Numero:
PROCEDIMENTO OPERACIONAL POP TEC 011

Crescia £ Humanisso EdIQéO 05

Area: Laboratério de Patologia Cardiaca Pagina: 1/5

Assunto: Hibridizacao in situ

/Limpeza do Local Vigéncia: 08/03/2021

*INDICE
1. OBJETIVO
2. ABRANGENCIA
3. RESPONSABILIDADES
4. DOCUMENTOS COMPLEMENTARES
5. DEFINICOES
6. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS
7. FLUXOGRAMAS
8. ANEXOS
9. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
Edicao Alteragao
Emissao inicial do documento em 27/07/2015.
01 2/\7%‘?} zig(;?lmente o conteudo deste documento estava disponivel no ONADOCS , POP 018; com data de vigéncia de
Elaborado por: Aprovado por:
Suely Aparecida Pinheiro Palomino 2710772019 Prof.Dra Maria Lourdes Higuchi 15/03/21
Biologista Pesquisadora

2021. Direitos autorais reservados ao InCor.
Vedada a reproducédo sem o consentimento expresso do InCor.




Numero:

PROCEDIMENTO OPERACIONAL POP TEC 011
Criven v e Edicdo: 05

Area: Laboratério de Patologia Cardiaca Pagina: 2/5

Assunto: Hibridizacao in situ

Vigéncia: 08/03/2021

/Limpeza do Local

1.1

6.1
6.1.1

6.1.2
6.1.2.1

6.1.3

OBJETIVO

Estabelecer normas para o preparo de materiais bioldgicos parafinados,.para a reagéo de

Hibridizacao in situ

ABRANGENCIA

Todos os colaboradores, alunos e estagiario.

RESPONSABILIDADES

Todos os profissionais que realizarem, as Reagdes de Hibridizagdo in situ,, para a

marcacgao de agentes infecciosos.

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

.Nao aplicavel

DEFINICOES

A hibridizagao in situ € uma técnica que permite a deteccado de sequéncias especificas de
DNA, ou de RNA, em um corte de tecido fixados em formol e parafinados , utilizando-se
sequéncias complementares de DNA ou RNA, em fita Unica, marcadas, constituindo-se as
“sondas,” que podem ser de DNA ou RNA clonados, ou de oligonucleotideos sintéticos. As

sondas A hibridizagao in situ é Util na detec¢do de genoma dos agentes infecciosos t

DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS

Preparagao da Lamina com material biolégico.
Para cada sonda que sera marcado pela reacao de Hibridizagao in situ , tera uma lamina
com a amostra do material biolégico, fixado em formol, processado e parafinado e uma

lamina com o material biolégico positivo, para a sonda , que sera pesquisada

Desparafinacao:
Seguir orientagdes do POP TEC 01

Permeabilizacdo da Membrana Celular
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6.1.3.1

6.1.3.2
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6.1.4.1

6.1.4.2

6.1.4.3

6.1.5
6.1.5.1
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6.1.6

6.1.6.1
6.1.6.2

6.1.7
6.1.7.1

6.1.7.2

6.1.7.3

A Hibridizacao in situ precisa de permeabilizagédo celular, seguir o processo recomendado
pela padronizacdo da sonda realizada pelo laboratério 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).

A permeabilizagao celular, 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 & s6

lavar varias vezes na agua corrente.

Blogqueio 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 Tampao TBS pH 7,6+ Tween 0,1% (POP TEC 12)

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

Sondas::
Escorrer o CAS Block, secar em volta dos cortes .
Pingar as Sondas, diluidas com o diluidor préprio, de acordo com a reacdao de

padronizagao realizada préviamente,

Denaturagao

Cobrir com uma laminula, o material biolégico com a sonda, incubando por 12 minutos em
camara séca a 95°C + 1°C.

Em seguida retirar as laminas da camara séca ,colocar em uma camara umida e incubar na

temperatura e no tempo, que ja foram padronizados previamente.

Retirar as laminulas de cima do material bioloégico e lavar bem em Tampao TBS pH 7,6 +

Tween 0,1%
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6.1.8 Solugao de Estringéncia 1xSSC (GenPoint DakoCytomation- California/ Code N° K0620 -

6.1.8.1 Preparar na diluicado 1/50.Aquecer a 50°C em B.M .

6.1.8.2 Mergulhar as laminas e manter por 10 minutos.

6.1.8.3 Lavar bem em Tampé&o TBS pH 7,6 + Tween 0,1%( POP 12)

6.1.8.4 Obs: A solugdo Estringéncia acabou, no momento esta sendo usada a Estringéncia in
House 25X. Preparo no POP 012

6.1.9 Deteccao das Sondas positivas

6.1.9.1 Genpoint-Tyramide Signal Sistem for Biotinilated Probes K0620, guardado na geladeira
6.1.9.2  Streptoavidina 1%™diluida 1:100 (GenPoint DakoCytomation- California/ Code N° K0620)
6.1.9.2.1 Pingar em cima dos cortes de tecido, manter 15 min a Temperatura Ambiente.

6.1.9.2.2 Lavar bem em Tampéao TBS pH 7,6 + Tween 0,1%

6.1.9.2 Biotinyl Tyramide
6.1.9.2.1 Pingar em cima dos cortes de tecido, manter 15 min a Temperatura Ambiente.
6.1.9.2.2 Lavar bem em Tampéao TBS pH 7,6 + Tween 0,1%

6.1.9.3  Streptoavidina 2°™
6.1.9.3.1 Pingar em cima dos cortes de tecido, manter 15 min a Temperatura Ambiente.
6.1.9.3.2 Lavar bem em Tampéao TBS pH 7,6 + Tween 0,1%

6.1.10 Revelagédo da Reacao:

6.1.10.1  Todos os anticorpos apos a incubacgio serao lavados em Tampao TBS pH 7,6 + Tween
0,1% e secados em volta dos cortes

6.1.10.2 Pingar em cima o DAB - Kit K3468 - DAKO, em uma diluigdo 1/50, durante 1 minuto a

Temperatura Ambiente e lavados em agua corrente

6.1.11 Contra coloracéo:
6.1.11.1  Mergulhar as laminas na Hematoxilina durante 40 segundos
6.1.11.2 Lavar bem em agua corrente

6.1.11.3  Mergulhar durante 10 segundos em Agua Amoniacal

6.1.12 Montagem das laminas
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6.1.12.1  Seguir orientagcdes do POP TEC 02

6..2 Limpeza
6..2.1 Apds o término da reacado, o local devera ser limpo com uma gaze com alcool 70°C,

guardar todo material utilizado. Conservar o local limpo e organizado

6.3 EPls:

6.3.1 Utilizar luvas nitrilicas e avental.

7. FLUXOGRAMAS

7.1 Nao aplicavel.

8. ANEXOS

8.1 Nao aplicavel.
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