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Dispesicién
Nimero: DI-2018-254-APN-ANMAT#MSYDS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 19 de Septiembre de 2018

Referencia: 1-47-3110-5167/17-4

VISTO el expediente N° 1-47-3110-5167/17-4 del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIO-OPTIC S.R.L solicita autorizacién para la venta a laboratorios
de andlisis clinicos de los Productos para diagndstico uso In Vitro denominados 1) CALCITONIN
(CALCITONIN-L-CE); 2) CALRETININ (CALRETS66-L-CE); 3) CD123 (CD123-L-CE); 4)
CYTOKERATIN 7 (CK7-OVTL-L-CE); 5) DESMIN (DES-DERII-L-CE); 6) GRANZYME B
(GRAN-B-L-CE); 7) Ki67 ANTIGEN (KI67-MM1-L-CE); 8) MELAN A (MELANA-L-CE); 9)
MESOTHELIN (MESO-L-CE); 10) MUSCLE SPECIFIC ACTIN (MSA-594-L-CE); 11)
MYOGENIN (MYF-4-L-CE); 12) PROTEIN GENE PRODUCT 9.5 (PGP9.5-L-CE); 13) THYROID
TRANSCRIPTION FACTOR-1 (TTF-1-L-CE); y 14) CYTOKERATIN MULTI (AE1/AE3-601-L-
CE).

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagndstico que establece que los productos reinen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N°
145/98 y Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.
Que corresponde autorizar la inscripcion en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos N° 1490/92 el por el
Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015. '



Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de
Tecnologia Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT) de los productos médicos para diagnéstico de uso In Vitro denominados: 1)
CALCITONIN (CALCITONIN-L-CE); 2) CALRETININ (CALRET566-L-CE); 3) CD123 (CD123-
L-CE); 4 CYTOKERATIN 7 (CK7-OVTL-L-CE); 5) DESMIN (DES-DERII-L-CE); 6)
GRANZYME B (GRAN-B-L-CE); 7) Ki67 ANTIGEN (KI67-MM1-L-CE); 8) MELAN A
(MELANA-L-CE); 9) MESOTHELIN (MESO-L-CE); 10) MUSCLE SPECIFIC ACTIN (MSA-594-
L-CE); 11) MYOGENIN (MYF-4-L-CE); 12) PROTEIN GENE PRODUCT 9.5 (PGP9.5-L-CE); 13)
THYROID TRANSCRIPTION FACTOR-1 (TTF-1-L-CE); y 14) CYTOKERATIN MULTI
(AE1/AE3-601-L-CE), de acuerdo a lo solicitado por la firma BIO-OPTIC S.R.L con los datos
caracteristicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones que obran en
el documento N° IF-2018-38766892-APN-DNPM#ANMAT.

ART{CULO 3°- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “Autorizado
por la ANMAT PM-2234-12”, con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°- Extiéndase el Certificado de Autorizacién e Inscripcion en el RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta Disposicion.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en el Registro Nacional de Productores y Productos deTecnologia

Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole

entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizadosy el
Certificado mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los

fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: 1) CALCITONIN (CALCITONIN-L-CE); 2) CALRETININ (CALRET566-L-
CE); 3) CD123 (CD123-L-CE); 4) CYTOKERATIN 7 (CK7-OVTL-L-CE); 5) DESMIN (DES
DERII-L-CE); 6) GRANZYME B (GRAN-B-L-CE); 7) Ki67 ANTIGEN (KI67-MM1-L-CE); 8)
MELAN A (MELANA-L-CE); 9) MESOTHELIN (MESO-L-CE); 10) MUSCLE SPECIFIC ACTIN
(MSA-594-L-CE); 11) MYOGENIN (MYF-4-L-CE); 12) PROTEIN GENE PRODUCT 9.5 (PGP9.5
L-CE); 13) THYROID TRANSCRIPTION FACTOR-1 (TTF-1-L-CE); y 14) CYTOKERATIN
MULTI (AE1/AE3-601-L-CE).

Indicacion de uso: ANTICUERPOS MONOCLONALES DISENADOS PARA LA IDENTIFICACION DE
DIFERENTES ANTIGENOS HUMANOS MEDIANTE LAS TECNICAS DE TINCION
INMUNOHISTOQUIMICAS.



Forma de presentacion: ENVASES CONTENIENDO: 1 vial x 1.0 ml.

Periodo de vida util y condicion de conservacion: 1), 3), 6) a 12) y 14) 36 meses, conservado a 2y 8°C; 4)

y 5) 24 meses, conservado a 2 y 8°C; 2) 33 meses, conservado a 2 y 8°C y 13) 18 meses, conservado a 2 y
8°C.

Condicion de venta: venta a Laboratorios de analisis clinicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Nombre y direccion del fabricante: LEICA BIOSYSTEMS NEWCASTLE, Balliol Business Park West,
Newcastle upon Tyne, NE12 8EW. (REINO UNIDO).
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ROTULOS

A los rétulos originales se le agregara lo siguiente:

Establecimiento importador:

BIO-CFE Exceloncia tecnoldgica y calidad de serviclos

Bio-Optic SRL

Hipélito Yrigoyen 2789
florida, Buenos Aires, Argentina.

Director Técnico: Farm. Silvana Andrea Daou MP 19341
Tel.: (011) 4791-9923

Autorizado por ANMAT

Rétulos originales:

*  Multi-Citogueratina AE1/AE3 (AE1/AE3-L-CE)
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*  MelanA (MelanA-L-CE)
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*  Granzyme-B (GRAN-B-L-CE}
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s Actina Especlfica de Musculo (MSA-594-L-CE)

Rétulo externo: Rétulo interno:
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*  Marcador de Rhabdomyosarcoma (MYF-4-L-CE)
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* Cytokeratin 7 (CK7-OVTL-L-CE)
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* Ki67 Antigen (Ki67-MM1-L-CE)
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*  Calcitonin (CALCITONIN-L-CE)
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Rétulo Interno:
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*  Protein Gene Product 9.5 (PGP9.5-L-CE)

Rétulo externo:
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Calretinin (CALRET566-L-CE)

Rétulo externo:
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*  Mesothelin (MESO-L-CE)
Roétulo interno:

Rétulo externo:
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Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-1-L-CE)

Rétulo externo: Rétulo interno:

° NCL- L- ;I;FJ 1mil
NCL- L- TTF-1 t c
ELCA || [ xxxxxxx L3 xxxx.xx P
SI10SYSTEMS m XX g/t g XX mg ce
£ lwg] e

wmmmn-uummummwn UnindGmglen  yayp

(R .

XXXXXXX Q. "

g 00XX [Ta]
r- VD

i
|
|

Novocastra®
Leica Diocystems Newcastie Ltd
Bl Basisase Pork Wast, Borton Lane, Newcasoe Upon Tyt NEL2 6EW, Unted Kiegdom
wwrnlsodionmemcon P01.00.42 o o
i
N 4&4.(.-
AOU

ANUREA PAOU N
4//7/ uIRECTL)RATCC:_((,\-..:\) 19341 Pagina 80 de 171
' BIOOPTICH KL
FAIGOYEN 2789 TLOrat o
v’l{é:g;ir?o‘ﬁtz’r TEL, 47919923/ St 15

g, LUCAS M. VILLEGAS
L SOCIO GERENTE




«  (CD123 (NCL-L-CD123)
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MANUAL DE INSTRUCCIONES

*  Multi-Citoqueratina AE1/AE3 (AE1/AE3-L-CE)

tndicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-AE1/AE3 estd indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia 6ptica, de moléculas de cytokeratin. La interpretacién clinica de cualquier tincion o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno {anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimdtica del cromégeno produce una
reaccidn visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiiir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatologicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Cloq

Una mezcla de dos clones, AE1 y AE3, mezclados en una proporcién 20:1.

Inmundgeno

Preparacién de citoqueratinas epidérmicas humanas.

Especificidad
El clon AE1 reconoce las citoqueratinas humanas de 56,5, 50, 50’, 48 y 40 kD de la subfamilia acidica.

El clon AE3 reconoce las citoqueratinas humanas de 65 a 67, 64, 59, 58, 56 y 52 kD de la subfamilia basica.

Composicién Del Reactivo
NCL-L-AE1/AE3 es un fluido ascitico murino liquido purificado mediante cromatografia con proteina A,
diluido-en solucion salina tamponada con fosfatos {pH 7,6), con proteina de transporte seroatbumina bovina

al 1% y con azida sédica 15 mM como conservante.
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Clase de Ig
AEl, 1gG1
AE3, IgG1

Concentracién Total De Proteina

6,0-12,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo

Igual o superior a 128,5 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial I3

concentracion de g especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:100 durante
60 minutos a 25°C. Se recomienda realizar recuperacién de antigeno a alta temperatura utilizando solucién
de recuperacion citrato 0,01 M (pH 6,0). Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus

propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8°C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8°C inmediatamente después de su
uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacién De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones
Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cuitivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucién.

La molaridad de la azida sédica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sGdica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o0 municipales acerca de co6mo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacion microbiana de los react}'ivos;
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aumento de la tincién no especifica.
Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mds adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.

El tejido de control positivo recomendado es piel.

Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no vélidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar 1a especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

E! tejido de control negativo recomendado es musculo esquelético.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan teflidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causades por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa end6gena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,

cerebro, rifidn), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
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endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pue
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no vélidos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-AE1/AE3 al final. La intensidad de la
tincion positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

Los clones AE1/AE3 exhiben una amplia reactividad con dos familias de citoqueratinas: acidicas y bésicas. Se
observo tincion en el citoplasma de las células epiteliales de una variedad de tejidos (n=75), incluidos el
epitelio glandular de prostata, piel, mama y tiroides, y el epitelio escamoso y columnar de piel, amigdala
palatina, cuello uterino, estémago, intestino delgado e intestino grueso. También se observé tincién en
ovario, gldndula salivar, endometrio y miometrio del Utero, y tibulos y cdpsula de Bowman del rifién. No se
observé tincién en las células linfoides ni en el musculo esquelético.

Tejidos tumorales

Los clones AE1/AE3 tifieron 49 de 91 casos de una variedad de tumores evaluados. Se observé positividad
en los tumores de origen epitelial. No se observé tincidn en los tumores no epiteliales, incluidos
melanomas, linfomas y sarcomas.

NCL-L-AE1/AE3 est4 recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos en la

caracterizacion de diversas enfermedades malignas, y de las células normales de origen epitelial.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacién

especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la
~

preparacion del portacbjeto para IHQ, y la interpretacién de los res d s de la tincidn.
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La tinci6n de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.

Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indigue, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresién
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacidn de los controles apropiados. .
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Correcciones A La Publicacion Anterior

Congentracion Total De Proteina ha cambiado.

Fecha De Publicacién
10 de mayo de 2010 (NCL-L-AE1/AE3/CE/UK)

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la técnica de recuperacion de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2. 0.5% v/v Peroxido de hidrégeno.

3. Solucidn salina tamponada Tris (TBS) SO mM pH7,6.

4. Solucién(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

S. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién 6ptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segun la recomendacién del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rdbano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacion del
fabricante.

9. 3,3' Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segin la recomendacion del fabricante.
10. Contratedlido de hematoxilina - preparar segun la recomendacion del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segun la recomendacién del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido

1. incubadora graduada a 25 °C.

2. Olla a Presién de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que las juntas se cambien periddicamente,
para mantener las dptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

Nota de seguridad

Para garantizar la utilizacién correcta y segura de la olla a presién, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

C. Soluciones bara la recuperacién de antigeno (ver Recomendaciofies :‘de Uso) Solucién recuperadora de
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citrato 0,01 M (pH 6,0)

Aiiadir 3,84 gramos de acido citrico {anhidro} a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH

1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucién recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)

Afadir 0,37 g de EDTA (cddigo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0
utilizando NaOH 0,1M .

Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (c6digo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (c6digo SIGMA de producto E-
5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 M y aiiadir 0,3 ml de Tween 20 (c6digo SIGMA
de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe

diluirse con agua destilada, segun necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).

D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacion en técnicas de
inmunohistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones dptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especialmente,
todos los pasos se efectdan bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xiteno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando peroxido de hidrogeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacién: .
6. Calentar en una olla a presion, 1,5 L de la solucién recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de
Uso) hasta la ebullicion.

Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metélicos de tincion (no colocar los -
portaobjetos muy juntos, para evitar la tincién desigual) e introducirlos en la olla a presién, asegurandose
de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién recuperadora. Cerrar bien la t
tapa. Cuando la olla a presion alcanza la temperatura y presién de funcionamiento, cronometrar 1 minuto, (3
menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar la olla a presién de la fuente de calory
enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES
MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir 1a tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos

! \/(é_‘u%l‘ oA

inmediatamente en agua fresca del grifo.
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7. Lavar las secciones en TBS durante 1 x 5 minutos, balanceando suavemente.
8. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucién 6ptima (ver Recomendaciones de U

10. Lavar en tamp6n TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.
11. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.
12. Lavar en tampoén TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.
13. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.
15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contrateiiir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

€. Correcciones a 1a Publicacién Anterior

S6lo se han realizado cambios en Ia presentacién. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacion

anterior.

F. Fecha de publicacién
23/06/2004

*  Granzyme-B (GRAN-B-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnostico in vitro.

NCL-L-GRAN-B esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia optica, de moléculas de Granzyme B. La interpretacidn clinica de cualguier tincién o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoguimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario),.un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo.enzimatico con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién egziméti% el &romégeno produce una
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reaccidn visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatologicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

11F1

Inmunégeno

Proteina de fusién recombinante procaridtica correspondiente al extremo aminoterminal de la molécula de

granzima B8 madura.

Especificidad

Granzima B humana.

Composicién Del Reactivo ‘ . 4
NCL-L-GRAN-B es un sobrenadante de cultivo tisular liguido que contiene azida sédica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
IgG2a

Concentracién Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentraciéon De Anticuerpo
lgual o superior a 47 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso .
Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucion sugerida: 1:40-1:80

durante 60 minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacién de antigeno a alta temperatura utilizando
solucién de recuperacion citrato 0,01 M (pH 6,0). Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar

sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqu_gta del vial. Cualesquiera
condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas d be;ilser verificadas por el usuario.
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Preparacion De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro a

Advertencias Y Precauciones
Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sdica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales 0 municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben -
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincidn no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio faboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirurgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra 0 muestras de!

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tincidn adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es rhés adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

tl tejido de control positivo recomendado es amigdala palatina.

/ )
Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, I‘os resul gos‘ de las muestras analizadas deben
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considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado de!
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es préstata.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resuitados de la tincion. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como a3 pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifion), en funcién del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tediirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras de! paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-GRAN-B al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon 11F1 detecto la proteasa granzima B en los granulos litidps citoplasmicos de los linfocitos T
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citotéxicos (CTL, por sus siglas en inglés) y de las células asesinas (NK) en bazo y amigdala palati

ocasiones, tiii células en el bronquio, endometrio, cuello uterino, y ldmina propia del tracto 2. £
4

) o

gastrointestinal (n=55).
Tejidos tumorales

&l clon 11F1 tifi6 4 de 8 linfomas de células T, 1 de 1 linfoma de células NK y, muy ocasionalmente, células
de Reed-Sternberg en un nimero limitado de casos de enfermedad de Hodgkin. Ademas, tiiié células NK y
CTL infiltrativos en una variedad de tejidos inflamados y neoplésicos (n=63).

NCL-L-GRAN-B estd recomendado para utilizarse en la localizacién de granulos liticos que contienen

granzima B y en la caracterizacién de células NK y CTL activados.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados de la tincién.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacién, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicién de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijaciény
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacidn correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido teftida debe incluir un andlisis morfoldgico y la evaluacién de los controles apropiados.

Bibliografia - General

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from
infectious diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991; 7(9). Order
code M29-P. ' .
2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of
seven monoclonal and three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pfthology. 6:1-15. eds. Fenoglio-

Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc., Philadelphia. "
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4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis
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5. Lee HK, Kim HJ, Lee EH, et al. Epstein-Barr virus-associated peripheral T-cell lymphoma involving spleen in
a renal transplant patient. ) Korean Med Sci. 2003; 18:272-276.

6. Theate I, Michaux L, Dardenne S, et al. Epstein-Barr virus-associated lymphoproliferative disease
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Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién
02 de septiembre de 2014

Metoqologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la técnica de recuperacién de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estandar utilizados en inmunchistocitoquimica.

2. 0.5% v/v Peréxido de hidrégeno.

3. Solucién salina tamponada Tris (TBS) S0 mM pH7,6.

4. Solucién(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

S. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién 6ptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segun la recomendaci6n del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rdbano (ABC-HRP) - preparar segtin la recomendacién del
fabricante.

9. 3,3’ Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segin la recomendacion del fabricante.
10. Contrateiiido de hematoxilina - preparar segin la recomendacion del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segin la recomendacidon del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido

1. Incubadora graduada a 25 °C.

// ()mscTO‘tc'X%é D“OU,,? Péagina 94 de 171
P VTE HCA . Mp 197,
LUCAS N‘. 'LLEGAS H""QU.’(_) YR!(EK)-UPHC N 31)

) e YOYEN 3700 =
L _$0¢10 GERrinTE VICENTE (Opgy  1en 2789 FLoky, 10
it 17019925 70440 f)/'.
500

Ls




2. Olla a Presi6n de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que las juntas se cambien pe

para mantener las 6ptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

Nota de seguridad
Para garantizar Ja utilizacion correcta y segura de la olla a presion, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para la recuperacién de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Soluclén recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0)
Afiadir 3,84 gramos de &cido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH

1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucién recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)
Afiadir 0,37 g de EDTA (cédigo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0
utilizando NaOH 0,1M.

Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (codigo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (cddigo SIGMA de producto E-
5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 My aftladir 0,3 m! de Tween 20 (cddigo SIGMA
de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe

diluirse con agua destilada, segin necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).

D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacion en técnicas de
inmunohistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones dptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especiaimente,
todos los pasos se efectuan bajo temperatura ambiente (25 *C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando perdxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
minutos.

S. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.
Pretratar las secciones como se describe a continuacién:

6. Calentar en una olla a presién, 1,5 L de la solucién recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de

Uso) hasta la ebullicion. 5 o \K‘:‘ »
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Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metdlicos de tincién (no colocar los
portaobjetos muy juntos, para evitar la tincion desigual) e introducirlos en la olla a presién, asegurandose
de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién recuperadora. Cerrar bien la
tapa. Cuando la olla a presién alcanza la temperatura y presién de funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a
menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar la olla a presion de la fuente de calory
enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES
MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos
inmediatamente en agua fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1 x 5 minutos, balanceando suavemente.

8. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

9, Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucién 6ptima (ver Recomendaciones de Uso).
10;'Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.

12. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

13. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tampdn TBS durante 2 x S minutos, balanceando suavemente.

15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contratefiir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

€. Correcciones a la Publicacidon Anterior

Sélo se han realizado cambios en la presentacion. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacion

anterior.

F. Fecha de publicacién
23 de junio de 2004

s Actina Especifica de Musculo (MSA-594-L-CE)

Indicaciones De Uso
Para-uso diagnéstico in vitro.

El NCL-L-MSA-594 estd indicado para la identificacién cualitativa en secciones de parafina, mediante

microscopia 6ptica, de moléculasde actina muscular especifi interpretacion clinica de cualquier tincién

. . ]
o de su ausencia debe complementarse con estudios morfold |Cx75, con el uso de los controles adecuados, y
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un anatomopatoélogo cualificado debe evaluaria en el contexto del historial clinico del pacientg Xl A\

pruebas diagnésticas.

Principio Del Procedimiento
Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimdtica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, gue pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
SC28

Inmunégeno

Proteina recombinante procariética correspondiente a 187 aminodacidos de la molécula de actina muscular

especifica humana.

Especificidad

Actina muscular especifica humana.

Co_r_nposicién Del Reactivo

NCL-L-MSA-594 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida s6dica 15 mM como

conigwante.

Ciase deig
18G1

Concentracién Total De Proteina

12.0-30.0. g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo

Igual o superior a 243 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafipay Dilucién sugerida: 1:400 durante
4
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30 minutos a 25 °C.

Recuperacién de epitopos inducida por calor con Epitope Retrieval Solution pH 6.0 (RE7113 o RE7114). Esta -

es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparaciéon De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucién.

