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Resumo

A imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (IFI/HEp-2) é o principal método de
triagem para detecgéo de autoanticorpos em doengas autoimunes sistémicas, sendo
influenciada por variabilidade interlaboratorial e pela subjetividade na leitura. Diante da
importancia da correta identificacdo de amostras negativas para assegurar a
especificidade do exame, este estudo realizou uma revisado narrativa sobre
padronizacéao e reprodutibilidade do método, complementada por uma analise
descritiva da capacidade dos laboratérios brasileiros de reconhecer amostras nao
reagentes. Foram avaliados os resultados de trés amostras negativas distribuidas pela
Controllab a 67 laboratdrios clinicos, considerando-se como correto o resultado
classificado como negativo na triagem. A taxa média de concordancia foi de 88,25%,
enquanto 11,8% dos laudos apresentaram resultados falso-positivos. Esses achados
demonstram desempenho globalmente satisfatorio, mas evidenciam que a auséncia de
fluorescéncia especifica ainda pode ser interpretada de forma inconsistente entre
laboratérios. Conclui-se que o fortalecimento de praticas de padronizagao, a
participagdo em programas de controle de qualidade e o treinamento continuo sdo
essenciais para aprimorar a confiabilidade da IFI/HEp-2 na rotina diagnéstica.
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Introducao

Os autoanticorpos representam marcadores essenciais na classificagao e no
diagnostico das doengas autoimunes sistémicas, compondo critérios laboratoriais
amplamente utilizados em diferentes enfermidades (ANDRADE et al., 2022). O ensaio
de imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 (IFI/HEp-2), tradicionalmente
conhecido como teste de anticorpos antinucleares (ANA), € o método de triagem mais
sensivel para a detecgcédo de uma ampla variedade de autoanticorpos e constitui
ferramenta indispensavel na investigagcao dessas doencas (CHAN et al., 2015).
Resultados positivos no IFI/HEp-2 integram critérios de classificacdo em diversas
condi¢des autoimunes, como lupus eritematoso sistémico, artrite idiopatica juvenil,
hepatite autoimune e colangite biliar primaria (DAMOISEAUX et al., 2019; ANDRADE et
al., 2022).

A interpretagao correta dos padrbes morfolégicos observados no IFI/HEp-2 oferece
informacodes relevantes sobre as especificidades dos autoanticorpos, auxiliando na
distincdo entre doengas autoimunes, condi¢ées ndo autoimunes e individuos
saudaveis. Dessa forma, o reconhecimento adequado dos padrdes e a avaliagao
criteriosa dos titulos exercem papel central na aplicagéo clinica do exame (MERONI;
SCHUR, 2010; DAMOISEAUX et al., 2019).

Apesar de sua alta sensibilidade, o método apresenta limitagdes inerentes, incluindo
variabilidade inter e intralaboratorial, subjetividade na leitura e dependéncia da
experiéncia do observador. Essas limitagbes tornam-se especialmente relevantes na
interpretacdo de amostras de baixa reatividade ou naquelas que deveriam ser
classificadas como negativas, uma vez que pequenas variagdes podem resultar em
resultados falso-positivos com repercussdes clinicas significativas (SILVA et al., 2022).

Para reduzir essas inconsisténcias, esforcos de padronizacao foram implementados ao
longo das ultimas décadas. O Brasil foi pioneiro ao instituir o Consenso Brasileiro de
ANA em Células HEp-2 (CBA), que posteriormente inspirou a criagao do International
Consensus on ANA Patterns (ICAP) em 2014 (DELLAVANCE et al., 2003; CHAN et al.,
2015; ANDRADE et al., 2024). Ambos os consensos enfatizam a necessidade de
resultados claros e padronizados, destacando a importancia da correta identificacao de
amostras negativas para garantir especificidade e evitar investigagdes desnecessarias
(CRUVINEL et al., 2022; VON MUHLEN et al., 2021).



Programas de Avaliagéo Externa da Qualidade (EQA), como o UK NEQAS,
demonstram melhorias continuas na reprodutibilidade do método, mas também
evidenciam que a leitura de padrdes discretos ou a auséncia de fluorescéncia
permanece um desafio técnico recorrente (INFANTINO et al., 2025; GARRAFA et al.,
2025). Assim, avaliar a capacidade dos laboratérios de identificar corretamente
amostras negativas é fundamental para o monitoramento da qualidade analitica e para
o alinhamento as recomendacdes técnicas.

Nesse contexto, compreender como os laboratérios brasileiros classificam amostras
sem fluorescéncia especifica torna-se essencial para identificar fontes de variabilidade
e fortalecer praticas de padronizagéo. O presente estudo tem como objetivo avaliar a
capacidade interlaboratorial de identificar amostras negativas no teste de IFI/HEp-2,
inserindo essa analise em uma revisido narrativa sobre reprodutibilidade e
padronizagao da técnica.

