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1. APRESENTACAO

Estabelecer um procedimento padrdo para a analise do Fator antinuclear (FAN) na rotina
do setor de Imunologia do Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP).

2. QUEM

Técnicos de laboratério, bidlogos, biomédicos e farmacéuticos-bioquimicos.

3. DEFINIGAO DOS PROCEDIMENTOS

A imunofluorescéncia indireta é o método de referéncia para deteccdo de anticorpos
antinucleares, onde se utiliza, como substrato, células epiteliais humanas (HEp-2). Uma vez
unidos, os anticorpos manifestam-se através de incubacdo com um anticorpo contra as
imunoglobulinas humanas conjugado com fluoresceina e sdo visualizados por microscopia de
fluorescéncia. As células HEp-2 expressam a maioria dos antigenos de importancia clinica. Os
reagentes deste kit estdo ajustados para detectar anticorpos clinicamente relevantes, usando
como substrato células HEp-2 e conjugado IgG, os quais eliminam resultados falsos positivos
fisiolégicos que ocorrem normalmente devido a baixos titulo de IgM especifica.

Um teste positivo para ANA é um dos critérios para o diagndstico de Lupus eritematoso
sistémico (LES). Logo, um resultado negativo descarta um LES, porém ndo é especifico, ja que
pacientes com outras enfermidades do tecido conjuntivo, tais como artrite reumatdide,
esclerodermia, sindrome de Sjogren e dermatomiosite sao frequentemente ANA positivos.
Além do que, ANA positivo com titulos baixos também pode ser encontrado em infecgdes,
neoplasias e individuos normais com idade avangada.

4. OBIJETIVO
Detectar autoanticorpos associados a diversas doencas autoimunes.
5. MATERIAL

5.1. Material fornecido pelo kit
5.1.1. Laminas Substrato: Ldminas com substrato ANA usando células HEp-2000® (com formas
mitdticas) cultivadas e estabilizadas diretamente nos pogos de teste.

5.1.2. Controle Positivo SS-A/Ro: Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1,0 ml de soro
controle humano positivo especifico para o antigeno SS-A/Ro.

5.1.3.  Controle Positivo Homogéneo: Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1,0 ml de soro
controle humano positivo especifico para o DNA e/ou antigenos nucleares DNP.

5.1.4.  Controle Positivo Pontilhado: Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1,0 ml de soro
controle humano positivo especifico para os antigenos nucleares Sm e/ou RNP.
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5.1.5. Controle Positivo Nucleolar: Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1,0 ml de soro
controle humano positivo especifico para os antigenos nucleolares.

5.1.6.  Controle Positivo Centromérico: Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1,0 ml de
soro controle humano positivo especifico para centrdbmero cromossomal (cinetocore).

5.1.7.  Soro Controle Tituldvel: Frasco pronto para uso contendo 0,5 ml de soro controle humano
para ser tratado como uma amostra ndo diluida de paciente.

5.1.8. Soro Controle Negativo: Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1,0 ml de soro
controle humano.

5.1.9. Reagente Anticorpo Fluorescente: Soro anti-humano IgG de cabra (cadeias pesada e leve)
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.

5.1.10. Tampdo PBS em pd: Tampao fosfato salino em pé (0,01 M, pH7,4 +0,2). Cada envelope
contém tampdo em pé suficiente para preparar um. Preparagao: Dissolver um envelope de tampao
em p6é em um litro de 4gua deionizada ou destilada, tampar e armazenar entre de 2-25°C por até 4
semanas ou até sinais de contaminag¢do ou se outra mudanca visivel ocorrer.

5.1.11. Meio para Montagem semi-permanente: Frasco conta-gotas contendo 5,0 mL de meio para
montagem a base de glicerol, pH 9,1.