La molaridad de la azida s6dica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sddica a su disposicién.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico. "
Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de Ia tincidn no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacidn que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademads de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

L
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Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tinci
serie de tinciones realizada.
Un tejido con una tincién positiva débil es mds adecuado que un tejido con una tincion positiva intensa para
lograr un control de calidad éptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es intestino normal.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa T
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena {por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifion), en funcién del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincién especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos. }

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente ’
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Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-MSA-594 al final. La intensidad de la
tincion positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

£l clon SC28 detect6 la proteina de la actina muscular especifica en el citoplasma de las células musculares
de diversos tejidos. Se detecté la expresion en fibras musculares de colon, intestino delgado, dtero,
glandulas salivares, mama, corazén y musculo esquelético. (NOmero total de casos = 32)

Tejidos tumorales

El clon SC28 detectd la proteina de la actina muscular especifica en 50 de 142 tumores evaluados, incluidos
’23 de 29 leiomiosarcomas, 18 de 19 rabdomiosarcomas, 5 de 14 histiocitomas fibrosos malignos, 2 de 8
liposarcomas, 1 de 7 fibrosarcomas y 1 de 1 hemangiosarcoma. No se detect6 tincion en carcinomas de
células escamosas (0 de 8), dermatofibrosarcoma protuberante (0 de 5), mixoliposarcoma (0 de 5),
neurofibrosarcoma (0 de 4), tumores de estomago (0 de 4), tumores de tiroides (0 de 4), tumores de higado
(0 de 4), tumores de ovario (O de 4), tumores colorrectales (O de 4), liposarcomas bien diferenciados
(lipoma-like) (0 de 3), tumores cerebrales (0 de 2), tumores de mama (0 de 2), tumores pancreéticos {0 de
2), linfomas (O de 2), tumores pulmonares (0 de 2), tumores renales (0 de 2), tumores de préstata (0 de 2),
tumores metastasicos (0 de 2), histiocitoma mucoide maligno (0 de 1), schwannoma maligno (O de 1) y
melanoma maligno (0 de 1). (NUmero total de casos = 142)

Ei NCL-L-M5A-594 esta recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos para la

clasificacién de los tumores originados en mitisculos o en tejidos blandos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitogquimica es un proceso de diagnostico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacién del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de 1a manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tinciéon. Una
fijacién, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicién de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4 Una contratincién excesiva o incompleta puede poner
en peligro la interpretacion correcta de los resultados.

La interpretacidn clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
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morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe eval

K</

contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas. i \\ o J ‘3{/ '
Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segin se indique, con seccion®g; D€
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccion de

tejido teiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién
S de noviembre de 2009

Metodologia inmunohistoquimica para la utilizacién de anticuerpos NovocastraTM, en tejidos incluidos

en parafina, con la aplicacién de la técnica de recuperacion de epitopos inducida por calor.

A. Reactivos necesarios que no se suministran
1. Disolventes estdndar utilizados en inmunohistoquimica.

2. Solucién salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.
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3. Soluci6n para la recuperacién de epitopos (véase la seccion C Soluciones para la recuperacion de
epitopos).

4. Diluyente del anticuerpo, NovocastraTM IHC Diluent, RE7133.

5. Sistema de visualizacién, NovolinkTM Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500
tests), RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests).

6. Medio de montaje; utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

8. Equipo necesario que no se suministra

1. Incubador ajustado a 25 °C.

2. Dispositivo de calentamiento para la recuperacion de epitopos: bafio de agua o de vapor, ofla de presién
u otro equipo de laboratorio con temperatura controladat.

3. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunchistoquimica.

C. Soluciones para la recuperacion de epitopos (véanse las Recomendaciones de uso de alguna de las

siguientes)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1L
RE?114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 mL

Tampén basado en citrato, que contiene agente tensioactivo

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L
RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L Tampon basado en Tris/EDTA, que contiene agente
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1L tensioactivo

Tampén basado en EDTA, que contiene agente tensioactivo

D. Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
inmunohistoquimicas.
Los clientes deben determinar las diluciones 6ptimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente (25 °C).

Recuperacién de epitopos
Siga las instrucciones de uso de las Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118,
RE7119, RE7122.

Visualizacion

Siga las instrucciones de uso de los sistemas de deteccion de polimeros NovolinkTM Polymer Detection

Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (S00 tests), RE7140-K {250 tests) o RE7290-K (50 tests).
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E. Correcciones con respecto a la publicacién anterior

No aplicable.

F. Fecha de publicacién
23 de abril de 2008

*  Marcador de Rhabdomyosarcoma (MYF-4-L-CE)

Iindicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-Myf-4 estd indicado para la identificacién cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia
optica, de moléculas de Myf-4 (Rhabdomyosarcoma Marker). La interpretacion clinica de cualquier tincién o
de su ausencia debe complementarse con estudios morfolGgicos, con el uso de los controles adecuados, y
un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagnosticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromégeno produce una
reaccién visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, gue pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
LO26

Inmunégeno

Proteina de fusién recombinante procaridtica correspondiente a la molécula de Myf-4.

Especificidad
Producto del gen Myf-4 humano.

Composicién Del Reactivo

NCL-L-Myf-4 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica 15 mM como

conservante. 7 /
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Clase de Ig
IgG1

Concentracién Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo
Igual o superior a 13 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:20-1:40
durante 60 minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacién de antigeno a alta temperatura utilizando
solucién de recuperacién citrato 0,01 M (pH 6,0). Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar

sus propias diluciones de trabajo éptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras

€l fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucién.

La molaridad de la azida sédica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién .
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sddica a su disposicién.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de ¢c6mo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacion microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un

aumento de la tincién no especifica.
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Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden cond

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra 0 muestras del '

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo
Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tinciéon adecuadas.
Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
. serie de tinciones realizada.
Un tejido con una tincidn positiva débil es mds adecuado que un tejido con una tincidn positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2
El tejido de control positivo recomendado es rabdomiosarcoma o linea celular RH30.

Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo
Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.
El tejido de control negativo recomendado es amigdala palatina, en el que los linfocitos dan negativo.

. O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.
Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,

cerebro, rifion), en funcion del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas

endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefirse

."\' 1 ‘
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otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincién especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-Myf-4 al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de reactivo t
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use .

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados
Tejidos normales

El clon LO26 detecté expresion débil del producto del gen Myf-4 en el nicleo de las células musculares

esqu.eléticas. No se abservd tincidon en una variedad de otros tejidos normales {(n=92). ;
Tejidos tumorales l
El clon LO26 tifi6 8 de 10 rabdomiosarcomas y la linea celular RH30. No se observo tincion en los demas I
tumores evaluados (n=86).

NCL-L-Myf-4 esta recomendado como ayuda en el diagnéstico de rabdomiosarcoma.

Limitaciones Generales .
La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion

especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la

preparacién del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.
La tincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una .
fijacion, congelacién, descongelacidn, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la I
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los

resultados.
e » .. '
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La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudi
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe e
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién
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Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la técnica de recuperacién de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estdndar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2. 0.5% v/v Peréxido de hidrogeno.

3. Solucidén salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

4, _So!ucién(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

5. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién éptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segun la recomendacion del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rabano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacién del

fgbricante.

9.‘3,3’ Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segin la recomendacién del fabricante.
. 10. Contratefiido de hematoxilina - preparar segun la recomendacion del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segun la recomendacién del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido

1. Incubadora graduada a 25 °C.

2. Olia a Presién de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que las juntas se cambien periédicamente,
para mantener las 6ptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

Nota de seguridad

Para garantizar la utilizacién correcta y segura de la olla a presién, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para la recuperacién de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucién recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0)

Afiadir 3,84 gramos de acido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH
1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucién recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)

Afadir 0,37 g de EDTA (cddigo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0
utilizando NaOH 0,1M,
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Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0) ‘/_\’_‘M AN
N

Disolver 14,4 g de Tris (c6digo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (c6digo SIGMA de produgfok- F;:h

5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCl 1 M y afladir 0,3 mL de Tween 20 {c6dig

SIGMA de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x W 0€ P*

debe diluirse con agua destilada, segin necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).

D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacion en técnicas de
inmunohistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones éptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especiaimente,
todos los pasos se efectian bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando peréxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
minutos. .
5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacién:

6. Calentar en una olla a presion, 1,5 L de la solucién recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de .
Uso) hasta la ebullicién.

Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metalicos de tincién {no colocar los
portaobjetos muy juntos, para evitar la tincion desigual) e introducirlos en la olla a presion, asegurandose

de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién recuperadora. Cerrar bien la
tapa. Cuando la olla a presion alcanza la temperatura y presién de funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a
menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar |a olla a presion de la fuente de calor y
enfriarla bajo agua corriente, con Ia tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES
MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos
inmediatamente en agua fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1 x 5 minutos, balanceando suavemente.

8. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucién 6ptima (ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado,

12. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

13. Incubar los portaq_bj?os en ( ™
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14. Lavar en tampén TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.
1S. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contrateilir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

E. Correcciones a la Publicacién Anterior
S6lo se han realizado cambios en la presentacién. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacién

anterior.

F. Fecha de publicacién
23 de junio de 2004

*  Cytokeratin 7 (CK7-OVTL-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CK7-OVTL estd indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia 6ptica, de moléculas de Cytokeratin 7. La interpretacidn clinica de cualquier tincién o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopat6logo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
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Linea de células de carcinoma del ovario OTN 11.

Especificidad

Proteina del filamento intermedio citoqueratina 7 humana.

Composicién Del Reactivo
NCL-L-CK7-OVTL es un sobrenadante de cultivo tisular liquido, presentado en solucién salina tamponada
con fosfatos (pH 7,6) con proteina de transporte seroalbumina bovina al 1% y con azida sdica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
1gG1, kappa

Concentracién Total De Proteina

8,0-12,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo

Igual o superior a 67 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunbohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:50 durante 60
minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacién de antigeno a alta temperatura utilizando la solucién
de recuperacién citrato 0,01 M (pH 6,0), o realizar digestién con tripsina. Esta es tan solo una pauta y cada

usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto

de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.
La molaridad de la azida sédica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion

sobre la seguridad del material (MSDS) azida sddica a su dispogicion. ‘\ :
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Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del

usuario pueden producir una variabilidad significativa en 10s resultados; por ello, es necesario que éste lleve .
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademads de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tinciéon adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o

serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para

lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2

&l tejido de control positivo recomendado es endometrio. .

