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Resumo

Nas doencas difusas do tecido conjuntivo (DDTC) uma caracteristica
marcante € a producdo de auto-anticorpos, com alta afinidade contra
constituintes intracelulares e extracelulares, fazendo com que esses sejam
marcadores especificos dessas doencas. No entanto, estes auto-anticorpos
somente possuem significado clinico quando estdo associados a outras
manifestacbes de doenca. A pesquisa de auto-anticorpos contra antigenos
nucleares extraiveis (anti-ENA) é usada para identificacdo de um grupo desses
auto-anticorpos que inclui o anti-SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-RNP, anti-Sm e o
anti-Scl-70. Os anti-ENAs podem ser detectados por diversos métodos, como
contra-imunoeletroforese (CIE), western blot (WB), imunodifusao radial dupla
(IDD), enzimaimunoensaio (ELISA) e hemaglutinacdo passiva (HA). Entretanto
existe importante variabilidade nos resultados observados entre essas técnicas,
pois elas divergem em sensibilidade e especificidade, e sdo escassos 0S
estudos comparativos abordando o desempenho diagnéstico em DDTC. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar o desempenho diagnéstico dos
métodos ELISA, HA e IDD na determinacdo de auto-anticorpos anti-ENA em

DDTC.

Em pacientes acompanhados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) com solicitacao de pesquisa da presenca de anti-ENA encaminhada ao
Servico da Patologia Clinica (SPC/HCPA), foi determinada a presenca ou
auséncia dos auto-anticorpos pelos métodos de HA, ELISA e IDD. Foram

calculados os parametros: sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
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valor preditivo negativo, razdo de verossimilhanca positiva e negativa utilizando
a presenca ou auséncia de DDTC como referéncia. O diagndstico de uma
DDTC era determinado por critérios diagnosticos especificos a partir da revisao
do prontuario dos pacientes, realizada num periodo de 6 a 12 meses apos
solicitacdo do exame por um reumatologista cegado aos objetivos do estudo.
Foram incluidas como DDTC: IUpus eritematoso sistémico (LES), esclerose
sistémica (ES), sindrome de Sjogren primaria (SSp), dermatomiosite (DM),
polimiosite (PM), atrite reumatdide (AR) e doenca indiferenciada do tecido

conjuntivo (DITC).

Encontrou-se uma alta prevaléncia de DDTC na amostra (69%), o que
sugere boa adequacao da solicitacdo do exame. O diagnéstico mais comum na
amostra foi de LES 78/189 (41.3%). Sensibilidade e especificidade das técnicas
para a presenca de DDTC foram: ELISA 50% e 78,9%; IDD 31,3% e 89,5%; HA
40,9% e 87,7%. Os valores preditivo positivos foram: HA - 88,5%; IDD - 87,2%
e ELISA - 84,6%. Os valores preditivo negativos foram: ELISA - 40,5%; HA -
39,1% e IDD - 36,2%. HA teve a razdo de verossimilhanca positiva mais alta
3,33 e ELISA teve a razdo de verossimilhanca negativa mais baixa 0,76. IDD,
como esperado, teve menor sensibilidade para detectar DDTC, ao contrério da
ELISA (mais sensivel). Baseado resultados semelhantes dos valores preditivos
(positivo e negativo), nés acreditamos que, ao menos em uma moderada a alta
probabilidade pré-teste, que € a recomendada para solicitar esse teste, ndo ha
diferenca significativa na interpretacdo do resultado dentre os métodos

estudados.



14

Palavras-chave: Doencas difusas do tecido conjuntivo, anti-ENA,

sensibilidade, especificidade.
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Abstract

Autoantibodies produced against cellular components are a hallmark of
autoimmune connective tissue diseases (CTDs), being specific markers of
these diseases. However these autoantibodies are clinically useful only when
associated with other disease manifestations. Testing for autoantibodies to
extractable nuclear antigens (ENAs) is used to identify a group of
autoantibodies which includes anti-SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-RNP, anti-Sm e o
anti-Scl-70. Anti-ENA antibodies can be detected by several methods like,
counterimmunoelectrophoresis (CIE), immunoblot (IB), double immunodifusion
(DID), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and passive
haemagglutination (HA). However there is an important variability in results
observed between theses techniques, because they diverge in sensitivity and
specificity, and there are few comparative studies evaluating their diagnostic
performance for CTDs. The aim of the present study was to evaluate the
performance of DID, ELISA and HA for anti-ENA antibodies detection in

patients CDTs.

Testing for the presence of anti-ENA antibodies was performed by HA,
ELISA and DID in sera from patients followed in the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre with a request from the attending physician sent to the Clinical
Pathology Service of HCPA (SPC/HCPA). Sensitivity, specificity, positive
predictive value, negative predictive value and positive and negative likelihood
ratios (LR) were calculated using the presence or absent of a CTD as

reference. Presence of a CTD was determined by chart review by diagnosis
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criteria, performed between 6 and 12 months after the test was ordered by a
rheumatologist blinded to study objectives. As a CTD were included the
following diseases: systemic lupus erythematosus (SLE), Sjogren’s syndrome
(SS), dermatomyositis/polymyositis (DM/PM)(1), systemic sclerosis (SSc),

rheumatoid arthritis (RA) and undifferentiated connective disease (UCTD).

We found 69% of the patients having a CTD, which points to an
adequate test ordering by the attending physicians. SLE was the most common
clinical condition, present in 78 of the 189 patients studied (41.3%). Sensitivity
and specificity of the techniques for the presence of CTD were: ELISA 50% and
78.9%; DID 31.3% and 89.5%; HA 40.9% and 87.7%. Positive predict values
were: HA — 88.5%; DID — 87.2% and ELISA — 84.6%. Negative predict values
were: ELISA — 40.5%; HA — 39.1% e IDD — 36.2%. HA had the highest positive
LR (3.33), while ELISA had the lowest negative LR (0.63). DID, as expected,
had a low sensitivity to detect ARD, in contrast with ELISA, which was the most
sensitive, but least specific. Based on the very similar predictive test values
(PPV and NPV), we believe that, at least in a moderate to high pre-test
probability - which is the recommended situation for ordering a diagnostic test -
there are no significant differences on the interpretation of test results when

using ELISA, HA and DID for ENA detection.

Key word: Connective tissue diseases, anti-ENA, sensitivity, specificity.
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2 INTRODUCAO

As doencas difusas do tecido conjuntivo (DDTC) formam um grupo
variado de doencas que incluem o lUpus eritematoso sistémico (LES), a
esclerose sistémica (ES), a sindrome de Sjogren (SS), a dermatomiosite (DM)
e polimiosite (PM) e a artrite reumatdide (AR). Existem manifestactes
especificas de cada doenca, mas alguns sintomas e quadros clinicos séo
comuns a varias patologias desse grupo (2). Nas doencas difusas do tecido
conjuntivo (DDTC), uma importante caracteristica € a producdo de auto-
anticorpos, como 0s auto-anticorpos contra antigenos nucleares extraiveis
(ENA). Associacdes clinicas desses auto-anticorpos com as DDTC provéem de
técnicas tradicionais, como a imunodifuséo radial dupla (IDD), que vém sendo
substituidas na rotina dos laboratérios de andlises clinicas por outras técnicas,
como enzimaimunensaio (ELISA) e hemaglutinacdo passiva (HA). Entretanto,
existem evidéncias apontando para diferencas no desempenho diagndstico
dessas novas técnicas em relagdo aos metodos tradicionais baseados em gel.
A maior sensibilidade da técnica de ELISA tem reflexo negativo sobre algumas
defini¢cdes ja conhecidas do papel diagnéstico de auto-anticorpos anti-ENA. Por
exemplo, o anti-Sm, que é altamente especifico para o LES - critério
diagnostico estabelecido pelo American Collage of Rheumatology (ACR) —

parece perder valor preditivo positivo na utilizagdo de técnicas mais sensiveis

(3).

O objetivo do presente estudo foi comparar a performance de diferentes

técnicas usualmente empregadas para a detec¢do de auto-anticorpos anti-ENA
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em uma coorte de pacientes com suspeita de doencas difusas do tecido

conjuntivo.

Este projeto contou com o apoio financeiro do FIPE (Fundo de
Investimento a Pesquisa e Eventos do HCPA) e do CAPES (Coordenacgao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior). O estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica do HCPA, sob o nimero 06-606.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doencas Difusas do Tecido Conjuntivo (DDTC)

Doencas auto-imunes resultam de ativacdo do sistema imune contra o
proprio organismo, por uma falha ou interrupcado dos mecanismos normalmente
responsaveis por manter a auto-tolerancia imunoldgica (4). Fatores genéticos e
ambientais sdo contribuintes para o processo. Apesar de escassos os dados de
prevaléncia de doencas auto-imunes reumaticas, em 1990 foi estimado que
2,8% da populagéo americana sofriam de artrite ou alguma doenga auto-imune

reumética (5).

As doencas auto-imunes podem ser dividas em 6rgdo-especificas, como
diabete melito tipo I, miastenia gravis e tireoidite de Hashimoto, ou podem ser
classificadas como sistémicas, onde esta inserida grande parte das doencas
auto-imunes reumadticas, também chamadas de doencas difusas do tecido
conjuntivo (DDTC), como o lipus eritematoso sistémico (LES), a esclerose
sisttmica (ES), a sindrome de Sjogren (SS), a dermatomiosite (DM) e

polimiosite (PM) e a artrite reumatoide (AR) (6).