5.1.12. Laminulas: Cada pacote contém dez laminulas de vidro 24 x 64 mm.

5.2.Material necessario, mas ndo fornecido pelo kit

= Microscépio de fluorescéncia;

] Tubos de ensaio para preparar diluicdes de soro;
] Pipetas de precisdo volumétrica para dispensar volumes de 20-25 pL;
] Ponteiras descartaveis;

] Jarra de Coplin ou similar;

. Pisetas ou pipetas Parteur;

] Agua destilada ou deionizada;

] Frasco para 1 litro (para o tampao PBS);

] Camara de incubagao;

] Papel absorvente;

] Estantes para tubos;

] Recipiente para descarte de material.

6. DESCRICAO DO PROCEDIMENTO
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6.1.Principio

O teste FAN utiliza uma técnica de fluorescéncia indireta para anticorpos. Amostras de pacientes
sdo incubadas com substrato antigénico (HEp-2) que permite uma ligacdo especifica dos autoanticorpos
a célula, formando um complexo estavel antigeno-anticorpo. Quando os resultados forem positivos, ha
formacgdo de um complexo estdvel de trés fases, que consistindo na ligacdo anticorpo fluorescente com
o anticorpo antinuclear humano, o qual estad ligado ao antigeno nuclear. Este complexo pode ser
visualizado com a ajuda de um microscépio fluorescente. Em amostras positivas, partes das células HEp-
2 terdo fluorescéncia cor verde-maga com um padrdao de coloragdo caracteristico da distribuicdo
particular do antigeno nuclear dentro das células. Se a amostra para ANA for negativa, os nucleos nao
apresentardo um padrdo claramente distinguivel de fluorescéncia.

6.2.Amostra

Utilizar soro livre de hemdlise, lipemia e contaminagdo. Os soros podem ser conservados em
geladeira (2-8°C) até 72 horas. Para um tempo maior, devem ser guardados em freezer, a -20°C. Evitar
repetidos congelamentos e descongelamentos.

6.3.Procedimento
6.3.1.  Reconstituicdo do tampdo (PBS): Dissolver o contetido de um envelope em um litro de agua
destilada. O tampdo PBS pode ser armazenado a 2-25°C por até 4 semanas;
6.3.2. Diluicao da amostra do paciente: Triagem: Diluir a amostra do paciente numa proporgao de
1:40 através da adigdo de 0,05 mL (50 pL) de soro a 1,95 mL (1950 pL) de PBS reconstituido;Titulagao
semi-quantitativa: Para fazer uma série de dilui¢des a razdo 2 (isto é, 1:80, 1:160, 1:320, ..., 1:2560),
utilizando PBS;
6.3.3. Preparo das laminas de substrato: Retirar as lamina(s) do(s) envelope(s) e colocar o soro ou
controles como se segue: Inverter o frasco conta-gotas até que a gota seja visivel. Cuidadosamente,
tocar a gota do controle apropriado no pogo evitando que a ponta do conta gotas toque na superficie
da lamina. Em seguida adicionar 1 gota (20-25 pl) da amostra do paciente diluido nos pocos
demarcados. NOTA: Para triagem geral, o controle positivo homogéneo é recomendado;
6.3.4. Incubagdo das laminas: Colocar a(s) lamina(s) em uma camara umida coberta (uma placa de
Petri com papel toalha molhado ja sera adequado). Incubar, em local fechado, por trinta minutos (5
minutos) a temperatura ambiente (18-25°C);
6.3.5. Enxague com PBS: Remover a(s) lamina(s) da incubadora e lavar brevemente com PBS
usando uma piseta ou Pipeta Pasteur. Nao dispense o tampao diretamente nos pocos. NOTA: Para
evitar contaminacdo cruzada nos pogos nas laminas de 10, dispense o PBS ao longo da linha central
da lamina, inclinando primeiramente para os pogos da primeira linha de 1 a 5 e posteriormente para
0s pogos da segunda linha de 6 a 10;
6.3.6. Lavagem com PBS: Lavar a lamina(s) durante 10 minutos com PBS em uma cuba de lavagem
ou jarra Coplin. O tempo pode ser aumentado até 30 minutos sem varia¢cdo no resultado. Descartar o
PBS apds o uso;
6.3.7. Reagente anticorpo fluorescente: Remover uma lamina de cada vez do tampao e mergulhe
de 3 a 5 vezes em agua destilada ou deionizada. Bater as laminas de lado contra papéis absorventes
para remover o excesso de dgua. Retornar imediatamente a lamina a cdmara de incubacgdo e cubra os
pocos completamente usando o Reagente de Anticorpo Fluorescente. Repetir o procedimento para
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cada ldmina. O Reagente de Anticorpo Fluorescente foi titulado para compensar a agua que tiver
permanecido na lamina depois do enxague. NOTA: é importante que o poco da ldamina ndo seque
durante este procedimento ou danos ao substrato poderdo ocorrer. Ndo secar a lamina ou permitir
gue esta permaneca sem reagente de anticorpo fluorescente por mais de 15 segundos;

