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P — probabilidade dos testes solicitados darem
resultados falsos positivos (1)

P=1-(1-0,05)"
* 0,05 =5% de probabilidade = Percentil 5 (P5)
*n = n°teste realizados

N° testes % falsos positivos
1 5%
5 23% Ulisses
10 40% syndrome
12 46%o
15 54%
20 64%o

1. Shulkin D J, DeTore A W. When laboratory test are abnormal and the patient feels fine.
Hospital Practice 1990;July 15:85-92
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A analogia da Odisseia de Ulisses com os maus
caminhos, enganos, e sacrificios passados por estes
pacientes, ... levou a denominar de Sindroma de
Ulisses esta forma de iatrogenia, caracterizada por:

- extensivas e desnecessarias investigacoes,

- resultantes da tentativa de esclarecimento de
achado insignificante:

e clinico,

 laboratorial ou

* de imagiologia.

Salgado M., Fonseca N. A Sindrome de Ulisses. Saude Infantil 1993;15:83-4
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Sistema HLA
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Figure 1. Location and Crganization of the HLA Complex on Chromosome 6.

NEJM 2000; 342(10):702-9



Papel do HLA-B27 Inducao de Doenca

Defeitos na capacidade de destruicao Papel protetor contra alguns virus
de gérmen intra-celulares: - SIDA
- Salmonella - Hepatite C—cura espontanea
. . VIRAL PROTECTION < i
- Yersinia ?/ .27 i : - influenza 12
- Shigella ' _ JEN
. high enzymatic activi . > ow enzymatic activi

- Chlamydia 2 ol e

(ASqrisk haplotypes) r (AS-protective haplotypes)

[\ \""’ orry) |\

Aberrant peptidome RApz r f Normal peptidome e Nao se sabelll

—"

# B27 abnormal antige
presentation

, . i * Mimetismo antigénico?
Trigger de artrite reactiva

* Mecanismo autoinflamatorio?

#* B27 misfolding

#* B27 homodimers

AUTOIMMUNITY
AUTOINFLAMMATION

* Modificacao da capacidade
HEALTH natural killer?3

|

|

1. Vitulano C eta al. The interplay between HLA B27 and ERAP1/ERAP2 aminopeptidaes: from anti-viral protection to spondyloarthritis. Clin Exp Immunol 2017,;190:281-90
2.  Garcia-Kutzbach A te al. Reactive arthritis: update 2018. Clin Rheumatol 2018;37:869-74.
3. Bodis G et al. Role of Human Leucocyte Antigens (HLA) in autoimmune diseases. Rheumat Ther 2018;5:5-20



5- Local inflammation

1- Invasion

2-Mucosal immune

: -
3 o
o
4- Cellular homing and
traffic of bacteria/antigen

HLA-B27
misfolding
induce UPR

= Pathogenic bacteria

& APC

@ Tcell

&* HLA-B27/p2-m/peptide
= Non-canonical forms of HLA-B27

Figure 1. Model of ReA pathogenesis. (1) Pathogenic bacteria attach and invade the intestinal epithelium. HLA-B27 in anti-
gen presenting cell (APC) such as macrophages may be responsible for bacterial persistence; (2) In mesenteric lymph node
(MLN), APC could present arthritogenic peptides through HLA-B27 to CD8’ T cells, or HLA-B27 itself could be recognized
through killer immunoglobulin receptor (KIR)3DL2 on CD4" T cells. Moreover, HLA-B27 misfolding induces an unfolded
protein response (UPR): (3-4) APC with non-active bacteria or with bacterial antigens, and T cells disseminate within pe-
ripheral blood and eventually reach the joint; (5) In the target joint, gut derived APC and T cells induce immune response
with IFN-y and IL-17 production, recruitment of other cells and induction of mesenchymal cells activation, which enhance
and sustain inflammation.

Cargnelutti E te al. Reactive Arthritis: From Clinical Features to Pathogenesis.
Intern J ClinMed 2013;4:20-30



Subtipos HLA-B27

* Grande polimorfismo genotipico e fenotipico
* Existem pelo menos 132 alelos e > 117 subtipos'?3

* Variedade diferente de subtipos de populacao para populacao. Ex:
e B*27:05 mais comum entre caucasianos
e B*27:02 comum nos povos Mediterraneos
e B*27:03, *27:06, *27:09 — sao protetores
* Maior risco SpA: B*27:01; 02; 04; 05; 07; 08; 10; 13, 14, 15, 19, 25.

1. Bodis G et al. Role of Human Leucocyte Antigens (HLA) in autoimmune diseases. Rheumat Ther 2018;5:5-20
2. Nicknam MH et al. Determination of HLA-B27 subtypes in Iranian patienets withs ankylosing spondiltis, Iran J Allergy Asthma Immunol 2008;7(1):19-24
3. Garcia-Kutzbach A te al. Reactive arthritis: update 2018. Clin Rheumatol 2018,37:869-74



HLA-B27 positivo na Populacao Normal
| %dePositividade _

Papua New Guinea /nativos Canada 50-53%
Escandinavia 14-16%
Caucasianos 6-10%
China 2-8%
Arabes 2-5%
Afro-Americanos 2-4%
Japao 0,4%
Arborigenes Australia / indios Amér. Sul 0%

1. Bodis G et al. Role of Human Leucocyte Antigens (HLA) in autoimmune diseases. Rheumat Ther 2018;5:5-20.

2. Kopplin LJ et al.Review of the Year: Epidemiology of HLA-B27 associated ocular disorders. Ocul Immunol Inflam 2016:00(00):1-6
DOI: 10.1080/09273948.2016.1175642



HLA-B27 positivo
| ‘dePositividade _

Espondilite Anquilosante =90%*

Sindrome de Reiter 80%*!
Artrite psoriatica 30-60%?
Artrite reactiva 30%3
Artrite Idiopatica Juvenil 27- 61%*>
Populacao normal caucasiana 6-10% (=8%)1

Prevaléncia das Espondiloartropatias nas populacdo em geral = 0,4-1,3%!

Risco de desenvolver artrite reativa = 5 a 10 vezes maior que populacdo em geral *

1.  Bodis G et al. Role of Human Leucocyte Antigens (HLA) in autoimmune diseases. Rheumat Ther 2018;5:5-20.

2.  Queiro R, et al. HLA-B27 and psoriatic disease: a modern view of an old relationship. Rheumatology 2016,;55:221-9.

3. Garcia-Kutzbach A te al. Reactive arthritis: update 2018. Clin Rheumatol 2018;37:869-74.

4. Sristva R et al. HLA B27 typing in 511 children with juvenile idiopathic arthritis from India. Reumatol Int 2016,36:1407-11.

5. Zuber Z et al. Prevalence of HLA-B27 antigen in patients with juvenile idiopathic arthritis. Reumatologia 2015,53:125-30.



HLA-B2/ nas Alls

Doentes Oligo Poli FR+ | Psoriatica Indiferen
Realizaram ciada
Tipag. HLA-B27

india (511)1 310/511 274 /312 3/29 15/57 8/50 6/9 0/44 4/10
Prevaléncia 61% 88% 10% 26% 16% 67% = 40%
Polénia (383)2 104/383 31/202  11/75 1/7 4/8 0/14 13/15
27% 71% 15% 15% 14% 50% S 87%

Portugal (194)3 58/194 46/55 0/75 0/26 0/4 0/14 0/0 12/19
Prevaléncia 30% 84% - - - - - 63%

1. Srivastava R et al. HLA B27 typing in 511 children with juvenile idiopathic arthritis from India. Rheumatol Int 2016;36:1407-11.
2. Zuber Z et al. Prevalence of HLA-B27 antigen in patients with juvenile idiopathic arthritis. Reumatologia 2015,;53:125-30.
3. Salgado M, Estanqueiro P. Casuistica do HPC-CHUC 1987-2018 (HLA-B27 em 192 das 585 Alls — 1979 a 2018).



The psoriatic complex

Artrite Psoriatica v

Psoriasis

E também um marcador genético de
doenca articular em doentes com

psoriase HLA-C*06 € > HLA-B*27
E um marcador de doenca na artrite v l

e sy 3-10"%n S o
psoriatica (APs) i “I"”
HLA-B*27 mais comum em APs com ba .

envolvimento axial

HLA-B*38 e B*39 estd aumentado na ; ‘

pOhartrlte pe rlfé rica. Disecase features: Disease features:
Early onset psoriasis Early onset of joint disease
Long psoriasis-arthritis latency Short psoriasis-arthritis latency
Family history of psoriasis Axial disease
More extended skin disease Dactylitis
Uweitis
Male predominance
Poor prognosis

Two main phenotypes might be recognized in psoriatic disease, according to the presence of HLA-C*06 and B*27.
Approximately 10-20% of psoriasis patients develop PsA. HLA-C*06 is present in ~30% of PsA patients and 60% of
psoriasis patients, whereas B*27 is present in ~20% of PsA and 5% of psoriasis patients. Among psoriasis patients,
5-10% of C*06-positive patients develop PsA, whereas 30-60% of B*27-positive subjects develop PsA.