Si el tejido de control positivo no muestra tincidn positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.
El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.
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Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejid

ST
i%L& A
el )

excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conecti tifi
células intactas para la interpretacidn de los resultados de la tincién. A menudo, las células necrd DB pRD
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos -
causados por la union no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccidn del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
{eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcidn del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados).y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos,

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincidn especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CK7-OVTL al final. La intensidad de {a
tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincidn de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados
Teiidos normales

El clon OV-TL 12/30 detecta la citoqueratina 7 en el citoplasma de un gran numero de tipos de células
epiteliales, incluyendo los epitelios simples, complejos, de transicién, de los conductos y glandulares. Tifie
de forma coherente el endometrio, los alvéolos pulmonares, los conductos biliares del higado, los
conductos pancreaticos, el epitelio bronquiolar, 1a tiroides, los tdbulos contorneados distales y conductos
colectores del rifidn. También se observé tincion en las gldndulas del endocérvix, bronquio, mama,
glandulas salivares, gldndulas sudoriparas de la piel, mioepitelio (variable), mesotelio del ovario,
trofoblastos placentarios, todas las capas celulares del urotelio y el epitelio superficial del estomago. Los
tejidos no epiteliales, tales como musculo liso, tejido conjun/t.ivo, tejid
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uniformemente negativo.

Tejidos tumorales

&l clon OV-TL 12/30 tifié 37 de 40 carcinomas de mama. Se observé ademas tincion en 11 de 12
adenocarcinomas pulmonares, incluyendo un carcinoma bronquiolar, 6 de 6 carcinomas del ovario de
distintos grados y subtipos, 5 de S carcinomas de célula de transicién de la vejiga, 2 de 2 carcinomas
medulares de la tiroides, 2 de 2 carcinomas del endometrio, 1 de 1 adenocarcinoma pancredtico y 1'de 1
carcinoma croméfobo renal. No se observé tincion con este anticuerpo en carcinomas pulmonares de célula
pequeiia (0 de 5), carcinomas escamosos del pulmén (0 de 7), adenocarcinomas del colon (0 de 7), .
melanomas (0 de 2) o en diversos otros tumores, tanto benignos como malignos (n=42), incluidos los
adenomas del colon y la gldndula suprarrenal, linfoma, leiomiosarcoma, histiocitomas fibrosos malignos,
carcinomas de células escamosas de origen no puimonar, seminomas y tumores del estroma
gastrointestinal.

NCL-L-CK7-OVTL estd recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos para el
diagnéstico diferencial de los carcinomas. ‘

Limitaciones Generales .
La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacién |
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados de la tincién. _

La tincidn de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacién, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijaciony
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner en peligro 1a interpretacién correcta de los ' .
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluaria en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresién
inesperada de! antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccin de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfol6gico y la evaluacién de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacion Anterior

Sélo se han realizado cambios en la presentacién. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacion

anterior.

Fecha De Publicacién
28 de octubre de 2013

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la técnica de recuperacion de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estdndar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2.0.5% v/v Peréxido de hidrégeno.

3. Solucién salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

4. Solucidn(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

S. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucion 6ptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segtin la recomendacion del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rdbano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacion del

fabricante.

\
9. 3,3’ Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - p\reizzfr segﬁ).g'g comendacion del fabricante.
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10. Contratefiido de hematoxilina - preparar segin la recomendacién del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segin la recomendacién del fabricante.

8. Equipo necesario, pero no incluido

1. Incubadora graduada a 25 °C.

2. Olla a Presién de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que las juntas se cambien periédicamente,
para mantener las 6ptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

Nota de seguridad
Para garantizar la utilizacién correcta y segura de la olla a presion, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

€. Soluciones para la recuperacion de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucién recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0)
Afadir 3,84 gramos de 4cido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH
1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucién recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)
Anadir 0,37 g de EDTA (cédigo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0
utilizando NaOH 0,1M .

Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (c6digo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (c6digo SIGMA de producto E-
5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 M y afiadir 0,3 ml de Tween 20 (c6digo SIGMA
de_’ producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe

diluirse con agua destilada, segin necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).
©
D. Metodologia
Ant.gs de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacién en técnicas de
' ihrhunohistocitoquimica.
Los ,é!ientes deben determinar las diluciones 6ptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especialmente,
todos los pasos se efectian bajo temperatura ambiente (25 °C).
1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.
2. E.limihar 1a parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando perdxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
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minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente det grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacién:
6. Calentar en una olla a presion, 1,5 L de la solucién recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de
Uso) hasta la ebullicion. Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metélicos de
tincién (no colocar los portaobjetos muy juntos, para evitar la tincion desigual) e introducirios en la olla a
presion, asegurdndose de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién
recuperadora. Cerrar bien la tapa. Cuando la olla a presién alcanza la temperatura y presion de
funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a3 menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso).
Sacar la olla a presion de la fuente de calor y enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA
TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer
los portaobjetos y colocarlos inmediatamente en agua fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1 x S minutos, balanceando suavemente.

8. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucién éptima {ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampén TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.

12. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

13. Incubar tos portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tampodn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16, Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contratedir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

E. Correcciones a la Publicacién Anterior
Sélo se han realizado cambios en la presentacion. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacion

anterior.

F. Fecha de publicacién
23rd June 2004

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la digestion de tripsina.

A. Reactivos necesarios que nd 8e incluyen
-~
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1. Disolventes estdndar utilizados en inmunohistocitoguimica.

2. 30% Peréxido de hidrégeno.

3. Solucién salina tamponada Tris (TBS) SOmM pH7,6.

4. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién éptima.

S. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

6. Anticuerpo secundario biotinilado.

7 Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rabano (ABC-HRP) - preparar segin la recomendacién del
fabricante.

8. 3,3’ Tetraclorhidrato de Diaminobenzidina (DAB) - preparar segun la recomendacion del fabricante.
9. Contratefiido de hematoxilina - preparar segun la recomendacion del fabricante.

10. Medio de montaje - utilizar segun la recomendacion del fabricante.

8. Equipo necesario, pero no incluido
1. Incubadora graduada a 25°C.
2. Bafio de agua graduado a 37°C.

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

C. Soluciones para la recuperacién de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucién enzimatica de tripsina

Precalentar lo siguiente hasta 37°C, utilizando un bafio de agua:

0,2L agua destilada.

0,2L TBS.

Disolver 0,2g de tripsina 250 (c6digo DIFCO de producto 0152-13) y 0,2g de cloruro célcico en 0,21 TBS.
Cuando la solucién enzimdtica de tripsina se encuentra a 37°C, ajustar el pH a 7,8 con hidréxido sédico
0,1M.

D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacién en técnicas de
inmunohistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones dptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especialmente,
todos los pasos se efectian bajo temperatura ambiente (25°C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa enddgena utilizando peréxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10

minutos.
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5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacion:

minimo de 5 minutos.

7. Incubar en la solucién enzimatica de tripsina a 37°C, durante 30 minutos (o el tiempo alternativo, si asf se
indica en las Recomendaciones de Uso).

8. Lavar las secciones en TBS durante 1 x 5 minutos, balanceando suavemente.

9. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

10. Incubar las secciones con anticuerpo primario en diluciéon dptima (ver Recomendaciones de Uso).
11. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

12. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.

13. Lavar en tampén TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

14. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

15. Lavar en tamp6n TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

16. Incubar los portaobjetos en DAB.

17. Enjuagar los portaobjetos con agua.

18. Contratefiir con hematoxilina.

19. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

€. Correcciones a la Publicacién Anterior

No corresponde.

F. Fecha de Publicacién
18 de agosto de 2003

*  Ki67 Antigen (KI67-MM1-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-Ki67-MM1 estd indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia dptica, de moléculas de Ki67 Antigen. La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfol6gicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatologo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas. i
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Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimética del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiiir la muestra y
cubrirla con un cubreobijeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda

en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
MM1

Inmunégeno

Proteina de fusion recombinante procari6tica correspondiente a un fragmento de cADN de 1086 pb que

contiene el motivo Ki67.

Especificidad

Antigeno nuclear Ki67 humano, expresado en todas las células proliferativas durante las fases G1, S, M y G2

tardias del ciclo de la célula.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-Ki67-MM1 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica como conservante.

Clase de Ig
1gG1

Concentracion Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo
lgual o superior a 61,2 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacién de epitopos inducida por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6.

Dilucién sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe

determinar sus propias diluciones de trabajo dptimas.

'
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local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio web de Leica Biosystems,

www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincién

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacién De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a pértir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sédica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del
material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com _

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccidn, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto ¢on zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico. Reduzca al minimo la
contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un aumento de la tincion no
especifica. Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden

conducir a resultados errdneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademds de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quiruggicas fijadas en formol, procesadas e

i

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica Ala utilizadla para la muestra o muestras del
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paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tincidn adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es més adecuado que un tejido con una tincion positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

£l tejido de control positivo recomendado es amigdala palatina.

Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

£l tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan teiiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina enddgena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
end6genas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tedirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no vdlidos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.
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Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-Ki67-MM1 al final. La intensidad

tincidn positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del contr@l
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo signiftt
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon MM1 detecto el antigeno Ki67 en el niicleo de células proliferantes en 11 de los 44 casos normales
evaluados, incluidas células proliferantes dentro de la cripta del ileo, el ciego, el colon y el recto, célutas
proliferantes dentro del ganglio linfético, el timo, las células parabasales y suprabasales de la lengua,
elementos epiteliales y celulares estromales del proendometrio, elementos con centros germinales de la
tonsila, elementos celulares ductales de la mama y células aisladas en las capas suprabasal y parabasal del

esofago. (Numero total de casos normales evaluados = 44).

Tejidos tumorales

El clon MM1 tifio 26 de los 70 tumores evaluados, incluidos tumores de mama (12/29, incluidos 11/26
carcinomas ductales y 1/1 carcinomas medulares), tumores pulmonares (3/4, incluidos 2/2 carcinomas de
células no pequeiias y 1/1 carcinomas de células escamosa), tumores de ovario {2/4, incluidos 2/2
cistoadenocarcinomas), carcinomas papilares tiroideos (1/4), tumores hepéticos (1/4, incluidos 1/1
carcinomas metastdsicos), carcinomas de células escamosas del cuello del Gtero (2/2), adenocarcinomas de
colon {2/2), carcinomas de células renales {1/2), carcinomas de células escamosas del eséfago (1/1),
carcinomas de células escamosas de la lengua (1/2), tumores cerebrales (0/2), adenocarcinomas de
estomago (0/2), tumores del tejido blando (0/2), tumores metastésicos de origen desconocido (0/2),
seminomas testiculares (0/2), adenocarcinomas rectales (0/2), tumores cutdneos (0/2), un carcinoma de
células escamosas de la laringe (0/1) y un tumor carcinoide atipico de timo {(0/1). (Nimero total de casos de
tumores evaluados = 70).

