Para uso diagnéstico in vitro
Para uso profissional

FINALIDADE DO USO: Esse é um teste de anticorpos por técnica de fluorescéncia indireta para deteccao
semi-quantitativa de anticorpo antinuclear (ANA) IgG em soro humano por meio de microscopia de fluorescéncia
manual ou com microscédpio semiautomatico de fluorescéncia Image Navigator®. Este sistema usa células HEp-2
transfectadas’, que permite uma identificacao especifica dos auto-anticorpos SSA/Ro. Os auto-anticorpos para
SSA/Ro podem apresentar um padrao de coloracédo distintivo nas células transfectadas. Quando este padréo esta
presente, ele é considerado uma evidéncia confirmatéria de que os anticorpos anti SSA/Ro estdo presentes.

A auséncia deste padrao distintivo nao exclui a possibilidade da presenc¢a de anticorpos anti SSA/Ro.

Esse sistema de teste deve ser usado como auxiliar na detec¢do de anticorpos associados a doengas reumaticas
sistémicas em conjunto com outros achados laboratoriais e clinicos. Um operador treinado deve confirmar os

resultados gerados com o dispositivo e o software semiautomatizado Image Navigator®.

Anticorpo antinuclear (ANA) é um termo geral usado para descrever auto-anticorpos contra varias proteinas
nucleares de células. Estudos recentes destes anticorpos, usados em técnicas imunofluorescentes, revelaram um
namero seleto de proteinas nucleares especificas (1). Devido a alta correlagdo entre ANA positivo e lupus
eritematoso sistémico (SLE), para um ANA negativo é geralmente descartada a suspeita da doenga (2).

Apesar dos anticorpos especificos para DNA continuem a apresentar uma alta correlagdo com SLE (3),
recentemente, um numero de macromoléculas nucleares (4) e citoplasmaticas (5-7) tém sido detectadas e
associadas com outras doengas de tecido conectivo (8-10). Devido ao fato de alguns desses anticorpos
demonstrarem ser de uso para diagndstico e/ou prognoéstico da esclerose sistémica progressiva (11-12), doenga
mista do tecido conjuntivo (13-15), sindrome de Sjogren (16-17), polimiosites (18) e artrite reumatoéide (19), o teste
de ANA é reconhecido agora como uma ferramenta geral para triagem para doengas de tecido conjuntivo (20).

A sensibilidade do teste ANA varia com o tipo de substrato utilizado, procedimentos de fixagéo, tipo de ANA
presente no soro. Culturas de substratos geralmente mostram maior sensibilidade do que as segbes do tecido (21-
24). A detecgao de anticorpos para SSA (Ro) é especialmente variavel. Tecidos de roedores ndo contém niveis
detectaveis de antigeno SSA (Ro) (25), e relatos de deteccao de anticorpos anti SSA/Ro em substratos de cultura
de células tem uma sensibilidade que varia de 50 a 90% (26-27).

O Sistema de ensaio para ANA-Ro HEp-2000® da Immuno Concepts com células epiteliais humanas mitéticas*
transfectadas (HEp-2), representa um dos mais avangados sistemas de imunofluorescéncia para detecgdo de ANA.
As células HEp-2 com fases mitoticas apresentam maior sensibilidade no padréo diferencial do classico substrato
de rim de rato na deteccéo de anticorpos na esclerose sistémica progressiva (PPS) (28).

" Células transfectadas e sua aplicagédo séo protegidas por patente americana 5,518,881

*Mitose é um termo utilizado para descrever o processo de divisdo celular. Geralmente é dividido em seis fases
incluindo a intérfase , profase, metafase, teléfase e citoquinese.



As fases mit6ticas ajudam no reconhecimento do padréo diferencial como também na deteccéo de antigenos
nucleares anteriormente ndo registrados presente em altas concentragdes nas células mitoticamente ativas (29-31).
As células HEp-2 deste sistema de teste foram transfectadas com miltiplas cépias de sequéncia especifica de DNA
que carregam a informacéao para os antigenos SSA/Ro. Aproximadamente 10-20% das células transfectadas hiper
expressam este antigeno, assim a detecgéo dos anticorpos para SSA/Ro é mais consistente do que nas células
que ndao foram transfectadas. Auto-anticorpos para SSA/Ro podem apresentar um padrao distinto de coloragcdo nas
células transfectadas. Quando este padrao estiver presente, é uma evidéncia confirmatéria de que anticorpos anti
SSA/Ro estao presentes

A auséncia deste padrao distintivo ndao exclui a possibilidade da presenga de anticorpos anti SSA/Ro.

O teste ANA fluorescente da IC usa uma técnica de fluorescéncia indireta para anticorpos descrita inicialmente por
Weller e Coons (32). Amostras de pacientes s&o incubadas com substrato antigeno que permite uma ligagéo
especifica com dos autoanticorpos com o nucleo da célula. Se ANAs estiverem presentes, um complexo estavel
antigeno-anticorpo é formado. Apds lavagem para remover os anticorpos ndo-especificos, o substrato é incubado
com anticorpos anti-humanos conjugados com fluoresceina. Quando os resultados forem positivos, ha formagéo de
um complexo estavel de trés fases, que consistindo na ligagédo anticorpo fluorescente com o anticorpo antinuclear
humano, o qual esta ligado ao antigeno nuclear. Este complexo pode ser visualizado com a ajuda de um
microscopio fluorescente. Em amostras positivas, os nucleos das células terdo fluorescéncia cor verde-maga com
um padrao de coloragao caracteristico da distribui¢gdo particular do antigeno nuclear dentro das células. Se a
amostra para ANA for negativo, os nucleos nao apresentardo um padrao claramente distinguivel de fluorescéncia.

Uso: Todos os componentes estédo prontos para uso, ndo precisando, assim, aliquotar ou reconstituir (exceto a
Solugcédo Tampéo de lavagem PBS, que deve ser dissolvida em agua deionizada ou destilada antes de seu uso).

Armazenamento: Todos os componentes devem ser armazenados sob refrigeracdo entre 2-10°C. Depois da
reconstituicdo, o reagente tampao PBS deve ser armazenado em recipientes com tampa de rosca e armazenar de
2°Ca25°C.

