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Finalidade

O AESKULISA® MMP-3 é um ensaio imunoenzimatico de fase sélida que utiliza dois
anticorpos anti-MMP-3 humano monoclonais diferentes para a determinacéo quantitativa da
concentracao de MMP-3 em soro humano. Os resultados sdo em ng/ml. O nivel padrdo de
curva é 0-200 ng/ml.

Os ensaios sdo uma ferramenta no diagndstico de artrite reumatoide (RA).

Aplicacéo clinica e principio de teste

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatoria cronica essencialmente caracterizada
pela inflamacdo das articulagdes que conduz a uma perda de funcionalidade das
articulacbes e deficiéncias graves, caso a progressdo da doenca nao seja interrompida
atempadamente. O AESKULISA® MMP-3 ajuda a identificar pacientes com AR que
beneficiam de um inicio precoce da terapia com medicacdo agressiva. Além disso, o
AESKULISA® MMP-3 pode ser utilizado para o controlo e vigilancia do sucesso da terapia.
A metaloproteinase de matriz-3 (MMP-3, estromelisina-1) pertence a familia das
metaloproteinases, sendo principalmente expressa por células do tecido conjuntivo e
desempenha um papel importante nos processos metabdlicos da matriz extracelular (ECM).
A MMP-3 pode clivar diversos componentes da ECM, por exemplo, proteoglicanos,
fibronectina, laminina e varios outros colagénios. Devido a esta grande variedade de
substratos e a capacidade de ativar outras enzimas de decomposi¢do, incluindo outras
metaloproteinases de matriz, a MMP-3 desempenha um papel fundamental nos processos
fisiologicos e patoldgicos da remodelacao dos tecidos.

A MMP-3 é segregada numa forma inativa (pro-MMP-3, 52 kDa) e ativada por proteodlise
limitada através de endopeptidases. A MMP-3 ativa (45 kDa e 35 kDa) pode ser inibida
mediante fixacdo a inibidores de tecidos de metaloproteinases de matriz (TIMP) ou a a2-
macroglobulina. A regulacdo da atividade da MMP-3 é necesséria para evitar a destruigao
da ECM e obter o equilibrio fisiolégico em processos de remodelacdo dos tecidos. Por
conseguinte, podem ser encontrados niveis elevados de concentragdo de MMP-3 em varias
condi¢cBes patoldgicas, tais como cancro, aterosclerose e artrite.

Demonstrou-se que a concentracdo de MMP-3 no soro em pacientes com AR é
significativamente superior nos individuos de controlo saudaveis. Em resultado da
inflamacéo e proliferagdo macicas do tecido sinovial em pacientes com AR, a expresséo e
secrecdo de MMP-3 sdo superiores no fluido sinovial. A quantidade de MMP-3 no fluido
sinovial esta correlacionada com a concentragdo de MMP-3 no soro. A MMP-3 no soro
expressa assim o processo inflamatério nas articulacdes afetadas, sendo um marcador da
atividade da doenca. Mesmo na fase inicial da doenca, os processos destrutivos podem ser
correlacionados e previstos nas articulagbes de pacientes com AR e niveis elevados de
MMP-3.

O AESKULISA® MMP-3 mede o total de MMP-3 (MMP-3 pré e ativa) no soro humano,
constituindo uma ferramenta de avaliagdo do risco de desenvolvimento da destruicdo das
articulagbes e de controlo da atividade da doenca e do sucesso terapéutico em pacientes
com AR.

Principio de teste

As amostras de soro diluidas 1:10 sdo incubadas nas cavidades, as quais sdo revestidas com
anticorpos monoclonais contra a MMP-3 humana. Neste processo, a MMP-3 do soro do
paciente fixa-se ao anticorpo na placa; as componentes do soro que ndo se fixam séo
eliminadas na fase de lavagem seguinte. Em seguida, é adicionado um anticorpo monoclonal
contra a MMP-3 humana, o qual estd marcado com peroxidase de rabano (conjugado). Durante
a incubacgdo, o anticorpo liga-se ao complexo MMP3-anticorpos previamente formado. O
conjugado que nao se fixa € removido no processo de lavagem seguinte. A detecao de MMP-3
fixada gera uma reacdo de cor enzimética (azul) do substrato, a qual € interrompida com &cido
diluido (a cor muda para amarelo). A intensidade do desenvolvimento da cor do cromogéneo
depende da quantidade de conjugado fixado ao complexo MMP-3-anticorpos sendo assim
diretamente proporcional & concentragcdo de MMP-3 no soro.
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Conteudo do kit