As DDTCs compreendem um grupo de doencas caracterizadas pelo
envolvimento de multiplos 6rgdos e evidéncia de auto-imunidade. A
classificacdo das doencas reumaticas sistémicas é uma dificil tarefa, tendo em
vista que o conhecimento sobre fisiopatologia e etiologia é ainda limitado,
sendo o diagndstico feito a partir de quadros clinicos sindrémicos (7). A seguir

uma breve descricdo das DDTC que sera o foco do presente trabalho.
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3.1.1 Lupus eritematoso sistémico (LES)

LES é uma doenca inflamatéria cronica, multissistémica, de causa
desconhecida e natureza auto-imune, que pode afetar a pele, as articulagcoes,
0s rins, os pulmdes, o sistema nervoso central além de diversos outros 6rgaos
e sistemas (8). E caracterizada pela presenca de diversos auto-anticorpos.
Dentre os 11 critérios estabelecidos pelo ACR para o diagnéstico de LES estao
presentes fator anti-nuclear, auto-anticorpos anti-DNA e auto-anticorpos anti-
Sm (9, 10). Tem maior prevaléncia no sexo feminino, podendo chegar a 10
mulheres afetadas para cada homem (11, 12). Envolvimento de fatores
genéticos € demonstrado por concordancia de doenca entre gémeos
homozigotos (14 a 57%) (13, 14), desenvolvimento de LES em familiares de
pacientes com a doenca (5 a 12%) (15) e presenca de fator anti-nuclear em
filhos de mées com LES (16). Fatores ambientais, como virus e radiacao
ultravioleta, também estéo relacionados com o desenvolvimento e agravamento

da doenca (17-21). Acomente 40 a 150 casos para cada 100.000 habitantes (5,

11).

3.1.2 Esclerose Sistémica (ES)

ES é um distarbio multissittmico do tecido conjuntivo de etiologia
desconhecida caracterizado pela deposicdo de coladgeno na pele e 6rgdos
internos. Os aspectos chaves da doencga s&o: auto-imunidade, inflamacgéao e
vasculopatia disseminada. Pode apresentar-se de duas maneiras principais:
forma difusa, que é caracterizada por rapida e progressiva fibrose da pele,

pulmdes e outros érgdos internos, e a forma limitada, que é caracterizada por
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manifestacdes vasculares e por fibrose limitada e de lenta progressao da pele e
de 6rgdos (22). As duas formas de apresentacdo da doenca possuem
marcadores soroldgicos especificos.  Auto-anticorpos anti-scl-70  (ou
topoisomerase 1) estdo associados a forma difusa enguanto auto-anticorpos
anticentrdbmero sdo mais freqientes nos pacientes acometidos pela forma
limitada da doenca (23). Sua prevaléncia é de 20 casos para cada 100.000

habitantes (5).

3.1.3 Sindrome de Sjogren (SS)

SS é uma doenga auto-imune inflamatéria de progressdo lenta. As
glandulas exocrinas dos pacientes sao destruidas pela infiltracdo de células T
auto-reativas. Pode-se diferenciar em dois tipos: primaria, forma isolada, sem a
presenca de outra doenca de tecido conjuntivo, e secundaria, onde os sintomas
sdo acompanhados de outra doenca do tecido conjuntivo, como AR, LES e ES
(24). Auto-anticorpos anti-SSA/Ro e anti-SSB/La, fator reumatdide e fator anti-
nuclear estdo presentes nos critérios de classificacdo estabelecidos para o
diagnéstico de SS (25). Sua prevaléncia é de 33 casos para cada 1000

habitantes (24).

3.1.4 Dermatomiste (DM) e Polimiosite (PM)

Essas doencas afetam cerca de 0,6-1/100.000 habitantes (26), tém
como alvo o tecido muscular, com inflamagéo e fraqueza. DM atinge adultos e
criangas, associada a erupcédo cutanea e acompanhada de fraqueza muscular,
enquanto a PM pode ser definida como uma miopatia isolada e parece estar

mais restrita a vida adulta (26).
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3.1.5 Artrite Reumatoide (AR)

AR apresenta uma frequéncia de 10 casos para cada 1.000 habitantes
(5). E uma doenca auto-imune sistémica, com inflamagdo cronica de
articulacdes levando a destruicdo da articulacdo e complicacdes sistémicas.
Ndo existe um teste Unico para diagnosticar AR. Investigacbes laboratoriais
iniciais incluem hemograma com contagem diferencial de leucdcitos, fator
reumatoide, velocidade de sedimentacdo globular e proteina C-reativa.
Anticorpos contra peptidios citrulinados (anti-CCP) possuem alta especificidade
e valor preditivo positivo, no entanto estdo presente em menos de 60% dos

pacientes com AR (27).

3.1.6 Doenca Indiferenciada do Tecido Conjuntivo (DITC)

O diagnéstico de DITC esté atrelado ao julgamento médico de pacientes
que tém quadro clinico de doenca difusa do tecido conjuntivo, mas nao
preenchem os critérios diagnosticos pré-estabelecidos para nenhuma doenca
especifica. Nao existe um consenso para o diagnostico desses pacientes. Uma
coorte americana identificou os diagndsticos mais comuns presentes nessa
patologia, dentre eles FAN positivo, sindrome de fibromialgia-simile, fenébmeno
de Raynaud e poliartrite sem causa (28). Existe pouca informacéo sobre a sua

prevaléncia.

3.2 Auto-anticorpos

Nas DDTC uma das principais caracteristicas é a producdo de auto-

anticorpos que reconhecem com alta afinidade antigenos proprios
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intracelulares, extracelulares ou componentes funcionais da superficie celular,
0S quais seriam expostos ao sistema imune como, por exemplo, durante os

processos de morte celular (apoptose ou necrose) (29-34).

A apresentacdo de auto-antigenos é parte da selecdo natural dos
linfécitos, que acontece no timo (linfécitos T) ou na medula 6ssea (linfécitos B),
e tem como objetivo o desenvolvimento da autotolerancia, ou seja, a auséncia
de reatividade dessas células contra antigenos proprios (4). Na apoptose,
antigenos intracelulares sdo expostos e podem sofrer modificagbes na sua
estrutura por situacdes diversas, como processos inflamatoérios, exposicdo a
radiacdo ultravioleta, oxidacdo de componentes celulares ou clivagem por
granzimas B, ndo sendo mais reconhecidos como préprios, levando a quebra
da autotolerancia e, consequentemente, auto-imunidade. Os auto-antigenos
citrulinados - marcadores sorolégicos especificos para a artrite reumatoide -
sdo exemplos desta teoria, gerados pela mudanca conformacional provocada
pela modificacdo do aminoacido arginina para citrulina, associado ao estresse
oxidativo ou apoptose durante o processo inflamatério da doenca ou por

estimulos ambientais, como o tabagismo (32, 34).

O mimetismo molecular, definido por reacdo cruzada entre antigenos
microbianos e proprios, é talvez a forma mais conhecida de explicar a relacao
entre infeccdes e o0 desenvolvimento de doencas auto-imunes (35). No entanto,
a geracao dos auto-anticorpos nas DDTC, apesar pouco esclarecida, parece
resultar de uma resposta imune antigeno-dirigida, e ndo apenas de mimetismo

molecular (34).
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Auto-anticorpos também estao presentes em individuos saudaveis. Sao
normalmente imunoglobulinas IgM polirreativas que reconhecem bactérias,
virus, fungos e auto-antigenos. Conhecidos também como auto-anticorpos
naturais, sao produzidos normalmente por linfécitos B CD5+. Por possuirem
capacidade de se ligar a diversos microorganismos, acabam por ter um
importante papel na homeostase do sistema imune e na selecao do repertério

de linfécitos B circulantes (34).

Em um estudo de caso-controle multicéntrico entre pacientes com AR,
SSpriméria, ES, LES e individuos saudaveis, Tan et al. demonstraram a
presenca de Fator anti-nuclear (FAN) em 13,3% dos controles (titulo de 1:80)
(33). No Brasil, um estudo feito em doadores de banco de sangue 22,6%
(113/500) apresentavam FAN positivo sendo 20,4% com titulo de 1:80 (36).
Auto-anticorpos anti-ENA também ja foram encontrados em 10% de uma

amostra de doadores de sangue (37).

Abruckle et al. avaliaram a presenca de auto-anticorpos em soros de
controles sadios e pacientes com LES obtidos antes desses terem
desenvolvido a doenca. Dos pacientes com LES, 78% tinham FAN positivo com
titulos de 1:120 ou superiores, 55% anti-SSA/Ro, 47% anti-SSB/La, 34% anti-
Sm e 32% anti-RNP com meédia de 3,4 anos antes do estabelecimento do
diagnéstico. Anti-SSA/Ro e anti-SSB/La precederam o diagnostico da doenca
antes de anti-Sm e anti-RNP. Dentre os pacientes controles, somente 3,8%

apresentaram algum auto-anticorpo (38).
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Em um estudo feito na populacdo de 120 pacientes lupicos do Rio
Grande do Sul, Brenol JC identificou a seguinte frequéncia de positividade dos
auto-anticorpos: FAN - 117 (97,5%); anti-DNA - 54 (45%); anti-Sm - 29 (24,2%);
anti-RNP - 41 (34,2%); anti-SSA/Ro - 41 (34,2%) e anti-SSB/La - 31 (25,8%)

(39).

A afinidade de auto-anticorpos em determinadas doencas auto-imunes
permite que eles sejam utilizados como biomarcadores especificos e sensiveis

dessas doencas.

3.2.1 Fator antinuclear

A pesquisa do Fator Antinuclear (FAN), cujo nhome historicamente refere-
se ao fato dos primeiros auto-antigenos observados serem direcionados contra
estruturas nucleares e nucleolares (30), teve sua origem no fenémeno da célula
LE (ldpus eritematoso) (40). Em 1957, Holborow et al. (41) desenvolveram a
técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl), cujo principio é a ligagdo dos
anticorpos a epitopos das células, sendo a deteccdo feita por um anticorpo
secundario marcado com substancias fluorescentes e a andlise em microscopio
de fluorescéncia. Posteriormente, Beck (42), usando cortes histologicos de
figado de rato, demonstrou os padrbes de imunofluorescéncia como
homogéneo, pontilhado e nucleolar nos nucleos dessas células quando

incubadas com soros de pacientes com uma variedade de doencas reuméticas.