Estabilidade: Todos os componentes permanecem estaveis, tanto no kit fechado com apds abri-lo, por pelo
menos 12 meses a partir da data de fabricagdo. Nao use nenhum componente apds a data de validade.

REAGENTES REATIVOS

Laminas Substrato : Laminas com substrato ANA usando células HEp—2000® (com formas mitdticas )
cultivadas e estabilizadas diretamente nos pogos de teste Estas sdo células foram transfectadas com auto
antigeno SSA/Ro. Ladmina exclusiva,projetada para minimizar a contaminagao cruzada dos pogos durante o teste.
Estas laminas estdo embaladas com um gas inerte e atdxico que ajuda a manter a estabilidade das células.
Laminas estéo disponiveis com 7 pogos, 13 pogos, 14 pogos, 18 pocgos ou 21 pogos, dependendo das
necessidades do laboratério.

Controle Positivo SSA/Ro : Catalogo No. 2035-Ro. Frasco conta-gotas pronto para uso contendo
1,0 ml de soro de controle humano positivo com anticorpo IgG especifico para antigenos SSA/Ro. Este soro
apresenta uma reagao de coloragao pontilhado fino que é tipica de anti SSA/Ro visto no substrato celular HEp-
2000® Immuno Concepts. A expresséo é predominantemente na regido nuclear com evidente coloragao nucleolar.
Coloragéo fraca do citoplasma também podem ser vistos nas células super expressadas. A regido cromossdmica
das células mitéticas demonstram uma reagéo de coloragéo negativa.

Controle Positivo Homogéneo : Catalogo No. 2021. Frasco conta-gotas pronto para uso contendo
1,0 ml de soro de controle humano positivo com anticorpo IgG especifico para DNA e/ou antigenos nucleares DNP.
Este soro demonstra uma reagéo de coloragdo homogénea no substrato celular HEp—2000® Immuno Concepts. A
regido cromossémica das células mitéticas demonstram a mesma reagéo de coloragdo homogénea.

Controle Positivo Pontilhado [CONTROL| +|: Catalogo No. 2022. Frasco conta-gotas pronto para uso contendo
1,0 ml de soro de controle humano positivo com anticorpo IgG especifico para Sm e/ou antigenos nucleares RNP.
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Este soro demonstra reagdo de uma das mais comuns coloragao pontilhado vistos no substrato celular HEp-2000®
Immuno Concepts. A regido cromossémica das células mitéticas demonstram uma reagéo de coloragao negativa.

Controle Positivo Nucleolar CONTROL| + |: Catalogo No. 2023. Frasco conta-gotas pronto para uso contendo 1,0
ml de soro de controle humano positivo com anticorpo IgG especifico para antigenos nucleolares. Este soro
demonstra uma reacao de colorag&o nucleolar no substrato celular HEp-2000® Immuno Concepts.

Controle Positivo Centromérico : Catalogo No. 2025. Frasco conta-gotas pronto para uso
contendo 1,0 ml de soro de controle humano positivo com anticorpo 1gG especifico para centrdbmeros
cromossomais (cinetdcoros). Este soro demonstra uma discreta reagdo de coloragdo pontilhada no substrato
celular HEp—2000® Immuno Concepts. A regido cromossémica das células mitéticas demonstram uma discreta
reacao pontilhada.

Soro Controle Titulavel [TC|: Catalogo No. 2026. Frasco pronto para uso contendo 0,5 ml de soro humano de
controle positivo com anticorpos IgG para serem tratados como uma amostra nao diluida do paciente.

Soro Controle Negativo : Catalogo No. 2031. Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1.0 ml
de soro controle humano. Embora este soro controle negativo possa demonstrar uma fraca reagao citoplasmatica
com coloragado mais brilhante na regido ndo cromossémica das células mitéticas, ndo ha uma coloragéo nuclear de
padrao discernivel.

Reagente Anticorpo Fluorescente [CONJIFITC]: Catalogo No. 2009CS (9.0 ml), 2009G-Ro (9.0 ml), 2009GCS-Ro
(9.0 ml), 2075CS (23 ml), 2075G-Ro (23 ml), 2075GCS-Ro (23 ml), 2009B (9.0 ml), 2075B (23 ml). Soro anti
humano IgG de cabra (cadeia gama especifica) conjugado com o isotiocianato de fluoresceina (FITC). Reagente
pronto para uso em frascos conta gota de precisdo com 9.0 ml para cada 10 laminas fornecidas no kit completo.

COMPONENTES NAO REATIVOS
Tampao PBS em p6 PWDR|PBS|: Catalogo No. 1011. Tampao fosfato salino em p6 (0,01 M, pH 7,4 = 0,2). Cada

envelope contém tampao em p6 suficiente para preparar um litro (Um envelope de tampao em pé é fornecida para
cada 5 laminas em kit completo.)

Preparagéo: Dissolver uma bolsa de p6 de tampao em um litro de agua desionizada ou destilada, tampar e
armazenar entre de 2 °C a 25 °C por até quatro semanas ou até que ocorram sinais de contaminagao ou outras
alteragdes visiveis.

Meio para Montagem semi-permanente |[SOLN|MM]J: Catalogo N°. 1111. Frasco conta-gotas contendo 5,0 mL de
meio para montagem a base de glicerol, pH 9,1 £ 0,2

Laminulas |[CVSLPJ: Catalogo N°. 1042. Cada pacote contém dez laminulas de vidro 24x64mm. Laminulas N°. 1

Pipetas de precisdo volumétrica para dispensar volumes de 20-25ul
Jarras Coplin ou cubas de lavagem

Pisetas ou pipetas Pasteur.

Pipetas soroldgicas.

1 frasco de 1 litro (para o tamp&o PBS)

Agua destilada ou deionizada

Tubos de ensaio para preparar diluicbes de soro.

Placa de Petri ou cuba para incubagéao

Lenco de papel ou papel toalha

Luvas de latex descartaveis

relégio

Microscépio Fluorescente equipado com filtro de excitagdo 495 nm e filtro de barreira 515 nm



1. Todos os materiais de procedéncia humana utilizados neste produto foram testados e considerados negativos
(n&o reativo repetidamente) para anticorpos contra o virus - 1 da Imunodeficiéncia humana (HIV — 1), virus - 2
da Imunodeficiéncia humana (HIV — 2), virus da hepatite C (HCV), e de antigeno de superficie da hepatite B
(HbsAg) pelos métodos aprovados pelo FDA. Porém, nenhum método de teste pode oferecer completa
seguranga para o HIV-1, HIV-2, hepatite C, hepatite B ou outros agentes infecciosos estdo ausentes. Assim,
todos materiais do kit devem ser manipulados da mesma maneira como materiais potencialmente infectantes.

