importantes (TAN et al, 1997). A estrutura intrinsecamente desordenada do DFS70/LEDGF,
suas interagdes com multiplas proteinas e a geracado durante a apoptose de fragmentos de
clivagem dessa proteina, podem tornar esse componente mais propenso a se tornar o alvo da
resposta imune humoral em individuos geneticamente susceptiveis. Essa resposta pode ser
amplificada na presenca de fatores ambientais ou fisioldgicos especificos, ou condigcbes
inflamatodrias, que podem aumentar a expressdao de DFS70/LEDGF em tecidos especificos.
Nesse contexto, sugerem-se varios fatores potencializadores do estresse oxidativo celular
incluindo transformagéo maligna, infecgao pelo HPV, sinalizagdo aumentada de receptores de
andrégenos e glicocorticoides (ORTIZ-HERNANDEZ et al, 2020).

Segundo a descrigdo do ICAP o padrao pontilhado fino denso caracteriza-se por
fluorescéncia pontilhada granular ndo uniforme distribuida ao longo do nucleo interfasico com
heterogeneidade caracteristica no tamanho, brilho e distribuicdo dos pontos. Ao longo do
nucleo interfasico, existem algumas areas mais densas e mais escassas de coloragéo. A placa
metafasica apresenta forte padrao pontilhado com alguns pontilhados grosseiros se
destacando (CHAN et al., 2015).

Os anticorpos anti-DFS70/LEDGF sao principalmente da classe IgG, embora anticorpos
da classe IgE tenham sido detectados em algumas doencgas atdpicas que tém como alvo uma

regiao conservada no dominio DFS70 C-terminal e podem ser detectados em titulos moderados
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a altos com frequéncia variavel nas rotinas (OCHS et al, 2000; FITCH-ROGALSKY et al, 2014;
CARBONE et al, 2019).

Os estudos iniciais desse marcador foram baseados principalmente no teste de IFl em
células HEp-2 para a detecgao desses autoanticorpos, com poucos estudos inicialmente que
confirmavam sua presenca. No entanto, uma infinidade de novos ensaios para a detecgao
desses autoanticorpos foi desenvolvida nos ultimos anos, fornecendo excelentes plataformas
para a confirmacao de sua presenca no soro com alta especificidade e sensibilidade. Esses
ensaios incluem imunoadsorgdo de soro contra a proteina recombinante DFS70/LEDGF,
ldminas IFI HEp-2 nas quais a maioria das células foi depletada de DFS70/LEDGF;
imunoensaio de  quimioluminescéncia  (CIA), ELISA contendo DFS70/LEDGF
recombinante, imunoensaios de linha incluindo autoantigenos recombinantes e ensaios de dot
blot (ORTIZ-HERNANDEZ et al, 2020).

Apesar do relato inicial de ocorréncia do padrao AC-2 em algumas doengas
inflamatorias, como doengas atdpicas e oculares (OCHS et al, 1994; OCHS et al, 2000; SINGH
et al, 1999), sabe-se que o anticorpo anti-DFS70 ocorre comumente em soros de pacientes
fora do contexto de doenga reumatica autoimune sistémica e até mesmo em individuos
saudaveis (MARIZ et al., 2011). Alguns estudos demostraram que, na auséncia de
autoanticorpos comuns contra os antigenos nucleares extraiveis (anti-DNA), os autoanticorpos
anti-DFS70 raramente tem relagdo com SARD (doengas reumaticas autoimunes sistémicas)
(FITCH-ROGALSKY et al., 2014; MURO et al., 2008; INFANTINO et al., 2019a). Portanto,
anticorpos anti-DFS70 monoespecificos, caracterizados imunologicamente e, na auséncia de
anticorpos anti-DNA comuns, excluem SARD (DAMOISEAUX et al., 2019). Deste modo, a
identificacao precisa do padrao AC-2 produzido por autoanticorpos para DFS70/LEDGFp75 ¢é
crucial para seu uso clinico como potenciais biomarcadores para auxiliar na exclusdo de SARD
(SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2023). Todavia, tanto individuos aparentemente saudaveis
quanto pacientes que nao tém SARD, o padrao morfolégico AC-2 pode ser causado por

autoanticorpos para outros antigenos além do DFS70 (OCHS et al., 2016).