Diluir antes de usar

. . Cor da Cor da
Componente do kit Quantidade tampa solucio
Solugao da amostra 5x 1x20ml Branco Amarelo
Solugéo de lavagem 50x 1x20ml Branco Verde

Pronto a usar:

. . Cor da Cor da
Componente do kit Quantidade tampa solucio
Controlo negativo 1x15ml Verde Incolor
Controlo positivo 1x15ml Vermelho Amarelo
Calibradores 6x1,5ml Branco Amarelo*
Conjugado 1x15ml Azul Azul
Substrato TMB 1x15ml Preto Incolor
Solucao de interrupgdo 1x15ml Branco Incolor
Tiras de microcavidades 12.X 8 well N/D N/D

strips

* A intensidade da cor aumenta com a concentragdo

Descri¢éo / Conteudo

Concentrados 5 vezes
Tris, NaCl, BSA, azida de s6dio <0,1 % (conservante)

Concentrados 50 vezes
Tris, NaCl, Tween 20, azida de sédio <0,1 %
(conservante)

Descri¢éo / Conteudo

BSA, azida de s6dio <0,1 % (conservante)

MMP-3 purificada humana, BSA, azida de sédio <0,1
% (conservante)

Concentragéo dos calibradores: 0, 5, 20, 50, 100, 200
ng/ml. MMP-3 purificada humana, BSA, azida de
saédio <0,1 % (conservante)

Contra MMP-3 humana com marcagé&o através de
peroxidase de rdbano, BSA

TMB estabilizado/H202

Acido cloridrico 1M

guebravel. Revestimento, ver ponto 1.

Materiais necessarios, nao incluidos no kit:

Fotémetro para placas de microtitulagdo com filtro ético para 450 nm, opcionalmente com comprimento de onda de referéncia de
620 nm (600-690 nm). Material em vidro (cilindro 100-1000 ml), tubos para diluicdes, misturador de vortice, micropipetas (10, 100,
200, 500, 1000 pl) ou multipipeta ajustavel. Unidade de lavagem de placas de microtitulagdo (multipipeta de 300 pl ou pipeta
multicanal ou sistema de lavagem automatica), papel de filtro. Os nossos testes foram concebidos para utilizagdo com agua
purificada, conforme definicdo dada pela Farmacopeia dos Estados Unidos (USP 26 - NF 21) e pela Farmacopeia Europeia (Eur.

Ph. 4.2 Ed.).

Armazenamento e estabilidade

O armazenamento dos reagentes do kit e da placa de microtitulagdo devera ser efetuado a 2
—8°C/ 35,6 - 46,4 °F em frascos originais. O prazo de validade das solu¢des diluidas é, no
maximo, de um més a uma temperatura de 2 — 8 °C / 35,6 - 46,4 °F. As datas de validade
indicadas na embalagem e os rétulos dos componentes individuais terdo de ser observados.
N&o use componentes do kit cujo prazo de validade expirou! A solugdo do substrato TMB
deve ser protegida contra a exposicdo a luz. As placas de microtitulacdo deverdo ser
sempre mantidas na pelicula de embalagem e fechadas no saco de secagem.
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Adverténcias e medidas de precaucéo

5.2

Risco para a saude

Este produto s6 pode ser utilizado para DIAGNOSTICO IN VITRO.

A aplicagcdo deve ser realizada por pessoal que tenha sido informado e formado
relativamente ao uso de dispositivos médicos em diagnosticos in vitro. Os reagentes
contidos neste produto ndo deverdo ser considerados toxicos nem perigosos em condicbes
normais de utilizagdo. Todavia, devera ser observado o seguinte para garantir a maxima
seguranca do utilizador:

Recomendacdes e medidas de precaucao

Dado que os componentes individuais do kit contém reagentes potencialmente perigosos,
estes poderéo causar irritacdo nos olhos e na pele.