Métodos

Este estudo foi desenvolvido em duas etapas complementares. A primeira consistiu em
uma revisao narrativa da literatura, utilizando publicacdes cientificas e documentos
técnicos relacionados a padronizagao, reprodutibilidade e relevancia clinica da
imunofluorescéncia indireta em células HEp-2, incluindo consensos nacionais e
internacionais, estudos de variabilidade interlaboratorial e dados provenientes de
programas de Avaliagdo Externa da Qualidade (EQA). Essa etapa teve carater
contextual e buscou fundamentar a importancia da correta identificacdo de amostras
negativas no exame.

A segunda etapa correspondeu a analise interlaboratorial restrita exclusivamente as
trés amostras negativas previamente distribuidas pela Controllab a 67 laboratérios
clinicos brasileiros. Embora essas amostras integrassem um painel mais amplo de
avaliacdo, para este artigo consideraram-se apenas os resultados referentes a
auséncia de fluorescéncia especifica. Cada resposta foi classificada como correta
quando a amostra foi identificada como negativa, isto €, sem fluorescéncia compativel
com reatividade em diluicdo minima de triagem. Resultados iguais ou superiores a 1:80
foram considerados discordantes, representando falsos-positivos. Para avaliar o
desempenho dos laboratérios, calcularam-se dois indicadores: a Taxa de Concordancia
(TC), correspondente ao percentual de classificacdes corretas, e o indice de
Discordancia (ID), definido como 100% menos a TC. Nenhuma outra métrica foi
incluida, em concordancia com o objetivo especifico de avaliar apenas amostras
negativas.



Resultados

A analise das trés amostras negativas revelou uma taxa média de concordancia de
88,25%, indicando que a maior parte dos laboratorios classificou corretamente essas
amostras como nao reagentes. Em contrapartida, 11,8% dos laboratérios atribuiram
titulos iguais ou superiores a 1:80, caracterizando resultados falso-positivos e
compondo o indice de Discordancia. Esses achados refletem a variabilidade analitica
presente mesmo na avaliacdo de amostras sem fluorescéncia especifica e evidenciam
a possibilidade de superestimacgéao da fluorescéncia residual ou de influéncia de fatores
técnicos na leitura microscopica.

Discussao

A correta identificagdo de amostras negativas no ensaio de IFI em células HEp-2 &
essencial para a seguranga diagnostica e para o uso adequado do exame na pratica
clinica. Neste estudo, a taxa de concordancia de 88,25% indica que a maioria dos
laboratorios brasileiros reconhece de forma consistente amostras verdadeiramente nao
reagentes. Apesar disso, a ocorréncia de 11,8% de falsos-positivos demonstra que a
variabilidade analitica persiste mesmo na auséncia de fluorescéncia especifica.

Falsos-positivos podem surgir por fatores como fluorescéncia de fundo, variagées na
titulagado do conjugado fluorescente, diferengas na sensibilidade 6ptica dos
equipamentos, desgaste da lampada e interpretagéo subjetiva do observador. Estudos
nacionais e internacionais mostram que, mesmo apds avangos de padronizagao
promovidos pelos consensos CBA-HEp-2 e ICAP, a leitura de padrdes discretos
continua sendo um dos principais pontos de divergéncia entre laboratorios.

Programas de Avaliacdo Externa da Qualidade, como o UK NEQAS, demonstram
avancos consistentes na uniformizacao dos resultados ao longo dos anos, mas
também ressaltam que a leitura de amostras negativas exige rigor técnico e constante
monitoramento da qualidade. Esses resultados reforcam a necessidade de aderéncia
as recomendacgdes dos consensos, utilizacdo de controles internos, manutengao
preventiva de microscopios, validagao regular de laminas e treinamento continuo dos
profissionais.

Portanto, embora o desempenho geral seja satisfatorio, a proporgéo de resultados
discordantes observada indica que a identificagcdo de amostras negativas permanece
um ponto critico na rotina analitica. O fortalecimento de praticas de padronizacéo e o
investimento continuo em capacitacdo sdo fundamentais para aprimorar a
reprodutibilidade e garantir maior confiabilidade diagnéstica no IFI/HEp-2.



Conclusao

A taxa de concordancia observada na identificagdo das amostras negativas demonstrou
que a maioria dos laboratoérios brasileiros reconhece adequadamente a auséncia de
reatividade no ensaio de IFl em células HEp-2. Entretanto, a ocorréncia de 11,8% de
resultados falso-positivos evidencia que ainda existem fontes de variabilidade capazes
de impactar a interpretagdo de amostras sem fluorescéncia especifica. Esses achados
reforcam que, mesmo em situagdes aparentemente simples do ponto de vista analitico,
a leitura da imunofluorescéncia permanece suscetivel a subjetividade e a diferengas
técnicas entre laboratérios. Assim, a adogéo rigorosa das recomendagdes dos
consensos nacionais e internacionais, aliada a participagao continua em programas de
controle de qualidade e ao treinamento permanente de profissionais, € fundamental
para aprimorar a reprodutibilidade e garantir maior seguranga diagnostica na avaliagao
de autoanticorpos em células HEp-2.
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