6.3.8.  Incubacgdo das laminas: Colocar a ldmina na cdmara Umida e cubrir com papel para prevenir
exposicao direta a luz se a camara ndo for opaca. Incubar a(s) lamina(s) em temperatura ambiente
(18-25°C) por 30 minutos (x 5 minutos);

6.3.9. Rinsar com PBS: Remover a(s) lamina(s) da cuba e rinse rapidamente com PBS. Nao
direcionar o jato diretamente sobre os po¢os;

6.3.10. Lavagem com PBS: Lavar a(s) ldamina(s) com PBS durante 10 minutos em cuba de lavagem ou
jarra Coplin. Esta lavagem pode ser estendida até 30 minutos sem alterag¢do no resultado quando nao
é utilizado contra-coloragao;

6.3.11. Montagem com laminula: Remover uma lamina de cada vez do tampdo e mergulhar de 3 a
5 vezes na agua destilada ou deionizada (Opcional). Bater as ldminas de lado contra papéis
absorventes para remover o excesso de agua. Ndo secar a lamina ou permitir que esta permaneca
sem laminula por mais de 15 segundos. Adicionar 4 a 5 gotas de Meio de Montagem Semi-
permanente ao longo da linha média de cada lamina. Colocar 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 de fundo fluorescente, devido a
dispersdo da luz, ou a falta de resolucdo 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.

6.4.Resultados

Negativo: Um soro é considerado negativo para FAN se a fluorescéncia da célula for menor ou
igual ao controle negativo. O citoplasma pode apresentar fraca coloracdo, com coloracdo brilhante da
regidao ndo cromossdmica das células mitdticas, mas sem padrdo nuclear claramente discernivel.

Positivo: Um soro é considerado positivo se a célula apresentar um padrdao claramente
discernivel de coloragdo na maioria das células na interfase.

Titulagdo: Ao ler a titulagdo, o recomendado é comecar pelos pogos de maior diluicao e ir
passando na ordem contrdria, para a diluicdo de 1:40. O primeiro po¢o em que o padrdo é claramente
discernivel é o ponto de parada da titulagdo independente da intensidade de coloragao.

Aumento total de 200x é recomendado para testes de triagem, enquanto o aumento total de
400x é recomendado para reconhecimento do padrdo e visualizacdo das células mitdticas.

CUIDADOS: Alguns soros podem demonstrar coloracdo nuclear e citoplasmatica sem padrao
definido aparente. Este fen6meno geralmente é devido a anticorpos heterdéfilos e devem ser relatados
como negativo

A intensidade de fluorescéncia pode ser semi-quantificada, seguindo-se diretrizes para os
Reagentes de Anticorpo Fluorescente, estabelecidos pela CDC (Center for Desease Control and
Prevention):

v" 4+ Verde-amarelado brilhante (Fluorescéncia maxima): Contorno bem definido, centro
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da célula nitidamente definido;

v" 3+ Verde-amarelado menos brilhante: Contorno bem definido, centro da célula
nitidamente definido;

v 2+ Padrio celular definido, mas com pouca fluorescéncia: Contorno pouco definido;