A auséncia de uma nomenclatura definida para a descricdo dos laudos
acarretou problemas na utilizagdo clinica e laboratorial do teste, pelas

dificuldades no controle de qualidade e na padronizacdo dos resultados.
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Embora alguns padrdes fossem similares, recebiam denominacdes diferentes.
Em 2000 houve a iniciativa da formag&o do primeiro Consenso Brasileiro para
Padronizacdo dos Laudos de FAN em células HEp-2. Especialistas brasileiros
em FAN reuniram-se e definram consensualmente a denominagdo e
caracterizagdo para o0s distintos padrbes: nucleares, nucleolares,
citoplasmaticos e aparelho mitético (42). Foram feitas recomendacgdes sobre 0s
critérios para a leitura de uma lamina, titulacbes e o sistema Optico utilizado,

bem como foi proposta uma padroniza¢do para a redagao dos laudos.

Em 2003 houve um segundo consenso (43), onde se validaram os
algoritmos de decisao para leitura dos padrées do FAN na IFI vistos na primeira
edicio do Consenso Brasileiro, adicionando ainda um novo algoritmo
relacionado com os padrdes mistos. Tentou-se estabelecer as possiveis
associacfes de cada padrdo com uma doenca especifica ou manifestacéo

clinica.

Por sua alta sensibilidade, a técnica de FAN por IFI tem como papel
primordial o rastreamento de auto-anticorpos no soro do paciente, direcionado
contra antigenos presentes no nucleo, nucléolo e citoplasma (30, 44-47). Para
posterior identificacdo desses auto-antigenos, se faz necessarios outros testes,

como o estudo de auto-antigenos nucleares extraiveis (anti-ENA).

2.2.1.3  Auto-anticorpos anti-antigenos nucleares

extraiveis (anti-ENA)

Os auto-antigenos nucleares melhores caracterizados sdo os antigenos

nucleares extraiveis (ENA). O nome do grupo originou-se nos métodos
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originais onde os antigenos sollveis em agua eram extraidos do nucleo das

células do timo de coelho ou de tecidos de bago humano (43).

Os ENA sao compostos por um grupo heterogéneo de complexos
moleculares formados por ribonucleoproteinas e proteinas ndo ligadas a

histonas, com diferentes fun¢des sobre o metabolismo celular (29, 30, 44-48).

A pesquisa de ENA € usada para identificagdo de um grupo de auto-
anticorpos especificos que inclui o anti-SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-RNP, anti-
Sm, anti-Scl-70 e anti-Jo-1. A deteccdo dos auto-anticorpos anti-ENA tem
prestado importante contribuicdo em diferentes aspectos, como marcadores
diagnésticos, indicadores de progndstico e no monitoramento da atividade das
doencas auto-imunes (6, 29, 30, 49, 50). No entanto, estes auto-anticorpos
somente possuem significado clinico quando estdo associados a presenca de

outras manifestacdes de doenca (29).

3.3 Estrutura, funcao biolégica e importancia clinica dos
antigenos ENA.

3.3.1 Anti-Sm e Anti-RNP

Lerner e Steitz em 1979 (51) demonstraram que 0s auto-anticorpos anti-
Sm e anti-RNP eram capazes de imunoprecipitar pequenas moléculas de RNA
nuclear (small nuclear ribonuclein particles — snRNPs), componentes nucleares
responsaveis pelo splicing - retirada de introns do RNA pré-mensageiro para

produzir o RNA mensageiro (MRNA) durante o processo de transcrigao.

O auto-antigeno Sm é composto por trés proteinas B/B’ (28/29KDa), D

(16 KDa) e E (13KDa), e o auto-antigeno RNP também por trés proteinas A
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(33KDa), D (22KDa) e 70KDa (Tan 1989; von Muhlen and Tan 1995) ambos
associados a snRNPs (figura 1). A parte antigénica da molécula é protéica,
bioquimicamente podem estar associados a uma mesma molécula de snRNP,
mas 0s auto-anticorpos produzidos tém especificidades diferentes. O padrao de

IFI de FAN associado a esses auto-antigenos é nuclear pontilhado grosso (52).

U1-snRNP

Figura 1 Representacdo dos auto-antigenos RNP e Sm, ambos associados a

snRNPs (53).

O sistema antigeno-anticorpo Sm foi caracterizado em pacientes com
LES (54), enquanto o sistema RNP foi caracterizado em pacientes com doenca
mista do tecido conjuntivo (DMTC) e LES (46) (tabela 1). O auto-antigeno Sm
foi um dos primeiros auto-antigenos nao ligados a histonas identificados. Tan e
Kunkel (54), através da utilizacdo de técnicas de imunodifusdo radial dupla
(IDD) e imunoeletroforese, identificaram uma frequéncia de 75% de anti-Sm em
soros de pacientes com LES. Anti-Sm apresenta em torno de 99% de

especificidade para LES (50).

Em uma populagéo de pacientes com LES acompanhados no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, Brenol identificou uma frequéncia de 24,2% de

positividades de anti-Sm e 34,2% de positividade de anti-RNP (39).
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Embora anti-Sm seja um bom marcador sorolégico para LES, ndo ha
evidéncia da relacdo entre a presencga dos auto-anticorpos anti-Sm e anti-RNP
com a gravidade da doenca. Nyman et al. (55) demonstram haver uma
correlacdo entre niveis de anti-RNP/Sm e a atividade da doenga nos pacientes
com LES identificados pela técnica de western blot. Estes achados néo foram
confirmados por ter Borg et al. 1991 (56) que utilizaram a técnica de ELISA
com antigenos recombinantes. Estudos anteriores utilizando hemaglutinacdo
passiva (HA) e imunodifusdo radial dupla (IDD) também n&o encontraram
variacfes nos niveis séricos de anti-Sm/RNP em diferentes estagios da doenca

nos pacientes com LES (50).

Em uma coorte de pacientes com DMTC, de Rooij et al., 1990 (57)
analisaram a flutuacdo dos niveis de auto-anticorpos anti-RNP nestes
pacientes através da utilizacdo um kit de ELISA com proteina recombinante de
70KDa e ndo encontraram correlacdo entre niveis de anticorpos e gravidade da

doenca.

3.3.2 Anti-SSA/Ro e Anti-SSB/La

SSA/Ro e SSB/La fazem parte de um complexo formado por trés
proteinas associadas a quatro RNAs de funcdo desconhecida chamadas
YRNAs (hY1, hY2, hY3 e hY5), sendo uma proteina relativa a SSB/La de
48KDa, e duas proteinas relativas a SSA/Ro de 60KDa (Ro60) e de 52KDa
(R052) (55) (figura 2). Sua localizag&o intracelular é controversa, podendo estar

presente no nucleo ou no citoplasma. Os auto-anticorpos anti-SSA/Ro e anti-
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SSB/La apresentam o padrédo de IFI nuclear pontilhado fino no teste de FAN

(43).

A proteina SSB/La se associa transitoriamente a RNA polimerase llI,
ligando-se aos precursores de RNA, com funcéo de estabilizar essas moléculas

e facilitar a digestdo exonuclear, garantindo a traducao de proteinas (63-65).

O auto-antigeno SSB/La foi o primeiro auto-antigeno a ser descrito em
pacientes com LES e SS (tabela 1). O nome La tem origem no primeiro
paciente em que o auto-anticorpo foi descoberto e SSB é uma referéncia a SS,
onde tem alta prevaléncia. A proteina La se associa transitoriamente a RNA
polimerase lll, ligando-se aos precursores de RNA, com funcéo de estabilizar
essas moléculas e facilitar a digestdo exonuclear, garantindo a traducdo de

proteinas (58-60).

A fracdo SSA/Ro é complexada com o auto-antigeno SSB/La em uma
fosfoproteina nuclear que se liga transitoriamente a RNAs, incluindo YRNAs

(66)

O auto-antigeno SSA/Ro tem demonstrado ter funcdo na sobrevivéncia
da célula apds radiacéo ultravioleta. Camundongos com deficiéncia da proteina
Ro60 desenvolvem uma sindrome semelhante ao ldpus, com auto-anticorpos
contra cromatina e ribossomos, glomérulonefrite e fotossensibilidade. Por
esses achados, acredita-se que uma funcédo de prevencao da auto-imunidade

esteja atribuida a essa proteina (61).
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|
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Figura 2: Representacdo dos auto-antigenos SSA/Ro e SSB/La, ambos

associados as snRNPs (53).

Auto-anticorpos anti-SSA/Ro e anti-SSB/La foram inicialmente
encontrados em alta frequéncia em pacientes com SS e LES e em baixa
frequéncia em pacientes com outras doencas reumaticas sistémica (tabela 1)
(44). No estudo de Arbulke et al., citado anteriormente, 0os auto-anticorpos anti-
SSA/Ro foram 0s que estavam expressos por mais tempo antes das primeiras
manifestagbes do LES, estado presente em até 10 anos antes do
desenvolvimento da doenca em 47% desses pacientes (38). Brenol, identificou
em 34,2% dos 120 pacientes lupicos do HCPA estudados a presenca de

antiSSA/Ro e em 25,8% a presenca de anti-SSB/La (39).

As maiores associacdes clinicas relacionadas ao auto-anticorpo dirigido
contra SSA/Ro séo lupus cutaneo e o lupus neonatal - condi¢éo clinica em que
recém-nascidos apresentam manifestagcdes como bloqueio cardiaco congénito,
fotossensibilidade, citopenias e inflamacdo hepatica devido a auto-anticorpos
anti-SSA/Ro ou anti-SSB/La que atravessam a placenta (44, 50). Por exemplo,
em uma coorte histérica, Jaeggi et al. avaliou retrospectivamente 37 bloqueio

cardiaco congénito, desses 92% (33/37) tinham auto-anticorpos anti-SSA/Ro
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positivo, mas somente 5 maes tinham historico prévio de diagnéstico de

doenca auto-imune (62).

Por LIA pode-se observar a presenca de anticorpos isoladamente contra
as porcdoes Ro52 e Ro60 (tabela 1). Entretanto, ndo existe consenso sobre a
importancia clinica da distincdo de duas por¢bes antigénicas. Em estudo
realizado por Langguth et al. em 2007 (63) foi avaliada a prevaléncia isolada do
auto-anticorpo anti-Ro52 em uma populacdo de 1438 soros encaminhados
para identificagao de auto-anticorpos anti-ENA. Os autores encontram somente
0,5% dos pacientes com este auto-anticorpo e questionaram o0s métodos
desenvolvidos para testar a presenca isolada de auto-anticorpos anti-SSA/Ro

contra porgcao 52KDa.

