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Objetivo: O III Consenso Brasileiro para Pesquisa de Autoanticorpos em Células HEp-2 (FAN) objetivou discutir 
estratégias para controlar a qualidade do ensaio, promover a atualização das associações clínicas dos diversos 
padrões e avaliar as dificuldades de implantação do II Consenso ocorrido no ano de 2002. Métodos: Nos 
dias 13 e 14 de abril de 2007 participaram do encontro em Goiânia pesquisadores e especialistas de diversos 
centros universitários e laboratórios clínicos de diferentes regiões do Brasil, com o propósito de discutir e 
aprovar as recomendações que visam a melhores padronização, interpretação e utilização do ensaio pelos 
clínicos. Foram convidados como ouvintes representantes comerciais de diferentes empresas produtoras de 
insumos para realização do teste de FAN. Resultados e conclusão: Dada a heterogeneidade de microscópios 
e reagentes disponíveis no mercado, o III Consenso enfatizou a necessidade do controle de qualidade em 
ensaios de imunofluorescência indireta. Foram também feitas algumas adequações na terminologia utilizada 
para classificar os diferentes padrões. Finalmente, foi realizada uma atualização das associações clínicas com 
finalidade de facilitar cada vez mais o melhor uso do ensaio pelos clínicos.
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abstract
Objective: The Third Brazilian Consensus for Autoantibodies Screening in HEp-2 Cells (ANA) had as purpose the 
evaluation of difficulties in the accomplishment of the 2nd Consensus recommendations that took place in the 
year of 2002, the discussion of strategies for quality control of the assay and the discussion of an update of the 
clinical associations of the several immunofluorescent patterns. Methods: Several ANA experts from university 
centers and private laboratories in different areas in Brazil joined the workshop in Goiânia on 2007 April 13 
and 14 with the purpose of discussing and approving the recommendations for standardization, interpretation 
and use of the test by physicians. Commercial representatives of different ANA slide brands were also invited as 
listeners to the workshop. Results and conclusion: The 3rd ANA Consensus emphasized the need for quality 
control in indirect immunofluorescent assays since there is a considerable heterogeneity of available microscopes 
and reagents. It also promoted adaptations in the previously approved terminology used to classify the different 
patterns and finally updated the clinical associations of the several patterns with the purpose of providing 
guidance for interpretation of the assay by clinical pathologists and assistant physicians.
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Introdução

A pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2 
no Brasil

A medicina laboratorial tem vivenciado uma constante 
evolução científico-tecnológica que repercute nos exames 
laboratoriais, afetando parâmetros importantes para a 
interpretação clínica, como os valores preditivos positivo e 
negativo, a sensibilidade e a especificidade. Essa realidade 
pode ser ilustrada em procedimentos laboratoriais, como 
na pesquisa de anticorpos antinúcleo (ANA), pela técnica de 
imunofluorescência indireta (IFI) em células HEp-2, também 
conhecido como fator antinúcleo (FAN), hoje denomina-
do “pesquisa de anticorpos contra antígenos celulares” 
(PAAC). Trata-se de um excelente exame de rastreamento 
de autoanticorpos em soro de pacientes com suspeita de 
doença autoimune que, ao longo das últimas décadas, foi 
tecnicamente modificado, de forma a conferir sensibilidade 
progressivamente maior. Como consequência, a pesquisa 
de anticorpos contra antígenos celulares passou também 
a apresentar menor especificidade(17).

No entanto, a maior sensibilidade do teste de PAAC-IFI 
em HEp-2 trouxe algum prejuízo na especificidade, pois 
resultados reagentes são observados em amostras de alguns 
indivíduos sem evidência clínica ou laboratorial aparente 
de doença autoimune. Este cenário exige interpretação 
criteriosa dos achados sorológicos(19). A alta frequência de 
resultados positivos do teste em indivíduos saudáveis ou 
com manifestações clínicas vagas tem trazido à tona uma 
situação denominada por alguns de “síndrome do anticorpo 
antinúcleo idiopático”(17). A perda de especificidade do teste 
agravou-se também pelo fato de que uma vasta gama de 
especialistas médicos passou a utilizá-lo. Inicialmente, os 
reumatologistas e nefrologistas eram os grandes usuários 
desse exame e, em decorrência de sua familiaridade com 
o mesmo e das características de sua clientela, tinham 
maior chance de solicitar o exame a quem realmente 
tivesse quadro autoimune. Gradativamente o teste vem 
sendo solicitado por especialistas em outras áreas, como 
gastroenterologia, ginecologia, ortopedia, otorrinolarin-
gologia, neurologia, psiquiatria, entre outras. Isto reforça 
a necessidade de fundamentarmos que o ensaio deve ser 
considerado como um teste de triagem e a interpretação e 
a valorização do resultado devem estar fundamentadas no 
conhecimento da sensibilidade e especificidade do mesmo 
e no contexto clínico particular(15,13). Atualmente, o PAAC-IFI 

em HEp-2 é um exame solicitado com menos critério por 
grande variedade de especialistas, que obviamente atendem 
pacientes distintos, nos quais o diagnóstico de doença reu-
mática autoimune é menos prevalente. Portanto, a chance 
de resultados reagentes em indivíduos saudáveis ou com 
apresentações clínicas pouco expressivas tornou-se maior. 
Alguns elementos são importantes para a valorização ade-
quada do teste do PAAC-IFI em HEp-2. Em primeiro lugar, 
o exame deve ser solicitado apenas quando houver suspeita 
convincente de doença autoimune. Sua solicitação frente 
a um paciente com queixas vagas frequentemente trará 
mais confusão ao raciocínio clínico, visto que um resultado 
positivo não implica necessariamente em autoimunidade. 