Queiro R, et al. HLA-B27 and psoriatic disease: a modern view of an old relationship. Rheumatology 2016;55:221-9



[ ® AlJs: Critérios de Diagnésticos ]

Artrites Idiopaticas Juvenis

i - - -
 Sistémica ‘fJ Oligoarticular E} Poliarticular factor reumatdide negativo
b . . # Artrite - = 1 articulacio 1 Nos primeiros 6 meses doenga: 1} Nos primeiros 6 meses doenga:
7 Su tIpOS. W Febre = 14 dias { Artrite fixa = 6 semanas ¢ Artrite fixa = G semanas
. ’ . # > 1 dos seguintes sinais: {31a4 articulactes =5 articulacfes
- 1. Sistemica 3.1 ® Exantema macular Apés os primeiros 6 meses: £ Factor Reumatdide Ighl negativo
_ 2 O|| 0a rticu Ia r 3.2 g.ﬂxdennmegah?; generalizadas 1 {3 Oligoarticular persistente 1 Exclustes (critérios exclusao AlJ poli FR neqg):
. g 3.3 @ Esplenomegalia Se sempre =4 articulacies Cra) ®b) Do) Od) e
K . /. . 3.4 Ct Hepatomegalia 2 {3 Oligoestendida
- 3. Poliarticular Fator Reumatdide Negativo 350 Serosite Se omyalamento = 5 ariculagaes || & Polianticular factor reumatoide positivo
. . ;. - {} Pericardite - ) Nos primeiros 6 meses doenga:
- 4, Poliarticular Fator Reumatadide Positivo O Peritonite €3 Artrite > 6 semanas
. . . % Pleurite {}= 5 articulacies
- 5 Artrlte ASSOCIada d E ntesite ) Exclustes (critérios exclusdo Alls): {Z ExclusGes (critérios exclusdo .&IJG}} o Factor Reumatdide Ighl DUS'“VG
A -
_ 6 Psoria'tica Ca) ®p) 0o Od Ca) ®p) Co Co O 2 Exclusoes (criterios exclusao Al poli FR pos):
. a) ®b) o) Cre)
1 1 o) o~ - o~
- 7.Ind |fe renciada (220 A)) ) Artrite associada a Entesite (AAE) £ Psoriatica @ Indiferenciada
{} Artrite fixa = 6 semanas 1 {3 Artrite fixa = 6 semanas ) Artrite fixa = 6 semanas
i Entesite * 2 O Psoriase > gr\lenhum outro tipo
ey s e ~ . = 2tipos
Critérios de exclusao B) . {7 Artrite = 6 semanas ou {2 Entesite 7% Entesite
. . {1+ =2 de; i} Artrite = § semanas + &3 Oligoarticulsr
- Artrlte eémra paZ > 6 anos de |dade 1 Sensibilidade das sacro-iliacas efou D+=2de L3 FoliFR negativo
_ dor inflamatdria na coluna: {7 Dactilite gpahfg positive
- HLA'BZ7 pOS|t|VO 2 @ HLA B27 positivo 2 Pitting ungueal efou @E:;'i:t';‘témim
3 Artrite, rapaz, inicio =6 anos ldade 2} Psoriase familiar 12 grau '

4 2 Uveite anterior aguda

5 { Familar 1° Grau com = 1 das seguintes: .+ Exclusfes (critérios exclus3o
1 £ Espondilite anquilosante Al Psoriatica):
2 3 Artrite associada a entesite ®b) o) Od) e)
3 {2 Sacroileite + Dl intest Crdn.

4 {3} Artrite reactiva .} a) Critério de exclusdo # b) Critério de exclusdo
5 2} Uveite aguda 3 Psorfase no doente, ou {3 Artrite, rapaz, inicio =6 anos |dade
Y ExclusBes (critérios exclusSo AAE): £ Psoriase em Familiar do 1° grau: @ HLA B27 positivo
Tia) D Se) | |
L -~
i ¢} Critério de exclusio . d) Critério de exclusio 2 e) Critério de exclusio
{ Familiar do 1° grau com: {2 Factor Reumatdide gl Positivo 2 Manif. sistémicas das Alls
1 Espondilite anquilosante (2 X positivo em 2 avaliacfies ® Febre > 14 dias - total
i Artrite associada entesite realizadas = 3 meses intervalo) # Exantzma macular
£ Sacroileite + DI intest Cr £ Adenomegalias generalizadas
3 Artrite Reactiva g?p'*”““ﬂf"a
. lepatomegalia
3 Uveite aguda 3 Sercsite
(actividade ou antecedente de)

18000403




Utilidade Clinica do HLA-B27

* Dor lombar inflamatoria — suspeita de Espondilite Anquilosante
 Artrite axial inflamatodria

Oligoartrite periférica (assimétrica) dos membros inferiores

Artrite reativa recorrente

Uveite anterior aguda — diagndstico e progndstico
Critério de exclusao (HLA-B27 positivo) dos critérios de classificacao de AlJs

Utilidade no prognostico:
* |nicio mais precoce das EA
* Maior atividade da doenca
* Risco de envolvimento articular periférico
* Sacroileite simétrica
* Maior severidade dos achados de sacroileite da RMN
* Melhor resposta aos TNF-alfa

1. Bodis G et al. Role of Human Leucocyte Antigens (HLA) in autoimmune diseases. Rheumat Ther 2018,5:5-20



LimitacOes do HLA — B27 positivo

* E somente um marcador genético de histocompatibilidade

* Por si sO0 nao € indicador da existéncia de qualquer doenca
* N3o € um teste diagnostico

* Nao exclui nenhum diagnostico

* Embora existam falsos negativos*, ndo se justifica repetir?!

* Individuos HLA-B27 positivo 2 menos de 5% desenvolve
espondiloartropatia?

* - reaccOes cruzadas

1. Bodis G et al. Role of Human Leucocyte Antigens (HLA) in autoimmune diseases. Rheumat Ther 2018;5:5-20.
2. Haroon N. Does a positive HLA-B27 test increase your risk of mortality? J Rheumatol 2015;42;4. doi:10.3899/jrheum.150017.



Limitagbes do HLA-B27 em 501 doentes

Salgado M, Estanqueiro P. Casuistica URP HP CHUC, Outubro 2018

HLA-B27 Total Uveite Lombal
NaoAlU+ | + Reum
U. Pré Art. | Palindro.

Negativo 62 62 (51) 5
Positivo 104 58 (56) 12 11 18 (7) 1 21*
(2 S. Reiter)
Total 505 194 74 40 70 (58) 6 140
(501) (192)
% Inutil 70% 84% 73% 74% 80% 85%
(88%)

. * Principal motivo de consulta HLA B27+: 8
RepeticOes 17:

- 13 igual resultado; Real contribuigdo para o diagndstico B*27 positivo:
- 4 mudou All entesite 49 + Uveite aguda: 10 — 59/501 = 1,2%




HLA-B27 HLA-B27 22 | HLA-B27 (32) | Utilidade

AlJ poliarticular FR neg
AlJ Poliarticular + Uveite
AlJ oligo ANAs neg

Al) oligo ANAs pos

Al) oligo ANAs neg = pos
AlJ poli Fact Reumat +

AlJ com entesite

AlJ com entesite

Uveite intermédia

Uveite intermédia

Uveite cronica

Uveite cronica (abcessos dente)
Artropatia DIIC

CRMO / ONB
Poliartralgias

Linfedema precox

Fibromialgia

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Positivo

Sim

Sim

17 casos:

4 mudou



HLA- B27: Conclusoes



Conclusoes:

Utilidade Pratica do HLA-B27 positivo

SO por si, é indicador de qualquer doenca? Nao
Isoladamente € um teste diagnostico? Nao
E um teste de rastreio? N3o
A sua auséncia exclui algum diagnodstico? Nao
|dentifica uma maior suscetibilidade de artrite? Sim
Potencia o sobrediagndstico e ma pratica? SIM
Deve ser realizado também no Servico Urgéncia NAO
Deve ser reservado aos especialistas? SIM

1. Jacobs JC. HLA-B27 Associated Spondyloarthritis and Enthesopathy.
In: Jacobs JC. Pediatric Rheumatology for the Practitioner, 2" ed. 1993:360-408.
2. Kingsley G, Calogeras A. Rheumatology. In: Stroobant Field D. Handbook of Paediatric Investigations. 2002:158-94
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Fator Reumatoide

= 3,0%

The most important thing to know about rheumatoid factor
(RF) is that children with arthritis are often negative.
The test is positive only one small subgroup of children and

should not be used to make the diagnosis of JIA.