ATENCAO: Os calibradores, controlos e a solucdo contém azida de sodio (NaNs) como
conservante. A NaNs pode ser toxica se ingerida ou se for absorvida através da pele ou dos
olhos. A NaN3z pode reagir com chumbo ou cobre das canaliza¢des e formar azidas de metal
altamente explosivas. Para evitar a acumulagédo de azida, devera lavar essas solugbes com
uma grande quantidade de &gua na sua eliminacdo. Por favor, observe os requisitos das
regulamentacdes locais/nacionais em matéria de descontaminacao.

Quando trabalhar com o kit ndo coma, beba ou fume. Nao proceda a pipetagem com a
boca, use luvas descartaveis.

Os reagentes fornecidos com este produto de origem humana (controlos e calibradores)
apresentaram um resultado negativo no teste do antigénio de superficie do virus da hepatite
B (HBsAQ), hepatite C e HIV 1 e 2. No entanto, em produtos humanos nunca podera ser
excluir-se com certeza absoluta a existéncia dos agentes patogénicos indicados ou outros,
ou de agentes patogénicos ainda ndo conhecidos ou diagnosticados. Por conseguinte, 0s
controlos e os calibradores, bem como os soros dos pacientes deverdo ser considerados
como potencialmente infeciosos e manuseados de acordo com a legislagdo nacional. O
produto contém componentes de origem animal, tal como indicado na tabela de
componentes: Durante a utilizagdo deverdo ser observadas as diretrizes nacionais
aplicaveis.

IndicacOes gerais

Se as informacgdes do produto, incluindo o rétulo, estiverem erradas ou incorretas, contacte
o fabricante ou o fornecedor do kit.

Os controlos, calibradores e conjugados individuais ou as placas de microtitulacdo de lotes
diferentes ndo deverdo ser trocados, uma vez que essa troca poderia derivar em resultados
errados.

Antes do inicio do teste, todos os componentes do kit deverdo ser colocados a temperatura
ambiente (20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F) e bem misturados. O protocolo estabelecido para
realizar o teste tem de ser imprescindivelmente observado.

Incubacéo: Na execucédo do teste (também com sistemas automatizados) ndo podera
ser ultrapassada a temperatura de 26 °C/ 78,8 °F.

Nunca exponha os componentes individuais do kit a temperaturas superiores a 37 °C / 98,6 °F.

A solucao de substrato devera ser sempre pipetada com pontas novas de pipetas para evitar
a contaminacdo. Evite a exposicao da solucdo de substrato a luz intensa. Nunca pipete a
solucéo de conjugado com pontas de pipetas contaminadas com outros reagentes.

Nao se devera fundamentar o diagndstico clinico definitivo com base nos resultados
dos testes realizados, uma vez que este diagnéstico devera ser feito pelo médico
depois de avaliar todos os dados clinicos e laboratoriais. O diagndstico deve ser
impreterivelmente confirmado por varios métodos de diagnostico.
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Colheita de amostras, preparacao e armazenamento

Recomenda-se a utilizacdo de amostras de soro fresco. A recolha de sangue tem de
obedecer a legislacao nacional. Ndo use amostras de soro ictéricas, lipémicas, hemolisadas
ou com contaminacdo bacteriana. No caso de amostras turvas, proceda a uma
centrifugacdo baixa das particulas (<1000 x g). As amostras de sangue deverdo ser
recolhidas em tubos limpos, secos e vazios.

Apos a recolha, as amostras de soro deverdo ser utilizadas no prazo de 8h, ou mantidas
fechadas durante 48 horas a uma temperatura de 2 — 8 °C / 35,6 - 46,4 °F. Para periodos de
armazenamento mais prolongados, as amostras deverdo ser congeladas a uma temperatura
de-20°C/-4°F.

As amostras de plasma ndo devem ser usadas neste teste!