NCL-L-Ki67-MM1 esta recomendado para la evaluacién de la proliferacién de células en tejidos normales

y neoplasicos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, I3 seleccion, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacién del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultadgg de la tincién.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamienfo del tejido previos a la tincion. Una
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fijacién, congelacion, descongelacidn, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicién de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijaciény
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacidn clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarta en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.
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*  Calcitonin (CALCITONIN-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CALCITONIN est3 indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia 6ptica, de moléculas de Calcitonina. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un

anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el contexto qel histori I"c;.linico del paciente y de otras
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pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten a visualizacién de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno {anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimética del cromégeno produce una
reaccién visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratediir la muestray
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatologicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
CL1948

Inmunégeno
Proteina de fusion recombinante procaridtica que contiene 32 aminoacidos correspondientes a la molécula

de calcitonina humana madura.

Espéciﬂcldad

Calcitonina humana.

Composicién Del Reactivo

NCL-L-CALCITONIN es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
1gG2b

Concentracién Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo

Igual o superior a 29 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Recuperacién de epitopos

inducida por enzimas (EIER). Siga las instrucciones de uso de Novocastra Enzyme Proteinase K (IHC),
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RE7160-K. Dilucion sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 °C.

Esta es tan sélo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo 6pti
Visualizacion. Por favor, siga las instrucciones de uso de NovolinkTM Polymer Detection Systems, RE7
(1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140—K (250 tests) o RE7290-K (S0 tests).

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparaciéon De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sédica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicién.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccidn, y se deben desechar tomando las precadciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las: membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o 1as muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubaciéon que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erroneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controies de su propio laboratorio, ademads de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente 0 pacientes.
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Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada. .

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincidn positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es gldndula tiroidea (células C).

Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.

Controt Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O bien, (a variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacién de los resultados de la tincién. A menudo, las células necroticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefiirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina—-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromogeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincién especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo

Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincidn especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente
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Examine las muestras del paciente o pacientes tediidas con NCL-L-CALCITONIN al final. La intensida
tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del cont
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo signi
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados
Tejidos normales
El clon CL1948 detectd la proteina calcitonina en el citoplasma de células C de la gldndula tiroidea. Se

detecté también una expresién débil en los tubulos renales. (NUmero total de casos = 33).

Teiidos tumorales

El clon CL1948 detectd la proteina calcitonina en 8 de 40 tumores tiroideos evaluados, incluidos 8 de 8
tumores tiroideos medulares. No se detect6 tincién en carcinomas papilares de 1a glandula tiroidea (0 de
13), carcinomas foliculares de la glandula tiroidea (0 de 7), hiperplasias adenomatosas (0 de 5), adenomas
foliculares (0 de 5) ni en carcinomas anaplésicos de la gldndula tiroidea (0 de 2). No se detectd tincién en
ninguna de las 42 enfermedades malignas que no son de (a glandula tiroidea, entre las cuales se contaban
carcinomas de células escamosas (0 de 10), tumores de higado (0 de 4), tumores de ovario (0 de 4), tumores
colorrectales (0 de 3), linfomas (0 de 3), tumores cerebrales (0 de 2), tumores de mama (0 de 2), tumores de
estomago (0 de 2), tumores de pancreas (0 de 2), tumores de pulmén (O de 2), tumores metastdsicos no
especificados (0 de 2), tumores de rifiién (0 de 2) y tumores de préstata (O de 4). (Numero total de casos =
82).

El NCL-L-CALCITONIN esta recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos en la

caracterizacién de las enfermedades malignas de la gldndula tiroldea.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoguimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tinciéon. Una
fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los '

resultados. i
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La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo ‘cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.

Bibliografia - General

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from
infectious diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991; 7(9). Order
code M29-P.

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of
seven monocional and three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-
Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc., Philadeiphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983;
14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, et al. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B
surface antigen: a possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology.
1980; 73:626.

S. Leboulleux S, Baudin E, Travagli J et al. Medullary thyroid carcinoma. Clinical Endocrinology. 2004;
61:299-310. 6. Hirsch P, Lester G, Talmage R. Calcitonin, an enigmatic hormone: does it have a function?
Journal of Musculoskeletal & Neuronal Interactions. 2001; 1(4):299-305.

7. Ponidel M. Calcitonin and calcitonin receptors: bone and beyond. International Journal of Experimental
Pathology. 2000; 81:405-422.

Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién
26 de marzo de 2013

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido encastrado en
parafina, mediante la digestién con Enzyme Proteinase K.

A. Reactivos necesarios que no se suministran
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1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2. Solucidn salina tamponada con Tris (TBS) S0 mM pH 7,6.

3. Solucién enzimatica (vea C. Solucién enzimética).

4. Diluyente para anticuerpos ~ Novocastra IHC Diluent, RE7133.
5. Sistema de visualizacién , NovolinkTM Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150—K (S00
tests), RE7140-K {250 tests) or RE7290—K (50 tests).

6. Medio de montaje - utilizar segin la recomendacién del fabricante.

B. Equipo necesario, que no se suministra
1. Incubadora ajustada a 25 °C.

2. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

C. Solucién enzimdtica (vea las Recomendaciones de Uso)
Enzyme Proteinase K (IHC), RE7160—K.

0. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben haber recibido formacién en técnicas de
inmunohistocitoquimica.

Los Usuario deberan determinar las diluciones Optimas para los anticuerpos. A menos que se indique de
otra manera, todos los pasos se efectuan a temperatura ambiente (25 °C).

1. Corte y monte las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Desparafine las secciones en xileno o en sustitutos del xileno.

3. Rehidrate en alcoholes de gradacion decreciente.

4. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacion:

S. Lave los portacbjetos con agua desionizada.

6. Incube en la Enzyme Proteinase K a 25 °C, durante 5 minutos (o el tiempo alternativo, si asi se indica en
las Recomendaciones de Uso).

7. Lave con TBS.

8. Proceda con el protocolo de IHC conforme a (as Instrucciones de uso del fabricante para el anticuerpo

primario y del sistema de deteccion.

E. Correcciones a la Publicacién Anterior

No corresponde.

F. Fecha de Publicacion

17 de noviembre de 2009 ‘
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* Protein Gene Product 9.5 (PGP9.5-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-PGP9.5 estd indicado para la identificacidn cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia 6ptica, de moléculas de Protein Gene Product 9.5. La interpretacidn clinica de cualquier tincién
o de su ausencia debe complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y
un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogeénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestray
_cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
10A1

inmundgeno
Proteina de fusion recombinante procaridtica correspondiente a la longitud completa de la molécula de

proteina producto del gen 9.5 humana.

Especificidad

Proteina producto del gen 9.5 humana.

Composicién Del Reactivo
NCL-L-PGP9.5 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica 15 mM como

conservante.

Clase de ig
IgG2b

Concentracion Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidprtotal de proteina especifica del lote.

V4

i e g
/ s
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Concentraciév; De Anticuerpo

Igual o superior a 31,5 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del via

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

duggnte 60 minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacion de antigeno a alta temperatura utilizando
‘solucién de recuperacion citrato 0,01 M (pH 6,0). Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar

sus propias diluciones de trabajo éptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Aimacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvaio a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

A.dvertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celufar. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucién.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicién.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales 0 municipales acerca de c6mo desechar
cualquier componente potencialmente toxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben

. manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
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usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, adem4s de los sigliientes procedimientos.
Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente 0 pacientes.

Controf Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa pai’a
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2 '
El tejido de control positivo recomendado es intestino delgado, en el que se tifien las células ganglionares
entéricas. Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, 10s resultados de las muestras

analizadas deben considerarse no vélidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario. ‘

El tejido de control negativo recomendado es amigdala palatina, en el que las células linfoides dan negativo.
O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece.con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincidn esporddica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacién de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan teidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la union no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccidn del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifion), en funcion del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endogenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.
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Control De Reactivo Negativo

muestra del paciente a fin de evaluar fa tincidn no especifica y obtener una mejor interpretacion de

tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teflidas con NCL-L-PGP9.5 al final. La intensidad de ia tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon 10A1 detecté la proteina producto del gen 9.5 (PGP9.5) en las neuronas y fibras nerviosas del
sistema nervioso central y periférico. PGP9.5 fue detectada también en el citoplasma y el ndcleo de algunas
células neuroendocrinas, en los segmentos de los tibulos renales, en los espermatogonios y en las células

de Leydig del testiculo, en los 6vulos y en los cuerpos liteos (n=65).

Tejidos tumorales

El clon 10A1 tifi6 una variedad de tumores (n=144) de origen neuroendocrino, incluidos 3 de 4 tumores
pancreaticos, 2 de 3 feocromocitomas, 4 de 6 carcinoides, 2 de 2 neuroblastomas, 2 de 2 tumores
ganglionares y 1 de 1 neurofibroma. También tifié 1 de 8 melanomas y 4 de 7 tumores estromales : :s
gastrointestinales. No se observo tincion en otros tumores evaluados, incluidos los de prdstata, mama,

colon, y los linfomas.

NCL-L-PGP9.5 esta recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos para la

caracterizacion de los tumores de origen neuroendocrino.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion

especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacién y procesamiento de tejidos, la y
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una

fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, 0 la
contantinacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos

negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a va?;\i‘ones en los métodos de fijaciony
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Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacién clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatdlogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresién
inesperada del antigeno, especiaimente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los controles apropiados.

Bibliografia - General

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from
infectious diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991; 7(9). Order
code M29-P.

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of ‘
seven monoclonal and three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-
Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc., Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983;
14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis
B surface antigen: a possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical
Pathology. 1980; 73:626.

5. Beresford L, Orange O, Bell EB et al. Nerve fibres are required to evoke a contact sensitivity response in
mice. Immunology. 2004; 111(1):118-125.

Correcciones A La Publicacion Anterior .

No aplicable.

Fecha De Publicacién

20 de junio de 2008

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en

parafina, mediante la técnica de recuperacién de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.
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2. 0.5% v/v Peréxido de hidrégeno.
3. Solucién salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

4. Solucién(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

S. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién éptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segun la recomendacion det fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rdbano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacion del
fabricante.

9. 3,3’ Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segin la recomendacion del fabricante.
10. Contratefiido de hematoxilina - preparar segun la recomendacién del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segtin la recomendacién del fabricante.

8. Equipo necesario, pero no incluido

1. incubadora graduada a 25 °C.

2. Olla a Presién de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que las juntas se cambien periédicamente,
para mantener las dptimas condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

Nota de seguridad

Para garantizar la utilizacion correcta y segura de la olla a presion, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para la recuperacién de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucidn recuperadora de citrato 0,01 M {pH 6,0)

Afiadir 3,84 gramos de acido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH
1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucién recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)

Afadir 0,37 g de EDTA (c6digo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0
utilizando NaOH 0,1M.