Lehman TJA. Understanding laboratory diagnostic tests. In: A Clinician's Guide to Rheumatic Diseases in
Children. New York, Oxford University Press. 2009:330-63

HPC-CHUC: 565 Alls — apenas 12 AlJ poli FR+ (2x positivo) + 5 AlJ
em que foi critério de exclusdo = 17 = All indiferenciada) = 3,0%

1980- 2018




Fator Reumatoide

Rheumatoid factor and Anti-Citrullinated Peptide Antibodies

(anti-CCP) do not have much importance in the diagnostic

schema in pediatric rheumatology.

Saiki B, Rawat A, Vignesh P. Autoantibodies and their Judicious Use in Pediatric Rheumatology Practice. Indian J
Pediatr 2016,;83(1):53-62



@CHUC g

Longitudinal Analysis of a
Pediatric Rheumatology Practice
in a Portuguese Hospital

Coimbra, Portugal’s Central Reg)

Manuel Salgado, Jodo Nascimento, Paula Estanqueiro
Estoril, 25 de Outubro de 2018

nidede de Reamatcioga Pecdtrica

Utilidade do Fator Reumatoide

25 Diagnostic Groups

11 uvenile idiopatic arthritis = 15,9%
2 whspecific musculosk. pain =15 5%
31 crPs | Myofascial [l Fibromyalgia [N Amplified pain syndromes (CRPS 3,4%) = 9,3%
4] UCTD | SLE B  Athropathies Connectivitis (6,3%) + Arthopathies (2, 2%) =8 5%
s I o— Laboratory resplts overvaluation + Not disease = 7,3%
6 I Fslindr Reactive arthritis + Transient synovitis hip/(recurrent) + Palindromic rhythm = 6,2%
7l Hsv || ko [kosdl Behost ] Panniculitis]] asculitis + Behcet + Panniculitis = 5,9%
s I Orthopedics + Osteochondiosis + Overuse + Benign tumours = 5,5%
9] Raynawd |  Pemic | Vascular acrosyndromes = 5,2%
101 JIA B wicp | Uveitis = 5,0%
11 Monspecific athritis = 4, 7%
12 s Idiopathic recurrent oral aphthous = 3, 6%
13 Mycolll Bruc NSyl Infections = 3,5%
14 PSS Allergic conditions = 3,4%
15] RF I Rheumjatic fever + Post-streptococcal arthritis = 3,4%
16 Dermatologic conditions = 3,3%
171 FFAPA | CRMO Autoinflammatory diseases = 2,6%
15 I Genetic and Metabolic = 1,8%
10 I Organ-specific autoimmune diseases = 1,7%
201 =220 N Prolonged or recurrent fever = 1,7%
21 =l Malignant diseases = 1,2%
22 |2 Ophthalmologic conditions not uveitis = 1,2%
23 s Vascular malformations = 1,1%
24 S Hematologic conditions = 0,9%

Miscellaneous conditions = 9,3%

25 [

3.451 patients /4 314 diagnoses 417 different diseases I Rheumatic diseases (52.5%) [l Mon Rheumatic diseases (75.2%)

v
Apenas util em apenas 12 de 3.451 doentes (0,35%) e 549 Alls (2,2%)
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Inicio: 10,5 anos
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Nodulos reumatoides
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Factor Reumatoide

 Doseamento anticorpos™® anti fragmento Fc de 1gG:
 Tipo IgM (reaccao classica de aglutinacao)
e ELISA - IgA, 1gG, IgM — maiores sensibilidade e especificidade

* Métodos:
* A) Aglutinacao (método classico)
* RA teste (IgG humanas em latex) = mais sensivel
* Waaler-Rose (gldbulos carneiro + 1gG coelho) = mais especifico

e B) ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
* IgA, IgG, IgM

* C) Nephelometry

* D) Radiommunossay

Mais sensiveis

1. Shmerling R H et al. The Rheumatoid Factor: An Analysis of Clinical Utility. Am J Med 1991,91:528-34
2. Ward M M. Laboratory Testing for Systemic Rheumatic Diseases. Postgraduate Med 1988;103:93-100



Factor Reumatoide

Etiologias @2
Adultos

Diagndstico:
* Artrite reumatodide 50-90%
e LES 10-30%
* Sind Sjogren 75-90%
* Esclerodermia 25-45%
* Dermatomiosite / polimiosite 5-10% Utilidade #
* Crioglobulinémia 40-100%
* Doenca mista tecido conjuntivo 50-60%

1. Shmerling R H et al. The Rheumatoid Factor: An Analysis of Clinical Utility. Am J Med 1991,91:528-34
2. Ward M M. Laboratory Testing for Systemic Rheumatic Diseases. Postgraduate Med 1988;103:93-100



Factor Reumatoide
Etiologias @2

* |dade > 70 anos 10-25%
* Individuos saudaveis ~ 5%

G
* Infeccoes:
—

* Infeccdes virusais

* Endocardite bacterina 15-65%

* Hepatites 25-50%

* Sifilis s
 Outras: parasitoses, tuberculose 15, 120//0
* Sarcoidose até 13%
* Doencgas malignas 0
* etc. 3-33%
5-25%

1. Shmerling RH et al. The Rheumatoid Factor: An Analysis of Clinical Utility. Am J Med 1991,91:528-34
2. Ward MM. Laboratory Testing for Systemic Rheumatic Diseases. Postgraduate Med 1988;103:93-100



Utilidade do Factor Reumatodide
em idade Pediatrica

* Classificacdao das All poliarticulares: FR+ / FR-
(exige 2 determinacoes intervalo > 3 meses)

* Prognostico

* Alls com FR negativo, raramente se tornam
depois Alls FR positivo durante o curso da
doenca = desnecessario a repeticao do teste.

Breda L et al. Laboratory tests in the diagnosis and follow-up of pediatric rheumatic diseases:
an update. Sem Arthritis Rheum 2010;40:53-72
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Waskr ELISA Feptisec: | Teste posiitvo > 2 X " " 9 ALl Poli R+ |
Rose & Teste Citruli )
a == o 'g‘ﬁ‘:_; IHG% lgM 2 Pl el ool o s Factor Reumatdide RA Teste - N° de Testes | doente § E 3 AlJ Indif
I 92352 S8 $82 R E BB S - 3 o 2 DMTC
108 & e[90.1] e[381] +[218] e¢[210 | w o = 2DITC
1.0 ef[ar] o[70] of[s] [ W 1 F 10 - o+ o+ - - - 3 6  APoliFR+ ;,':%fu‘lﬁg,,
11,2 =98] #[29.2] e[201] e[z57 [ i o w7 ’ E e b
- + + + + ( ali +
1.8 L 1 C 1 1 1 [N '
12,0 [ 1 [ 1T 1 [ 1= I OM 11 - -+ o+ 2 3 Allindiferenciada (B27 pos)
12.5 [ | [ 1 | [ 1
12,0 JER ] ] ] 1l 4 F 14 + + - qQIQ 2 2 DITC (LES aos 21 anos)
13,6 [ 1 [ 1 C 1 C 1 [ W 5 F 14 o+ o+ x‘ 3 1 DITC
14.3 [ 1 L 1 . 1 [ T [ N ~
T e e e | BN s o owte
S N SRS 2 1 Tt R
15.0 L 1 1 C 1 1 [N
w2 o] 1 1 [ +C=i SRS N 3 0 AIPOiFR~
15.5 [ 1 [ 1 1 1 [ ® r \o + o+ - . 2 2 Al Poli FR+ (B*27 7)
15,8 [ 1 C 1 C 1 1 [N 6@
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Conclusoes:

Utilidade Pratica do RA Teste

SO por si, é indicador de qualquer doenca? Nao
Isoladamente € um teste diagnostico? Nao
E um teste de rastreio? N3o
A sua auséncia exclui algum diagnostico? Nao
ldentifica uma maior suscetibilidade de artrite? Nao
Potencia o sobrediagndstico e ma pratica? SIM
Deve ser realizado também no Servico Urgéncia NAO

Deve ser reservado aos especialistas? SIM



Anticorpos Antinucleares
(ANASs)

I hate
serial dilutions.
So boring!