Um segundo ponto a ser considerado é o título do PAAC-
IFI em HEp-2: em geral, os pacientes autoimunes tendem a 
apresentar títulos moderados (1/160 e 1/320) e elevados 
(≥ 1/640), enquanto os indivíduos sadios com PAAC-IFI em 
HEp-2 positivo tendem a apresentar baixos títulos (1/80)(37). 
Entretanto, em ambas as situações pode haver exceções(29). 
Outro ponto importante é o padrão de fluorescência, que for-
nece uma indicação da identidade do(s) autoanticorpo(s) em 
questão (21) e deve ser analisado com bastante cautela. Para 
sua caracterização será levada em consideração a experiência 
e expertise do observador, a capacidade de se reproduzir o 
padrão por parte do kit, que pode ser de diferentes fabrican-
tes, e os parâmetros técnicos relacionados com o controle 
de qualidade da imunofluorescência indireta(13).

Autoanticorpos contra alguns antígenos têm associação 
bastante específica com determinadas doenças autoimunes 
ou ao estado de autoimunidade em si, enquanto outros 
ocorrem indiscriminadamente em indivíduos autoimunes 
e não-autoimunes. Dessa forma, determinados padrões de 
fluorescência são mais específicos de doença autoimune, 
enquanto outros ocorrem com frequência em indivíduos 
sadios ou em pacientes com outras enfermidades não-
autoimunes(17).

Outro ponto a se considerar é que o nível de autoimu-
nidade fisiológica, ou basal, pode flutuar na dependência 
de sobrecargas a que o sistema imunológico seja exposto. 
Está bem demonstrada a presença de autoanticorpos desen-
cadeada transitoriamente por infecções, por medicamentos 
e por neoplasias. Tem sido demonstrada claramente alta 
prevalência de autoanticorpos em pacientes infectados pelo 
vírus da imunodeficiência humana (HIV) e por outros vírus 
linfotrópicos(31). Portanto, outra consideração a ser feita 
ante um paciente com um achado positivo de PAAC-IFI em 
HEp-2 refere-se a possibilidade de infecções virais recentes, 
uso de medicamentos e processos neoplásicos. 
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Várias evidências demonstram que os autoanticorpos 
frequentemente precedem à eclosão clínica das doenças 
autoimunes(6). Um teste de PAAC-IFI em HEp-2 positivo 
pode preceder o aparecimento clínico do LES em até nove 
anos. Cerca de 80% dos pacientes com LES apresentam 
PAAC-IFI em HEp-2 positivo antes do aparecimento dos 
primeiros sintomas. O mesmo é válido, embora em menor 
porcentagem, para os vários autoanticorpos específicos 
dessa enfermidade, como anti-DNA nativo e anti-Sm. 
Portanto, outra possibilidade a se considerar em presença 
de um achado clinicamente inconsistente de PAAC-IFI 
em HEp-2 positivo é a de que o paciente poderá vir a 
desenvolver uma doença autoimune nos próximos anos. 
No entanto, alguns indivíduos podem seguir décadas com 
autoanticorpos circulantes sem desenvolver qualquer sinal 
de enfermidade autoimune(12). 

Perante um resultado positivo de PAAC-IFI em HEp-2 é 
imprescindível que se caracterize essa reatividade, buscando 
a presença de anticorpos peculiares de patologias autoimu-
nes por meio de técnicas específicas. Essa investigação deve 
ser subsidiada pela busca de evidência clínica ou laboratorial 
de doença autoimune sistêmica. Além do exame clínico 
apurado, é importante verificar possíveis alterações em 
hemograma, urina I, proteína C-reativa (PCR) e velocidade 
de hemossedimentação (VHS), que podem ser consideradas 
extensões do exame clínico. Na dependência da apresenta-
ção clínica, pode ser válido investigar enzimas hepáticas e 
musculares. A presença de sintomas vagos, como artralgia 
e astenia, com exames laboratoriais gerais normais, não é 
suficiente para subsidiar um achado laboratorial de PAAC-IFI 
em HEp-2 em título baixo e com padrão de fluorescência 
pouco específico. Nesses casos, deve-se exercitar o bom 
senso e proceder ao acompanhamento clínico do paciente 
em consultas regulares. 

Levando-se em consideração essa problemática, os dois 
primeiros consensos contribuíram para o aperfeiçoamento 
das leituras e a interpretação dos padrões de PAAC-IFI em 
HEp-2 a partir da criação de critérios morfológicos a serem 
seguidos durante a leitura do teste. No I Consenso foram 
instituídas as árvores de classificação para os diversos pa-
drões, a partir da combinação dos critérios, formando os 
grupos principais (núcleo, nucléolo, citoplasma e aparelho 
mitótico). De fato, a grande diversidade e heterogeneidade 
de terminologia então utilizada para caracterizar os diferen-
tes padrões foi o ensejo para a realização do consenso(14).

No II Consenso foram ratificados os algoritmos de 
decisão para leitura dos padrões na imunofluorescência 
indireta vistos na primeira edição do consenso brasileiro, 

adicionando-se ainda o algoritmo para os padrões mistos. 
Tendo em vista a habilidade do teste em detectar autoantí-
genos nos distintos compartimentos celulares, e não apenas 
no núcleo, foram propostas algumas denominações para 
este exame laboratorial que expressasse a totalidade de sua 
dimensão diagnóstica:

• FAN – pesquisa de anticorpos contra componentes do 
núcleo, nucléolo, citoplasma e aparelho mitótico;

• FAN – Pesquisa de autoanticorpos;

• pesquisa de autoanticorpos (FAN e citoplasmáticos);

• pesquisa de anticorpos contra componentes do núcleo 
(FAN), nucléolo, citoplasma e aparelho mitótico;

• pesquisa de autoanticorpos – núcleo (FAN), nucléolo, 
citoplasma e aparelho mitótico;

• pesquisa de autoanticorpos contra antígenos intrace-
lulares (FAN HEp-2).

O II Consenso recomendou ainda a elaboração de laudos 
descritivos com o propósito de aprimorar a leitura da lâmina 
pelos profissionais de laboratório. O laudo deve contemplar 
os padrões de fluorescência observados em núcleo, nuc-
léolo, citoplasma, aparelho mitótico e na placa metafásica 
cromossômica, bem como o título dos respectivos padrões. 
Na Figura 1 estão representados dois exemplos de laudos, 
conforme as recomendações do consenso.