2. Todas as amostras do paciente devem ser manipuladas com Biosseguranca de Nivel 2 como recomendado
para qualquer soro humano potencialmente infectante ou amostras de sangue conforme o Disease
Control/Nacional Institutes of Health Manual: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, Edigéo
1999 .

3. Adiluigdo dos componentes ou substituicdo de outros componentes que sdo fornecidos neste sistema pode
causar resultados incompativeis.

4. A azida sodica (0.1%) é utilizada como um conservante no soro controle. A azida sddica pode reagir com cobre
ou chumbo do encanamento e formar azidas de metal altamente explosiva. Ao descartar os reagentes, lave
com amplo volume de agua para prevenir residuos potenciais no encanamento. A azida sddica € venenoso e
pode ser toxico se ingerida.

5. Este kit & para ser utilizado em diagndstico in vitro

6. No caso de soro hemolizado ou lipémico tiver de ser utilizado, inativar por 30 minutos a 56°C para otimizar os
resultados. Soro contaminado microbiologicamente ndo sera devera ser utilizado.

7. O soro controle titulavel é indicado para uso em monitoramento da reprodutibilidade lote a lote e corrida a
corrida. Nao é indicado como um quantificador de sensibilidade ou especificidade do ensaio

8. Nao fume, coma ou beba nas areas onde as amostras ou os reagentes do kit sdo manipulados.

9. Evite espirros e geragao de aerossois.

10. O tempo e temperatura da incubacéo diferente do especificado podem gerar resultados erréneos.

11. Contaminagao cruzada de reagentes ou amostras podem dar resultados falsos.

12. Artigos de vidro reutilizaveis devem ser lavados e enxaguados completamente sem detergentes antes do uso.
Todos os artigos de vidro devem estar limpos e secos antes do uso.

13. Deixe todos os reagentes, substrato e amostras atingir a temperatura ambiente (18-25°C) antes do uso.

14. Utilize luvas de latex descartaveis ao manipular as amostras e os reagentes e depois lave bem as maos.

15. Contaminagao microbiana dos reagentes podem resultar em resultados falsos.

16. Nunca pipete com a boca e evite contato dos reagentes e amostras com a pele e mucosas. Se ocorrer o
contato, lavar a regido afetada com sabao e grande quantidade de agua.

Coleta: O soro € a amostra preferida. Aproximadamente 5 mL do sangue total devem ser coletados
assepticamente pela pungéo venosa usando um tubo de coleta a vacuo ou outro sistema de coleta adequado.
Deixar o sangue coagular em temperatura ambiente (18-25° C). O soro deve ser separado do coagulo pela
centrifugacao o mais rapido possivel para evitar hemdlise.

Interferentes: O soro com um alto grau de hemdlise, ictericia, lipemia ou crescimento microbiano ndo deve ser
utilizado devido estas condigées poderem causar falsos resultados. Amostras contendo particulas visiveis devem
ser centrifugados antes do teste.

Armazenagem: Os soros podem ser armazenados entre 2-10° C por até uma semana. Se os testes demorarem
mais do que este prazo, congelar os soros a —20° C ou mais baixo. Os soros ndo devem ser armazenados em
congeladores de auto descongelamento.

Cuidados: Repetidos congelamentos/descongelamentos de amostras de pacientes podem gerar resultados de
falso positivo ou falso negativo

CONTROLE DE QUALIDADE

Controles positivos, negativos e do tampéo fosfato salino devem ser testados a cada execugéo. O controle positivo
deve apresentar uma fluorescéncia verde-maca brilhante no nucleo das células, com padrao caracteristico
claramente discernivel do soro controle que for utilizado.



O controle negativo apresenta fraca e ndo especifica fluorescéncia verde no citoplasma e nucleo, mas com padrao
nao discernivel de coloragdo nuclear. O controle PBS é usado para observar padroes nao especificos do anticorpo
do reagente, e ndo deve apresentar fluorescéncia. Se os controles n&o estiverem como as caracteristicas descritas,
o teste é invalidado e deve ser repetido. Os cinco controles padrdo devem ser executados pelo menos uma vez a
cada lote de kits para demonstrar a aparéncia esperada dos padroes de ANA. Se o Teste HEp—2000® para ANA for
ser usado para confirmagéo da presencga de anticorpos anti SSA/Ro o Controle Positivo SSA/Ro, catadlogo nimero
2035-Ro, deve ser testado pelo menos em uma lamina na corrida do dia.

CONTROLE TITULAVEL OPCIONAL

Quando lendo a titulagdo, a maioria dos laboratérios comegam lendo pelos pogos de maior diluicao e Iéem na
ordem contraria, para a diluicdo de 1:40. O primeiro pogo em que € visto mais claramente a fluorescéncia é o ponto
de parada da titulagdo. No6s recomendamos essa técnica para determinagcdo dos pontos de parada da titulagao.

A média e faixa de titulagdo (média + uma diluigdo) foram determinados em nosso laboratério e é declarado como
um guia. Este controle é fornecido para permitir que cada laboratério alcance a reprodutibilidade (precisdo) neste
teste de ANA.

Desde que ndo se pretenda que este controle seja um indicador de precisédo de titulagdo, cada laboratorio deve
estabelecer sua propria média de ponto de parada da titulagdo para esta amostra, e deve utilizar essa informagao
para alcangar reprodutibilidade de corrida a corrida (preciséo).

Através de varios testes desse controle de titulagdo, usando o Sistema de Teste de Fluorescéncia para ANA da
Immuno Concepts, um valor médio de titulagdo sera estabelecido para cada nimero de lote. O nimero do lote, a
média do titulo e sua variagdo (+ uma diluicdo da média) estédo definidos na etiqueta do frasco e deve ser usado
como referencia para a performance do teste.