1ml m m m 0.5 ml transferred from tube to tube Discard

+9ml +9ml +9ml +9ml

01 stock/ml 001 stock/ml 0001 stock/n}

Concentration 2 LS I =
f 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1

Full Strength Actual  1/10 1/10 01/10 .001/10 % c |
Stock Stock (1/100) (1/1000) (1/10000)| 1ml of 0.5 ml saline per tube ontro

Prliitien antiserum
(1:10)




Diluicdes

1ml 1ml 1ml 1ml
+9ml +9ml +9ml +9ml
W01 stock/ml 001 stock/ml 0001 stock/ml
Concentration
Full Streagth Actual 1/10 1/10 .01/10 .001/10
Stock Suck. (1/100) (1/1000)  (1/10000)

1iml 1ml 1mil 1ml

iml

O inverso das diluicoes = Titulos

Discard 25 L from
25uL 25uL  25uL 25uL  25ul  25puL  thelastdiluted well

mmmm@’

) Y4 % YVie Va2 Yesa  Yi2s
2! 2% 29 2 25 2% o

Original 9 ml broth
inoculum in each tube
Dilutions 1:100,000
iml 1iml 11 mi 11 mi iml
Plating
1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
I
0.5 ml transferred from tube to tube Discard
ﬂ 0.5 ml

=\
(5

1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1

1:80

1ml of 0.5 ml saline per tube Control

antiserum
(1:10)




Titulos ANAs = Inverso Dilui¢cdes

* A intensidade da fluorescéncia € calculada por
comparacao com os controlos positivo e negativo

* As amostras positivas sao tituladas (diluidas)

* Numero de diluicoes até a obtencao de um
resultado negativo

* A ultima (maior) diluicao positiva = Titulo

1 transferred from tube to tube

1:160 1:320

O.5 mil saline per tube




ANAs

* Definicdo: Anticorpos contra Antigénios nucleares,
nucleolares e perinucleares frequentemente
detectados no soro de doentes com doencas auto-
iImunes

e Utilidade Clinica:

1) Na presenca de clinica sugestiva de doenca auto-
imune, ANAs positivos reforcam o diagndstico;

2) Identificacao do padrao de ANAs pode contribuir
para o diagnostico diferencial e progndstico.



ANAs — Método de Deteccao

 Imunofluorescéncia indirecta
em células Hep?2

 Método sensivel para rastreio
* “Gold standard”

* Tipo de antigénios:
» Acidos nucleicos (DNA, RNA)

* Proteinas constitutivas de
estruturas ou organelos celulares

* Fosfolipidos na membrana celular
* Complexos macromoleculares
* Etc.




ANAs por Células HEp2

* Human Epidermoide cancer cells (HEp2)
* Facilitam a identificacao de padrdes especificos

 Tém = 100-150 possiveis auto-antigénios, que
podem ser detectados por outros métodos

* Maior taxa de falsos positivos

* Os laboratorios deveriam especificar sempre o
método utilizado para a deteccao de ANAs.



Sensibilidade / Especificidade

Percent

100

90

80

70
* Sensitivity is - e Specificity is the
the probability of : probability of a
a positive result, negative result,
once the n regarding a
individual is ’: healthy individual.
truly ill. awmnnmmmnum

lem
-~ -m—-—-ﬂmii
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Alberg Al et al. The useful of “Overall Accuracy” to evaluate the validity of
screening of diagnostic tests. J Gen Intern Med 2004,19:460-5.



Anticorpos Anti-Nucleares (ANAs)

e “... the higher the titer at which the test
remains positive, the more likely that a true
autoimmune abnormality is present”. !

* “ANA are suggestive of autoimmunity when
they are persistently present in high titers
together with the clinical features of the

disease”.?

1. Thomas C, Robinson J A. The Antinuclear Antibody Test. Postgraduate Med 1993,;94:55-66

2. Breda L et al. Laboratory tests in the diagnosis and follow-up of pediatric rheumatic
diseases: an update. Sem Arthritis Rheum 2010,;40:53-72



ANAs

* Titulo: maxima diluicao com teste positivo

B

1ml of et W Nl o
antiserum N 160 D A
< L ek A N y
010 2 T g YR
7l P 3 B 2 T e

Lehman TJA. Understanding Laboratory Diagnostic Tests.In: Lehman TJA. A cLinician’s Guide to Rheumatic
Diseases in Children. Oxford University Press . New York , 2009: 330-65



Titulo ANAs = Inverso da Maior Diluicao

1:160 1:320

1 of O.S5S mil saline per tube

Titulo de ANA =320



Padroes de fluorescéncia

e LES = ... Anti Ds.DNA

* Individuos normais ++++
* LES induzido por farmacos

* Varias doencgas auto-imunes

* LES

SLE
RA & SLE
Misc. Disorders
(anti-ssDNA)
e
PSS (Systemic)
r "%. ..3.:‘\.— PSS (CREST)
e | ﬂ - MEApse
Centromer Nucleolar

« CREST . Escl?rodermla
* Fendmeno Raynaud



Home Nomenclature and classification tree ANA Patterns

Fad
25 padroes diferentes: @"

* NUCIeareS - 14 INTERNATIONA}L CONSENSUS ON
* Citoplasmaticos — 8 ANA PATTERNS
* Mitdticos - 5

English  Portugués Espafiol Italiano Dutch Deutsch  Wjf&d3r B3z Francais  Turkce

Code Pattern

AC-A Nuclear homogeneous Diffuse Homogeneous and regular fluorescence across all nucleoplasm.
The nucleoli maybe stained or not stained depending on cell
substrate. Mitotic cells (metaphase, anaphase, and telophase)
have the chromatin mass intensely stained in a homogeneous
hyaline fashion.

AC2 Nuclear dense fine none Speckled pattern distributed throughout the interphase nucleus

speckled with characteristic heterogeneity in the size, brightness and

distribution of the speckles. Throughout the interphase nucleus,
there are some denser and looser areas of speckles (very
characteristic feature). The metaphase plate depicts strong

speckled pattern with some coarse speckles standing out.

AC-3 Centromere kinetochore Discrete coarse speckles (40-80/cell) scattered in interphase
celis and aligned at the chromatin mass on mitotic cells. e.g.

anti-CENP B

Nuclear fine speckled fine granular Fine tiny speckles across all nucleoplasm. The nucleoli may be
stained or not stained. Mitotic cells (metaphase. anaphase, and
telophase) have the chromatin mass not stained. e.g. anti-SS-
A/Ro, anti-SS-B/La

AC-4




Homogéneo

Fluorescéncia homogénea e regular por
todo nucleoplasma. Os nucléolos podem
ser corados ou ndo, dependendo do
substrato celular. Células em mitose
(metafase, anafase e télofase) com
cromatina corada intensamente de modo
hialino homogéneo.

Nuclear Fino granular

IMAGE BY : WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
INOVA HEP-2

Padrao finogranular observado nos nucleos
das células em interfase, com
caracteristicas heterogéneas em relagao ao
tamanho, brilho e distribuicdao dos
granulos. Os nucleos apresentam
granulacdo irregular com areas mais
densas e entremeadas a areas menos
densas, gerando aspecto levemente
rugoso caracteristico do padrao. A placa
metafasica apresenta padrao granular com
destaque para granulos grosseiros
caracteristicos

Centromero

P 4
»

IMAGE BY'- KAI FECHNER
EURDIMMUN

Pontos grosseiros distintos (40-80
grénulos/célula) nas células em interfase e
alinhados na placa de cromatina nas
células em mitose. Ex. anti-CENP B.

Doengas
Esclerose Sistémica forma cutdnea
limitada, Cirrose Biliar Primaria

Nuclear Fino

IMAGE BY : WERNER KLOTZ
INOVAHEP-2

Fluorescéncia granular de aspecto fino em
todo o nucleoplasma. Os nucléolos podem
ser corados ou ndo. Células em mitose
(metafase, anafase e télofase) apresentam
placa ndo fluorescente. Ex. anti-SS-A/Ro,
anti-SS-B/La.

Doencas
Sindrome Sjogren, LES, Dermatomiosite



Mosqueado Multiplos Dots Raros Dots Nucleolar homogéneo

IMAGE BY : ALESSANDRA DELLAVANCE AND LUIS ANDRADE IMAGE BY.: EDWARD CHAN s INAGE BY : WERNERKLOTZ. ‘ WA JRAGE BY: EINAZIW
BION HEP-2 INOVAHEP-2 ] ; INOVAHEP-2 '

Nucleoplasma totalmente granular Dots nucleares contaveis (6 a 20 pontos Dots nucleares isolados (1 a 6 pontos por Fluorescéncia difusa de todo o nucléolo
grosseiro pontilhado com pontos por célula). Ex. SP-100 célula na maioria das células). Sdo sem fluorescéncia da placa metafasica
grosseiros. Os nucléolos podem ser conhecidos como corpos e Cajal ou ?Coiled cromossomica. Ex. anti-PM-Scl, anti-Th/To.
corados ou ndo. Células em mitose Doencas: bodies?. Ex. Anti-p80-coilin
(metafase, anafase e télofase) apresentam Cirrose Biliar Primaria, Doencas Doengas:
cromatina ndo fluorescente. Ex. Anti-Sm, Autoimunes Reumadticas Sistémicas, Doengas: Esclerose Sistémica, Sindrome de
anti-U1l RNP Dermatomiosite Sindrome de Sjogren, LES, Esclerose sobreposicao Esclerose
Sistémica, Polimiosite, individuos Sistémica/Polimiosite
Doengas: assintomaticos