Procedimento de teste

Preparacao
Diluicdo de reagentes concentrados:

Dilua a solugdo da amostra concentrada 1:5 com agua destilada,

por exemplo, 20 ml + 80 ml.

Dilua a solucao de lavagem concentrada 1:50 com agua destilada,

por exemplo, 20 ml + 980 ml.

Para evitar erros, devera marcar as tampas dos calibradores e controlos.

Diluicdo das amostras dos pacientes:
Dilua e misture as amostras de soro 1:10 com solu¢édo de amostra diluida (1x),
por exemplo, 450 ul de solucdo de amostra + 50 ul de soro.

Lavar:

S&o necessarios 20 ml de solugéo de lavagem diluida (1x) por cada 8 cavidades ou 200 ml
por cada 96 cavidades, por exemplo, 4 ml de concentrado mais 196 ml de 4gua destilada.

Lavagem automética:

Para colocar o instrumento em funcionamento e para o volume morto deverdo ser tidas em
conta quantidades adicionais da solucdo de lavagem.

Lavagem manual:

Retire o liquido com cuidado, batendo com a placa em papel de filtro. Pipete 300 pl de
solucdo de lavagem diluida em cada uma das cavidades, aguarde 20 segundos. Repita o
processo mais duas vezes.

Placa de microtitulagdo:

Remova as cavidades ndo utilizadas e guarde-as bem fechadas na pelicula de embalagem
com o saco de secagem num lugar fresco (2 — 8 °C/ 35,6 - 46,4 °F).
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7.2 Esquema de pipetagem

Recomendamos que os calibradores, controlos e amostras sejam pipetados da seguinte forma:

1 2 3 4..

A | CalA | CalE | P1

S Tcaa Teae o T

C CalB | CalF P2

D CalB | CalF | P2

S eac o S B

e Top P B

G | CalD | CN

H CalD | CN
Cal A: Calibrador A Cal D: Calibrador D CP: Controlo positivo P1: Paciente 1
Cal B: Calibrador B Cal E: Calibrador E CN: Controlo negativo P2: Paciente 2
Cal C: Calibrador C Cal F: Calibrador F P3: Paciente 3

7.3 Passos de trabalho

Passo  Descrigéo

1. Certifique-se de que os preparativos do capitulo 7.1 foram realizados antes de

iniciar.
2. Siga os seguintes passos de acordo com a interpretacdo quantitativa pretendida dos
resultados.
Calibradores, controlos e amostras
3. Pipete 100 pl em cada uma das cavidades previstas como
descrito no capitulo 7.2:
e Calibradores (Cal Aa Cal F)
u e Controlo negativo (CN) e controlo positivo (CP) e
+100 e Amostras diluidas de pacientes (P1, P2, ...)
4,
Proceda a incubacéo a 20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F durante 30
minutos.
30’
5

I
N % N Lave 3 vezes com 300 pul de solucdo de lavagem diluida 1:50.
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10.

11.

12.

13.
14.

3x 300ul

¥

+100 pl

&

0)

30

-

+100 i

0

oD, OD“E/\,-

450/620 nm

I

CONJUGADO

Adicione 100 pl de solucéo de conjugado de enzima em cada
uma das cavidades.

Proceda a incubacéo a 20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F durante 30
minutos.

Lave 3 vezes com 300 pul de solucdo de lavagem diluida 1:50.

SUBSTRATO

Pipete 100 pul de solucéo de substrato TMB em cada uma das
cavidades.

Proceda a incubacéo a 20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F durante 30
minutos, ao abrigo da luz intensa.

INTERRUPCAO

Pipete 100 pl de solugédo de interrupcdo em cada cavidade

na ordem da adi¢@o do substrato.

Deixe incubar durante, pelo menos, 5 minutos.

Agite cuidadosamente a placa durante 5 segundos.

Meca a densidade 6tica a 450 nm durante 30 minutos (valor
recomendado para 450/620 nm).
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Avaliac&do quantitativa

A avaliacdo quantitativa tem por base uma curva padréo, em que é registada a densidade
Otica dos calibradores (eixo y) versus a concentracdo em ng/ml (eixo x). Para a avaliacdo
recomendamos coordenadas log/lin e um ajuste de 4 pardmetros. A partir da curva, é
possivel determinar a concentracdo de MMP-3 em ng/ml com base na densidade 6ética da
amostra.