Peene et al. numa coorte de pacientes com DDTC identificou que a
presenca de anti-Ro60 com ou sem anti-Ro52 relata uma forte probabilidade de
diagnéstico de LES, e anti-Ro60 juntamente com anti-Ro52 indica fortemente a

presenca de SS (64).

Alguns autores relatam que mesmo utilizando células HEp-2 como
substrato para o teste FAN, o que confere alta sensibilidade para deteccédo de
auto-antigenos ENA, é possivel encontrar pacientes com auto-anticorpos anti-
SSA/Ro e um teste FAN negativo (65, 66). Em um trabalho prévio desenvolvido
por nosso grupo, de 90 pacientes com anti-ENA positivo, (correspondente ao
periodo de dois anos de pacientes encaminhados ao Servico de Patologia

Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre com solicitacdo de anti-ENA),
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61 (67,7%) eram anti-SSA/Ro positivos e todos também foram positivos para o

teste FAN (67).

3.3.3 Anti-Scl-70

Auto-anticorpos  dirigidos contra o auto-antigeno Scl-70 (ou
Topoisomerase ) foram identificados por Douvas et al. em 1979 como
marcadores especificos de ES. O auto-antigeno Scl-70 inicialmente foi descrito
como sendo uma proteina nao ligada a histona de peso molecular de 70 KDa.
Hoje, apds o uso de proteinas inibidoras de protedlise, estima-se que seu peso
seja em torno de 100 a 1005 KDa. O padréo de imunofluorescéncia do FAN
que corresponde a presenca desse auto-anticorpo € nucleolar e nucleolar
pontilhado fino (52, 68). A funcdo dessa enzima é na modificacdo das formas

topoldgicas do DNA, facilitando a transcrigcdo génica (69).

Inicialmente, através do uso da técnica de IDD estes auto-anticorpos
foram identificados em 20% dos pacientes com ES (64). Em seguida foi
demonstrado serem bons marcadores de forma difusa da doenca (prevaléncia
de 75%) (63) (tabela 1). Sua presenca tem sido associada com pior progndéstico

e maior incidéncia de complica¢gdes pulmonares.
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Tabela 1: Auto-anticorpos anti-ENA: doencas associadas e prevaléncia

Prevaléncia (%)

Doencga IDD WB ELISA HA CIE R a .

! eferéncias
Associada

Anti-Sm

LES 7-75 30-35 10-50 15-32 10-35 (49, 54, 70-85)

LID 0 10 (80, 86)

DM/PM 0 (75, 85)

AR 0 0-23 0-0,5 0-47 (71, 77, 78, 80, 81, 86, 87)
ES 21-25 0 0 (71, 75, 77, 80, 87)
SS 12 (78)

DMTC 0 8-26 0 (77,79, 88)

DDTC 36 16 (89)

Anti-RNP

DMTC 71-100 80-85 95-100 100 90-100 (49, 57, 79, 83, 88-91)
LES 10-30 30-40 20-60 3-26 18 (49, 54, 70-73, 80-83, 90-92)
AR 0 7 10% 0-76 (71, 75, 83, 86, 87)
SS 10 4 6 (75, 79, 83)

CREST 9 (75)

DM/PM 9 2 (71, 75)

DDTC 32,8 31,2 (89)

Anit-SSB/La

SS 90-95 75-85 70-80 (49)

LES 15 30-35 20-30 10-15 (49, 54, 64, 70-73, 90)
LC 6-24 (64)

AR 0 14 22 (64, 71)

DMTC 100 0

DDTC 26 29 (89)

Anti-SSA/Ro

SS 90-97 70-85 90-97 (49)

LES 33-61,4 10-15 30-60 25-30 (49, 54, 64, 70-73, 90)
LC 6 (64)

AR 2 4 28 (64, 71)

DMTC 100 (90)

DDTC 58 49 (89)

Anti-Scl-70

ESp 30-48 30-45 (49, 93)

ESd 20 41 43 (94)

CREST 13 (50)

LES 0 11-27,5 20-32 (49, 93, 95)

SS 2,7 (96)

DDTC 0 8-44 26 (89)

Legenda: LES: lipus eritematoso sistémico, LID: lipus induzido por drogas, LC: lipus cutéaneo SS:
sindrome de Sjogrens, AR: artrite reumatoide, ESp: esclerose sistémica forma progressiva, ESd:
esclerose sistémica forma difusa, CREST: Calcinose, Fendmeno de Raynaud, Es6fago, Esclerodactili, e
Telangiectasia, DDTC: doenga difusa do tecido conjuntivo, DM: dermatomiosite, PM: polimiosite. Anti-Sm,
anti-RNP, anti-SSA/Ro, anti-SSB/La: auto-anticorpos ENA. IDD: imunodifus&o radial dupla, WB: western
blot, ELISA: enzimaimunoensaio, HA: hemaglutinagdo passiva, CIE: contra-imunoeletroforese.
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3.4 Técnicas de Deteccao

Os auto-anticorpos anti-ENA podem ser detectados por diversos
métodos, como contra-imunoeletroforese (CIE), western blot (WB),
imunodifusao radial dupla de Ouchterlony (IDD), enzimaimunoensaios (ELISA)
e hemaglutinacdo passiva (HA) (3, 49). Entretanto, pesquisas tém sugerido que
0 uso de diferentes métodos levaria a variacdo nos estudos de desempenho
diagnostico, pois essas técnicas divergem em sensibilidade e especificidade
(97). Dentre as técnicas mais frequentemente empregadas atualmente estao

IDD, ELISA, HA.

3.4.1 Imunodifuséo radial dupla de Ouchterlony (IDD)

A imunodifusdo radial dupla de Ouchterlony (IDD) foi o primeiro método
a ser empregado na rotina laboratorial e a partir de seu uso foram realizados os
estudos iniciais de sensibilidade e especificidade dos auto-anticorpos anti-ENA

para as DDTC (43, 48).

O método foi descrito por Ouchterlony em 1947 (98) e permite a
comparacdo de varios sistemas antigénicos. Nesta técnica o antigeno e o
anticorpo migram juntos em um gel de agarose até formarem uma linha de
precipitacdo que indica a positividade para o determinado anticorpo (figura 1).
A formacgao da linha de precipitacdo depende de diversos parametros, mas de
forma geral pode-se dizer que é dada pela difusdo natural das moléculas sobre
um gel de agarose. Essa movimentagédo é lenta, podendo levar de 24h a 72h, o
que acaba sendo uma desvantagem da técnica, (3). Para a visualizacdo e

interpretacdo correta das linhas de precipitacdo resultantes da reacédo
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7

antigeno-anticorpo é necessario um técnico com experiéncia. Linhas
inespecificas (que cruzam nas extremidades) ndo representam reacdo

especifica e ndo podem ser consideradas como resultado positivo.

Nesta técnica, para que um paciente apresente auto-anticorpos
detectaveis, é necessario que estes estejam presentes em alta concentracao, o
gue nao é necessario no ELISA, por exemplo, que apresenta um sistema de
amplificacdo do sinal emitido pela formagdo do imunocomplexo. Isso faz com
que a IDD seja considerada como uma técnica de alta especificidade, no
entanto com baixa sensibilidade (99). Mesmo que a IDD tenha sido uma
técnica amplamente utilizada no passado, seu uso continuado no futuro é
improvavel tendo em vista as dificuldades técnicas, tempo prolongado,
impossibilidade de automacéo e a dificuldade para visualizacdo das linhas de

precipitacéo (100).

O |Soro paciente | @ | Soro conhecido anti-SSAIRo|

@ IExtrato antigénicol OlSoro paciente | .

Figura 3a, 3b e 3c: Demonstracdo de uma reacdo de IDD. Pacientes A e C
apresentam linhas de precipitagdo, ou seja, resultado do teste positivo para a presenca de

anticorpos.
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3.4.2 Enzimaimunoensaio (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay - ELISA)

ELISA é um método imunoenzimatico desenvolvido para determinacao
tanto de anticorpos quanto de antigenos (figura 2). Para a realizacdo do teste é
necessaria a purificacdo de antigenos ou de anticorpos, dependendo do que se
deseja pesquisar. O mais comum €é a utilizacdo de ELISA para a pesquisa de

anticorpos, neste caso uma fonte antigénica pura se faz necessaria (101).

Antigenos ou anticorpos séo fixados em uma fase sélida que pode ser
constituida por vérios constituintes dentre eles o poliestireno que é o mais
comum. Conforme explicado abaixo na figura 4, a deteccao dos antigenos ou
anticorpos presentes na amostra é dada pela formacdo de cor resultante da
degradacdo do substrato enzimatico. Assim, na técnica de ELISA ocorre uma
amplificacdo do sinal gerado pela ligacdo antigeno-anticorpo e isso permite
com que o teste detecte concentracdes extremamente pequenas de antigenos

ou anticorpos (102).

Como consequéncia dessa amplificacdo de sinal, a origem dos
antigenos utilizados na preparacdo dos kits comerciais de ELISA tem papel
importante na sensibilidade e especificidade diagnéstica e clinica. Caso a fonte
antigénica seja impura, podera ocorrer deteccdo de uma ligagdo antigeno-
anticorpo inespecifica, levando a uma baixa especificidade técnica e isso pode
classificar o paciente como reagente a um determinado antigeno ou anticorpo
levando a uma tomada de decis&o erronea. Kapogiannis et al. (103) relataram

diferencas na prevaléncia de resultados positivos quando utilizados dois kits de
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ELISA para deteccdo de auto-anticorpos anti-ENA (anti-SSA/Ro, anti-SSB/La,
anti-nRNP/Sm) que diferiam na origem antigénica (humana e bovina) em uma
populacdo de pacientes com DDTC. Os autores concluiram que a fonte
antigénica humana era superior a bovina por apresentar maior prevaléncia de

resultados positivos e melhor sensibilidade clinica.

