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1.1

6.1
6.1.1

OBJETIVO

Estabelecer normas para o preparo de materiais biolégicos parafinados, utilizando o Kit N-
HISTOFINE- Universal Immuno-peroxidase Polymer Anti mouse HRP , da marca Nichirei

Biosciences, para a marcacao de Antigenos .

ABRANGENCIA

Todos os colaboradores, alunos e estagiario.

RESPONSABILIDADES

Todos os profissionais que realizarem, as Reacgdes de Imunoperoxidase, utilizando o Kit N-
HISTOFINE- Universal Immuno-peroxidase Polymer Anti mouse HRP , da marca Nichirei

Biosciences, para a marcagao de Antigenos

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Nao aplicavel.

DEFINICOES

O N-HISTOFINE- Universal Immuno-peroxidase Polymer Anti mouse HRP , da marca
Nichirei Biosciences é um Kit de detec¢do desenvolvido especificamente para permitir a
coloragao imunohistoquimica em sec¢des de tecido humano fixadas em formalina e
embebidas em parafina. E um polimero marcado preparado pela combinagéo de polimeros
de aminoacidos com peroxidase (PO) e anticorpo secundario, que é reduzido a fragmento
Fab '. Para eliminar a coloracdo de fundo, a absor¢do em fase solida do anticorpo

secundario é realizada com soro humano..

DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS

Preparacao da Lamina com material biolégico.

Para cada anticorpo que sera marcado pela reagcao de Imunoperoxidase, tera uma lamina
com a amostra do material bioldgico, fixado em formol, processado e parafinado e uma
ldamina com o material bioldgico positivo, para o anticorpo especifico, que sera pesquisado
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Desparafinacao:
Seguir orientagdes do POP TEC 01

Recuperagao

O anticorpo que necessitar de recuperagao, seguir o processo recomendado na bula e
escolher um dos Tampdes, TRIS/EDTA pH9 ( POP TEC n° 7), Citrato pH 6 (POP TEC n°
8), Tripsina Sigma 0,15% (POP TEC n°9) e Trilogy™ (POP TEC n°3).

Apods a recuperacdo, quando feita na Pascal,deixar a cuba em repouso sobre a pia por 5
minutos. Lavar varias vezes de agua corrente. .( POP TEC 14). Com a Tripsina é so lavar

varias vezes na agua corrente.

Blogueio da Peroxidase enddgena do tecido:

As laminas sao mergulhadas em peroxido de hidrogénio 6% (agua oxigenada 20v) diluida
em agua injetavel, em dois banhos de 8 minutos.

Lavar bem em agua corrente (leve).

Secar as laminas suavemente e circundar, os cortes com Pap-pen. Mergulhar as laminas
em tampéo Tampao PBS pH 7,4+ Tween 0,1% (POP TEC 10)

Bloqueio de Proteinas Inespecificas do tecido:
Secar ao redor do Pap-Pen, pingar CAS Block (Invitrogen 00-8120) sobre os cortes

Incubar em cadmara Umida durante 10 minutos a 26°C+ 5°C

Anticorpo Primario

Escorrer o CAS Block (Invitrogen 00-8120), secar em volta dos cortes e pingar o Anticorpo
Primario, diluido com o Antibody Diluent Solution (Invitrogen 00-3218), de acordo com a
padronizagao prévia realizada.

Incubar das lIaminas por 1h em cadmara umida a 26°C+ 5°C.

Lavar em Tampéo PBS pH 7,4+ Tween 0,1%(POP TEC 10).

Detecgao do Antigeno
N-HISTOFINE- Universal Immuno-peroxidase Polymer Anti mouse HRP, da marca Nichirei
Biosciences, guardado na geladeira
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Pingar nas laminas deixando 30 minutos a temperatura ambiente.Lavar em Tampao PBS
pH 7,4+ Tween 0,1%(POP TEC 10)

Revelagédo da Reagéao:

Apos a incubacéo lavar as laminas em Tampao PBS pH 7,4 + Tween 0,1% e secar em
volta dos cortes.

Pingar o DAB - Kit K3468 - DAKO, em uma diluigdo 1/50, durante 1 minuto a temperatura
ambiente e lavados em agua corrente

Verificar no microscoépio a intensidade da reagao revelada

Contra coloragéao:

As laminas depois de lavadas em agua corrente sdo mergulhadas em uma cuba com
Hematoxilina durante 40 segundos

Lavar bem em agua corrente retirando todo o excesso da Hematoxilina

Mergulhar durante 10 segundos em agua amoniacal (Agua de Scott)

Montagem das laminas:
Seguir orientagdes do POP TEC 02

Limpeza,
Apobs o término da reagao, o local devera ser limpo com uma gaze com alcool 70°C,

guardar todo material utilizado. Conservar o local limpo e organizado

EPlIs:

Utilizar luvas nitrilicas e avental.
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7. FLUXOGRAMAS

7.1 Nao aplicavel.

8. ANEXOS

8.1 Nao aplicavel.

9. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
9.1 Principle and Protocol - Nichirei Bioscience.
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