E importante que a intensidade de fluorescéncia ndo seja confundida com a presencga ou auséncia de anticorpos
antinucleares. O fator chave a ser considerado, para determinar se uma dada diluicao é positiva, € o aparecimento
de um padrao claramente discernivel, indiferentemente da intensidade de coloragéo fluorescente.

Este controle titulavel apresentara um padrao pontilhado tipico associado com o anticorpo RNP. Também pode
estar presente um segundo padrao de MND | (varias pontos discretos no nucleo de células em interfase), porém, é
padrao RNP tipico de pontilhado que € utilizado com o propdsito de ler o ponto de parada.

Os valores obtidos em nosso laboratério podem ser diferentes dos seus. Alguns de varios fatores podem afetar
seus resultados, podendo incluir, mas ndo somente a eles, os seguintes:

1. O tipo de fonte utilizada. As fontes de mercurio irdo produzir uma maior energia de excitagdo a 495 nm que a
de Quartzo/Hidrogénio. LAmpadas de 50 watts, 100 watts e 200 watts de fonte de mercurio diferenciam-se
pouco na energia de excitagdo a 495 nm. Lampada de 100 watts de fonte de Quartzo/Hidrogénio produzira uma
energia de excitagdo a 495 nm maior que as de 50 watts de fonte de Quartzo/Hidrogénio.

2. As condicao e idade das fontes de luz. Esta é verdade particularmente para a fonte de luz de Mercurio, a qual,
em geral, exibe primeiramente uma redugéo gradual na energia de excitagao a 495 nm e depois queima. Essa
redugdo gradual na energia de excitagdo pode resultar em uma perda significativa na sensibilidade com o
decorrer de varias semanas. Este problema pode ser evitado através de um registro de tempo. Para melhores
resultados, trocar a lampada 50 watts de mercurio, perto de 100 horas de uso, pelas de 100 watts ou 200 watts,
pos 200 horas de uso.

3. O tipo de filtro de excitagdo utilizado. Interferéncias nos filtros de excitagdo garantem maior sensibilidade sobre
um comprimento de onda bem estreito que os filtros de absorg¢do de excitagdo. Procure o manual de seu
microscoépio fluorescente ou seu representante de venda para maiores informagdes.

4. Alinhamento apropriado da trajetéria da luz do microscépio. Procure o manual de seu microscoépio fluorescente
ou seu representante de venda para maiores informagdes.

5. O angulo de abertura da objetiva. Com a incidéncia de luz fluorescente (Epi), a fluorescéncia € aumentada
exponencialmente, assim como o angulo de aberta (NA) da objetiva aumenta a conjuntiva. Isso pode causar
uma objetiva de 40x com NA de 0,65 ler uma ou mais diluigcdes abaixo que a objetiva de 40x com NA de 0.85.
O angulo de abertura esta escrito no lado da objetiva.

6. Filtros de supresséo. Filtros de supressédo reduzem comprimentos de onda especificos de excitagdo e podem
ser usados na redugao da sensibilidade. Procure o manual de seu microscopio fluorescente ou seu
representante de venda para maiores informagdes.

7. Precisao e exatidao da técnica de diluigdo, equipamentos e performance destes procedimentos.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS
Aumento total de 200x é recomendado para testes de triagem, enquanto o aumento total de 400x é recomendado
para reconhecimento do padrao e visualizagao das células mitéticas.
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Negativo: Um soro é considerado negativo para anticorpos antinucleares se a fluorescéncia do nucleo for menor
ou igual ao controle negativo. O citoplasma pode apresentar fraca coloragdo, com coloragéo brilhante da regido nao
cromossOmica das células mitéticas, mas sem padrao nuclear claramente discernivel.

Positivo: Um soro é considerado positivo se o nucleo apresentar um padrao claramente discernivel de coloragao
na maioria das células na interfase.

SSA/Ro: Um soro é considerado positivo para anticorpos SSA/Ro se 10-20% dos nucleos interfasicos
apresentarem um padrao de fluorescéncia distintivo SSA/Ro, que aparece como um padrao distintivo pontilhado
com proeminente coloragdo no nucléolo. Estes sédo as células transfectadas hiper expressadas. Os demais 80-90%
de nucleos interfasicos podem ou ndo demonstrar uma reagao de coloragao pontilhado com ou sem coloragédo do
nucléolo.

Titulagdo: Ao ler a titulagdo, a maioria dos laboratérios comegam lendo pelos po¢os de maior diluigdo e |éem na
ordem contraria, para a diluicdo de 1:40. O primeiro pogo em que o padrao é claramente discernivel é o ponto de
parada da titulagdo. Nés recomendamos esta técnica para determinagdo de ponto de parada dos titulos. E
importante que a intensidade de fluorescéncia ndo seja confundida com a presenga ou auséncia de anticorpos
antinucleares. O fator chave a ser considerado, para determinar se uma dada diluicdo é positiva, € o aparecimento
de um padrao claramente discernivel, indiferentemente da intensidade de coloragéo.

Devido ao aumento da concentragdo de antigeno SSA/Ro nas células hiper expressadas, ndo é incomum ver
coloragéo de células em altos titulos. O significado clinico destes altos titulos sdo desconhecidos.

CUIDADOS: Alguns soros podem demonstrar coloragao nuclear e citoplasmatica sem padréo nuclear aparente.
Este fendbmeno geralmente é devido a anticorpos heteroéfilos e devem ser relatados como negativo (33).

A intensidade de fluorescéncia pode ser semiquantificada, seguindo-se diretrizes para os Reagentes de Anticorpo
Fluorescente, estabelecidos pela CDC (Center for Desease Control and Prevention, Atlanta, Georgia).

4+ Verde-amarelado brilhante (Fluorescéncia maxima): contorno bem definido, centro da célula
nitidamente definido

3+ Verde-amarelado menos brilhante: contorno bem definido, centro da célula nitidamente definido

2+ Padrao celular definido, mas com pouca fluorescéncia: contorno pouco definido.

1+ Fluorescéncia reduzida: contorno da célula quase indistinguivel do centro da célula na maioria dos
casos.

Uma lamina padronizada para determinagéo de intensidade de fluorescéncia, FITC QC Slide, catalogo 1900, esta
disponivel na Immuno Concepts.