Ainda por ocasião do II Consenso foram abordadas 
informações sobre as principais associações clínicas dos 
diferentes padrões. Na Tabela estão resumidas as justifi-
cativas que fundamentaram a realização dos consensos e 

Figura 1 – Exemplos de laudos descritivos conforme as recomendações dos consensos
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as recomendações deliberadas pelos participantes. Como 
pode ser observado, após a implantação do I e II Consensos, 
surgiram dificuldades que motivaram a realização de um 
novo encontro. Na ocasião da implantação do II Consen-
so, um dos problemas observados refere-se à classificação 
do padrão nuclear homogêneo quanto à reatividade dos 
nucléolos e com relação à classificação dos padrões mistos 
englobando múltiplas reatividades dentro do mesmo grupo, 
por exemplo, um padrão com dois ou mais autoanticorpos 
contra antígenos nucleares. Outro aspecto relevante, detec-
tado após o II Consenso, foi a necessidade de alertar quanto 
à heterogeneidade dos reagentes e substratos, como, por 
exemplo, o título dos conjugados prontos para uso. Uma 
vez que alguns laboratórios não estão habituados a titular 
o conjugado contra um padrão absoluto ou consensual, 
um mesmo teste realizado em kits de marcas diferentes 
pode apresentar títulos divergentes. Isto se agrava com a 
heterogeneidade no poder de iluminação dos microscópios 
utilizados nos diversos laboratórios. Esses problemas, em 
seu conjunto, são responsáveis pela heterogeneidade de 
resultados entre os vários laboratórios e precisam ser mais 
bem discutidos. 

Finalmente, ao longo dos anos, sentiu-se necessidade 
de revisar as associações clínicas dos diferentes padrões 
estabelecidos no II Consenso. Desse modo, o III Consenso 
Brasileiro para Pesquisa de Autoanticorpos em Células HEp-2 
teve como propósito avaliar as dificuldades de implantação 
do II Consenso, ocorrido no ano de 2002, discutir estratégias 
para controlar a qualidade do ensaio e promover a atualiza-
ção das associações clínicas dos padrões de fluorescência.

Método de trabalho

O III Consenso ocorreu em Goiânia nos dias 13 e 14 
de abril de 2007, com a participação de pesquisadores e 
especialistas de diversos centros universitários e laboratórios 
clínicos de diferentes regiões do Brasil, com o propósito de 
discutir e aprovar as recomendações que visam a melhores 
padronização, interpretação e utilização do ensaio pelos 
clínicos. Representantes comerciais de diferentes empresas 
produtoras de insumos para realização do teste de PAAC-IFI 
em HEp-2 foram convidados como ouvintes.

Essa versão do consenso abordou os seguintes problemas: 
1) a necessidade de controlar a qualidade do ensaio; 2) a defini-
ção de alguns aspectos controversos na classificação proposta 
no II Consenso; 3) o relato de novos padrões de fluorescência; 
e 4) a revisão das associações clínicas. Os problemas foram 

apresentados para os componentes da assembleia e discutidos 
amplamente com vistas à obtenção de consenso entre os di-
versos participantes. As discussões foram embasadas por prévia 
revisão da literatura referente aos diversos temas, bem como 
apresentação de dados próprios pelos participantes.

Recomendações gerais

A classificação da reatividade dos nucléolos quando em 
concomitância com padrão nuclear homogêneo passa a ser 
não-reagente. O III Consenso reitera a classificação atual dos 
padrões de fluorescência nos quatro compartimentos celulares 
(citoplasma, núcleo, nucléolo e aparelho mitótico). Ademais, 
foram feitas algumas definições para situações de possível 
ambiguidade ou indefinição. Nos casos em que o núcleo é 
uniformemente corado e não se destaca a região do nucléolo, 
os membros do III Consenso entendem que não há reativida-
de precípua contra o nucléolo, portanto, o mesmo deve ser 
descrito como “não-reagente”. Obviamente, o nucléolo será 
também descrito como “não-reagente” nos casos em que o 
mesmo se mostrar não-corado. Quando da existência de um 
padrão nuclear, o nucléolo somente será descrito como “rea-
gente” quando sua coloração sobressair sobre a coloração do 
núcleo. O exemplo do laudo do padrão nuclear homogêneo 
pode ser observado no painel inferior da Figura 1.

Padrões mistos

Foi retificada a definição de padrões mistos. Foram 
categorizados como padrões mistos todos os casos em que 
a coloração de compartimentos celulares distintos (núcleo, 
nucléolo, citoplasma ou aparelho mitótico) ou de diferentes 
padrões de fluorescência em um mesmo compartimen-
to celular foi observada. Assim, por exemplo, o padrão 
NuMA-1 é considerado um padrão misto, pois cora o núcleo 
e o aparelho mitótico. Outro exemplo é representado por 
um soro com uma mistura de autoanticorpos que corem 
simultaneamente o núcleo com padrão pontilhado fino e 
padrão nuclear pontilhado centromérico.

Padrão nuclear pontilhado com pontos isolados 

O III Consenso alterou a deliberação do II Consenso quan-
to à necessidade de subclassificação do número de pontos 
no padrão nuclear pontilhado do tipo pontos isolados. Não 
mais se recomenda a denominação “maior que 10 pontos 
por núcleo” e “menor que 10 pontos por núcleo”. A deno-
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Tabela
Padrões de PAAC-IFI em HEp-2, descrição, principais autoanticorpos associados e associações 
clínicas mais frequentes

Padrões Descrição Relevâncias clínicas por autoanticorpos

Nuclear tipo 
membrana 
nuclear

O padrão é caracterizado por uma 
fluorescência em toda a membrana nuclear 
(podendo ser emitida com informação 
adicional em aspecto contínuo ou 
pontilhado). Não observamos fluorescência 
em nucléolos e citoplasma; a célula em 
divisão em todos os estágios apresenta-se 
não fluorescente. Não confundir com o antigo 
padrão periférico observado em fígado de rato 
onde o DNA de dupla hélice se encontrava 
ancorado às proteínas da membrana nuclear, 
dando seu aspecto característico.