Tri; 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (c6digo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (cédigo SIGMA de producto E-
5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 My aiadir 0,3 mi de Tween 20 (codigo SIGMA
de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe

diluirse con agua destilada, segun necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).
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D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, 10s usuarios deben seguir una formacién en técnicas de
inmunohistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones 6ptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especialmente,
todos los pasos se efectdan bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando peréxido de hidrogeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacién:

6. Calentar en una olla a presidn, 1,5 L de 1a solucién recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de
Uso) hasta la ebullicién. Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metélicos de
tincion (no colocar los portaobjetos muy juntos, para evitar la tincion desigual) e introducirlos en Ia olla a
presion, asegurdndose de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién
recuperadora. Cerrar bien la tapa. Cuando |3 olla a presion alcanza la temperatura y presion de
funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso).
Sacar la olla a presidn de la fuente de calor y enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA
TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer
los portaobjetos y colocarlos inmediatamente en agua fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1 x 5 minutos, balanceando suavemente.

8. Cubrrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucion 6ptima (ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.

12. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

13. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tamp6n TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contrateilir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

E. Correcciones a la Publicacién Anterior
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S6lo se han realizado cambios en la presentacion. No se ha modificado el texto con respecto a Iff pabl

anterior.

F. Fecha de publicacién
23 de Junio de 2004

. * Calretinin (CALRET566-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagndstico in vitro.

NCL-L-CALRET-566 esta indicado para la identificacién cualitativa en secciones de parafina, mediante
microscopia éptica, de moléculas de Calretinin. La interpretacién clinica de cualquier tincion o de su
ausencia debe complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un
anatomopatologo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagnésticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimdtica del cromoégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiiir la muestray
cubrirla con un cubreabjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio dptico y son de ayuda
en el diagnéstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon

CAL6

Inmunédgeno

Proteina de fusion recombinante procaridtica correspondiente a la molécula entera de calretinina humana.

Especificidad

Molécula de calretinina humana.

Composicién Del Reactivo

iene azida sodica 15 mM como

NCL-L-CALRET-566 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que ¢o
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conservante.

Clase de Ig
IgG2a

Concentracién Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo
Igual o superior a 60 mg/L segin se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:200 durante
30 minutos a 25 °C.

Recuperacidn de epitopos inducida por calor con Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113, RE7114 (;
RE7115. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo

Optimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuéivalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacién De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida s6dica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales 0 municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas

mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las /rmestras entran en contacto con zonas
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delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.
Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria produ

aumento de Ia tincién no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincidn positiva intensa para
lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es testiculo Si el tejido de control positivo no muestra tincién

positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigena diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es amigdala palatina.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice -
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan teiiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos |
causados por la union no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa

(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina endd ei\a (por ejemplo, de higado, mama,
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cerebro, rifién), en funcion del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no vdlidos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CALRET-566 al final. La intensidad de la
tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de
reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normale

El clon CAL6 detecta la proteina calretinina en las células mesoteliales, en algunas neuronas del sistema
nervioso central y de nervios periféricos (en particular, las neuronas grandes), en algunas células tecales del
ovario y en las células de Leydig y los espermatogonios del testiculo. No se observé tincion adicional,
excepto de los elementos de nervios y, a veces, de células infiltrativas, en otros tejidos distintos y normales

que se analizaron (n=49).

Tejidos tumorales

El clon CALS6 tifi6 8 de 9 mesoteliomas, 1 de 2 carcinomas géstricos, 2 de 2 oncocitomas suprarrenales; se
observ6 tincién focal en 1 de 3 melanomas, 2 de 5 tumores del ovario y un tumor de células de los islotes
pancredticos. No se observé tincion en otra serie de distintos tumores evaluados (n=74)
NCL-L-CALRET-566 esta recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos en la
identificacion de los mesoteliomas.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién

especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la s
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preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados de la tincién.

La tincidn de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la

fijacion, congelacion, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorre e >
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo-ofaise
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretaciéon correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluaria en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresién
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacién clinica de cualquier seccién de

tejido teiida debe incluir un anélisis morfolégico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.
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Fecha De Publicacién
03 de abril de 2014

Metodologia inmunohistoquimica para la utilizacién de anticuerpos NovocastraTM, en tejidos incluidos

en parafina, con la aplicacién de la técnica de recuperacién de epitopos inducida por calor.

A. Reactivos necesarios que no se suministran
1. Disolventes estédndar utilizados en inmunohistoquimica. i
2. Solucién salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

3, Solucién para la recuperacitn de epitopos (véase la seccion C Soluciones para la recuperacién de

epitopos).

4. Diluyente del anticuerpo, NovocastraTM IHC Diluent, RE7133.

5. Sistema de visualizacién, NovolinkTM Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (S00

tests), RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests). ‘

6. Medio de montaje; utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

B. Equipo necesario que no se suministra

1. Incubador ajustado a 25 °C.

2. Dispositivo de calentamiento para la recuperacion de epitopos: bafio de agua o de vapor, olla de presién
u otro equipo de laboratorio con temperatura controlada.

3. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

C. Soluciones para la recuperacién de epitopos (véanse las Recomendaciones de uso de aiguna de las
siguientes)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L
RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 500 mL | 18mpon basado en citrato, que contiene agente

tensioactivo
RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L .
RE71186 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L Tampon basado en EDTA, que contiene agente
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1L tensioactivo
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L Tampon basado en fnsnsom, que contiene agente
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready fo Use) 1 L tensioactivo
D. Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
Inmunohistoquimicas.

Los clientes deben determinar las diluciones 6ptimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente (25 ’C).
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Recuperacidn de epitopos
Siga las instrucciones de uso de las Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, Kﬁ}s
RE7119, RE7122.

Visualizacién

Siga las instrucciones de uso de los sistemas de deteccién de polimeros NovolinkTM Polymer Detection
Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests).

€. Correcciones con respecto a ta publicacién anterior
No aplicable.

F. Fecha de publicacién
23 de abril de 2008

. *  Desmin (DES-DERN-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-DES-DERII estd indicado para la identificacion cualitativa mediante microscopia dptica de la desmina
humana en secciones de parafina. La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo

cualificado debe evaluaria en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la

aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
. anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato

cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimdtica del cromégeno produce una

reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiiir la muestra y

cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda

en el diagnéstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.
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Especificidad

Desmina humana, proteina de los filamentos intermedios de 53 kD en células musculares.

Composicion Del Reactivo

NCL-L-DES-DERH es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica como conservante.

Clase de g
IgG1

Concentracién Total De Proteina

Consulte 1a etigueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo
lgual o superior a 27 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunobhistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacién de epitopos inducida por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 9.

Dilucién sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Visualizacion: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener més informacidn sobre el producto o para recibir soporte, péngase en contacto con su distribuidor
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio web de Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincién

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condicipnes de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacién De Las Muestras

El f'ijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de u cultivo celular. Como se trata de un producto
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de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sédica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridach geb -

material, previa peticién, o en www.LeicaBiosystems.com
Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o0 municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademés de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia 0 quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se ut.iliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincidn positiva intensa para
lograr un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es el del intestino.

Si el tejido de contro] positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no vélidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de v,e\riﬁcar la especificidad del marcado del
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El tejido de control negativo recomendado es el de las amigdalas (linfocitos).

O bien, 1a variedad de diferentes tipos de células presentes en Ja mayoria de los cortes de tejido ofrece con

frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados

excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice

células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. A menudo, las células necréticas o

- degeneradas quedan tediidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos

’ causados por la union no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas enddgenas tales como la pseudoperoxidasa
{eritrocitos), la peroxidasa enddgena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcion del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar la actividad de ias enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tedlirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce una .
tincién especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no vélidos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de 1a

tincidn especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-DES-DERII al final. La intensidad de la

tincion positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de

reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que .
no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es

necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados ‘
Tejidos normales

El clon DE-R-11 detecto la proteina de los filamentos intermedios, desmina, en el citoplasma de las células

de misculo tanto estriado como liso en distintos tejidos sanos. (NUmero total de casos normales evaluados
= 188).

Anormal del tejido

El clon DE-R-11 tifié 31/43 liomiomas, 5/6 liomiosarcomas, 1/1 angfoleiomioma, 1/2 rabdomiosarcomas

A ode
/ ANL:REA PAO Pagina 148 de 171
DIREETOE 2 TC A\ - %P 19341
L Y . VR TGN
o LUCAS M. VILLEGAS HPOUTO VRIGOVLN 2789 - FLURD:- 1602)

{. SOCIO GERENTE VICENTE LOPEZ - TEL 47919923/ 54350175




polimorfos, % rabdomiosarcomas alveolares y 1/1 mesenquimoma. No se observé tincién en lo // =
A NN

fibrosarcomas (0/7), los tumores del estroma gastrointestinal (0/5), los condrosarcomas (0/4)/1 FOL!C

histiocitomas fibrosos (0/3), los hemangiomas cavernosos (0/2), los sarcomas sinoviales (0/2

fibrolipoma (0/1), el tipoma (0/1), el tumor fibroso solitario (0/1), el epitelioma (0/1), el meso ¥

el hemangiopericitoma (0/1), el liposarcoma (0/1), el mixoliposarcoma (0/1), el dermatofibrosarcoma (0/1),

los canceres tiroideos {0/4), los canceres de pulmén (0/4), los cénceres ovéricos (0/4), los cinceres
hepaticos (0/4), los tumores cerebrales (0/2), los canceres esofagicos (0/2), los canceres de mama (0/2), los
canceres gastricos (0/2), los tumores de partes blandas (0/2), los cdnceres de lengua (0/2), los cinceres
metastasicos de origen desconocido (0/2), los cénceres de rifién (0/2), los tumores cervicales (0/2), los -
tumores testiculares (0/2), los canceres de colon (0/2), los tumores rectales (0/2), los canceres de piel (0/2),
el cancer de laringe (0/1) o el cancer de timo (0/1). (NUmero total de casos anémalos evaluados = 131).

El NCL-L-DES-DERM se recomienda para la deteccién de desmina humana en tejidos normales y

neopldsicos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en la seleccion de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacién y procesamiento de tejidos, la
preparacién del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincién.

La tincién de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacion, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento def anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijaciony
de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluaria en el
contexto del historial clinico de! paciente y de otras pruebas diagnosticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segin se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tedida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior
Composicion Del Reactivo, Concentracién Total De Proteina, Recomendaciones De Uso, Advertencias Y

Precauciones, Resultados esperados.