Doenca Mista do Tecido Conjuntivo, LES,
Esclerose Sistémica



Anticorpos Antinucleares

Padrdes:
{2 Nucleares
{ Citoplasmaticos
{7 Mitaticos
) Regra % 2
CRaro e
Q2
17 7]
{2 Nucleares Sinonimes 7 5
1 {2 Homogéneo Difuso

&

2 T Finogranular denso -
3 Centrdmero -
4 {7 Finogranular Granular fino
5 {rMosqueado .
G 2 Mdltiplos Dots  Numerosos dots isolados
7 I Raros Dots Dots esparsos
& O Mucleolar Homgéneo =
9 O Nucleolar Grumoso .
10 2 Mucleolar pontilhado =
14 £ Membrana Nuclear 2
12 £ Complexo Poro-Muclear -
13 I PCMA-ike  Nuclear pontithado plecmérfico
14 {3 CEMP-F-like -
{2 Citoplasmaticos
15 £ Filamentar Linear -
16 2 Filamentoso Fibrilar
17 L2 Filamentoso Segmentar
18 £ Granular (Granulos isolados)
19 ¥ Finogranular denso  Homogeneous
20 T} Finogranular denso 2 Speckled
21 2 Finogranular sugestiva de AMA
22 {3 Granular Polar Golgi Like
23 £ Rods and Rings
£t Mitéticos
24 { Centrossoma
25 3 Fibras do Fuso Mitdtico
26 O NuMA-Llke
2T 3y Ponte Intercelular
28 £ Envelope Cromossémico

o

Associagao Antigénica

) Ds-DNA

T+ Histonas

Jo -1 - simile

{+ Nucleossomas

Sm

SSA/Ro

55B/La

U1RNP Antigen

Saudavel

o

Anti Sintetase sindrome

LR

7 Artrite idiopatica juvenil

Artrite seronegativa

Colite ulcerosa

Crohn disease

O

Cirrose biliar primaria

o

Doengas em gue sdo podem ser posiitvos
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Overlap

Polimailgia reumatica

Polimiosite

R

Raynaud, fenomeno

o £ [  Sjogren, sindrome

LER,

Tiroidite Hashimoto

Outras situacbes

oo

o O




Anticorpos Antinucleares

Padroes:
i Nucleares
i} Citoplasmaticos
) Mitéticos
*
i Regra ‘g- =
[ Raro 2 =
s g
wn
{3} Nucleares Sinonimes 5 &
1 Homogéneo Difuso

]

2 @ Finogranular denso -
3 {3 Centrdmero —
4 2 Finogranular Granular fino
5 {2 Mosqueado .
6 O Maltiplos Dots  Numerosos dots isolados
7 {2} Raros Dots Diots esparsos
8 {2 Mucleolar Homgéneo =
9 O Nucleolar Grumoso .
10 3 Mucleolar pontilhado =
11 £ Membrana Muclear :
12 3 Complexo Poro-Muclear -
13 3 PCNAJke  Nuclear pontilhado pleomérfico
14 3 CEMP-F-like -
{ Citoplasmaticos
15 {2 Filamentar Linear -
16 {3 Filamentoso Fibrilar
17 {2 Filamentoso Segmentar
18 O Granular (Granulos isolados)
19 CrFinogranular denso  HOMogeneous
20 Finogranulardenso 2 Speckled
21 3 Finogranular sugestivo de AMA
22 {3 Granular Polar Golgi Like
23 {3 Rods and Rings
I Mitéticos
24 3 Centrossoma
25 {3 Fibras do Fuso Mitdtico
26 T NuMA-Llke
27 3 Ponte Intercelular
28 3 Envelope Cromossémico

i,

Associagio Antigénica

7 Ds-DNA

7 Histonas

Jo -1 - simile

3 Nucleossomas
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S5A 1 Ro

$5B/La

U1RNP Antigen

Saudavel
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Anti Sintetase sindrome
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{7 Artrite idiopatica juvenil

Artrite seronegativa

Colite ulcerosa

Crohn disease
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Cirrose biliar primaria
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Doengas em gue sdo podem ser posiitvos
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Anticorpos Antinucleares

Padrdes:

2 Nucleares

i Citoplasmaticos
3 Mitéticos

ICAP

Associagao Antigénica

{3 Regra / Frequente
[ Rara

CENP - AB(C}
DFS70 { LEDGF

3 Ds-DNA

3 Nucleares Sinomimos

1 {3 Homogénen Oifuso
2 {3 Finogranular denso -
3 O Centramern -
4 ChFinogranular Granuiar fino
5 O Mosgueadn 3
6 O Miltiplos Dots  Wumerosos dots isolados
7 {3 Raros Dots Dots esparsos
8 O Mucleolar Homgénen =
9 {3 Mucleolar Grumoso =
10 23 Muclealar pontilhada =
11 2 Membrana Muclaar 2
12 O3 Camplexo Poro-Muclear -
13 CXPCHAlike  Muclear pontihado pleomdico
14 O CEMP-F-like -
{ Citoplasmaticos
14 CrFilamentar Linear -
16 {3 Filamentasa Fibrilar
17 {3 Filamentoso Segmentar
18 3 Granular (Granulos isolados)
19 CrFinogranular densa HOmMogeneous
20 Ty Finogranular denso 2 Specikled
21 X Finogranular sugestivo de AbA
22 O Granular Polar Golgi Like
23 {2 Rods and Rings
) Mitéticos
24 O Cenfrossama
25 T3 Fibras do Fuso hitdtico
26 O MundA-Like
27 TxPonte Intercelular
28 O3 Erwelope Crormossomico

&
o

{+ Histonas

Jo -1 - simile

7+ Nucleossomas

Sm

/Ro

SSA

{International Consensus on
ANA Patterns)

SSE/La

II1RNP Amtigen

o

Saudavel

i

Anti Sintetase sindrome

O

oo

Artrite seronegativa

Colite ulcerosa

Crohn disease

O

Cirrose hiliar primaria

o

Doencas em que podem ser positivos
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ENAS

* Nalguns doentes, com alguns produtos, os ANAs
passam de “positivos” a “negativos” > Extractable
Nuclear Antigen = ENAs = Antigénios Extraiveis do
Nucleo:

* Ro (Robert)

e La (Lane)

 Sm (Smith)

* RNP (ribonuceloproteina)

e Acs anti-DNA (positivos na determinag¢ao dos ANAs)
» Anti -DNA - muito inespecifico (até virus) 2 cada vez menos usados

* Anti-DsDNA - titulos elevados = elevada especificidade para LES (>>
que ANAs) - exige interpretragdo / valorizacdo cuidadosas!!!

Lehman TJIA. Understanding Laboratory Diagnostic Tests. Lin: ehman TJA.. A cLinician’s Guide to
Rheumatic Diseases in Children. Oxford University Press . New York , 2009: 330-65



Outros Auto-Anticorpos

 Existe uma sobreposicao consideravel dos padrdes de
fluorescéncia entre diferentes doencas reumaticas;

e Surgiram testes para identificacao de auto-anticorpos
mais especificos e quantitativos: IMUNOBLOTING;
ELISA; FEIA, ... 2 maior % de falsos positivos

 Anti-Ds.DNA:

LES e ant-DsDNA:

- Especificidade 95%

- Sensibilidade 70%

- Valores flutuam com a evolucao da doenca

Ac. DsDNA



Prevaléncia dos ANAs em doentes:
- | Outrasdoencas | %

* LES Infecoes 10-50
* D. Mista Tec. Conjunt. = 100 Neoplasias 10-30
* Lupus induzido drogas = 100 Gravidez 5-10
* Esclerodermia sistémica  80-90 Tiroidite

* Dermatomiosite / PM 70-80 Hepatite autoimune

e Sindroma Sjogren 40-70

* AlJ associado a uveite =30 Familiares saudaveis de 25

doentes com LES
* LUpus neonatal 90-100 ldosos saudaveis 25-30

* Artrite reumatoide Populacao saudavel = 5%

Que titulos de ANAs?