Anticorpo contra proteínas do envelope nuclear. 
Cirrose biliar primária, hepatites autoimunes, 
raramente associado a doenças reumáticas. 
Algumas formas de lúpus eritematoso sistêmico 
e esclerodermia linear, síndrome do anticorpo 
antifosfolípide. Esse padrão pode ser observado 
em indivíduos sem evidência aparente de 
autoimunidade, principalmente quando em baixos 
títulos.
Anticorpo anti-gp210 é específico para cirrose 
biliar primária. Outros autoanticorpos associados a 
esse padrão: anti-p62 (nucleoporina), anti-lamin A, 
anti-lamin B, anti-lamin C, anti-LBP.(9)

Nuclear 
homogêneo

Nucleoplasma fluorescente de forma 
homogênea e regular. Não é possível 
distinguir a área de nucléolo e este é 
considerado não reagente. Placa metafásica 
cromossômica intensamente corada, de 
aspecto hialino, com decoração homogênea 
dos cromossomos, também positiva na 
anáfase e telófase. Citoplasma normalmente 
não fluorescente.

Anticorpo anti-DNA nativo. Marcador de lúpus 
eritematoso sistêmico.
Anticorpo anti-histona. Marcador de lúpus 
eritematoso sistêmico induzido por drogas, 
lúpus eritematoso sistêmico idiopático, artrite 
reumatoide, artrite idiopática juvenil, importante 
associação com uveíte na forma oligoarticular, 
síndrome de felty e hepatite autoimune.(35, 26)

Anticorpo anticromatina (DNA/histona, 
nucleossomo). Lúpus eritematoso sistêmico.(3)

Nuclear 
pontilhado 
grosso

Nucleoplasma com grânulos de aspecto 
grosseiro, heterogêneos em tamanho e 
brilho, sendo que sobressaem alguns poucos 
grânulos maiores e mais brilhantes (1 a 6/
núcleo) que correspondem ao corpo de Cajal, 
rico em ribonucleoproteínas do spliceossomo. 
Nucléolo, célula em divisão e citoplasma não 
fluorescentes.

Anticorpo anti-Sm. Marcador para lúpus eritematoso 
sistêmico.(32, 10)

Anticorpo anti-Rnp. Critério obrigatório no 
diagnóstico da doença mista do tecido conjuntivo, 
também presente no lúpus eritematoso sistêmico e 
esclerose sistêmica.(32)

Nuclear 
pontilhado 
fino

Nucleoplasma com granulação fina. 
Nucléolo, célula em divisão e citoplasma não 
fluorescentes.

Anticorpo anti-SS-A/Ro. Síndrome de Sjögren 
primária, lúpus eritematoso sistêmico, lúpus 
neonatal e lúpus cutâneo subagudo, esclerose 
sistêmica, polimiosite e cirrose biliar primária.(7)

Anticorpo anti-SS-B/La. Síndrome de Sjögren 
primária, lúpus eritematoso sistêmico, lúpus 
neonatal. (7)

(continuação da Tabela na próxima página) 
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Tabela
Padrões de PAAC-IFI em HEp-2, descrição, principais autoanticorpos associados e associações 
clínicas mais frequentes (continuação)

Padrões Descrição Relevâncias clínicas por autoanticorpos

Nuclear 
pontilhado 
fino denso

Nucleoplasma da célula em intérfase 
apresenta-se como um pontilhado peculiar, 
de distribuição heterogênea, nucléolo não 
fluorescente. A célula em divisão apresenta 
decoração em pontilhado intenso e grosseiro 
dos cromossomos na placa metafásica, com 
citoplasma não fluorescente.

Anticorpo antiproteína p75 (cofator de trascrição) 
denominado LEDGF/p75. É um dos padrões mais 
frequentes encontrados na rotina, cuja correlação 
clínica ainda não está bem estabelecida, sendo 
frequentemente encontrado em indivíduos 
sem evidência objetiva de doença sistêmica. 
Encontrado raramente em doenças reumáticas 
autoimunes, processos inflamatórios específicos 
e inespecíficos. Existem relatos na literatura do 
encontro desse padrão em pacientes com cistite 
intersticial, dermatite atópica, psoríase e asma.(33)

Nuclear 
pontilhado
pontos 
isolados

Nucleoplasma apresenta-se com pontos 
fluorescentes isolados (podendo ser fornecida 
como informação adicional o numero de 
pontos maior ou igual a 10 ou menos do que 
10 pontos por núcleo). Nucléolo, célula em 
divisão e citoplasma não fluorescentes.

Anticorpo anti-p80 coilina. Não possui associação 
clínica definida.(4)

Anticorpo anti-Sp100 – anti-p95. Descrito 
principalmente na cirrose biliar primária.(30)

Nuclear 
pontilhado 
centromérico

Nucleoplasma da célula em intérfase, 
apresentando-se pontilhado com um 
número constante de 46 pontos. Nucléolo 
normalmente não fluorescente, célula em 
divisão apresenta concentração dos pontos 
na placa metafásica. Citoplasma não 
fluorescente.

Anticorpo anticentrômero (proteínas CENP-A, 
CENP-B e CENP-C). Esclerose sistêmica forma 
CREST (calcinose, fenômeno de Raynaud, 
disfunção motora do esôfago, esclerodactilia e 
telangiectasia), cirrose biliar primária e síndrome 
de Sjögren. Raramente observado em outras 
doenças autoimunes. Pode preceder a forma 
CREST por anos.(22, 23)

Nuclear 
pontilhado 
pleomórfico

O nucleoplasma apresenta-se totalmente 
não fluorescente na célula em fase G1 
da intérfase, passando a pontilhado com 
grânulos variando de grosso, fino a fino denso 
na medida em que a célula evolui para as 
fases S e G2. Nucléolo e citoplasma não 
fluorescentes. Esse padrão é sugestivo de 
anticorpos anti-PCNA.