AESKULISA® MMP-3  Area normal Limites margi- Positivo
nais
Mulheres 0 — 20 ng/ml 20 — 30 ng/ml >30 ng/ml
Homens 0 — 40 ng/mi 40 — 50 ng/ml >50 ng/ml

Exemplo de avaliacéo
N&o utilize este exemplo para interpretar resultados de pacientes!

Calibradores OD 450/620 nm CV % (variancia)

MMP-3

0 ng/ml 0,033 2,2

5 ng/ml 0,105 4,0
20 ng/ml 0,336 1,7
50 ng/ml 0,727 1,2
100 ng/ml 1,328 1,6
200 ng/ml 2,228 3,7

Exemplo de célculo

Paciente Replicacdo Média (OD) Resultado
(OD) (ng/ml)
P01 0,264/0,258 0,261 17,2
P02 1,323/1,326 1,325 97,5

As amostras situadas acima do valor do calibrador mais elevado deverdo ser indicadas
como >Méax, sendo que deveriam ser adequadamente diluidas e reavaliadas tendo em
consideracdo o fator de diluicdo. As amostras abaixo do intervalo de medi¢cdo deverédo ser
indicadas como <Min.

Para obter dados especificos aos lotes, consulte o certificado de controlo anexo. Os
laboratérios médicos deverdo realizar controlos de qualidade internamente, usando
controlos préprios e/ou soros agrupados, nos termos dos regulamentos nacionais.
Recomenda-se que cada laboratério estabeleca os seus préprios valores normais com base
nas suas proprias técnicas, controlos, equipamentos e populacao de pacientes.

Se os valores dos controlos ndo satisfizerem os critérios de validacéo, o teste é considerado
invalido e tera de ser repetido.

Deverao ser verificados os seguintes factos técnicos: Datas de validade dos reagentes,
condicbes de armazenamento, pipetas, equipamentos utilizados, fotometro, condicbes de
incubacdo e método de lavagem.

Se as amostras testadas apresentarem valores invulgares ou desvios, ou caso 0S critérios
de validacdo por alguma razdo estranha ndo sejam cumpridos, contacte o fabricante ou o
fornecedor do kit.
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9 Dados técnicos
Material da amostra: Soro
Volume da amostra: 100 pl de uma diluicdo de amostra 1:10 com 1x solug&o de
amostra
Tempo total de incubacéo: 90 minutos a 20 — 26 °C /68 — 78,8 °F
Intervalo de medicéo: 0-200 ng/ml
Sensibilidade analitica: 5 ng/ml
Armazenamento: a2-8°C/35,6-46,4 °F em frascos originais.
NUmero de determinacdes: 96 testes
10 Dados de teste / Caracteristicas de teste
10.1 Sensibilidade analitica
A realizacdo de 80 testes de solucdes de amostras no AESKULISA® MMP-3 resultou num
Limit of Blank de 4 ng/ml, e os testes de 8 soros com uma concentragdo baixa de MMP-3,
com 8 repetigBes, apresentaram um Limit of Detection de 5 ng/ml.
10.2 Especificidade
As placas de microtitulacdo sdo revestidas com anticorpos monoclonais de murino contra a
MMP-3 humana. Ndo foram detetadas reatividades cruzadas com outros antigénios.
10.3 Linearidade

Para determinados soros selecionados foi possivel determinar neste teste uma relagéo
linear entre a diluicdo e a concentracdo de anticorpos. Devido a heterogeneidade do soro
humano, ndo pode ser excluida a possibilidade de soros individuais apresentarem um
comportamento néo linear.