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

6.5.Interpretacao
Controle de qualidade:

Os controles positivos, negativos e PBS devem ser corridos em pocos fornecidos para controle de
qualidade em cada lamina. O controle positivo deve apresentar uma fluorescéncia verde-maca brilhante
no nucleo das células, com padrdo caracteristico claramente discernivel do soro controle que for
utilizado. O controle negativo apresenta fluorescéncia verde fraca e ndo especifica no citoplasma e
nucleo, mas com padrdo ndo discernivel de coloracdo nuclear. O controle PBS é usado para observar
padrées ndo especificos do anticorpo do reagente, e ndo deve apresentar fluorescéncia. Se os controles
nao estiverem como as caracteristicas descritas, o teste é invalidado e deve ser repetido.

Exames de triagem: Relatar os resultados como positivos ou negativos a uma diluicao 1:40 e os
padrdes de coloracdao devem ser relatados.

Exames de titulagdo: Relatar os resultados da ultima série de diluicdo em que foi visto uma
coloragdo claramente discernivel. Os resultados com forte reacdo a diluicdo 1:2560 devem ser relatados
como maior que 1:2560. Titulos de 1:40 a 1:80 sdo considerados baixos titulos, 1:160 a 1:320 sdo
considerados médios titulos e 1:640 e maiores, sdo considerado altos titulos.

Padroes:

Os padrdes de fluorescéncia sdo constantemente atualizados pelo Consenso FAN. Atualmente sdo
divididos em Nucleares, Citoplasmaticos e de Aparelho Mitdtico:

e NUCLEAR

» Nuclear 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 teldfase) com
cromatina corada intensamente de modo hialino homogéneo.

Nuclear Pontilhado Fino: Fluorescéncia pontilhada de aspecto fino em todo o
nucleoplasma. Os nucléolos podem ser corados ou ndo. Células em mitose
(metdfase, anafase e teléfase) apresentam placa nao fluorescente.

Nuclear Pontilhado Fino Denso: Decorac¢do pontilhada observada nos nucleos
das células em intérfase, com caracteristica heterogénea em relagdo ao
tamanho, brilho e distribuicdo dos pontos. Os nucleos apresentam granulagao
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irregular com areas de pontilhado mais denso entremeadas a areas menos
densas, gerando aspecto levemente rugoso caracteristico do padrdo. A placa
metafasica apresenta padrdo pontilhado com destaque para pontos grosseiros
caracteristicos.

Nuclear Pontilhado Grosso: Nucleoplasma totalmente pontilhado com pontos
grosseiros. Os nucléolos podem ser corados ou ndo. Células em mitose
(metdfase, anafase e teléfase) apresentam cromatina nao fluorescente.

Centromérico: Pontilhado grosseiro discreto (40-80/célula) nas células em
interfase e alinhados na placa de cromatina nas células em mitose.

Muiltiplos Pontos: Pontos nucleares contaveis (6 a 20 pontos por célula).

Raros Pontos: Pontos nucleares isolados (1 a 6 pontos por célula na maioria das
células). Sdo conhecidos como corpos de Cajal ou “Coiled bodies”.

Nucleolar Homogéneo: Fluorescéncia difusa de todo o nucléolo sem
fluorescéncia da placa metafasica cromossémica.

Nucleolar Aglomerado: Fluorescéncia dos nucléolos com contornos irregulares e
dos corpos de Cajal com decoracgdo peri-cromossGmica da placa metafasica.

Nucleolar Pontilhado: Nucléolos das células em intérfase com aspecto
pontilhado. Placa cromossémica das células em metafase com até 5 pares de
pontos isolados brilhantes na regido organizadora dos nucléolos (NOR). O
citoplasma das células em mitose pode se apresentar moderadamente positivo.