Anticorpo contra núcleo de células em proliferação 
(Anti- PCNA). Encontrado especificamente em 
pacientes com lúpus eritematoso sistêmico. (36)

Nucleolar 
homogêneo

Nucléolo homogêneo, célula em divisão e 
citoplasma não fluorescentes.

Anticorpo anti-To/Th. Ocorre na esclerose sistêmica. (38)

Anticorpo antinucleolina. Muito raro, descrito no 
lúpus eritematoso sistêmico, doença enxerto versus 
hospedeiro e na mononucleose infecciosa.
Anticorpo anti-B23 (nucleofosmina). Descrito 
na esclerose sistêmica, alguns tipos de câncer 
síndrome do anticorpo antifosfolípide e doença 
enxerto versus hospedeiro.

(continuação da Tabela na próxima página) 
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Tabela Padrões de PAAC-IFI em HEp-2, descrição, principais autoanticorpos associados e associações 
clínicas mais frequentes (continuação)

Padrões Descrição Relevâncias clínicas por autoanticorpos

Nucleolar 
aglomerado

O nucléolo se apresenta com grumos de 
intensa fluorescência (como cachos de uva). 
Citoplasma e núcleo não fluorescentes. A 
célula em divisão apresenta-se amorfa, com 
coloração delicada em volta dos cromossomos 
da placa metafásica.

Anticorpo antifibrilarina (U3-nRNP). Associado 
à esclerose sistêmica, especialmente com 
comprometimento visceral grave, entre elas a 
hipertensão pulmonar. (34)

Nucleolar 
pontilhado

Decoração pontilhada nucleolar e 5 a 10 
pontos distintos e brilhantes ao longo da 
placa metafásica cromossômica. Núcleo e 
citoplasma não corados.

Anticorpo anti-NOR 90. Inicialmente descrito na 
esclerose sistêmica. Atualmente descrito em 
outras doenças do tecido conjuntivo, porém sem 
relevância clínica definida.(34)

Anticorpo anti-RNA polimerase I. Esclerose 
sistêmica de forma difusa com tendência para 
comprometimento visceral mais frequente e grave. (34)

Anticorpo anti-ASE (anti-sense to ERCC-1). 
Frequentemente encontrado em associação a 
anticorpos anti-NOR-90. A associação mais 
frequente parece ser o lúpus eritematoso sistêmico.

Citoplasmático 
fibrilar linear

Fibras de estresses que constituem o 
citoesqueleto decoradas de forma retilínea, 
cruzando toda a extensão da célula e não 
respeitando os limites nucleares. Núcleos e 
nucléolos não fluorescentes.

Anticorpo antiactina. Encontrado em hepatopatias: 
hepatite autoimune, cirrose.
Anticorpo antimiosina. Hepatite C, hepato-carcinoma, 
miastenia gravis. Quando em títulos baixos ou moderados 
podem não ter relevância clínica definida.(1,28)

Citoplasmático 
fibrilar 
filamentar

Decoração de filamentos com acentuação uni 
ou bipolar em relação à membrana nuclear. 
Núcleos e nucléolos não fluorescentes.

Anticorpo antivimentina e antiqueratina. Anticorpo 
antiqueratina é o anticorpo mais importante em 
doença hepática alcoólica. Descritos em várias 
doenças inflamatórias e infecciosas. Quando 
em títulos baixos ou moderados podem não ter 
relevância clínica definida.(27)

Citoplasmático 
fibrilar 
segmentar

Apenas segmentos curtos das fibras de 
estresse se encontram fluorescentes. Núcleo 
e nucléolos negativos. Nas células em 
divisão, podemos observar eventualmente 
múltiplos grânulos intensamente 
fluorescentes que correspondem à forma 
globular das proteínas do citoplasma.

Antialfa-actinina, antivinculina e antitropomiosina. 
Anticorpos encontrados na miastenia gravis, 
doença de Crohn e colite ulcerativa. Quando 
em títulos baixos ou moderados podem não ter 
relevância clínica definida.(27)

Citoplasmático 
pontilhado 
polar

Esse também é um laudo obrigatório, pois 
evidencia cisternas do aparelho de Golgi. 
A decoração é apenas citoplasmática em 
pontos agrupados de situação perinuclear, 
normalmente em apenas um pólo nuclear. 
Núcleo, nucléolo e célula em divisão não 
fluorescentes.

Anticorpo antigolginas (cisternas do aparelho de Golgi). 
Raro no lúpus eritematoso sistêmico, síndrome 
de Sjögren primária e outras doenças autoimunes 
sistêmicas. Relatado em ataxia cerebelar idiopática, 
degeneração cerebelar paraneoplásica e infecções 
virais pelo vírus Epstein Barr (EBV) e pelo vírus da 
imunodeficiência humana (HIV). Quando em títulos 
baixos ou moderados podem não ter relevância 
clínica definida.(31,40)

(continuação da Tabela na próxima página) 
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Tabela Padrões de PAAC-IFI em HEp-2, descrição, principais autoanticorpos associados e associações 
clínicas mais frequentes (continuação)

Padrões Descrição Relevâncias clínicas por autoanticorpos

Citoplasmático 
pontilhado 
pontos 
isolados

Pontos definidos de número variável por toda 
a extensão do citoplasma. Núcleo, nucléolo e 
célula em divisão não fluorescentes.

Anticorpo anti-EEA1 e antifosfatidilserina. Não há 
associações clínicas bem definidas.
Anticorpo anti-GWB. Associado à síndrome Sjögren 
primária, embora observado também em diversas 
outras condições clínicas.(18)

Citoplasmático 
pontilhado 
fino denso

Fluorescência de pontos finos, densos e 
confluentes, chegando à quase homogeneidade. 
O núcleo não está corado, mas pode ou não 
apresentar uma leve decoração homogênea na 
área do nucléolo. A célula em divisão é não 
fluorescente. No caso de haver fluorescência 
concomitante de citoplasma e nucléolo, o 
padrão é classificado como misto.