Entre os fatores que podem interferir no método, a escolha do substrato
antigénico € uma das mais importantes. E necesséario sempre se optar pelo
antigeno mais puro possivel, ou seja, aquele que vai gerar a menor quantidade
de reacdes antigeno-anticorpo inespecificas. Baseado nessa desvantagem, se

deve ter cuidado com o grande numero de resultados falso-positivos (104).

A técnica de ELISA conquistou papel importante para a deteccdo de
anti-ENAs nos laboratérios clinicos. Segundo Locke e Unsworth (3, 105), mais
de 50% dos laboratérios registrados na UK National External Quality

Assessment Scemes relatam utilizar ELISA para essa analise (3).
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Figura 4: Demonstracdo de uma reagdo de ELISA. O teste é feito sobre uma placa
gue possui pogos onde estdo fixados os antigenos que possuem identidade imunolégica com os
anticorpos que se desejam pesquisar (1). O primeiro passo é incubar essa placa com o soro do
paciente (2,3). Em seguida é feita a lavagem, para que somente permanegcam no POGO 0S
anticorpos que se ligaram aos antigenos fixados na placa (4). Uma segunda incubacao é feita com
um anti-anticorpo humano que é ligado a uma enzima capaz de degradar um substrato e gerar cor
(5). Esse anticorpo secundario vai se ligar ao anticorpo do paciente, caso ele esteja presente (6).
Novamente é feita uma lavagem (7). Por fim, se adicionada ao sistema um substrato enzimatico
complementar a enzima que esta ligada ao anticorpo secundario, se esse estiver presente ira
degradar o substrato gerando cor (8). Isso significa que houve a ligagdo do anticorpo secundario
ao anticorpo do paciente e também que houve a ligacdo do anticorpo do paciente ao antigeno
fixado a placa. Esse teste € quantitativo, uma vez que a coloracdo é proporcional a quantidade de

anticorpo presente (33).
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3.4.3 Hemaglutinacdo Passiva (HA)

Hemaglutinacdo Passiva (HA) é classificado como um método de
algutinacdo, caracterizados pela formagdo de agregados visiveis como
resultado da interacdo de anticorpos especificos e antigenos fixados a
particulas insolluveis. Na HA, séo utilizadas normalmente hemécias de carneiro

do tipo O, sensibilizadas por adsorc¢ao.

Apesar da superficie da hemé@cia facilitar a adsorgéo de antigenos, 0 uso
desse suporte para o teste imunoldgico pode acarretar em interferéncias como
a presenca de anticorpos heterdéfilos, que sdo anticorpos e auto-anticorpos
naturais polireativos contra uma gama diversa de antigenos e componentes
quimicos e em geral demonstram baixa afinidade e fraca ligacdo (106). Ou
também, reacdo inespecifica a outros componentes presentes naturalmente na
superficie dessas células. Tratamentos quimicos para retirada de possiveis
interferentes sdo uma ferramenta utilizada para aumentar a especificidade

analitica do teste, bem como o uso de fontes antigénicas puras (102).

HA é um método sensivel para deteccdo de auto-anticorpos anti-ENA,
nao envolve procedimentos complexos, tampouco equipamentos de alto custo
(figura 5). Esse método j& foi mais usado nas rotinas laboratoriais, mas vem
sendo substituido pelo ELISA. Poucos estudos comparativos de métodos para

deteccao de anti-ENA abordaram a hemaglutinacao passiva (3, 107).
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Figura 5: Demonstracdo de uma reacdo de HA. Hemaceas fixadas com antigenos
sdo incubadas com soro do paciente em um placa com fundo cdnico (1). Na presenca de
anticorpos no soro as heméceas ficam suspensas pela presenca de imunocomplexos (2) e na

auséncia as hemaceas aglutinam no fundo do poco, gerando o “botdo de hemaceas” (3).

3.4.4 Western blot (WB)

O western blot (WB) fornece informacéo a respeito do peso molecular
relativo do antigeno estudado. Esta técnica € baseada na separacao
eletroforética de proteinas. Apds a eletroforese de proteinas em gel de
poliacrilamida, ocorre a transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose que vai servir de suporte para reacédo imunolégica (figura 6). Um
dos principais problemas é a degradacao protéica do extrato celular, que pode

interferir na interpretacéo do teste. (50, 108, 109)

O uso do WB para deteccdo de antigenos nucleares extraiveis foi
essencial para caracterizacdo bioquimica destes antigenos destes antigenos e
para determinacédo da especificidade dos anticorpos dirigidos contra eles (50).
Algumas empresas tém produzido kits comercias de WB para deteccdo de

auto-anticorpos anti-ENA. Este método tem apresentado a desvantagem de ter
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uma sensibilidade baixa. Uma possivel explicacdo para essa questdo seria a
limitacdo apresentacdo conformacional linear dos epitopos na membrana de
nitrocelulose, o que torna esse método pouco viavel para a rotina laboratorial

na reumatologia (43).

1) Eletroforese de proteinas 2) Transferéncia de proteinas

A &

3) Reacao imunologica 4) Revelagao da reagao imunologica

Figura 6: Demonstracdo de uma reacdo de WB. Um extrato de proteinas
(contendo os antigenos-alvos que se deseja detectar) € separado por eletroforese em um
gel de poliacrilamida (1). As proteinas contidas no gel séo transferidas para um suporte,
por exemplo uma membrana de nitrocelulose (2). Sobre o suporte contendo as proteinas
de interesse se faz a reacdo imunolégica (3) que pode ser revelada de iniUmera maneira,

um exemplo é a degradacdo do sinal quimioluminescente em um filme virgem de raios-X

4).

3.4.5 Novos métodos

A possibilidade de se analisar a expressdo de diversas proteinas ao
mesmo tempo € uma das maiores vantagens dos novos métodos utilizadas na

identificacdo dos auto-anticorpos nas DDTC (multiplexed technologies).
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Estes ensaios tém sido divididos em duas categorias, os que utilizam
superficie planar como sistema de western blot linear (LIA), que tem
apresentado um nivel de acuracia diagnéstica igual ou superior aos métodos
de imunodetecgao convencionais, e ensaios ndo planares, incluindo os ensaios
que utilizam microparticulas reconhecidas por nefelometria, fluorimetria ou
citometria. Atualmente algumas marcas disponibilizam no mercado essas
tecnologias, vantagens no uso séo o pouco volume de amostra necessario para
realizacdo do teste, o curto tempo no procedimento e a alta sensibilidade. No
entanto, sdo ainda minorias na rotina laboratorial reumatolégica e necessitam
de padronizacao, especialmente para se determinar o valor diagndstico da sua

presenca has DDTC (110).

3.4.6 Desempenho Diagnostico Comparativo entre as Técnicas

Diversos estudos compararam o desempenho diagnéstico entre as

técnicas de deteccdo de anticorpos anti-ENA.

Menymam et al. (111), em um estudo numa populagdo de 53 pacientes
acometidos com DDTC, compararam a deteccdo dos auto-anticorpos anti-Sm e
anti-RNP entre dois kits comerciais de ELISA e a HA. Anti-Sm teve uma
prevaléncia de 16,9% em uma marca de ELISA e 13,2% em outra marca, que
foi idéntica a prevaléncia de anti-Sm por HA (13,2%). Anti-RNP estava presente
em 10 dos 53 soros quando pesquisados por HA (18,8%), mas pelos kits de
ELISA apresentaram mais pacientes positivos (22,6% e 24,5%). Além desses
auto-anticorpos o trabalho também avaliou a deteccédo de anti-SSA/Ro e anti-

SSB/La através dos métodos de IDD e os dois kits de ELISA dos mesmos
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fabricantes. As prevaléncias se mantiveram semelhantes, anti-SSA/Ro 37,7%
(IDD) contra 35,8% e 32% (ELISA) e anti-SSB/La 15,0% (IDD) contra 16,9% e
13,2% (ELISA). Nesse estudo foi concluido haver um alto grau de concordancia
entre a utilizagdo de HA, IDD e ELISA para deteccdo de anti-Sm, anti-RNP,
anti-SSA/Ro e anti-SSB/La. Nao foram relatados dados clinicos dos pacientes,
impossibilitando o calculo de sensibilidade e especificidade diagnéstica dessas

técnicas para detecgcédo de DDTC.

Bruder et al. (112) objetivaram padronizar a técnica de CIE para a
deteccado de anti-ENA através da comparacao entre as técnicas de CIE, ELISA
e IFl. Nesse estudo foram avaliados 40 pacientes com diagnéstico de DDTC e
10 pacientes normais (controles). CIE se mostrou mais sensivel que ELISA.
Esse estudo avaliou um pequeno numero de pacientes e uma técnica pouco

utilizada por laboratorios de rotina (CIE).

Manoussakis et al. (113) avaliaram cinco métodos distintos para
identificacdo de anti-SSA/Ro em 93 pacientes com DDTC diagnosticada (28
pacientes com SS, 26 com LES e 39 com AR) além de 25 individuos
saudaveis. As técnicas utilizadas foram CIE, ELISA, dois métodos de WB e
precipitacdo de RNA. Nenhum individuo do grupo controle apresentou anti-
SSA/Ro por nenhuma das técnicas estudadas. Precipitacdo de RNA foi o
método mais sensivel dentre os estudados, apresentando uma frequéncia de
positividade de: 61% para SS; 65% (17/26) para LES; 49% (19/39) para AR.
ELISA estava presente em 14/28 pacientes com SS (50%), 12/26 pacientes

com LES (46%) e 14/39 pacientes com AR (36%).
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Orton et al. (114) analisaram o comportamento de trés kits de ELISA e
dois kits de imunodifuséo dupla para a deteccao de anti-ENA. No estudo foram
relatadas: alta sensibilidade e alta especificidade para deteccdo dos auto-
anticorpos houve uma concordancia alta (superior a 90%) entre os métodos
analisados. No entanto a condi¢do clinica dos pacientes nao foi levada em
consideracdo para esta analise. Além disso, as comparacdes foram feitas
utilizando o método de IDD como referéncia e ainda assim na discussao 0s

autores relatam ndo haver um método ideal para detecgdo de anti-ENA.