N.° da Diluicdo concentracao concentracao Recuperacao
amostra medida (ng/ml) esperada (%)
(ng/ml)
1 1/10 178,4 178,4 100,0
1/20 86,1 89,2 96,5
1/40 45,0 43,0 104,6
1/80 23,2 22,5 103,0
2 1/10 88,8 88,8 100,0
1/20 44,1 44,4 99,4
1/40 22,8 22,1 103,1
1/80 11,3 11,4 99,5
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10.4

10.5

10.6

10.7

Precisao

Para verificar a precisdo do ensaio foi calculada a variancia com cinco soros em diferentes
areas da curva padrao (variancia intra-essay e inter-assay e variancia lot-to-lot), tendo a
reprodutibilidade sido estudada em 5 ciclos de 8 repeticdes cada. A variancia lot-to-lot foi
analisada a partir da andlise de cinco soros de 3 lotes diferentes em 8 repeticdes.

Intra-essay
N.° da a- Média CV (%)
mostra (ng/ml)
1 12,6 4,9
2 30,5 3,6
3 59,3 3,2
4 101,0 3,6
5 195,1 3,4
Calibracao

N.° da a-
mostra

1

g b~ wN

Inter-assay
Média
(ng/ml)

12,6
30,5
59,3
101,0
1951

CV (%)

7,6
4,5
4,5
4,8
4,6

Devido a falta de normas internacionais de referéncia, o AESKULISA® MMP-3 é calibrado
contra quantidades definidas de MMP-3 recombinante humana (através de pureza
determinada com SEC-MALS: >99 %). Os resultados sao apresentados em ng/ml.

Recuperacao

A recuperacgdo foi determinada através da adicdo de diferentes quantidades definidas de
MMP-3 recombinante humana a varios soros humanos. Foram calculadas as seguintes
taxas de recuperagdo com base em regresséao linear:

Coeficiente de

determinacdo R?

Amostra de % Recuperacdo
soro
1 101,4
2 91,8
3 88,5

Avaliacdo clinica

MMP-3 em pessoas saudaveis

0,9934
0,9938
0,9923

Para determinar o intervalo normal, os valores de MMP-3 foram calculados com base num
total de 156 amostras de soro de dadores de sangue saudaveis (46 mulheres e 110

homens).

AESKULISA® MMP-3| Numero | Min (ng/ml) | Max (ng/ml) | Méd (ng/ml) | Percentil 95
Homens saudaveis 110 8,9 56,6 25,3 41,9
Mulheres saudaveis 46 51 32,5 14,2 29,7
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Com base nos valores determinados, os valores normais sdo definidas conforme estipulado

em seguida:

) Limites mar-
AESKULISA® MMP-3 Area normal ginais Resultados positivos
Mulheres 0 - 20 ng/ml 20-30 ng/ml >30 ng/ml
Homens 0 - 40 ng/ml 40-50 ng/ml >50 ng/ml

MMP-3 em varias doencas autoimunes, em comparacdo com artrite reumatéide e em

pessoas saudaveis

Relativamente & concentracdo de MMP-3 foram testadas 627 amostras de soro (ver tabela
Composicado). A tabela resume os resultados:

Doenca Ndmero | Min (ng/ml) | Max (ng/ml) | Méd (ng/ml) Pos Neg
Espondiloartrite 80 0,0 287.,4 14,3 29 (36,3 %) | 51 (63,8 %)
Doenca celiaca 15 59 22,8 12,6 1(6,7 %) 14 (93,3 %)
Doenca celiaca + DH 32 8,5 142,4 28,3 19 (59,4 %) | 13 (40,6 %)
LES 24 14,5 200,8 46,2 22 (91,7%) | 2(8,3%)
Vasculite 117 52 283,56 47,9 97 (82,9 %) | 20 (17,1 %)
Saudavel 156 8,9 56,6 22,0 3(1,9%) |153(98,1 %)
Artrite reumatéide 203 0,7 280,2 33,2 139 (68,5 %) | 64 (31,5 %)

LES = lipus eritematoso sistémico, DH = dermatite herpetiforme

Tal como descrito na literatura, os niveis de concentracdo de MMP-3 sdo superiores em
vérias doengas inflamatorias. Assim sendo, a MMP-3 ndo é adequada para diagnosticar a
artrite reumatéide. A MMP-3 é um marcador para a atividade da artrite reumatéide. As
concentracdes de MMP-3 em pacientes com AR estéo correlacionadas com a atividade da
doenca do paciente individual.
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