Consideracgées finais

Os consensos Nacional e Internacional de autoanticorpos em células HEp-2 buscam
promover uma harmonizagcdo da nomenclatura dos padrbes fornecendo diretrizes para a
realizacdo do teste, caracterizacdo dos padroes e interpretacdo dos resultados
(FRANCESCANTONIO et al, 2014, CRUVINEL et al., 2022, CHAN et al., 2015, VON
MUHLEN et al, 2021). Uma preocupagao recente do Consenso Internacional foi em
relacao a diferenciagao entre os padroes AC-1, AC-2 e AC-29, que possuem semelhangas no

ambito morfoldgico estando sujeitos a serem confundidos. Na ultima atualizagdo da arvore de
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classificacdo do ICAP, os 3 padrbes foram reorganizados em um grupo, de modo a destacar e
chamar a atengao dos usuarios para suas semelhangas (ICAP, 2021) sobretudo considerando-
se que a adequada interpretacdo dos mesmos leva a contextos clinicos totalmente distintos
(DAMOISEAUX et al, 2019).

As informagdes aqui revisadas confirmam a complexidade e limites na discriminagao
dos trés padrbes, demonstrando que o analista necessita investir em treinamento e adotar
parametros técnicos que o subsidiem na caracterizagdo dos padrdes e na definicao dos titulos.
Nesse contexto, um aspecto relevante é a adocao dos parametros de controle de qualidade na
IFI HEp-2 e a utilizagcdo de soros de referéncia que dao suporte na caracterizagdo dos padroes
nas diferentes marcas de substratos utilizados no laboratério (FRANCESCANTONIO et al,
2014, CRUVINEL et al., 2022).

Outro aspecto relevante aqui abordado foi a ratificacdo de que a pesquisa de
autoanticorpos em células HEp-2 é um teste de triagem e, em caso de identificagao de padroes
com relevancia clinica, deve-se proceder a investigacdo da identidade imunologica do
autoanticorpo por testes complementares. Por exemplo, a associagdo negativa do padrao AC-
2 com doenca autoimune reumatica sistémica s6 é valida se for confirmada a auséncia de
reatividade direcionada contra DFS70 (LEDGF/p75) e se nenhum outro ENA comum for
reconhecido (WATANABE et al., 2004; MAHLER et al.,2012). O mesmo aplica-se aos achados
do padrdo AC-1, nuclear homogéneo, cuja relevancia clinica esta atrelada ao encontro de
reatividade contra ds-DNA, histonas ou nucleossomas (DAMOISEAUX et al., 2019).

Considerando-se a comprovada identidade imunolégica dos padrdes nucleares com
placa positiva (AC-1, AC-29 e AC-2), é vantajoso para o clinico a discriminagao dos padrées no
ambito laboratorial, 0 que agrega informacdes para o diagndstico da enfermidade e adianta a
investigacao clinica. Contudo, existem situacbes em que a distingdo nao sera possivel por
varios fatores como por exemplo a concentragdao do autoanticorpo na amostra, a expertise do
analista em nivel competente, peculiaridades e limites do substrato na caracterizagao dos
padrdoes entre outras situacdes. Nesses casos é altamente recomendado que o laboratério
adote a caracterizagdo mais genérica do padrao e o clinico, por sua vez, dara continuidade a
investigacdo por meio dos metodos complementares de caracterizagdo de autoanticorpos
especificos.

Outro desafio expressivo para o laboratério clinico sdo os padrdes nucleares com placa
positiva ndo classicos que se enquadram no mesmo grupo, como o padrao Quasi-homogéneo
(BAC-3) e o PF com placa e cuja prevaléncia é ndo pode ser desconsiderada. E altamente
recomendado que os laboratérios clinicos acompanhem os avancos na compreensao desses
marcadores no ambito da identificagcéo e interpretacdo dos padrdes e invistam continuamente

em programas de educacao continuada.
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