Membrana Nuclear Continua: Decoragao homogénea do nicleo com grande
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intensidade da membrana nuclear sem marcacdo da placa cromossémica
durante a metafase e andafase. Observa-se acentuagdo caracteristica da
fluorescéncia nos locais de contato de células adjacentes.

Membrana Nuclear Pontilhada: A membrana nuclear das células em intérfase
apresenta fluorescéncia pontilhada caracteristica, com acentuagdo da
fluorescéncia nos pontos de contato entre células adjacentes. Nao se verifica
decoracdo da placa metafasica das células em metdafase e andafase.

Pleomérfico PCNA-like: Fluorescéncia pontilhada com aspecto pleomérfico
apresentando varia¢gdes no tamanho e intensidade dos pontos. Algumas células
sdo negativas na intérfase (fase G1), algumas intensamente coradas (fase S) e
outras com pontos dispersos no nucleo com fluorescéncia ocasional dos
nucléolos (fase S final e inicio da fase G2). Células em mitose sdo negativas.

Pleomoérfico CENP-F-like: Padrdo nuclear pontilhado com exuberante
variabilidade na intensidade de fluorescéncia, intensa na fase G2 e
negativa/moderada na fase G1. Os centrdmeros sdo positivos somente na
prometafase e metafase, demonstrando multiplos e discretos pontos alinhados.
As células durante a prometafase apresentam fraca decoracdo do envelope
nuclear. O citoplasma em torno das células em mitose apresenta-se difusamente
corado.

e CITOPLASMATICO:

» Fibrilar: Padrdo caracterizado por decoragdo das fibras do citoesqueleto
ocasionalmente com depdsitos granulares pequenos e descontinuos.
Fluorescéncia caracteristica dos filamentos estriados de actina caracterizando
eixos longitudinais na célula. Pode ser subdividido em padrdo Citoplasmatico
Fibrilar, Filamentar e Segmentar.

Pontilhado Fino: Pontos pequenos e dispersos ao longo do citoplasma de
aspecto homogéneo ou pontilhado fino denso (quando os pontos aparecem
mais definidos). O padrdao Citoplasmatico Pontilhado Reticular apresenta
decoracdo reticular grosseira estendendo-se a partir do citoplasma, é
determinado por anticorpos anti-mitocondria.

Pontos Isolados: Fluorescéncia dos corpos citoplasmaticos nas células em
intérfase, altamente expressos nas fases S/G2 tardias.

Pontilhado Polar / Golgi-like: Pontilhado descontinuo perinuclear de aspecto
granular com distribuicdo polar no citoplasma.
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» Anéis e BastGes: Estruturas caracteristicas em anéis e bastdes no citoplasma das
células em intérfase e em menor proporg¢do no nucleo celular.

e APARELHO MITOTICO:

» Centrossomo: Reatividade dos centriolos (1 - 2 / célula) no citoplasma e nos
polos do fuso mitético.

Fibras do Fuso: Fluorescéncia das células mitdticas na regido das fibras do fuso
com decoracgdo caracteristica dos polos (cones mitéticos).

NuMA-like: Misto do tipo nuclear pontilhado fino com fluorescéncia do aparelho
mitotico.

Ponte Intercelular: Decoracdo da ponte intercelular que conecta as células irmas
na fase final da divisdo celular antes da separac¢do das células filhas.

Envelope Cromossdmico: Coloragdo pontilhada dos cromossomos nos estagios
de prometafase e metafase, sem fluorescéncia das células em intérfase

NOTA: Os padrdes de fluorescéncia devem ser associados as dosagens de autoanticorpos especificos,
além da associa¢do aos dados clinicos.

7. REFERENCIAS
- Bula do kit Immuno Concepts Hep-2000°.

-Consenso Internacional de Anticorpos Antintcleo (ICAP). Disponivel em
https://www.anapatterns.org/index.php, acessado em 10 de fevereiro de 2022.
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