Fecha De Publicacién
17 de junio de 2015

*  Mesothelin (MESO-L-CE)

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-MESO esta indicado para la identificacidn cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia
optica, de moléculas de Mesothelin. La interpretacién clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe
complementarse con estudios morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo

cualificado debe evaluarla en el contexto de! historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquiﬁlica {IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la
aplicacién secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacién enzimética del cromégeno produce una

reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir [a muestra y

cubrirla con un cubr ﬁb}}ys resultados se mterpretan,f
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en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatolégicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
582

Inmunégeno
Proteina de fusién recombinante procariética correspondiente a aproximadamente 100 aminodcidos que

estan presentes en la forma unida a membrana de la molécula de mesotelina.

Especificidad

Mesotelina humana.

Composicién Del Reactivo

NCL-L-MESO es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sddica 15 mM como

conservante. .

Clase de Ig
IgGi
Conce_ntracién Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracién total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo
Igual o superior a 40 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracin de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistacitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:20-1:40

durante 60 minutos a 25 °C. Se recomienda realizar recuperacién de antigeno a alta temperatura utilizando .
solucién ‘de recuperacion citrato 0,01 M (pH 6,0). Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar

sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacién De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incltﬂdos en pafafina es formol tamponado neutro al 10%.
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Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es musculo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente. con formol puede observarse también una tincion esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacién de los resultados de |a tinciéon. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan teiiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifién), en funcion del tipo de inmunotincidn utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endé6genas o fos enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefiirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincidén no especifica y obtener una mejor interpretacion de la

tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teflidas con NCL-L-MESO al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincidn de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resuitados esperados

Tejidos normales

El clon 582 detect6 la glicoproteina unida a glicosil-fosfatidilinositol, que es la mesotelina, en la superficie
de las células mesoteliales de pulmén periférico, ovario y cordén umbilical. También se observé tincién en

las células epiteliales del bronquio y de la amigdala palatina. No se observé tinciéon en una variedad de otros
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tejidos normales evaluados (total global n=50).

Tejidos tumorales
€l clon 5B2 tifié 4 de 7 tumores ovaricos, 3 de 3 mesoteliomas, S de 26 tumores de pulmoén, 1 de 20
tumores de mama, 1 de 10 carcinomas de células escamosas, 1 de 5 adenocarcinomas de colony 1 cie 1
colangiocarcinoma. No se observo tincion en una variedad de otros tumores evaluados (n=60).
NCL-L-MESO estd recomendado para utilizarse como parte de un panel de anticuerpos a fin de distinguir

los mesoteliomas y cistadenocarcinomas ovéricos de otros tumores sélidos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacion
especializada en ia seleccién de los reactivos apropiados, la seleccién, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacién de los resultados de la tincion.

La tincion de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacion, congelacién, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusidn, o a irregularidades inherentes at tejido.4

Una contratincidn excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los
resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccién de

tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

No aplicable.

Fecha De Publicacién
29 de septiembre de 2014

Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos NovocastraTM sobre tejido incluido en
parafina, mediante la técnica de recuperacién de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2.0.5% v/v Peréxido de hidrégeno.

3. Solucidn salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

4. Solucién(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

S. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién éptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segun la recomendacién del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rabano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacion del
fabricante.

9. 3,3 Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segiin la recomendacién del fabricante.
10. Contratediido de hematoxilina - preparar segun la recomendacién del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segin 1a recomendacion del fabricante.

B. Equipo necesario, pero no incluido
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1. Incubadora graduada a 25 °C.

2. Olla a Presién de Acero Inoxidable (NovocastraTM recomienda que las juntas se cambien P g:amgh{e\
para mantener las 6ptimas condiciones de desenmascarado). i

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

Nota de seguridad

Para garantizar la utilizacion correcta y segura de la olla a presién, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES
DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para la recuperacién de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucién recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0)
Aftadir 3,84 gramos de dcido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH

1 M. Completar hasta 2 L con agua destilada.

Solucién recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)
Aiiadir 0,37 g de EDTA (c6digo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0
utilizando NaOH 0,1M .

Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (cédigo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (cédigo SIGMA de producto E-
5134) en 0,55 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 M y afiadir 0,3 ml de Tween 20 (cédigo SIGMA
de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe

diluirse con agua destilada, segun necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con 1,35 L de agua destilada).

D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacién en técnicas de
inmunobhistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones dptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especialmente,
todos los pasos se efectian bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando perdxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10
minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacion:

6. Calentar en una olla a presién, 1,5 L de la solucién recuperadora racomendada (ver Recomendaciones de
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Uso) hasta la ebullicién.

Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metalicos de tincion (no colocar los
portaobjetos muy juntos, para evitar la tincién desigual) e introducirlos en la olla a presién, asegurandose
de que los portaobjetos quedan completamente sumergidos en la solucién recuperadora. Cerrar bien la
tapa. Cuando la olla a presion alcanza la temperatura y presién de funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a
menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar la olla a presion de la fuente de calor y
enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES
MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos
inmediatamente en agua fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1 x 5 minutos, balanceando suavemente.

8. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucién éptima (ver Recomendaciones de Uso).

10. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado. ‘
12. Lavar en tampdn TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

13. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.

17. Contratediir con hematoxilina.

18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

E. Correcciones a la Publicacién Anterior

S6lo se han realizado cambios en la presentacién. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacién

anterior.

F. Fecha de publicacién .
23rd June 2004

* Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-1-L-CE)

Indicaciones De Uso
Para uso diagnéstico in vitro.
NCL-L-TTF-1 estd indicado para la identificacién cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia

optica, del factor 1 de transcripcién tiroideo. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia
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debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un”/ 3}‘ FOL'C
anatomopatologo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras

pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento
Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacién de antigenos mediante la

‘ aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un
anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y un complejo enziméatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del cromégeno produce una
reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contrateiiir la muestra y
cubrirla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda
en el diagndstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un

determinado antigeno.

Clon
SPT24

Inmunégeno

Proteina procariética recombinante, correspondiente a un fragmento de 123 aminoacidos de la region N

terminal de la molécula de TTF-1.

Especificidad

Factor 1 de transcripcion tiroideo (TTF-1) humano

Compaosicién Del Reactivo

NCL-L-TTF-1 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clase de Ig
IgG1

Concentracién Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracidn De Anticuerpo

Igual o superior a 108 mg/L, segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

///
LS DR
DIRECTORA TEWQICA - tap 19341

Lc. (UCAS M. VILLEGAS FIPOL 50 RIGOVEN 2980
10 GERENTE HIPOL TO (RIGOYEN 2789 FLORIDA 111 1)
( VICENTELOPEZ - TEL. 47919923/ 5435.01/5

Pagina 159 de 171




Recuperacién de epitopos termoinducida (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Siga las instrucciones de
uso de Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Dilucién sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe
determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Visualizacién: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para
obtener mds informacion sobre el producto o para recibir soporte, péngase en contacto con su distribuidor
local o con la oficina regional de Leica Biosystems, o bien visite el sitio web de Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincién

o plataformas automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario. ‘

Preparacién De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen bioldgico, debe manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sédica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del
material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales 0 municipales acerca de ¢cdmo desechar
cualgquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben .
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccion, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mMucosas con {os reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincion no especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad
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Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirurgicas fijadas en formol, procesadas e

incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o0 muestras del
paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincién adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o
serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para
lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es el tiroideo. Si el tejido de control positivo no muestra tincién

positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no vélidos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es amigdala.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacién de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, riiién), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden tefiirse
otros tejidos del paciente exclusivamente con cromaégeno sustrato o con complejos enziméticos (avidina-
biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce una
tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.
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Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincion no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras de pacientes tefiidas con NCL-L-TTF-1 al final. La intensidad de la tincién positiva debe
valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo negativo. Como
con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha detectado
antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use un panel

de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon SPT24 detectd la proteina factor 1 de transcripcion tiroideo en el niicleo de neumocitos del pulmén y
en células epiteliales foliculares del tiroides. También se detect6 alguna reactividad en las células gliales del
cerebroy en las células epiteliales de la laringe. No se observé tincién en otros tejidos normales diversos

(cifra total de casos normales =132).

Anormal del tejido _

El clon SPT24 tifi6 118/126 enfermedades tiroideas (incluidos 49/49 carcinomas papilares, 16/16 adenomas
coloides, 12/12 adenomas fetales, 11/11 adenomas foliculares, 8/11 carcinomas foliculares, 6/7 carcinomas
medulares, 4/4 oncocitomas, 4/4 bocios multinodulares, 3/3 tiroiditis de Hashimoto, 2/2 enfermedades de
Graves, 1/1 tiroiditis subaguda, 1/1 adenoma, 1/1 adenoma atipico, 0/2 carcinomas indiferenciados y 0/2
linfomas), 40/70 tumores pulmonares (incluidos 20/29 adenocarcinomas, 9/25 carcinomas escamosos, 6/7
carcinomas microciticos, 5/6 carcinoides atipicos y 0/3 carcinomas macrociticos), 6/65 trastornos timicos
(incluidos 5/54 timomas, % carcinomas, 0/4 hiperplasias y 0/4 carcinoides) y 1/23 tumores de colon
(incluidos 1/22 adenocarcinomas y 0/1 carcinoma). No se observé tincién en diversos tumores adicionales
evaluados, incluidos tumores de la vesicula biliar (0/4), mesoteliomas (0/4), tumores cerebrales (0/3),
tumores esofagicos (0/3), tumores gastricos (0/3), tumores pancreaticos (0/3), tumores renales (0/3),
tumores de cuello de utero (0/3), tumores mamarios (0/3), tumores de vejiga (0/2), tumores prostaticos
{0/2), melanomas (0/2) y feocromocitomas (0/2) (cifra total de casos anormales = 321).

NCL-L-TTF-1 estd recomendado para la deteccién de antigeno factor 1 de transcripcion tiroideo en tejidos

normales y neoplésicos, como complemento de la histopatologia tradicional con tinciones histoquimicas

no inmunolégicas.
Limitaciones Generales , (\ |
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La inmunobhistocitoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: la formacién

-

La tincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tinc
fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la

S
. AP 4
especializada en la seleccién de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de, mﬁo[ﬁ‘;\

preparacion del portaobjeto para 1HQ, y [a interpretacion de los resultados de la tincién.

contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicidn de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los
resultados.