Peene et. al. (64) comparam os métodos de LIA e IDD para deteccéo de
auto-anticorpos anti-SSA/Ro (utilizando os dois auto-antigenos como substrato,
R052 e Ro060) e anti-SSB/La em 181 pacientes com diversas DDTC, como
LES, SSpriméaria, ES, AR e DM. Aparentemente, IDD teve maior valor

diagnéstico que LIA.

Fei et al. (89) em um estudo multicéntrico entre cinco laboratérios
italianos demonstraram diversidade da prevaléncia de auto-anticorpos anti-ENA
pelo uso de um kit comercial de WB e quatro de ELISA. Foram analisados 25
soros de pacientes com diagndsticos de DDTC (8 LES, 1 lupus discoide, 11
SS, 2 PM, 1 DM, 2 DMTC). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre a prevaléncia dos auto-anticorpos ENA quando utilizados kits de ELISA.
Entretanto a variacdo interlaboratorial com a utilizacdo de WB foi alta
(concordancia de 73%), o que levou os autores a concluirem que para
realizacdo dessa técnica é necessaria maior experiéncia na interpretacdo dos
resultados. Uma limitacdo do WB é a apresentacdo dos antigenos que fica

limitada na forma linear, ao contrario de IDD e ELISA, que apresentam o0s
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antigenos na sua estrutura conformacional e linear (49). Os autores salientam a
falta de padronizacdo na identificacdo de auto-anticorpos anti-ENA e reforgam
que o valor diagndéstico de um teste soroldgico pode sofrer alteragdes nao sé
por diferentes métodos utilizados, mas também pelo local onde o teste é

realizado.

Singh et al. (75) avaliaram a presencga de auto-anticorpos anti-ENA, por
IDD e CIE, em pacientes com DDTC e individuos normais. As frequéncias de
auto-anticorpos anti-ENA encontradas foram 40% para os pacientes com LES
(n = 191); 36,4% para os pacientes com DMTC (n = 44); 27,8% para 0s
pacientes com SS (n = 18); 10,6% para os pacientes com ES (n = 66) e 2,7%

para os pacientes com AR (n=78).

Delpech et al. (76) através de uma comparacdo entre diferentes
métodos (CIE, ELISA e WB) avaliaram a presenca de auto-anticorpos anti-Sm,
anti-RNP e anti-SSB/La em 64 pacientes com LES. Por ELISA, as frequéncias
dos auto-anticorpos encontradas foram 25% (anti-Sm), 36% (anti-RNP) e 15%
(anti-SSB/La). Nao foram identificados pacientes positivos para WB ou CIE
com um resultado de ELISA negativo, mas houve pacientes com WB negativo
e ELISA positivo, comprovando a maior sensibilidade da técnica de ELISA ja
previamente descrita na literatura. Nesse trabalho o autor avaliou somente

pacientes com LES e nao avaliou a presenc¢a do auto-anticorpo anti-SSA/Ro.

Pourmand et al. (66) investigaram a presenca de anti-SSA/Ro por WB e
ELISA em uma populacdo de 64 soros previamente negativos para o teste FAN

(66). No teste de WB, 65% eram positivos para a por¢cdo do antigeno anti-
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SSA/Ro correspondente a proteina de 52KDa (Ro 52), 28% para a porgao
correspondente a proteina de 60KDa (Ro 60) e 15% eram positivos para as
duas porgfes. Todos positivos para WB foram positivos também por ELISA..
Dos 64 pacientes envolvidos no estudo, 12 preenchiam os critérios necessarios

para o diagnostico de LES e oito desses apresentavam anti-Ro52.

Langguth et al. (63) avaliaram a anti-Ro52 por CIE, ELISA e LIA. Dos
1438 soros submetidos para realizagéo de anti-ENA, a presenca de anti-R052
sem anti-Ro60 foi relatada em 12 pacientes. Os quadros clinicos desses 12
pacientes eram SS (2), LES (1), PM (1), Hepatite C (2), transplante hepatico
(1), AR (2), Neuropatia (1), ES (1), Hepatite crénica (1). Os autores concluem
que a determinacdo isolada de anti-Ro52 néo trouxe beneficio clinico

significativo.

Maddison et al. (71) comparam os métodos de WB, IDD e ELISA para
identificacdo de auto-anticorpos anti-ENA em um estudo de caso-controle entre
uma populacdo de pacientes com DDTC e pacientes controles sadios. Os
autores relataram uma maior sensibilidade de técnica de ELISA, mas baixa

especificidade.

A diversidade das técnicas utilizadas atualmente pelos laboratorios para
deteccdo de auto-anticorpos anti-ENA é fator que complica enormemente a
interpretacdo clinica dos resultados liberados, mesmo para o0 especialista.
Como podemos observar na revisdo dos estudos comparativos entre os
métodos, existe significativa variabilidade no desempenho diagndstico entre as

técnicas e até mesmo entre os locais de realizacdo da mesma técnica.
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7

Um claro exemplo € a determinacdo do auto-anticorpo anti-Sm em
pacientes com suspeita de LES. Quando realizado pelo método de IDD seu
resultado era de grande valor ao clinico, sendo considerado um dos critérios
estabelecidos pelo ACR para o diagnéstico de LES. No entanto com a
utilizacdo de métodos mais sensiveis como ELISA, pode-se encontrar um

maior numero de falsos-positivos, confundindo a definicdo da doenca (49).

De maneira geral, os relatos apontam uma maior sensibilidade para os
métodos de ELISA e HA, e maior especificidade para a IDD e WB. Entretanto,
destacamos que os estudos empregaram, na maioria das vezes numeros de
pacientes relativamente pequenos, com desenho de série de casos ou estudos
de casos e controles, os quais ndo sédo considerados 0s mais apropriados para
avaliacdo do desempenho diagnéstico na pratica clinica, pois avaliam
populacdes de pacientes com presenca de doenca bem definida (115). Esses
estudos sdo Uteis em fases mais iniciais de desenvolvimento dos testes, mas
devem ser sucedidos por estudos de coorte avaliando pacientes onde haja
suspeita clinica da doenca, sem que o diagndstico esteja estabelecido (116).
Somente dessa forma pode-se ter uma idéia mais clara do real desempenho
diagnéstico do teste na pratica clinica. Na nossa reviséo da literatura, notamos
um numero muito escasso de estudos avaliando o desempenho das diversas
técnicas de deteccdo de anticorpos anti-ENA em uma populacdo com suspeita
de DDTC, o gque limita seriamente a interpretacdo dos resultados desses

testes.

Refletindo essa escassez de dados empiricos, sdo muito limitadas as

recomendacdes dirigidas aos clinicos sobre como interpretar esses testes. O
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consenso Europeu para deteccdo de auto-anticorpos intracelulares sugere o
uso de duas técnicas para deteccdo de auto-anticorpos anti-ENA, sendo
inicialmente feito um método de alta sensibilidade, seguido por um segundo de
alta especificidade (3, 49, 117). Ainda que uma estratégia tecnicamente
plausivel, o custo elevado dessa rotina provavelmente inviabilizaria a idéia na
maioria dos locais, além de ter uma relacdo custo-beneficio bastante

guestionavel.

Em uma série de artigos apresentando diretrizes do Colégio Americano
de Reumatologia para uso clinico de diversos anticorpos anti-ENA, incluindo
recomendacdes para uso de anti-RNP e anti-Sm no LES (118), nenhum
apresentou recomendacfes especificas para o clinico de como deve interpretar
os resultados de cada um dos métodos. Em outro artigo de recomendacdes
sobre interpretacdo de auto-anticorpos anti-ENA publicado pela Sociedade
Italiana de estudos de doencas auto-imunes fica sugerido para determinacao
de auto-anticorpos anti-SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-RNP e anti-Sm o uso dos
métodos CIE, ELISA, LIA ou IDD. E os autores ressaltam que a estratégia para
escolha do método depende da situacdo clinica, custo do teste, tempo para

obtencéo do resultado e expertise dos técnicos envolvidos na analise. (119).
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4 JUSTIFICATIVA

Ha clara necessidade de melhor avaliacdo do valor clinico do resultado
dos testes anti-ENAs realizados pelos distintos métodos empregados
atualmente nos laboratérios de analises clinicas. Conforme discutido acima,
existem variacbes na determinacdo laboratorial dos auto-anticorpos anti-ENA
que podem gerar idéias conflitantes para o clinico na decisdo diagndstica.
Muitos trabalhos realizados de comparacdo de métodos ndo levaram em
consideracdo o valor preditivo das técnicas. Essa avaliacdo requer o
desenvolvimento de estudos que avaliem o desempenho desses testes em
grupos de pacientes onde haja razoavel suspeita clinica de doenca, no caso

em questao, de doencas difusas do tecido conjuntivo.
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5 OBJETIVOS DO ESTUDO

1. Comparar a sensibilidade e a especificidade de trés métodos distintos
(IDD, ELISA, HA) de imunodeteccdo de auto-anticorpos anti-ENA para o

diagndstico de doencas difusas do tecido conjuntivo;

2. Avaliar o desempenho diagndstico (valores preditivos positivo e
negativo e razdes de verossimilhanca positiva e negativa) desses métodos em
uma populacdo de pacientes com suspeita clinica de doenca difusa do tecido

conjuntivo.
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Abstract

OBJECTIVE: To compare the performance characteristics of various
techniques commonly used to detect anti-ENA (extractable nuclear antigens)
antibodies in the sera of patients suspected to have connective tissue diseases
(CTD). METHODS: We prospectively investigated 189 consecutive patients with
orders for anti-ENA from the attending physician in a university hospital.
Presence of anti-ENA antibodies was determined by three methods:
Ouchterlony's double immunodiffusion (DID) (in-house method), commercial
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (ORGENTEC Diagnostika,
GmbH) and passive haemagglutination (HA) (Virgo® Hemagen Diagnostics,
EUA). Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive
value (NPV) and likelihood ratios (LR) were calculated using as the reference
standard the clinical diagnosis of CTDs (systemic lupus erythematosus (SLE),
Sjogren’s syndrome (SS), dermatomyositis/polymyositis (DM/PM), systemic
sclerosis (SSc), rheumatoid arthritis (RA) and undifferentiated connective
disease (UCTD), defined according to standard diagnostic criteria. RESULTS:
69.3% (131/189) of the patients had a CTD, and 62 (32.8%) had diagnosis of
SLE. Anti-ENA was positive in at least one of the methods in 78 (41.3%)
patients. Sensitivity and specificity, respectively, according to the technique
were: ELISA 50.0% and 78.9%; DID 31.3% and 89.5%; and HA 40.9% and
87.7%. Positive predictive values were 88.5% for HA, 87.2% for DID and 84.6%
for ELISA, and negative predictive values were 40.5% for ELISA, 39.1% for HA

and 36.2% for DID. HA had the highest positive LR (3.33), and ELISA the
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lowest negative LR (0.63). CONCLUSION: DID, as reported, had the lowest
sensitivity to detect ARD, in contrast with ELISA, which was the most sensitive,
but least specific. However, based on the very similar predictive test values
(PPV and NPV), we believe that, at least in a moderate to high pre-test
probability, there are no significant differences on the interpretation of test

results when using ELISA, HA and DID for ENA detection.