Exame: Os resultados devem ser relatados como positivo ou negativo na diluicdo 1:40 e o padrao de coloragédo
nuclear deve ser relatado para amostras positivas.

Titulagao: Os resultados devem ser relatados como a ultima diluigido em série em que a coloragao claramente
distinguivel é observada. Os resultados com uma reacgao forte na diluicdo mais alta devem ser relatados como
maiores que a diluigido. Titulos de 1:40 a 1:80 s&o considerados baixos; de 1:160 a 1:320 sao considerados médios
e de 1:640 ou mais sdo considerados altos. Nao é necessario determinar o ponto final do titulo. Qualquer titulo de
ANA maior ou igual a 1: 640 é considerado um titulo alto e alertara o clinico para fazer testes adicionais. Cada
laboratério deve estabelecer seu proprio esquema de titulagdo, com base nos anticorpos detectados na populagao
de pacientes.

DETECGAO DE PADROES

Homogéneo: Uma coloragéo sélida dos nucleos com ou sem aparéncia visivel do nucléolo. A regido cromossdémica
das células mitéticas em metafase é claramente positiva com uma intensidade de coloragao periférico ou lisa,

igual ou superior ao nucleo em intérfase.



Sinbénimos: Difuso; soélido

Antigenos nucleares: dsDNA; nDNA; DNP; histona.

Associagdo com doengas: Altos titulos sdo sugestivos de SLE. Titulos baixos sao sugestivos de SLE ou outras
doengas do tecido conjuntivo (34).

Periférico: Uma coloragao sdlida, principalmente ao redor da regido externa dos nucleos, com coloragdo mais
fraca em diregdo ao centro dos nucleos. A regido cromossémica das células mitéticas em metafase é claramente
positiva com uma coloragéo periférico lisa ou periférica ,de intensidade maior ou igual, ao nicleo em intérfase
Sinénimos: borda,membrana
Antigenos nucleares: dsDNA; ssDNA; nDNA; histona.
Associagdo com doengas: Altos titulos sdo sugestivos de SLE. Titulos baixos séo sugestivos de SLE ou outras
doengas do tecido conjuntivo (34).

Pontilhado: Uma coloragéo granular ou grossa dos nucleos geralmente sem coloragédo no nucléolo. A regido ndo
cromossOmica das células mitéticas em metafase demonstram coloragéo, quando a regido cromossOmica é
negativa para o corante.
Antigenos nucleares: Sm; RNP; Scl-70; SS-B e outros sistemas antigeno/anticorpo n&o caracterizados.
Associagdo com doencgas: Altos titulos sdo sugestivos de SLE (antigeno Sm), doenga mista do tecido conjuntivo
(antigeno RNP), escleroderma (antigeno Scl-70), ou Sindrome de Sjogren (antigeno SSA ou SSB). Titulos
baixos sdo sugestivos de outras doengas do tecido conjuntivo (35).

Nucleolar: Coloragao pontilhado grande e grosso dentro do nucleo geralmente em numero inferior a 6 por célula,
com ou sem pontilhado fino ocasional. A regido ndo cromossémica das células mitéticas em metafase demonstram
forte coloracdo. Células em anafase e em teléfase podem demonstrar coloragao similar dos nucleos em intérfase.
Antigenos nucleolares: Geralmente referente ao RNAs 4-6s e outros antigenos nucleares como a fibrilarina, RNA
Polimerase |, NOR 90 e PM/Scl.
Associagdo com doengas: Prevaléncia de altos titulos na escleroderma e na Sindrome de Sjogren (36).

Centromérico: Um discreto padrao pontilhado altamente sugestivo da sindrome de CREST? variante da esclerose
sistémica progressiva (28).
Os pontilhados no nucleo sdo muito discretos e normalmente multiplos de 46 (normalmente 23-46 pontos por
nucleo) pois os centrdbmeros sédo constricdes onde fibras difusas ligam-se aos cromossomos. Células mitéticas
apresentarao a mesma reagéo pontilhado na regido cromossémica (12).

Sinénimos: ACA; pontilhado discreto (12).

Antigenos nucleares: Centrémero cromossomal (cinetocore)

Associagdo com doengas: Altamente sugestiva de sindrome de CREST? variante da esclerose sistémica

progressiva (28).

SSA/Ro: Um padréo distintivo pontilhado com coloragdo proeminente do nucléolo em 10-20% dos nucleos
interfasicos. Estes sdo as células transfectadas hiper expressadas. Os demais 80-90% de nucleos interfasicos
podem ou ndo demonstrar reagao de coloragao pontilhada fino dos nucleos com ou sem coloragao do nucléolo. A
regido ndo cromossOmica das células em metafase apresentam coloragéo, enquanto a regido cromossémica &
negativa.

Antigenos nucleares: SSA/Ro (60kD).

Associagdo com doengas: Visto em 60-70% dos pacientes com Sindrome de Sjégren primaria, 30-40% em

pacientes com SLE, e em mais de 95% dos pacientes com lupus cutaneo subagudo (37).

$ CREST é uma forma de PSS com proeminente Calcinose, fenémeno de Raynaud,disfun¢do
esofagiana,esclerodactilia e teleangectasia.
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Metafase mitética
Celulas hiperexpressadas

SSA/Ro
Homogéneo Pontilhado
Nucleolar Centromérico

DETECGAO

As células devem ser visiveis em todo o campo quando observada com aumento de 200x ou mais. Para verificar
se uma célula esta em mitose, observe em um aumento de 400x. As células mitéticas exibem uma caracteristica
em forma redonda sem membrana nuclear detectavel. A regido cromossdmica das células mitéticas geralmente

apresentam uma forma irregular dentro da célula, devia a falta de membrana nuclear, e extrema constricdo dos
Cromossomos.

O soro positivo para DNA e/ou DNP e/ou histona (como o controle positivo homogéneo da Immuno Concepts)
apresentardo coloragdo da regido cromossdmica destas células. Nas amostras negativas para DNA e/ou DNP e/ou
histona (como o controle positivo pontilhado IC) as células mitéticas ndo apresentarao coloragdo cromossdmica e
pode ser de dificil visualizagao.
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Diferenciando anticorpos Pontilhado vs. Homogéneo: Um padrao de coloragdo pontilhado fino as vezes
dificulta a diferenciagdo da coloragdo homogénea. Se o padrdo é homogéneo havera coloragao sélida do
cromossomo das células mitéticas. Se o padrao é estritamente pontilhado, a regido externa dos cromossomos
apresentardo uma reagao de pontilhado fino.