Autoanticorpos e Doencas Virusais:

F. Reumatoide ANAS n-DNA Anti- Cardiolipina
VEBarr VEBarr Coxsakie Adenovirus
VH-6 Coxsakie Influenzae Varicela
Hepatite A,B,C  Hepatite A,B,C  Sarampo VEBarr
Influenzae HIV-1 Parvovirus B19 Hepatite A
Sarampo Influenzae Varicela HIV-1

Parotidite Sarampo Parotidite
Parvovirus B19 Parvovirus B19 Parvovirus B19
Varicela Varicela Rubéola

“Transient autoantibodies resulting from viral infections are not uncommon.
Clinical and laboratory follow-up over time will help distinguish between
connective tissue diseases and self-limited illness” (1

« “..often associated with low-titer... “
* “However high-titer ... bay be found” ()

-71



ANAs: Participacao no Diagnostico

Critérios de Diagndstico Suporte do
Diagndstico

* LES ANA (95%), anti-DsDNA,
anti-Sm (25-30%)
* DMTC Anti-U1RNP (titulo
elevado)

* Sind. Sjogren Anti-SSA (Ro) (70%) /

Anti-SSB (La) (50%)
* Esclerodermia sist. Anti-topo (Scl 70)

(75%)
* Esclerodermia (CREST) Anti-Centromero
(70-80%)

* Dermatomiosite / PM Anti-tRNA synthetatse

(Jol) (30%)
* Artrite idiopatica Juv. Uveite: ANAs+ 30%



Titulos ANAs (adultos):

Saudaveis D. Auto-Imunes
118 (13%) / 918) | 138 (90%) / 153)

1:80 5,9% 6,5%
1:160 1,0% 3,3%
1:320 1,6% 15,0%
1:640 2,3% 0%

1: 1.280 1,0% 20,3%
1: 2.560 0,3% 0,7%
1: 5.120 0,8% 44,4%

Mariz HA et al. Pattern on the Antinuclear Antibody-Hep-2 Test is a Critical Parameter for
Discriminating Antinuclear Antibody-Positive Healthy Individuals and Patients with Autoimmune
Rheumatic Diseases. Arthr Rheum 2011; 63(1):191-200



Adultos Saudaveis: Titulos ANAs

_Titulos | Mariz__Tan | Marin_

1:40 - 32% 35,4%
1:80 13% 13,4%
1:160
1:320
1:640
>1:1280

1. Mariz HA et al. Arthr Rheum 2011; 63(1):191-200
2. Tan EM et al. Arthr Rheum 1997;40(9):1601-11

3. Marin GG et al. J Clin Rheumatol 2009;15(7):325-9



Criancas Saudaveis: Titulos ANAs

___ Titulos_____Hilério | Wananuku

1:40 - 9%
1:80 5% 3%
1:160 3% 3%
1:320 3%
1:640 1,4%
1:1.280 0,5%
Total “positivos” 13% 15%

1. Hilario MOE te al. Clin Pediatr (Phila) 2004,43:637-42.
2. Wananuku S et al. Asian J Allerg Immunol 2005;23:153-7



Falsos negativos

dos ANAs

Caso Clinico, @, 13 anos

Maio.2005
Clinica Pn TVP
VS 38
PCR mg/% 5.1
ANA Neo
SSA T
C3/C4 N/ N
Hb 11,4
Leuc 8.538
Linf 1.475
Plaq. 201
SU Prot 1+

05011154

. Anticardi"(')r 12

e L.é.=|" L
ir = varfine




¥ ' AR

1)

* Pn — “pneumonia’’ arrastada — ifiternamento 20 D

* TVP — trombose venosa profunda ilfaca dir - varfine

* Anticardiolipina POS:; 3.-2 glicoproteina POS.




©, 13 anos; Pneumonia arrastada com derrame pleural
complicada de trombose venosa profunda
VS 6: hemograma normal (sem leucocitose) e linopenia

} 12,3 6370 3554 2128 136 ! B,

Falsos negativos

] i) @ |Eo < E‘: e
dos ANAs __Find ) ¢ sl 2EY 1= |3 |8
conversao mgrdl para - ! ' 2 - = I l
di-idirfmrm - 3 F ; £ A 2 |5 A
(AMA padiae) | ENA= [ nDHA) g ¥ 2 E Fu b g




“Positivo” [

ANAs (AntiNuclear Antibodies)

@® ANAs - ANticorpos Antinucleares positivos

= [Reconhecem os Antigénios do Nl'lcleo] ]

> 1:180

Detecio: Imunofluorescéncia indireta (padrao)]

modernamente com células HEp2

R NE

¢ Individuos saudaveis Doengas Nao Reumaticas

Titulos  Criangas?  Adulios3
{* Hepatite Autcimune 44-62%)

{3 Lipus induzide farmacos (100%)

1:80 5,0% 5,9% K
% Leucemia
1.160 2.0% 1.0% { Meoplasias varias
1:320 3,0% & 1.8% {2 Linfoma Maoc Hodgkin (28%)
1,640 1.4% F 239 E g ;I'imi::li:E su_mim;cn:— {35-45%)
1:1.280 0,5% 1.0% 5 3 Coxsakie, virus
=1:2 580 - 1.1% 3 (2 Epstein Bam (44-66%)] 5
TOTAL  12.8%  12.8% E £ Hepatite A B
1. Glin Pediatr (Phila) 2004;43:637-42 E o HEDEt!t:— B g
2. Arthrit Rheuma 2011:63(1)131-200 'S ¥ Hepatite C m
- - B O HIV (21-23%) !
B 2 {1 Influenza / Gripe i
ANAs > 1:160 £ E
- W O Parvovirus B 18 =
% Mulheres > % Homens g { Sarampo, virus
= {3 Varicela, virus

Aumenta com idade %I::Ins:ys: 25-30%

£ Familiar 1° grau de LES (25%)

T - E— -

unCommon.

Clinical and laboratory follow-up over time will help distinguish

between connecdtive tissue disesses and self-limited illness™ 2
“...often assodated with low-titers

“However high-titers ... may be found™.3

from viral infecions are not

1. Hanzen K E et al. Autoantibodies and common virsl ilinezzes.
Sem Arthr Rheum 1998;27(5): 263-71

Nas oriangas tendem a diminuir ou desaparecer

Podem permanecer % Falsos diagnasticos &
consequente sindrome de Ulisses

"Em adultos, podem preceder de varics anos LES™
Mas ... se & tio frequente exisitirem, alguns LES

necessariamente comportaram-se como as
pEssCas Normais % tinham AMNAs previamente.

Follow-up —s Néo desenvaolvem Dg Autoimune

3 Al - Artrite Idiopatica Juvenil
i3 ARA - Artrit= reumatdide (sdulta)
) CREST -

) CBP - Cimese bilirar primaria

) DMA - Dermatomiosite {adulto)
{3 DM - Dermatomicsite juvenil
() EDS - Esclerodermis sistémica
2 DITG - Dg Indiferenc. Tec Conj
) DMTG - Dg Mista Tec Gonjuntivo
{3 FRay - Fendmeno Raynauwd

) HAI - Hapatite Autoimuns

(3 LCSA - Lipus cutineo subagudo
& LES - Lilpus erit=matoso sistémics
O LIF - Lupus induzido por farmacos
 LMN - Lipus neonatal

3 NFL - Nefrite lipuca

 PoM - Olimiosite sistémica

(2 5JS - Sogren sindrome

Falts de especificidade dos padries
para doengss reumaticas (> 100 antigénies)

Dificil comparar resultados

de Laboratdrios diferentes.

ldesl; usaram & mesmas
técnicas e metodologias
{células Hep2 = maior sensibilidade)

Diagndstico

"Positivo™:
-AlJ = 1:80

- Restantes = 1:160

No adulto

Doengas Reumaticas ]
> Artrite Reumatdide

Juvenis

Nova Classificagao

Prognostico /

g

4

2 grandes grupos

Doenga do Tecido Conjuntivo?

(Conectivite)*

3 Dermatemiasite {adultos) (T0-20%)

¥ Esclerodermia Sistémica (81-87%)

Alls global 39%

Artrites ldiopaticas Juveni

{AlJs)

\ﬁ%

Risco +++ ALl Oligo
Uveite Crénica ANAS positivos
Anterior (> 30%)
Factores maior risco: {g‘l’ﬁl"‘ﬁu mos
|dade < 4 anos Nowvaos Criterios
de diagnastico

Oligoartrite
Sexo femining

de 2013, Lishoa)

{ Dermatemicsite Juvenil (40-63%) & Lipus Eritematosos Sistémice (97% -100%) Allo 70-20%"
o Dioenca Indiferenciada Tecido Conjuntive {=30%) > Lipus Neonatal {90 - 100%)
7 Doenga Mista Tecido Conjuntivo (=97%%) > Sindrome de Sjogren (40 -70%)
PADROES AMNAs frequentemente dirigidos contra
| Antigénios Espedificos (= 100 diferentes)
Baseado na localizacaodo vo & respetiva da em i cEnGa
b J J
3} Homegénio & Mosgueado 3} Mudleclar 3 Centramerc 2 Periférico (Rim)
3 Anti Ds-DNA’ < Anti Sm < Anti Sd 70 ¥ Anti Centromeso ¥ Anti Sm
O Anti n-DHA < Anti SSA / Ro & LES
{r Anti Histonas {} Anti SSB/La {especifice ++++)
Muitas doencas @®LES 5iS
®LES Em desuso £ oMTC X
3 LIF NSo especifico {YEDS MSo especifico Muite Especifico (LES)
) Saudaveis
. ® Especificidade LES (37%) {deteccdo por ELISA, com Ags purificados) Agrupa varics autcanticorpos:
O AnfiDNA | b (sieccio po = O ENAs R e
I  Anti DsDNA" "nativo” B ENAs
S~ & LES (72-93%) Ribonucdlecproteinas \l/ Smith \l/ Robert \l/ Lane
. ) Bevero ++ {3 NFL +++  Anti RNP  Anti Sm > Anti SSA/ Ro > Anti SSB/ La
Muitas dosngas [ g e £ DMTC O ARA, & LES (5-40%) sis Razh T &sds
il o ' ! Artrite |
Sem utilidade O3 ARA 3 Overlap/LES &2 PoM 3 LES severo rLcsA Renal ) Les
Saudaveis: rarc (d. meses) O} HAI {}EDS O Lupus SNC O3 LMM (»80%) 3 LNN (20%)

Awsliaco cuidada!!!