Anticorpo anti-PL7/PL12. Esse padrão de 
fluorescência pode raramente estar associado a 
anticorpos encontrados na polimiosite.(38)

Anticorpo antiproteína P-ribossomal. Esse 
padrão ocorre no lúpus eritematoso sistêmico 
e está particularmente associado ao anticorpo 
antiproteína P-ribossomal.(8)

Citoplasmático 
pontilhado 
fino

Pontos definidos em grande número e 
densidade, célula em divisão e nucléolo não 
fluorescentes.

Anticorpo anti-histidil t RNA sintetase (Jo1). 
Anticorpo marcador de polimiosite no adulto. 
Descrito raramente na dermatomiosite. Outros 
anticorpos anti-tRNA sintetases podem gerar o 
mesmo padrão.(38)

Citoplasmático 
pontilhado 
reticulado

Fluorescência em múltiplos pontos dispostos sob 
forma de retículo irradiando a partir da periferia 
do núcleo por todo o citoplasma. Núcleo, 
nucléolo e célula em divisão não fluorescentes.

Anticorpo antimitocôndria. Marcador da cirrose 
biliar primária. Raramente encontrado na esclerose 
sistêmica. Devido ao encontro relativamente 
comum de padrão assemelhado e não relacionado 
a anticorpos antimitocôndria, é fundamental a 
confirmação por teste específico.(2,11)

Aparelho 
mitótico tipo 
centríolo

Ponto fluorescente isolado no citoplasma em 
um polo na célula em repouso (intérfase) que 
se divide em dois e migra ao polo oposto do 
núcleo à medida que a célula entra em divisão.

Anticorpo antialfa-enolase. Em baixos títulos não 
têm associação clínica definida. Em altos títulos 
pode estar associado à esclerose sistêmica.(16)

Aparelho 
mitótico 
tipo ponte 
intercelular

Antígenos que formam a união entre células 
mãe/filha ao final da telófase. Podem ser 
observados com fluorescência intensa na 
ponte citoplasmática que sofrerá clivagem ao 
final da divisão celular.

Anticorpo antibeta-tubulina. Podem ser encontrados 
no lúpus eritematoso sistêmico e na doença mista 
do tecido conjuntivo. Outros anticorpos ainda 
não bem definidos podem gerar o mesmo padrão. 
Associado a diversas condições autoimunes com 
baixa especificidade tendo relevância clínica 
somente em altos títulos.(5)

Aparelho 
mitótico tipo 
fuso mitótico 
(NuMa-2)

Células em intérfase se encontram não 
fluorescentes em todas as suas estruturas. 
Há decoração extensa e grosseira nos 
pólos mitóticos das células em metáfase 
e as pontes intercelulares são positivas na 
telófase. Citoplasma não fluorescente.

Anticorpo anti-HsEg5/NuMA-2. Associado a 
diversas condições autoimunes com baixa 
especificidade, tendo relevância clínica somente 
em altos títulos.(39)

(continuação da Tabela na próxima página) 

Francescantonio, P. L. C. et al. III Consenso Brasileiro para Pesquisa de Autoanticorpos em Células HEp-2: perspectiva histórica, controle de qualidade e associações clínicas
• J Bras Patol Med Lab •  v. 45 • n. 3 • p. 185-199 • junho 2009



193

Tabela Padrões de PAAC-IFI em HEp-2, descrição, principais autoanticorpos associados e associações 
clínicas mais frequentes (continuação)

Padrões Descrição Relevâncias clínicas por autoanticorpos

Misto do 
tipo nuclear 
pontilhado 
fino com 
fluorescência 
do aparelho 
mitótico

As células em intérfase apresentam o 
núcleo corado como um pontilhado bem 
fino, geralmente em alto título. Células 
mitóticas em metáfase e anáfase apresentam 
colocação bem definida e delicada da região 
pericentrossômica e das partes proximais do 
fuso mitótico. Na telófase já se vê novamente 
a coloração pontilhada dos núcleos 
neoformados e não se vê coloração da ponte 
intercelular.

Anticorpo anti-NuMa1. Associado à síndrome de 
Sjögren, podendo ocorrer também em outras 
condições autoimunes ou inflamatórias crônicas. 
Quando em títulos baixos ou moderados, pode não 
estar associado à evidência objetiva de doença 
inflamatória sistêmica.(5)

Misto do 
tipo nuclear 
pontilhado 
grosso e 
nucleolar 
homogêneo

Células em intérfase apresentam o núcleo 
corado como pontilhado grosso e o nucléolo 
corado de forma homogênea. Na metáfase há 
coloração ao redor da placa metafásica.

Anticorpo anti-KU. Marcador de superposição, 
polimiosite e esclerose sistêmica. Podem ocorrer 
no lúpus eritematoso sistêmico e esclerodermia.(20)

Misto do 
tipo nuclear 
e nucleolar 
pontilhado 
fino com placa 
metafásica 
corada

Células em intérfase apresentam o núcleo 
corado de forma pontilhada fina e o nucléolo 
sobressai também com padrão pontilhado 
fino. Na metáfase, a placa metafásica 
apresenta padrão pontilhado fino.

Anticorpo anti-DNA topoisomerase I (Scl-70). 
Associado a esclerose sistêmica forma difusa, em 
que indica formas de maior comprometimento 
visceral. Mais raramente pode ocorrer na síndrome 
CREST e superposição.(25)

Misto do 
tipo nuclear 
pontilhado 
fino e 
nucleolar 
pontilhado

Células em intérfase apresentam o núcleo 
corado de forma pontilhada fina delicada e 
sobressaindo o nucléolo corado com padrão 
pontilhado (pontos individuais). O citoplasma 
não é corado. Na metáfase, observam-se 
cinco a 10 pontos isolados e brilhantes na 
placa metafásica, correspondentes às regiões 
organizadoras de nucléolo (NOR).