Key words: Anti-extractable nuclear antigen antibodies, Sensitivity,
Specificity, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Passive Haemagglutination,

Double Immunodifusion.
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Introduction

Autoantibodies are a hallmark in autoimmune connective tissue diseases
(CTDs) such as rheumatoid arthritis (RA), systemic lupus erythematosus (SLE),
Sjogren's syndrome (SS), systemic sclerosis (SSc), polymyositis and
dermatomyositis (PM/DM) and are used to define diagnosis, prognosis and as
markers for diseases activity (1-3), furthermore has been demonstrated that
many autoantibodies can be detected in the serum of asymptomatic individuals

who later develop an autoimmune disease (4).

The clinical usefulness of the results depends on the quality of the
laboratory tests. Several different methods are used to detect autoantibodies
with varying specificity and sensitivity. An ideal diagnostic test has both high
sensitivity and specificity; that is, it identifies all patients with the disease (high
sensitivity) and is not positive in those who do not have the disease (high

diagnostic specificity).

Double immunodifusion (DID) was the technique used when anti-ENA
antibodies were first identified in CDTs. DID, a highly specificity method, but
due to analytical limitations it is need a high concentration of antibodies in the
patient serum to get a positive result. Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and passive haemagglutination (HA) are methods more frequently used
now in clinical laboratories. These techniques can detect very low

concentrations of antibodies and therefore are very sensitive (5-7).
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Over the last decade, new methods of performing immunology tests have
been introduced into laboratory practice, principally to facilitate the processing
of large numbers of samples. This rapid change has compounded the problems
that result when requesting clinicians are unaware of the performance
characteristics of the laboratory tests. Testing for autoantibodies to extractable

nuclear antigens (ENAS) is a good example.

The aim of the study was to evaluate the performance of DID, ELISA and

HA for anti-ENA antibodies detection in patients suspected to have CDTs.

Patients and Methods

Patients

Between January 2004 and March 2006, 206 sera were sent to the
Servico de Patologia Clinica of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(SPC/HCPA) for anti-ENA antibodies testing. The present study was conducted
among 189 sera (17 sera excluded: 12 were from patients without any clinical
information in the chart and 5 in which there was not enough serum for all
tests). All samples were tested for the presence of anti-ENA by DID, ELISA and
passive HA. Presence of CTDs was defined by chart review, performed
between 6 and 12 months after the test was ordered, according to standard
diagnostic criteria, as follows: systemic lupus erythematosus (SLE) (8),
Sjogren’s syndrome (SS) (9), dermatomyositis/polymyositis (DM/PM) (10),
systemic sclerosis (SSc) (11), and rheumatoid arthritis (RA) (12);

Undifferentiated Connective Diseases (UCTD) (13).
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Statistical analysis was performed in SPSS® v.12. Sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV) and likelihood

ratio (LR) was calculated using the presence or absent of CTDs as reference.

Methods

All tests were performed by trained lab technicians who where blinded to
all clinical information, and followed standard procedures for internal and

external quality control, who were.

ENA by Outchterlony double immunodiffusion (DID): (in house method).

All sera were screened for the presence of ENA antibodies against calf thymus
extractable nuclear antigens by DID in 0.4% agarose gels (14). The antigen
(calf thymus extract) was placed in the centre well and the serum patient in
adjacent wells The samples with precipitin lines were further studied for
identification of specific antibodies, using reference anti-SSA/Ro, anti-SSB/La,

anti-RNP and anti-Sm sera to compare the precipitin lines .

ENA by ELISA: (ORGENTEC Diagnostika, GmbH). All sera were

screened with ENA Profile kit with microwells coated with highly purified
antigens SS-A/Ro, SS-B/La, Sm and RNP/Sm and anti-human IgG horseradish
peroxidase conjugated as second antibody. Positive samples were further
studied for identification of specific antibodies with SS-A/Ro, SS-B/La, Sm and

RNP/Sm kits.

ENA by HA: (Virgo® Hemagen Diagnostics, EUA). All sera were

screened with ENA Profile kit with sensitized red cells to antigens SS-A/Ro, SS-
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B/La, Sm and RNP. Positive samples (that result agglutination patterns) further
studied for identification of specific antibodies with SS-A/Ro, SS-B/La, Sm and

RNP kits.

Results

A total of 189 patients were studied, most were women (176/189 —
93.1%), mean age of 44 (SD 17) years. Predominance of SLE 69.3% of the
patients had a CTD (131/189) and 32.8% (62/189) of these had diagnosis for

SLE. Clinical data are show in table I.

Seventy-eight patients (41.3%) were positive for anti-ENA in at least one
of the techniques. Among ENA specificities, anti-SSA/Ro was the most frequent
(27.0%, by ELISA) (table I1). The specificity and sensitivity of the three methods
to detect anti-ENA antibodies were different, being ELISA the most sensitive
(50.0%) and DID the most specificit (89.5%). However, there was no great

variation in PPV, PPN, LR+ and LR- (table IlI).

Discussion

Our study was designed following the new guidelines for studies of
diagnostic methods (15), which recommends studies with patients selected by
presenting symptoms and reporting the index test results in comparison with
diagnoses as reference standard. Most studies on the diagnostic accuracy of
autoantibodies anti-ENA have been carried out by testing samples from
selected patients with well defined clinical diseases and healthy controls (16-

18), situations where the results do not reflect real clinical practice and that tend
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to overestimate the test performance. By looking at sensitivity and specificity of
different methods of anti-ENA detection in patients suspected of having a CTD
and in whom the final diagnosis was prospectively defined, the current study
provides the information that is most clinically relevant for estimating the

probability of the disease given the anti-ENA status.

The single criterion used in this study for “clinically suspected CTD” was
the presence of a request for anti-ENA by the attending physician. Although
very imprecise, the observed high prevalences of a positive test result (41.3%)
and of the posterior diagnosis of a CTD (69.3%) indicate that this criterion was
adequate to select highly suspicious situations in clinical practice in our
university hospital. The clinical diagnosis was established by chart review
performed by an experienced rheumatologist, who could also occasionally
contact the attending physician to clarify some information. Based on the usual
time schedules for return office visits in our institution, we believe that the
follow-up time of 6 to 12 months since the anti-ENA request was sufficient for
the attending physicians complete the investigation in most cases. In some
patients in whom the definite diagnosis of a CTD could not be established
based in current classification criteria, but who had characteristics of a systemic

autoimmune disorder, the diagnosis of UCTD was made.

Our results showed the ELISA as the most sensitive and DID as the most
specific methods of anti-ENA testing in patients suspected of a CTD, as
expected considering several published case-control studies (19, 20). Results of
sensitivity and specificity are not enough to calculate the probability of diseases

for a given patient, since these indices do not consider the pre-test probabilities.
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Likelihood ratios provide more information in terms of how the posttest
probability is impacted by the test result (21). The observed values (LR+: 2.37 -
3.33, and LR-: 0.76 — 0.67) can be considered as small in comparison with the
performance of other diagnostic tests, but still potentially relevant to
demonstrate clinical utility (21). Moreover, despite the different performances in
terms of sensitivity and specificity, all three studied anti-ENA methods
presented similar positive and negative predictive values, indicating that they
have comparable diagnostic utility in clinical practice. Since these indices are
dependent on the disease prevalence, which was high in our studied sample
(69.3%) and is probably not representative of other non-academic clinical
settings, we recalculated them with lower pre-test probabilities (40% and 10%),

and still observed results that were relatively close for all three methods.

In conclusion, in a population of patients with suspected CTD the anti-
ENA test had limited diagnostic impact (low LRs) and, although there are some
differences in sensitivity and specificity between the studied methods, we do not
believe that the choice of ELISA, HA or DID can significantly change the clinical
interpretation of the results since there was little difference in their predictive

values.
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Tables

Table I: Demographic and Clinical data (n = 189)

Age (years) 44+17
Women 176 (93.1%)
Presence of CTD 132 (69.3%)

CTD diagnosis

SLE 62 (32.8)
SSc 21 (11.1%)
RA 19 (10.1%)
UCTD 20 (5.8%)
pSS 8 (4.2%)
DM 2 (1.1%)
Subtitle

Data are shown as mean + standard deviation and n (%).

CTD: connective tissue diseases; SLE = Systemic Lupus Erythematosus; RA = Rheumatoid Arthritis; SSc
= Systemic Sclerosis; UCTD = Undifferentiated Connective Diseases; pSS = primer Sjégren’s Syndrome;
DM = Dermatomyositis/Polymyositis.
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Table Il: Prevalence of autoantibodies according to methodologies

ELISA (n = 189) HA (n = 188) DID (n = 188)
Screening* 78 (41.3%) 61 (32.3%) 47 (25.0%)
Anti-SSA/Ro 51 (27.0%) 46 (24.3%) 37 (19.9%)
Anti-SSB/La 49 (25.9%) 16 (8.5%) 5 (2.7%)
Anti-RNP - 24 (12.7%) 14 (7.5%)
Anti-Sm 20 (10.6%) 16 (8.5%) 3 (1.6%)
Anti-RNP/Sm 22 (11.6%) - -

Subtitle

Data are shown as n/n total (%).