¥ 8a

udaveis {rara)

Autoantibodies may be present decades before
de development of clinicalmanifestations of an
autoimmune disease

#® LES

O Titule Ao
3 ODMTC
3 LNM (53)

¥ Sercsite LES
3 NFL (menos grave)
Muite Especifico
D RMNP+ geral/ associado

 Risco blog AV Il

Menor % que S5A

;?L\'EE;E CrEDS Geral/ associado 554
£ DM 3 Pol
£ DMTC [ LMM = 554 ou 558 em 55%—
Raros LES SSA-Ro pos
AMAs neg

—OTsrrme o O SEA o &2

#® LES (50-20%)
O ARA (15-50%)

Unidad. macromolecul.
Especifico = DsDMA
Sensibilid. = DsDMNA

i cBP
> Saudéveis - raro
Muito Especifice

® FRay

Risco EDS
{3 CREST

20-40% dos casos

{3 ++ dg pulmonar inters||
© {fibrose pulm)

O Centrémers +++
3 Saudaveis - raro

Muito
Especifico

O ++ dgpulm.
& Resisténcia PDN
< Pior progndstico
O Criangas: muito rarc

Muitc Especifico

b
47 Anti Histonas £ AntiNudeosoma, Anti £ Anti Centromeso > Anti Sd 7O 3 Anti Jo-1 Acs anti sintetase | |3 PM-SdI
&3 LIF (95%) @® LES [ ANuAs 3 CREST (< 50%) £ EDS - muito especifico £ Miosite inicio agudo 3 PoM-EDS overlap

interst.

|}

|}

| Rastreio de uveite conica de 3-3 I'I'IE'SE'S|

Sdo anticorpos heterogénios:

Maiorit!

nte nio conira
. b _

So interessa se =1:20

Positivos ou i > 1:16

Titule elevados
ndo aumentam
risco de Uveite

Nag interesss
prosseguir investigagio
na procurs de Acs
anti-Antigénios especificos

Razdo das Alls com ANAs+
terem maior risco uveite?

N30 se sabe!”




- [ ANAs {AntiN
"F ositivo™
> 1:160
Z Individuos saudaveis Doencas Nao Reumaticas
Tilulos  Criangas?  Aduhos3 2 Lipus induzido farmacos (100%
1-80 50% 5 0% g Eepatlte. Autoimune 9462 %)
elcemia
1.180 0% 1.0% i+ Meoplasias varias
1:320 0%, 18% 2 Linfoma Mao Hodgkin (26%)
1 640 14% ® 23w F o Tir-:-i-:IEe au_tnim_une (35-45 %)
O Infecgies vinsais
1:1.280 0.5% 1.,0% = 3 Coxsakie, virus
=1:2 560 - 1,1% = {3 Epstein Bar (44-66%; o
b1} a
TOTAL  128% 12,9% & 2 Hepatite A =
1. Clin Pediadr (Phila) 2004;43:837-42 s O Hepatite B ]
2. Akt Fhedma 2079 6301 7981-200 2 2 Hepatite C i
- . WO HIV (21-23%) =3
7- 8% da populagaoc saudawel = O Influenza / Gripe =
ANAs » 1:160 E &
] =

O} Parvowirus B 19
2 Sarampo, virus
2 faricela, wirus

% Mulheres = % Homens

Aumenta com idade —}I-:I-:-s-:-s: 25-30%

WYirus

£ Familiar 1® grau de LES (25%)

" Transient autoantibodies resulling from wiral infections are not
UNCOMmon.
Clinizal and labaratony followeup over time will help distinguish
betweean connective tissue diseases and self-limited illness" 2
... often associated wath lows-titers___ "
"Howewer high-titers ... may be found".2

1. Harsen & E et 3!, Autoartibodies and commonr vl iNlresses.

Sen Arthr Rheus 1998275 263—??3

Mo adulto
rite Reumatdide

Prognostico /
Nova Classificagao

S

=P ositivo™ o

> 180

Alds global 29%
Aldo FO-20%

e

ue S54
ciado S5A

Artrites lliopaticas Juveni
{AlJs)

U 1
T

Rizco +++ AL Oligo
Uverte Cronica ANAs positi
Anterior (> 30%) ositivos
Factores maior risco; (sublipo N-' nas
ldade < 4 anos "ﬂ'i't!i[:l'l"l.:er!ng
Oligoartrite de dlagn@hm
Sexo femining de 2018, Lizboa)

J J

Rastreio de uwerbe cronica de 23-3 meses

S3o anticarpos heterogénios;
haioritariamente ndoe direcionados condra
nenhum antigénio bem definido:

S0 interas=sa ze
P ositives ou Hegalivos

1w |
— -
=

Titula elevadaos
ndno aumentam
rizeo de Uweite

Haao interessa
prosseguir investigagdo
na procurd de Acs
anti-Antigénios especificas




i da Labaratarios diferentes. T e o 2 Yidlides Yiopos

Ideal; usaram a mesmas "Puositivo™ Te—"" Doen¢a do Tecido Conjuntivo? "Puositivo™
técnicas e metodologias * 1:160 {Conectivite)* = 180
%) (celulas Hep2 = maior sensibilidade)
%) 3 Dermatomiosite (adultos) (F0-50%) % Ezclerodermia Sistémica (51-97 %) Allz global 39%
£ Dermatomiosite Juwenil (40-53 %) £ Lipus Eritem atoses Sistémico (07 % -100%) Al 70-50'%
o Paenga Indiferenciada Tecidao Conjuntive (=90%:) 2 Ldpus Heonatal (20 - 100%)
. o Doenga Mista Tecido Conjuntive (=97 %%) {2 Sindrome de Sjogren (40 -70%)
“nativa® £ "erd" .
FADROES AMAs frequentemente dirigides contra
| Antigénios Especifices (> 100 diferantes)
- Baseado na localizagdodo anfigénio-abve e rezpetiva aparéncia em imunofluorescéncia
b o g
{2 Homagénio {2 Mosqueadn 2 Hucleolar {2} Cantrdmearn 2 Periférico (Rim)
£ Anti DsDHA £ Anti Sm £ Anti Sel 70  Anti Centrémero £ Anti Sm
3 Anti Hisbonas * Anti SSAZ Ro 3 LES
{ Anti S5B/ La (especificn ++++)
huitas doengas {XLES {rsJs
(rLES Em dezuzo rOMTC
GUF NEo especifico DEps 180 especries Muito Especifico (LES)
£ Saudaveis
" D \l/ -
- Especificidade LES (87 %) detecgdo por ELISA, com Ags purificados Agrupa warios autoanticorpos:
o Ant[DNA i : — =E . o E[&I],ﬂ-,s : p(: 100 antigénios) i
i N 3 Anti DsDNA" “rativo” N i ENAs N
) — 3 LES (72-93%) Ribonucleoproteinas \l,rSmith \l/ Robert \l/ Lane
QDo tel O Severo ++ 3 NFL +++  Anti RNP < Anti Sm > Anti SSA/ Ro 1 |[Anti SSB 712
Muitas doenga YAl 3 DMTC 3 ARA 3 LES (5-90%) 3 8J5 zftg.': 4 3 8J5
Sem utilidad 3 ARA O Dverdap/LES O Pol i LES severa O LCSA Re:j\jf CrLcs
Saudiveis: raro (d. meses) O HAIL {}EDS £ Lupus SHC 2 LHH (=80%) 2 LMH (20%:)
A‘U’E“E?ED cuidadalll DSEUdéUEiS([ETD) {:}LES GSE[DSHE LES {::'HiSGD bl':'q A Menor % que SSA
L ) [ Tiule Alte {2 NFL (menos grave) Por vezes: Gerall sssociade SSA
i DMTC Muito Especifico 3 LES »EDS
X LHH (5% O RNF+ geralf.associada 2ol DrPoM
3 DMTC [ LMM= 554 ou 555 em 95%}—
Raroz LES 55A-Ro pos
AMNAs neg
. —O=srreer OTEA Fo 52 )
b .
I T
% Anti Histonas % AntiNucleosoma, Anti O Andi Centrémero O Andi Sd 70 O And Jo-1  Acs anti sintetaze | |00 PM-Scl
3 LIF (95%) CrLES O aNuss O3 CREST (< 50%) i EDS - muita especifica £ Minsite infcio aguda 3 Fobd-EDS overlap
O LES (50-20 %) Unidad. macromalecul. r CBF 20-30% dos casos 3 ++ dg pulm. interst.
DARAUE-ED%:I Ezpecifico = DebiMA 3 Saudiveis - raro Ot dg pulmonar inters, 3 Resisténcia FDH
Sensibilid. = DsDHA Muite Esp ecifico £3 FRay (fibrose pulm) Fior pragnéstico
Rizco EDS  muito Criangas: muito raro
(Y CREST Especifica hduito Especifico
O Cantrdmern +++
\_ i+ Saudawveis- raro )