NOTA: Se uma fina coloragdo pontilhada na célula mitética ocorrer junto da coloragao sélida da regiao
cromossOmica, é altamente provavel que dois ou mais anticorpos estdo presentes. Registre a diluicdo de triagem
como padrédo misto homogéneo/pontilhado e titule cada um dos anticorpos

Anticorpo Membrana Nuclear vs. Periférica: O anticorpo que apresenta um padrao periférico esta geralmente
associados com antigenos nucleares DNA/DNP. Altos titulos destes anticorpos sédo sugestivos de SLE. Em
substratos que nao incluem células mitéticas, o padrao periférico pode ser de dificil distingdo em relagéo ao
anticorpo de membrana nuclear. Com o uso das células mitéticas da Immuno Concepts, estes padrdoes podem ser
diferenciados porque a regido cromossOmica das células mitéticas estardo intensamente corados no padrao
periférico mas ndo corados no padrdao membrana nuclear. Esta distingao é clinicamente importante pois o anticorpo
de membrana nuclear néo tem especificidade do DNA/DNP e n&o esta associado com SLE (38).

Anticorpo Anti-Centromérico (ACA) vs. Pontilhado atipico semelhante ao centromérico: A fim de verificar o
anticorpo anti centrdmero, a regido cromossdmica das células mitoticas devem corar com brilho e discreto
pontilhado. Se a regido cromossOmica néo estiver corada o anticorpo nédo € anti centrdmero e deve ser relatado
como “pontilhado atipico.” (39).

SSA/Ro vs. Padroes que podem assemelhar-se a coloragao SSA/Ro: A coloragao distinta de SSA/Ro é visto
como um padrao distinto pontilhado brilhante com coloragdo proeminente do nucléolo em 10-20% dos nucleos
interfasicos. Os demais 80-90% de nucleos interfasicos podem ou ndo podem demonstrar coloragao pontilhada dos
nucleos com ou sem coloragdo de nucléolo. A regido ndo cromossOmica das células em metafase nao apresentam
coloragéo. O padrao nucleolar pode ser diferenciado pela coloragéo grossa e pontilhada em todo o nucleo,
geralmente menor que 6 por célula. O padrédo Scl-70 apresenta coloragao pontilhado e coloragao nucleolar em
todos os nucleos em interfase e coloragdo da regiao cromossdmica em células em metafase. Anticorpos para
Antigeno Nuclear em Células em Proliferagdo, (PCNA) apresentam um pontilhado de fino para grosso em 30-50%
dos nucleos interfasicos.

SSA/Ro Nucleolar



PCNA Scl-70

Embora os autoanticorpos para antigenos citoplasmaticos ndo serem comumente associados com doengas do
tecido conjuntivo, estes anticorpos podem ser detectados utilizando substrato de cultura celular epitelial (40).
Anticorpos do musculo liso e mitocondrial sdo os dois anticorpos mais comumente detectados e estdo geralmente
associados com mononucleose, hepatite cronica ativa, doengas do figado (41-42). Utilizando o substrato celular
HEp-2, anticorpos musculo liso também foram observados em pacientes com verrugas (43).

Anticorpo Anti-Mitocondrial (AMA): Pontilhados discretos concentrados na regi&o perinuclear da célula e se
estendendo em menor densidade para regides externas do citoplasma. Este padrdo pode ser diferenciado do
padrao anticorpo anti-Golgi, que geralmente cora somente um lado da regido perinuclear e do anticorpo anti-
ribossomal, que apresenta um padrao pontilhado fino de aspecto flamentoso compativel com a localizagéo do
reticulo endoplasmatico dentro da célula (50).

NOTA: Pontilhados perinucleares podem ser facilmente distinguidos da coloragéo nuclear periférica observando
que o padrado mitocondrial forma um pontilhado ininterrupto ao redor do exterior da membrana nuclear, enquanto o
padrao periférico forma uma coloragéo suave soélida dentro da membrana nuclear.

RELATAR COMO SENDO SORO NEGATIVO PARA ANTICORPOS ANTI NUCLEARES E VERIFICAR A
POSITIVIDADE PARA ANTICORPOS ANTI MITOCONDRIA EM SUBSTRATO AMA ESPECIFICO.

Anticorpo do Musculo Anti-Liso (ASMA): Coloragéo de fibras muito finas sobre todo o citoplasma da célula com
uma aparéncia de “teia de aranha”. Diferente do anticorpo mitocondrial, a coloragédo de anticorpos de musculo liso é
uniforme sobre todo o citoplasma e pode também se estender sobre o nucleo. Células mitéticas geralmente
apresentam grandes pontos discretos fora da regido cromossémica (50). Anticorpos de musculo liso tem
apresentado uma alta especificidade para a actina (44-45).

RELATAR COMO SENDO SORO NEGATIVO PARA ANTICORPOS ANTI NUCLEARES E VERIFICAR A
POSITIVIDADE PARA ANTICORPOS ANTI MUSCULO LISO EM SUBSTRATO ASMA ESPECIFICO.

1. O diagndstico ndo pode ser feito com base somente na detec¢do de anticorpos antinucleares. O médico deve
avaliar o resultado juntamente com a histéria e sintomas do paciente, os achados fisicos e outros
procedimentos de diagnostico.

2. O tratamento ndo deve ser iniciado com base num teste positivo para anticorpos antinucleares. Sinais clinicos,
outros achados laboratoriais e impressdes clinicas fisicas devem ser considerados antes de iniciar qualquer
tratamento.

3. Algumas drogas, incluindo procainamida e hidralazina, podem induzir a uma doenga semelhante a Iupus
eritematoso (46). Paciente com LE induzido por drogas pode demonstrar um padrdo homogéneo positivo ou
homogéneo/periférico, ANAs comumente direcionados contra histona nuclear (47).

4. Uma pequena porcentagem de pacientes com SLE podem nao demonstrar ANAs através do teste de
imunofluorescéncia indireta mas pode apresentar ANAs através de outras técnicas (48).
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10.