Anticorpos anti-RNA polimerase I e II. Esses 
dois autoanticorpos usualmente aparecem em 
combinação, sendo a RNA pol I responsável pela 
distribuição nucleolar e em NOR, enquanto a RNA 
pol II responde pela distribuição nuclear. Anti-RNA 
pol I é considerado marcador de esclerose sistêmica 
e anti-RNA pol II aparece em diversas condições 
autoimunes.(25)

Misto do tipo 
citoplasmático 
pontilhado 
fino denso a 
homogêneo 
e nucleolar 
homogêneo

O núcleo é totalmente não corado e o 
nucléolo é corado fracamente. O citoplasma 
apresenta intensa coloração com pontilhado 
muito fino e muito denso, quase homogêneo. 
As células mitóticas não são coradas.

Anticorpo anti-rRNP (antiproteína P ribossomal). 
Marcador de lúpus eritematoso sistêmico e mais 
frequentemente relacionado à psicose lúpica. 
Também parece estar associado à atividade da 
doença.(8,24)

minação do padrão ficou estabelecida como “padrão nuclear 
pontilhado do tipo pontos isolados”. Essa mudança decorre 
do fato de que o número de corpos nucleares corados por 
anticorpos anti-p80-coilina e anti-sp-100 sofre considerável 
variação conforme o substrato celular em uso. Embora o 

observador experiente consiga, na maioria dos casos, sugerir 
com segurança o autoanticorpo mais provável, o número de 
pontos por núcleo não é um critério absoluto. Esta alteração 
foi implementada na árvore de classificação dos padrões 
nucleares, conforme pode ser observado na Figura 2.
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Padrões não-caracterizados ou com 
características novas

O III Consenso reconhece que há padrões não carac-
terizados ou com características não-definidas, conforme 
a classificação existente. Nesses casos, a recomendação é 
que se descreva morfologicamente o padrão observado, 
que se acrescente uma observação especificando que o 
mesmo não faz parte da nomenclatura do consenso e que 
suas associações imunológicas e clínicas ainda não estão 
definidas. Recomenda-se fortemente que o suposto novo 
padrão seja testado e confirmado em kit comercial de marca 

diferente daquela em que originalmente se observou o 
padrão, evitando assim que condições artefatuais induzam 
uma falsa interpretação.

Dois novos padrões de fluorescência foram comunicados 
por participantes do III consenso e vários outros membros 
testemunharam já haver observado esses padrões. O pri-
meiro refere-se a um padrão nuclear pontilhado fino, apro-
ximando-se da textura homogênea e com placa metafásica 
corada da mesma forma. Sua associação clínica e identidade 
imunológica não estão definidas. Sua importância deriva 
do fato de que pode ser facilmente confundido com o 

Figura 2 – Árvores de classificação dos padrões nucleares, nucleolares, citoplasmáticos, do aparelho mitótico e mistos
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padrão pontilhado fino denso e com o padrão homogêneo 
(Figura 3). O segundo refere-se a um padrão citoplasmá-
tico em forma de pequenos bastões (rods) e círculos (rings) 
que, aparentemente, está associado à infecção pelo vírus da 
hepatite C (HCV). Há estudos em curso por alguns grupos 
de pesquisa com a finalidade de estabelecer sua identidade 
imunológica (Figura 4). Como ainda não estão definiti-
vamente caracterizados, esses dois novos padrões foram 
considerados preliminares e o III Consenso recomendou 
que os mesmos fossem completamente caracterizados e 
apresentados na próxima versão do consenso.

Substratos à base de células geneticamente 
modificadas

O III Consenso não realizou estudos sistematizados com 
substratos geneticamente modificados, sendo este estudo 
possível objeto de debate nos próximos encontros. 

Controle de qualidade

O III Consenso recomenda e incentiva a busca por progra-
mas de controle de qualidade. Essa recomendação visa fazer 
frente às dificuldades em garantir a qualidade do teste, dada a 
necessidade de profissionais com treinamento especializado, 
heterogeneidade dos kits comerciais e não-padronização de 
equipamentos ópticos entre laboratórios. Entre os progra-
mas de qualidade institucionais, foram citados o do College 
Of American Pathologists (CAP) e o programa educativo 
PAAC-IFI em HEp-2 da Controlab. Também foram citados 
programas e reagentes para controle de qualidade de em-

presas privadas, como o PCQAUTO da GMK Diagnósticos, 
o Conexão HEp-2 da Hemagen Diagnósticos e a lâmina 
FITC-QC® da ALKA Tecnologia em Diagnósticos.

Figura 3 – Padrão nuclear pontilhado fino tendendo a homogêneo (B). As células apre-
sentam nucleoplasma com textura de tendência homogênea e placa metafásica corada. 
Pode ser confundido com o padrão nuclear pontilhado findo denso (C), porém não é 
positivo para a proteína de 75Kda e para ser observado o padrão nuclear homogêneo. 
Imagens obtidas por imunofluorescência indireta em células Hep-2

Figura 4 – Padrão citoplasmático com fluorescência em forma de bastões e anéis (rods 
and rings). Aparentemente associado à infecção pelo HCV e tratamento com interferon. 
Os antígenos alvos desses anticorpos ainda estão sendo definidos
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Um ponto considerado fundamental pelos membros 
do consenso foi a necessidade de realização da titulação 
do conjugado por parte dos laboratórios como medida es-
sencial para ajustar a quantidade do ensaio. Esta medida foi 
formalmente recomendada e teve como objetivo adequar 
a orientação do I Consenso, que sugeria a diluição de 1/40 
como triagem, o que gerou muita dúvida em sua execução, 
tendo em vista a heterogeneidade de equipamentos para 
a leitura do teste nos laboratórios. Visando adequar essa 
inconformidade, o III Consenso recomenda como etapa 
primordial para a realização do controle de qualidade a titu-
lação do conjugado a partir do uso de soros de referência. A 
titulação do conjugado com base no soro de referência per-
mite equiparar os resultados obtidos em diferentes serviços 
utilizando microscópios com diferente potência da lâmpada. 
Foi ressaltado ainda que esse procedimento deve ser realizado 
para cada novo kit de lote diferente. A manutenção dessa 
titulação nos kits do mesmo lote pode ser realizada a partir 
do uso de controles de baixa intensidade. Nesse quesito, 
ressalta-se a utilidade de lâminas comerciais com microesferas 
pré-calibradas para diversas intensidades de fluorescência 
e que podem ser utilizadas para treinamento e calibração 
interna da leitura. Para promover a melhoria na qualidade 
dos diversos serviços e garantir a obtenção de resultados 
fidedignos, o III Consenso recomenda adesão de todos os 
laboratórios aos programas de controle de qualidade. 