* screening reefers to the initial test made all sample to find if there was any ENA antibodies present in the
patient serum, these procedure is done in the three methods (as described above). anti-SSA/Ro, anti—
SSB/La, anti-RNP, anti-Sm: ENA autoantibodies
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Table I1I: Accuracy of anti-ENA screening in detecting a CTD by different

techniques

ELISA HA DID
Sensitivity™ 50.0 (41.5 — 58.5) 40.9 (32.5-49.2)  31.3(23.3-139.2)
Specificity™ 78.9 (68.4 — 89.5) 87.7(79.1-96.2)  89.5(81.5—97.4)
PPV® 84.6 (76.6 — 92.6) 88.5 (80.5-96.5)  87.2 (77.7 - 96.8)
NPV 40.5 (31.4 — 49.7) 39.1(30.6 —47.5)  36.2(28.2 —44.1)
LR+ 2.37 (1.39 — 4.0) 3.33(1.62-6.87) 2.97 (1.3-6.6)
LR 0.63 (0.50 — 0.78) 0.67 (0.56 — 0.8) 0.76 (0.66 — 0.88)
Subtitle

®Data are shown as % (IC 95%). PPV: positive predictive value, NPV: negative predictive value, LR:
likelihood ratio. ELISA: enzyme-linked immunoassay, HA: passive haemagglutination, DID: double

immunodifusion.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os métodos utilizados neste estudo e os resultados

obtidos no mesmo, podem ser enunciadas as seguintes conclusdes:

1) Os parametros de sensibilidade e especificidade para auto-anticorpos anti-
ENA encontrados em nossa populacédo variaram entre os métodos ELISA,
HA e IDD. Sendo ELISA o método mais sensivel e IDD o método mais

especifico.

2) O desempenho diagnéstico quando avaliado por valores preditivos (positivo
e negativo) e razdes de verossimilhanca (positiva e negativa) ndo teve

variacao clinicamente significativa entre os métodos.

3) Os valores de razdo de verossimilhanca de anti-ENA por ELISA, HA e IDD
encontrados séo classificados pela literatura como pequenos mas capazes

de causar diferencas clinicas (RV positiva 2-5 e RV negativa 0,5-0,2).
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9 ANEXOS
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Tabela 2: Frequéncia dos auto-anticorpos nas DDTC e em pacientes sem DDTC.

poTe Sem DDTC
em

Auto-anticorpos/Técnicas (nligl) SS (n=8) (El-;g’) (#5682) (né?g) DM (n=2) (n=57)
ELISA n % N % N % n % n % n %
anti-ENA (rastreamento) 7 111 4 500 5 25 44 710 5 263 1 50,0 12 211
anti-SSA/Ro 2 09 4 500 4 20 31 500 3 158 1 500 6 10,5
anti-SSAB/La 5 57 2 250 3 15 29 468 3 158 1 500 7 12,3
anti-RNPSm 0 0,0 1 125 1 5 19 306 0 00 O 00 1 1,8
anti-Sm 0O 00 O 00 1 5 19 306 0O 00 O 00 O 0,0
anti-Scl70 5 57 0 00 0O 0 2 32 2 105 0 00 O 0,0
anti-Jol 0O 00 O 00 O O0 1 16 0 00 O 00 O 0,0
IDD

anti-ENA (rastreamento) 0 0,0 4 500 2 10 31 500 4 21,1 O 0,0 6 10,5
anti-SSA/Ro 0O 00 4 500 1 5 25 403 3 158 0 0,0 4 71
anti-SSAB/La 0O 00 O OO0 O O 4 65 1 53 0 00 O 0,0
anti-RNP 0 0,0 1 125 1 5 11 177 O 00 O 0,0 1 1,8
anti-Sm 0O 00 O 00 O O 3 48 0 00 O 00 O 0,0
anti-Scl70 0 00 O 00 O O O 00 1 53 0 00 O 0,0
anti-Jol 0O 00 O 00 O O0 1 16 0 00 O 00 O 0,0
HA

anti-ENA (rastreamento) 0 0,0 4 500 6 30 41 66,1 4 21,1 0 0,0 7 12,3
anti-SSA/Ro 0O 00 4 500 5 25 31 500 3 158 0O 0,0 4 7,0
anti-SSAB/La 0 0,0 1 125 2 10 11 177 1 53 0 0,0 1 1,8
anti-RNP 0 0,0 1 125 2 10 20 323 0O 00 O 00 1 1,8
anti-Sm 0O 00 O 00 1 5 14 226 0O 00 O 00 1 1,8
anti-Scl70 0O 00 O 00 1 5 2 32 1 53 0 00 O 0,0

Lgenda DDTC: Doenca Difusa do Tecido Conjuntivo; ES: esclerose sistémica; SS: sindrome de Sjogren; DITC: doenca indiferienciada do tecido conjuntivo; LES: lupus
eritematoso sistémico; AR: artrite reumatoide; DM: dermatomiosite; ELISA: enzimaimunoensaio, HA: hemaglutinacao passiva, IDD: imunodifusao dupla; anti-ENA, anti-
SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-RNP, anti-Sm, anti-RNPSm, anti-Scl-70 e anti-Jo1: auto-anticorpos.



Tabela 3: Acurécia de anti-SSA/Ro para detec¢do de DDTC
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ELISA

HA

IDD

Sensibilidade®
Especificidade®
vPp®

vPN®

RV+

RV-

34,1 (26,0 — 42,1)
89,4 (81,5 — 97,4)
88,2 (79,4 — 97,1)
36,9 (28,9 — 45,0)
3,23 (1,46 — 7,15)

0,73 (0,63 — 0,85)

31,2 (23,9 - 39,8)
92,9 (86,3 — 99,6)
91,3 (83,1 —99,4)
37,0 (29,1 — 44,9)
4,53 (1,70 — 12,04)

0,73 (0,63 — 0,84)

25,4 (17,9 — 32,9)
92,9 (86,1 —99)

89,2 (79,2 — 99,2)
34,9 (27,2 — 42,5)
3,55 (1,32 — 9,55)

0,80 (0,71 — 0,90)

Legenda

®Dados demonstrados em % (IC 95%). VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, RV:

razdo de verossimilhanca. ELISA: enzimaimunoensaio, HA: hemaglutinagcéo passiva, IDD: imunodifusdo

radial dupla.

Tabela 4: Acuracia de anti-SSB/La para detec¢cédo de DDTC

ELISA

HA

IDD

Sensibilidade®
Especificidade®
vPp®

vPN®

RV+

RV

31,8 (23,9 — 39,8)
87,7 (79,2 — 96,2)
85,7 (75,9 — 95,5)
35,7 (27,8 — 43,6)
2,59 (1,23 — 5,41)

0,77 (0,66 — 0,90)

11,4 (5,9 - 16,8)
98,2 (94,8 — 100)
93,7 (81,9 — 100)
32,4 (25,4 — 39,3)
6,5 (0,87 — 47,9)

0,90 (0,84 — 0,96)

38(0,5-71)
100 (100 — 100)
87.2 (77.7 - 96.8)
30,9 (24,2 — 37,6)
Infinito

0,96 (0,92 — 0,99)

Legenda

®Dados demonstrados em % (IC 95%). VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, RV:

razéo de verossimilhanca. ELISA: enzimaimunoensaio, HA: hemaglutinagdo passiva, IDD: imunodifusdo

radial dupla.



Tabela 5: Acuracia de Sm para deteccéo de DDTC
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ELISA

HA

IDD

Sensibilidade®
Especificidade®
vpPp®

vPN®

RV+

RV’

15,1 (9,0 — 21,3)
100 (100 — 100)
85,7 (75,9 — 95,5)
35,7 (27,8 — 43,6)
Infinito

0,84 (0,78 — 0,91)

11,4 (5,9 - 16,7)

98,2 (94,8 — 100)
93,7 (81,8 — 100)
32,3 (25,3 - 39,3)
6,47 (0,87 — 47,8)

0,90 (0,84 — 0.96)

2,3(0-4,8)

100 (100 — 100)
100 (100 — 100)
30,6 (23,9 -37,2)
Infinito

0,97 (0,95 — 1,00)

Legenda

®Dados demonstrados em % (IC 95%). VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, RV:
razéo de verossimilhanca. ELISA: enzimaimunoensaio, HA: hemaglutinag&o passiva, IDD: imunodifuséo

radial dupla.

Tabela 6: Acuracia de RNP/Sm para deteccdo de DDTC

Legenda

ELISA

Sensibilidade®
Especificidade®
vpp®

vPN®

RV+

RV

15,9 (9,7 - 22,1)

98,2 (94,8 — 100)
95,4 (86,7 — 100)
33,5 (26,4 — 40,7)
9,06 (1,24 — 65,8)

0,85 (0,78 — 0,92)

®Dados demonstrados em % (IC 95%). VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, RV:
razao de verossimilhanca. ELISA: enzimaimunoensaio.
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Tabela 7: Acuréacia de RNP para detec¢cdo de DDTC

HA IDD
Sensibilidade® 17,4 (10,9 — 23,4) 10 (4,8 - 15,5)
Especificidade® 98,2 (94,8 — 100) 98,2 (94,7 — 100)
vpp® 95,8 (87,8 — 100) 92,8 (79,3 — 100)
VvPN® 33,9 (26,7 - 41,2) 31,9 (25 — 38,9)
RV+ 9,93 (1,37 - 71,8) 5,6 (0,75 — 41,7)
RV 0,84 (0,77 — 0,91) 0,91 (0,85 — 0,98)

Legenda
®Dados demonstrados em % (IC 95%). VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, RV:
razéo de verossimilhanca. HA: hemaglutinacdo passiva, IDD: imunodifusdo radial dupla.