N&o é necessario determinar o ponto final do titulo. Qualquer titulo de ANA maior ou igual a 1: 640 é
considerado um titulo alto e alertara o clinico para fazer testes adicionais. Cada laboratério deve estabelecer
seu proprio esquema de titulagdo, com base nos anticorpos detectados na populagido de pacientes. Embora
altos titulos ANA possam ser altamente sugestivos de doencga do tecido conjuntivo,este ndo deve ser
considerado como diagndstico, mas ser visto como uma parte da histéria clinica geral do paciente.

A coloragéo dos Padrées de fluorescéncia podem mudar com a titulagdo progressiva do soro. Este fenbmeno é
geralmente devido a presenca de mais do que um anticorpo nuclear.

Devido as varias opgdes disponiveis para microscopio fluorescentes, € recomendado que a fonte de luz, filtros
e lentes sejam padronizadas para quando comparar titulagdes de pacientes de laboratérios diferente.

ANAs positivos sdo também encontrados em pequena porcentagem dos pacientes com infecgdes e/ou
doengas neoplasicas (9).

Os autoanticorpos para SSA/Ro apresentam um padrao de coloracéo distintivo em células transfectadas.
Quando este padréo estiver presente é considerada uma evidéncia confirmatéria que os anticorpos antiSSA/Ro
estdo presente. A auséncia deste padrao distintivo ndo exclui a possibilidade de anticorpos anti- SSA/Ro
estarem presentes.

Devido a hiper expresséo de autoantigeno SSA/Ro nas células HEp—2000®, as amostras que contém anticorpos
anti SSA/Ro apresentam valores mais altos de titulagao nas células que os valores obtidos nas células HEp-2
nao transfectadas. Ja que nenhum dos outros anticorpos nas células HEp-2000®, sao afetados pelo processo
de transfecgéo,soros com outros autoanticorpos especificos ndo demonstram diferenga de titulagéo significante
entre a linha de células de HEp-2000® transfectadas e as células HEp-2 ndo transfectadas.

Em um grande centro médico universitario , utilizando substrato ANA de células HEp-2, os seguintes dados foram
gerados ao longo de um periodo de dois anos (49). Tabela 1.

TABELA 1
Diagnéstico  Padréo de %
identificacao Positivo
Populagdo anormal (mais de 4,500 Soros
Testados):
Lupus eritematoso sistémico S,P+H, H, P 93
Artrite reumatoide S, H 40
Doenca mista do tecido conjuntivo S 99
Esclerose sistémica progressiva-difusa S,N 85
Esclerose sistémica progressiva - CREST ACA 93
Artrite reumatéide juvenil
Sistemica S 14
Poliarticular S 13
Pauciarticular-B27+ - 0
DM/PM S 25
Vasculites S 20
Populagdo normal (mais de 9,000 Soros testados):
20-60 anos S 2
70-80 anos S 3.5

Abreviagdes: S=pontilhado, H=Homogéneo, P=Periférico, N=Nucleolar, ACA=anti-Centromérico

INTERVALO DE REFERENCIA

O intervalo de referéncia para detecgao de anticorpos antinucleares na populagdo normal é "Negativo". Como
mostrado na tabela acima, uma pequena porcentagem de individuos normais apresentara ANA positivos. Cada
laboratério deve estabelecer e manter seus proprios valores de intervalo de referéncia (normal), com base na
populagao de pacientes e outros fatores locais.
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O kit 1gG Fluorescente ANA-Ro da Immuno Concepts foi comparado com outro kit ANA-Ro distribuido
comercialmente.A populagao estudada consistiu em 113 amostas que foram submetidas ao teste ANA em
laboratérios clinicos. Todas as amostras foram testadas em paralelo com este kit e o de referencia.Baseado nesta
comparacgao foram obtidos os seguintes dados:

referencia
ANA-Ro Teste
Positivo | Negativo
Immuno Concepts Positivo 41 3
IgG ANA-Ro Teste | Negativo 0 69

Estes dados produziram os seguintes dados estatisticos: sensibilidade relativa,100%; especificidade relativa,95.8%;
valor preditivo positivo,93.2%; valor preditivo negativo,100%; e concordancia geral, 97.3%.

USE COM O IMAGE NAVIGATOR®

O Image Navigator® € o sistema semiautomatizado da Immuno Concepts para leituras de laminas de ANA
fluorescentes HEp—2000®. Em uma comparacao do Image Navigator® com leitura convencional de laminas de ANA
fluorescentes, os dados a seguir foram obtidos:

Acordo positivo, 99,8%; acordo negativo, 98,9%; acordo geral, 99,4% (n=738 amostras).

A sensibilidade clinica para deteccdo de ANA em pacientes conhecidos por terem ltpus eritematoso sistémico foi
de 93,8% para leitura convencional e 94,1% para o Image Navigator®. Em 301 pacientes com doengas do tecido
conjuntivo®conhecidas, a sensibilidade clinica foi de 82,7% para leitura convencional e 83,1% para o Image
Navigator-.

Em um grupo de 296 pacientes com doengas que n&o sejam de tecido conjuntivo e 142 participante saudaveis de
controle (total n=438), a especificidade clinica demonstrou ser 87,3% para leitura convencional e 87,4% para o
Image Navigator®.
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NOTA: Se o laboratério esta usando um sistema de processamento automatizado de amostras, os procedimentos e
recomendagées do fabricante do sistema devem ser seguidos. O sistema de processamento de laminas deve ser programado para
diluigdo apropriada das amostras, dispensagédo de volumes e tempos de incubagdo, conforme descrito abaixo.

RECONSTITUIGAO DO TAMPAO (PBS)
Dissolver o contetido de um envelope em um litro de agua destilada. O
tampao PBS pode ser armazenado em 2-25°C por até 4 semanas

DILUIR AMOSTRA DO PACIENTE

Triagem: Diluir a amostra do paciente numa proporgéo de 1:40 através
da adigdo de 0,05 mL (50uL) de soro a 1,95 mL (1950uL) de PBS
reconstituido. *

Titulagdo semi quantitativa: Para fazer uma série de diluigdes a razéo 2
(isto &, 1:80,1:160, 1:320,...etc.), utilizando PBS.