É de fundamental importância recordar que a reação de 
IFI depende de cinco fatores: o sistema óptico (microscópio), 
a potência da lâmpada (20, 50 ou 100W), a concentração 
do conjugado, os soros controles de reatividade mínima 
(1/80) e o observador.

A concentração do conjugado permite equiparar sistemas 
ópticos diferentes, lâmpadas de potências diferentes e a 
capacidade de interpretação do observador, por exemplo: 
se a potência da lâmpada é baixa, é recomendada a utili-
zação de um conjugado mais concentrado para se obter a 
mesma fluorescência de uma lâmpada de potência maior. 
Para estabelecer a concentração ideal do conjugado (título 
do conjugado), devemos utilizar a técnica de titulação em 
bloco em que várias diluições do conjugado são cruzadas 
com diversas concentrações de um soro de referência, pro-
curando a maior diluição do conjugado capaz de reproduzir 
o título nominal do soro de referência.

O soro de referência pode acompanhar o kit pronto e o 
laboratório passará a se referenciar a sistema óptico, lâmpada 
e leitor, de acordo com o padrão estabelecido pelo fabricante. 
O soro de referência pode também ser adquirido comercial-
mente, obtido de instituições de controle de qualidade ou 

ainda o laboratório poderá enviar o seu soro a um outro la-
boratório de sua referência e, de posse dos resultados, passar 
a se referenciar a esse laboratório. Uma vez feita a primeira 
referência, ele poderá armazenar semanalmente alíquotas 
de soros de títulos determinados no próprio laboratório. O 
procedimento de titulação do conjugado está representado 
na Figura 5.

Figura 5 – Representação esquemática da titulação do conjugado

É recomendado que o laboratório mantenha em sua 
soroteca amostras para controle com título de reati-
vidade mínima (por exemplo: 1/80), a serem diluídas 
em 1/40, 1/80, 1/160 e 1/320. A cada bateria diária o 
laboratório deverá processar o controle baixo e deverá 
considerar a bateria válida se a variação de títulos for 
de mais ou menos uma diluição. Se for observada 
inconformidade do controle, por exemplo se uma 
amostra com título médio de 1/80 apresentar-se como 
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negativa, a bateria deverá ser invalidada. Utilizando o 
controle de reatividade mínima (1/80), uma bateria 
de testes somente será validada com a leitura de um 
título a mais ou a menos de 80. No caso de ocorrer 
queda superior a um título, é provável que o sistema 
tenha entrado em instabilidade. Recomenda-se, então, 
que seja verificado primeiramente se houve problema 
na alíquota armazenada, nesse caso repetindo o teste 
com a alíquota armazenada na semana anterior. Se 
ao término da repetição o título encontrado foi o 
previsto, chegaremos à conclusão de que a alíquota 
do controle em uso havia se deteriorado. Se a nova 
alíquota apresentou também queda do título de mais 
de uma diluição, deveremos checar o sistema óptico 
(deterioração do filtro UV, inundação da objetiva com 
glicerina tamponada e desempenho da lâmpada). Caso 
não seja encontrada alteração nesses componentes e 
no número de horas de uso da lâmpada, a causa mais 
provável será degradação do conjugado, que deve 
então ser submetido a novo processo de titulação, 
como descrito anteriormente. Na Figura 6 está re-
presentado o fluxograma do controle de qualidade 
diário das reações.

Como recomendações importantes para manutenção 
do controle de qualidade adequado temos:

Figura 6 – Fluxograma geral do controle de qualidade das reações

• a realização do controle do conjugado a cada 15 dias 
e nova titulação sempre que um novo kit for aberto;

• checagem rotineira das objetivas e dos filtros do 
microscópio que interferem na definição do título do 
conjugado;

• além da checagem do tempo de lâmpada, é ne-
cessário checar se a lâmpada está centrada. Isso pode 
ser feito utilizando uma folha de papel branca colocada 
na mesa do microscópio e observado com objetiva de 
10 se a lâmpada está centrada. Caso seja observado 
escurecimento de parte do campo, o manuseio dos 
botões de centragem direita e esquerda, superior e 
inferior e foco da lâmpada deverão ser acionados a fim 
de realizar o ajuste.

Associações clínicas e descrição dos padrões

O III Consenso conduziu ampla discussão para vali-
dação e reavaliação das associações clínicas e imunoló-
gicas referentes aos padrões de PAAC-IFI em HEp-2. As 
recomendações advindas dessa atividade estão listadas 
na Tabela anterior. 

Em sua vasta maioria, as associações anteriormente 
descritas foram acordadas por unanimidade entre os 
participantes do consenso. Nos raros casos em que não 
houve unanimidade, acatou-se a opinião majoritária. 

Essa iniciativa reflete a vigorosa atividade de pesquisa no 
campo de autoanticorpos em geral, e de anticorpos antinú-
cleo em particular, em nosso país. Deve ser enfatizado que 
essa atividade tem proporcionado uma evolução progressiva 
e marcante de nossa comunidade científica e profissional, 
firmando uma posição nacional independente com relação 
à forma de realizar e interpretar o ensaio para determinação 
de autoanticorpos em células HEp-2. Essa característica tem 
beneficiado também os clínicos que lançam mão desse exa-
me laboratorial e, por conseguinte, os pacientes que a eles 
recorrem. Finalmente, é necessário que fique claro que esse 
é um processo de amadurecimento contínuo e progressivo e 
que o mesmo depende da interação de toda a comunidade 
envolvida com as várias etapas do processo.
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