ANAS - Algoritmo 1l

LD

Anticorpos Aminucleares]

{ANAs)
I A N
3 ANAs @ ANAs
Positivos Negativos

| Reavaliar a anamnese e exame objetivo e o grau de positividades dos ANAs

Rz

L

| Reanalisar as manifestacies clinicas

[

]

Conectivite nao LES

Esclerodermia sistémica < Dby

Sjogren primario?

| Acs mals

N

[ Possivel LES Impl ovavel LES J

\ U

Improvavel LES

ou outra
Conectivite

. Follow-up
. roderm: iti Esc Sist : :
especrricos| Scleroderma, Myositis | Ese Si ANAs e repetir ANAs
CoMTC T se clinica
L oTe compativel
3 Lupus secundério fArmacos (LES/
— 2 Hepatite Autaimune - conectivite)
Ac DsDNA Autoanticorpos Padrao dos ANAs 1 Tiroidite autoimune Negmws.
Ac Sm especificos 1 Hepatite .. NAS
/ \\ \L {3 Infecgdo virusal \L
{2 Saudével (ANAS positivos)
Positiva(s)|  Nedativos SSA-Ro/SSB-LA Outra causa
3 LES J/ \L \L Negativos
muito Impll_ E\; - Negmms Posn ivos
provavel {

R

o SvstScIemms Limitada | | & Esclerose

Pr wmel LES
> ANAs negativos

Correlacionan

com as
etami Fersistentement ; a

3 CREST syndrome sistémica g TfarsnlsitiTijnTz:tz manifestagies
2 Sjogren, sindrame provavel clinicas

Follow-up

Procurar sutres diagnisticos

[sci70]  [Negativo| [ positivo |—[C3 RNP isolado|—> [T pmc |
= Ant-U3-RNP | T3 Esclerodermia
sistémica
T Esclerose
sistémica |
confirmaila ENA indiferenciado Y DITC
Negativos]| <= {néo SM,RNP, SSA,SSB) ™)
I %| . |9
= { Neg. | Jo-1 | Pos. |

Ir Para Algoritmo 1

> ()

Uridade Reumatologiz Pedistica do HPC - CHUG
Werue! Szigado, Paula Estangueim

Clterpim 2098



Utilidade dos ANAs?

* Na auséncia de clinica SO SERVEM para complicar = N3o servem
para nada!!!

* Titulos elevados = vigiar e repetir ANAs se clinica suspeita de
doenc¢a autoimune

* Se clinica compativel com doenca autoimune, titulos elevados
reforcam diagnostico de doen¢a autoimune.

* A positividade ANAs na Artrite Idiopatica Juvenil aumenta o risco de
uveite croénica.



AMAs 4138 falsos negativos = 10,5% - sensibilidade 89,5% Sensibilidade
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Reacc¢ao de Fase Aguda

Conjunto de alteragbes adaptativas:
Meuroenddcrinas

REACGAO DE FASE AGUDA (RFA)

Hematoldgicas

Metabdlicas

Fisioldgicas

Laboratoriais:
Proteinas inflamatarias fase aguda
Imunidade inata e adaptativa

Infecdo por Virus, Bactérias, Parasitas, Fungos
Toxinas (bactérias, outras toxinas),
Imunocomplexos circulantes, |Processos Autoinflamatdrios,
Inflamag¢des varias, Traumatismos, Cirurgias, Queimaduras
Doengas infiltrativas (malignas)

(tudo o que desencadeia destruigao celular)

Comportamentais
Mutricionais

1

! Activagao da Imunidade Inata (Leucdcitos, Fagdcitos,...)

Sonoléncia e
aumento do
tempo de sono

|

Pirogénios Enddgenos (mediadores celulares)
{IL-1, IL1- 1, |L IL-6, TNF-Ct, IFN-v ..}

Conhecem-se
=100 biomarcadores
de inflamacio

'H‘ Sintese
Imunoglobulinas

Activagdo
Linfécitos B

[Imunidade

Medula |¢_ Activagdo  |Humoral) Produgéo
Ativagao do dssea Linfocitos anticorpos
Centro Dsso (Imundade
Celular ) P
Termorregulador Tuba — Activagio de Linfocinas
Musculos Epaintna L {IL-2,..)
Neutrofilia d|gest|vo
. Estimulagao
- P Hormonas *w Proteinas Inflamatorias de Fase Aguda (PIFA):
ativacao da
mig?agﬁo @ - Lléjertag_an {u:_odnsumo de stress *F‘rodu;ao I PIFA Positivas (aumentam): PIFA Negativas (diminuem):
B EIUTCOETE B O Adrenalina /|7 - Proteina C Reactiva - Albumina
b -Consumo MUSCUIAr_J| norsdrenslins I SQuestro do ferro - Substancia amildide - Pré-albumina
Leucaocitase .&tlyagaae \I/ - Fibrinogénio ——— || - Transferrina
__ migracao “Astenia _ : - Fragfies Complemento - Alfa-fetoproteina
Neutroﬂllla I plaguetas < _Mialgias -T_aqmc:ard_m i - Ferritina - Inzuline like growth factor 1
desvio - Lwedn reticularis - Angiotensina - Thyroxin binding protein
esquerdo’ - Palidez - Alfa-1 antitripsina - Fatar Xl

- Calafrios

e
> |G

<“ Mineralizagéo

-

A vermelho, a clinica

- Erecéo dos pélos

- Interleucina-1
- Haptoglobina

Anemia da RFA
{ou "dg crdnicas")
+
Ferro sérico baixo

- Ceruloplasmina
- Orosomucoide + ...

Sao comum discordancias
entre as diferentes PIFA,
em funcao dainflamacio

que acompanha a febre;

A azul, as alteragbes Leucdcitos, mononucleares circulantes
i monocitos pulmao, figado, intestina, . +| ﬂ‘ Procalcitonina |

laboratoriais.

'H‘ Velocidade Sedimentagao <
dos eritrocitos

subjacente

M. Salgado

Change in Plasma Concentration (%)

30,100
30,000
700
600
500
400
300
200

100

\ C-reactive protein

—~Serum amyloid A

Ceruloplasmina
& de elevacio
tardia

Haptoglobin
;‘ff _—~,  Fibrinogen
— - .
- — .

—

Albumin

~Transferrin

0

7 14 21 dias



Atralgia Mialgia Alodinia Hiperestesia
Especialidade

0, 0,
Corre Errado & Correto Errado %errado Correto Errado o B % errado Correto  Errado % errado
to errado errado to do
Pediatria Geral 64 11 53 83% 32 32 50% 31 33 52% 32 32 50% 41 23 36%
Reumatologia Pediatrica 6 3 3 50% 5 1 17% 1 5 83% 4 2 33% 4 2 33%
Reumatologia Adultos 16 5 11 69% 6 10 63% 9 7 44% 12 4 25% 12 4 25%
6 1 5 83% 2 4 67% 6 0 0% 1 5 83% 5 1 17%
10 22 82 79% 47 57 55% 56 48 46% 57 47 45% 70 34 33%




=
[ Evolution of pain throughout the 24 hours of the day
-
1 2 Bimodal inflammatory pain 1 2 T2 Unimodal inflammatory pain [ 3 2 Intermitent night pain )
Might Might Might
10 10‘ 10
9 9 9
] 8 8 a
T T T
] ] ]
5 5 5
4 4 4 &
3 3 3 -
2 2 2
1 1 1
] ] ]
Sleep 8 9 13 A7 20 22 1 4 6 Hours| [Sleer 8 9 13 17 20 22 1 4 6 Hours||Sleep 8 0 13 17 20 22 1 4 6 Hours
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Conclusdes: Obrigado pela vossa ati

O convencional pode ser
melhor que a tecnologia




Nucleolar Grumoso . .. ..
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Fluorescéncia dos nucléolos com
contornos irregulares e dos corpos de Cajal
com coloragao peri-cromossdmica da placa Doencas: Doencas: Doengas:
metafasica. Ex. antifibrilarina
Doencgas:
Esclerose Sistémica



Padroes de fluorescéncia:

Antinuclear antibody patterns
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