La interpretacidn clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historiat clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con secciones
congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion
inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de

tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los controles apropiados.
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Clon
B8RAMS

Inmunégeno
Proteina recombinante procariotica correspondiente a 101 aminoacidos del dominio externo de la molécula
CD123 humana.

Especificidad
Humana CD123.

Composicién Del Reactivo
NCL-L-CD123 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica 15 mM como

conservante.

Clase de Ig
igG2b

Concentracién Total De Proteina

Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracidn total de proteina especifica del lote.

Concentracién De Anticuerpo

Igual o superior a 90 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la

concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:100 durante
30 minutos a 25 °C. Recuperacién de epitopos inducida por calor con Epitope Retrieval Solution pH9.0
(RE7119).

Visualizacién: NovolinkTM Polymer Detection Systems RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests),
RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests). Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus

propias diluciones de trabajo optimas.

Almacenamiento Y Estabilidad
Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélivalo a 2-8 °C inmediatamente después de
su uso. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera

condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacién De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafin
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Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto
de origen biolégico, debe manipularse con precaucién.

La molaridad de la azida sodica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacién
sobre la seguridad del material (MSDS) azida sédica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar
cualquier componente potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben
manipularse como susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones
adecuadas.1 No pipetee nunca los reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas
mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas
delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un
aumento de la tincién no especifica. ‘
Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a

resultados erréneos. Cualquier cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del
usuario pueden producir una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve
a cabo regularmente los controles de su propio laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirurgicas fijadas en formol, procesadas e
incluidas en parafina, lo antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del

paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas. .
Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincién o

serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincidn positiva débil es mds adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para

lograr un control de calidad dptimo y para detectar niveles bajos de degradacién del reactivo.2

El tejido de control positivo recomendado es amigdala.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, 1os resultados de las muestras analizadas deben

considerarse no validos.
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Control Tisular Negativo
Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del mar
antigeno diana por el anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo. '
O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece ;o;\
frecuencia lugares de control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados
excesivamente con formol puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice
células intactas para la interpretacion de los resultados de la tincidn. A menudo, las células necréticas o
degeneradas quedan teiiidas de forma no especifica.3 También pueden observarse falsos positivos
causados por la unién no inmunolégica a proteinas o a productos de reaccién del sustrato. Estos falsos
positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa
(eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C), o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama,
cerebro, rifidn), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar la actividad de las enzimas
enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

teiiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos
(avidina-biotina, estreptavidina, polimeros marcados) y cromdgeno sustrato respectivamente. Si se produce
una tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben

considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada
muestra del paciente a fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacién de la

tincidn especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes teiiidas con NCL-L-CD123 al final. La intensidad de la tincién
positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo
negativo. Como con cualquier prueba inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha
detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use

un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resuitados esperados
Tejidos normales
El clon BR4MS detectd la proteina CD123 en diversos tejidos, incluidas células de Leydig de los testiculos,

células dendriticas plasmocitoides y vénulas endoteliales altas déa amigdala palatina, macréfagos
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alveolares de pulmon, sincitiotrofoblastos de la placenta, algunas células epiteliales del colon y algunos
leucocitos de la médula ésea. El clon BRAMS también tifié vasos pequefios, donde existian, en tejidos.

(Numero total de casos = 49).

Tejidos tumorales

El clon BRAMS detect6 la proteina CD123 en 9 de 48 linfomas, incluyendo 3 de 5 leucemias linfoblasticas
agudas de células T precursoras, 2 de 2 leucemias mieloides agudas, 1 de 1 leucemia pilosa, 1 de 1 linfoma
angioinmunoblastico de célula T, 1 de 2 linfomas anaplasicos de células grandes, 1 de 6 linfomas periféricos
de células T. También se detecto tincion en 3 de 3 casos de la enfermedad de Kikuchiy 3 de 3 casos de la
enfermedad de Castleman (tipo vascular hialino). No se detecté tincién en linfomas difusos de células 8
grandes (0 de 12), linfomas foliculares (0 de 6), linfomas de Hodgkin (0 de 5), maltomas (0 de 2), linfomas de
células del manto (0 de 2}, un linfoma linfoblastico (O de 1), un linfoma de Burkitt (0 de 1), un linfoma de
células B rico en células T (0 de 1) y un linfoma de células NK/T (O de 1). No se detectd tincion en 44
tumores adicionales analizados, incluidos carcinomas de células escamosas (0 de 9), tumores de glandula
tiroidea (0 de 4), tumores de ovario (0 de 4), tumores de higado (0 de 4), tumores colorrectales (0 de 4),
tumores de pulmédn (0 de 3), tumores cerebrales (0 de 2), tumores de mama (0 de 2), tumores de estémago
(0 de 2), tumores de pancreas (0 de 2), tumores metastdsicos no especificados (0 de 2), tumores de rifdn ]
de 2), tumores de testiculo (0 de 2), un tumor de timo (0 de 1) y un tumor de utero (0 de 1). (Numero total
de casos = 98).

El NCL-L-CD123 estd recomendado para la deteccién de CD123 en tejidos normales y neoplasicos, en

particular para ayudar a identificar neoplasmas de células dendriticas plasmocitoides.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacién
especializada en la seleccidn de los reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la
preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los resultados de la tincion.

La tincién de los tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento del tejido previos a la tincién. Una
fijacién, congelacion, descongelacién, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la
contaminacién con otros tejidos o liquidos pueden generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos
negativos. La aparicién de resultados incoherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijaciény
de inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.4

Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacién correcta de los
resultados.

La interpretacién clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el
contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas(diygndsticas.
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Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segun se indique, con se%uqines (,5 5 E

congeladas o incluidas en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una karzs:én /‘4._ / /,

inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier sedt

tejido teiiida debe incluir un andlisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

Concentracién Total De Proteina.

Fecha De Publicacion
07 de junio 2013

Metodologia inmunohistoquimica para la utilizacién de anticuerpos NovocastraTM, en tejidos incluidos

en parafina, con la aplicacién de la técnica de recuperacién de epitopos inducida por calor.

A. Reactivos necesarios que no se suministran
1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.
2. Solucién salina tamponada con Tris 50 mM (T8S), pH 7,6.

3. Solucion para la recuperacion de epitopos (véase la seccidn C Soluciones para la recuperacion de

epitopos).
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4. Diluyente del anticuerpo, NovocastraTM IHC Diluent, RE7133.
5. Sistema de visualizacién, NovolinkTM Polymer Detection Systems, RE7280-K {1250 tests), RE7150-K (500
tests}, RE7140—K (250 tests) o RE7290—K (50 tests).

6. Medio de montaje; utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

B. Equipo necesario que no se suministra

1. Incubador ajustado a 25 °C.

2. Dispositivo de calentamiento para la recuperacién de epitopos: bafio de agua o de vapor, olla de presién
u otro equipo de laboratorio con temperatura controladat.

3. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoguimica.

C. Soluciones para la recuperacién de epitopos (véanse las Recomendaciones de uso de alguna de las

siguientes)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

SROE(;:\:: Epitope Retrieval Solution pH & (x10 Concentrate) Tampén basado en citrato, que contiene agente tensioactivo ‘

RE7115 Eplitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1L
RET7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7148 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1L
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1L | tampsn basado en Tris/EDTA, que contiene sgente
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L tensioactivo

Tampon basado en EDTA, que contiene agente tensioactivo

D. Metodologia

Antes de poner en prictica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas
inmunohistoquimicas.

Los clientes deben determinar las diluciones 6ptimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa,

todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente (25 °C). .
Recuperacién de epitopos

Siga las instrucciones de uso de las Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118,

RE7119, RE7122.

Visualizacion

Siga las instrucciones de uso de los sistemas de detecci6n de polimeros NovolinkTM Polymer Detection

Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140~K (250 tests) 0 RE7290~K {50 tests).

£. Correcciones con respecto a la publicacién anterior

No aplicable.
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2018 -ANO DEL CENTENARIO DE LA REFORMA UNIVERSITARIA™

Ministerio de Salud
Secretaria de Politicas,
Regulacion e Institutos

ANMAT.

CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente n® 1-47-3110-5167/17-4

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) certifica que de acuerdo con lo solicitado por la firma BIO-OPTIC S.R.L
se autoriza la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de
Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto para diagnéstico de uso in
vitro con los siguientes datos caracteristicos:

Nombre comercial: 1) CALCITONIN (CALCITONIN-L-CE); 2) CALRETININ
(CALRETS566-L-CE); 3) CD123 (CD123-L-CE); 4) CYTOKERATIN 7 (CK7-
OVTL-L-CE); 5) DESMIN (DES-DERII-L-CE); 6) GRANZYME B (GRAN-B-L-
CE); 7) Ki67 ANTIGEN (KI67-MM1-L-CE); 8) MELAN A (MELANA-L-CE); 9)
MESOTHELIN (MESO-L-CE); 10) MUSCLE SPECIFIC ACTIN (MSA-594-L-
CE); 11) MYOGENIN (MYF-4-L-CE); 12) PROTEIN GENE PRODUCT 9.5
(PGP9.5-L-CE); 13) THYROID TRANSCRIPTION FACTOR-1 (TTF-1-L-CE); y
14) CYTOKERATIN MULTI (AE1/AE3-601-L-CE).

Indicacién de uso: ANTICUERPOS MONOCLONALES DISENADOS PARA LA
IDENTIFICACION DE DIFERENTES ANTIGENOS HUMANOS MEDIANTE LAS '
TECNICAS DE TINCION INMUNOHISTOQUIMICAS.

Forma de presentacion: ENVASES CONTENIENDO: 1 vial x 1.0 ml.



Periodo de vida util y condicion de conservaciéon: 1), 3), 6) a 12) y 14) 36
meses, conservado a 2 y 8°C; 4) y 5) 24 meses, conservado a 2 y 8°C; 2) 33
meses, conservado a 2 y 8°C y 13) 18 meses, conservado a 2 y 8°C.

Condicion de venta: venta a Laboratorios de ‘andlisis clinicos. USO PROFESIONAL
EXCLUSIVO.

Nombre y direccion del fabricante: LEICA BIOSYSTEMS NEWCASTLE, Balliol
Business Park West, Newcastle upon Tyne, NE12 8EW. (REINO UNIDO).

Se extiende el presente Certificado de Autorizaciéon e Inscripcion del PRODUCTO

PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO PM-2234-12.

Disposigign N°
p E 02 55% 19 SET. 2018

Dr. C OS CHIALE
Adminlstrador Nacional
A.N.M.A.T.