PREPARO DAS LAMINAS DE SUBSTRATO (20-25 pl/pogo)

Retire lamina(s) do(s) envelope(s) e coloque o soro ou controles como
se segue: Inverter o frasco conta-gotas até que a gota seja visivel
.Cuidadosamente, toque a gota do controle apropriado no pogo
evitando que a ponta do conta gotas toque na superficie da lamina. Em
seguida adicione 1 gota (20-25 ul) da amostra do paciente diluido nos
pocos demarcados.

NOTA: Para triagem geral, o controle positivo homogéneo é
recomendado. Para titulagdo semiquantitativa, o controle titulavel,
numero de catalogo 2026, devem ser executadas com cada lote de
amostras dos pacientes. Todos os controles padrao devem ser
executados com cada numero de lote de kits para demonstrar a
aparéncia esperada dos padroes de ANA. Se o teste for realizado para
confirmagdo da presencga de anticorpos anti

SSA(ROo), utilize o controle cod. 2035-Ro em pelo menos uma lamina.
CUIDADO: CONTATO DIRETO DA PONTA DO CONTA-GOTAS COM
A SUPERFICIE DA LAMINA PODE RESULTAR EM DANOS COM O
SUBSTRATO ANTIGENICO.

INCUBAGAO DAS LAMINAS (30+5 minutos a temperatura ambiente —
18 @ 25°C):

Coloque a(s) lamina(s) em uma camara umida coberta (uma placa de
Petri com papel toalha molhado j& sera adequado). Incube, em local
fechado, por trinta minutos (+5 minutos) a temperatura ambiente (18-
25° C).

ENXAGUE COM PBS:

Remova a(s) lamina(s) da incubadora e lave brevemente com PBS
usando uma piseta ou Pipeta Pasteur . Nao dispense o tampao
diretamente nos pogos .

LAVAGEM COM PBS (10 minutos)

Lavar a lamina(s) durante 10 minutos com PBS em uma cuba de
lavagem ou jarra Coplin .O tempo pose ser aumentado até 30 minutos
sem variagdo no resultado final. Descarte o PBS apés o uso.

REAGENTE DE ANTICORPO FLUORESCENTE (Cubra os pogos com
12-14 gotas):

Remova uma lamina de cada vez do tampao e mergulhe de 3-5 vezes
na agua destilada ou deionizada. Baté-los de lado contra papéis
absorventes para remover o excesso de agua. Retorne imediatamente
a lamina a camara de incubacgéao e cubra os pogos completamente
usando o Reagente de Anticorpo Fluorescente. Repita o procedimento
para cada lamina. O Reagente de Anticorpo Fluorescente foi titulado
para compensar a agua que tiver permanecido na lamina depois do
enxague.

NOTA: é importante que o pogo da lamina ndo seque durante este
procedimento ou danos ao substrato poderédo ocorrer.
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NAO SEQUE A LAMINA OU PERMITA QUE ESTA PERMANEGA
SEM REAGENTE DE ANTICORPO FLUORESCENTE POR MAIS DE
15 SEGUNDOS.

INCUBAR AS LAMINAS (30 + 5 minutos em temperatura ambiente
i.e. 18-25°C)

Coloque a lamina na camara Umida e cobrir com papel para prevenir
exposicao direta a luz se a camara nao for opaca.Ilncubar a(s)
lamina(s) em temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos (+ 5
minutos) .

RINSAR COM PBS
Remova a(s) lamina(s) da cuba e rinse rapidamente com PBS. Nao
direcione o jato diretamente sobre os pogos.

LAVAGEM COM PBS (10 minutos)

Lavar a(s) lamina(s) com PBS durante 10 minutos em cuba de

lavagem ou jarra Coplin. Esta lavagem pode ser estendida até 30
minutos sem alteragdo no resultado final quando néo é utilizado contra-
coloragao.

Contra-coloragéo opcional: Adicionar de 5-10 gotas de corante (0,5%
de Azul de Evans) por 100 mL de PBS antes a imersao da(s) lamina(s).
Conforme ao grau de coloragdo desejada pode-se aumentar ou diminuir
a contra coloragédo pelo simples ajuste de numero de gotas
adicionadas ao PBS nesta lavagem.

MONTAGEN DAS LAMINULAS:

Remova uma lamina de cada vez do tampao e mergulhe de 3-5 vezes
na agua destilada ou deionizada (Opcional). Baté-los de lado contra
papéis absorventes para remover o excesso de agua.

NAO SEQUE A LAMINA OU PERMITA QUE ESTA PERMANECA
SEM LAMINULA POR MAIS DE 15 SEGUNDOS.

Adicionar 4-5 gotas de Meio de Montagem Semi-permanente ao longo
da linha média de cada lamina. Coloque cuidadosamente a laminula na
posicéo, evitando bolhas de ar, através do abaixamento da laminula de
uma extremidade da lamina para outra.

NOTA: Excesso de Meio de Montagem pode gerar um alto background
fluorescente, devido a dispersdo da luz, ou a falta de resolugéo das
células (imagem borrada). Excesso de Meio para Montagem pode ser
removido da lamina através da secagem suave da laminula com papel
absorvente evitando qualquer movimento direto na laminula.

LEITURA DA LAMINA

Se a lamina for lida usando o microscopio fluorescente convencional,
ela pode ser lida imediatamente usando o procedimento padrao do
laboratério. As laminas devem sempre ser lidas por um usuario treinado
que esta familiarizado com interpretagédo e padrées de ANA
fluorescentes. Consulte o fornecedor do microscépio fluorescente para
obter instrugdes para usar o microscopio.

Se a lamina for lida usando o Image Navigator®, o microscopio
automatizado e o sistema de captura de imagem da Immuno Concepts,
consulte o manual do operador para o sistema do Image Navigator®. O
Image Navigator® deve ser operado apenas por usuario treinado.

PARA ASSISTENCIA TECNICA:
EUA: 1-800-251-5115 Fora dos EUA: 1-916-363-2649
Email: technicalsupport@immunoconcepts.com

« Laboratérios que desejam fazer triagem em uma diluigdo
diferente da recomendada devem validar o uso da diluigdo de
triagem alternativa em sua populagéo de pacientes.



