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1. OBJETIVO

1.1 Estabelecer normas para o preparo de materiais biolégicos, para a reagdo de
Imunoeletrénica com dupla marcagao, com ouro coloidal de dois tamanhos diferentes, em

tela de Niquel revestidas com peliculas de Parlddio.

2. ABRANGENCIA

2.1 Todos os colaboradores, alunos e estagiario.

3. RESPONSABILIDADES

3.1 Todos os profissionais que realizarem, as Reagdes de Imunoeletrbnica

4. DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

4.1 Nao aplicavel.

5. DEFINICOES

5.1 A Técnica de Imunoeletrénica, que utiliza ouro coloidal com tamanhos diferentes, para a

dupla marcagao de agentes infecciosos e matrix celular, visualizados com o auxilio do
microscoépio eletrénico de transmissao (MET), vem acrescentar um grande potencial de
informacdes, ja que congrega o elevado poder de resolucdo do MET e a facil visualizagao e
precisdo da imuno-localizagdo, de dois componentes em um mesmo material, utilizando
particulas de ouro com tamanhos diferentes como marcador eletro opaco

Como o Ouro possui diversos tamanhos, facilita ,marcagdes multiplas de varios

componentes, em uma mesma amostra, através da Imunoeletrénica

6. DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS

6.1 No 1° dia,
6.1.1 Verificar material estocado e armazenado:

6.1.1.1 Geladeira n® 7 = Protein Block
6.1.1.2 Freezer - 20°C ,n° 10 = PBS pH 7,3 + 1% BSA, PBS pH 8,2 + 1% BSA e PBS pH 7,3
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6.1.1.3 Sala de Imunohistoquimica = Agua de injecéo,

6.1.1.4 Geladeira n°1 = Anticorpo secundario marcado com ouro coloidal

6.1.1.5 Geladeira n® 6 = Incubagao da reagao com o anticorpo primario

6.1.1.6 Estocado dentro do armario de sais para Imunohistoquimica e Microscopia Eletronica =
Metaperiodato de sédio (INaO4) PM=213.89

6.1.2 Solugdes usadas na Reacgao de Imunoeletrénica

6.1.2.1 Solugado Estoque de Metaperiodato de Sadio
6.1.2.1.1 Solugao Estoque : 0,2g de Metaperiodato + 1,6 ml de agua destilada). A solugao sé podera
ser utilizada 2 horas apds o preparo, neste tempo a solugdo deve ficar a temperatura

ambiente e ao abrigo da luz.

6.1.2.2 Solugéo de Uso Metaperiodato de Sodio
6.1.2.2.1 Diluir a Solugado Estoque 1/5 em agua de injegdo Estoque de Metaperiodato, 1 parte + 4

partes de agua de injecdo. Filtrar a solugao em filtro de seringa 0,22 pm.

6.1.3 Desenvolvimento da Reagao de Imunoeletrénica
6.1.3.1 Telinhas revestidas com Parlddio (Fig 01), Caixa de ponteira de 10 ul( Fig 02), servindo de
base para a realizagdo da reagdo e Caixa de ponteira 10 pl,revestida com parafilme e

telinhas revestidas de Parlédio “( Fig 03)

Figura 01 Figura 02 Figura 03
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6.1.3.2 As telinhas de Niquel revestida com Parlédio ( Fig 01), sdo hidratadas com agua de
injecao, e colocadas nos pocgos (Fig 03), com o lado brilhante para cima, em contato com

as solugdes
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6.1.3.3

6.1.3.4

6.1.3.5

6.1.3.6
6.1.3.7

6.1.3.8

6.1.3.9

6.2

6.2.1
6.2.2

6.2.3
6.2.4

6.2.5

Pipetar 20 ul da solugéo de Uso, Metaperiodato de Sédio1/5, filtrado, durante 1 minuto em
Temperatura Ambiente

Lavar as telinhas em agua de injecdo 4 vezes por 5 minutos sob agitacdo constante
(Agitador de microplacas n°27).

Fazer uma pré-gota com Protein Block, e incubar as telinhas por 5 minutos a temperatura
ambiente;

Incubar as telinhas em Protein Block por 1 hora a temperatura ambiente;

Escorrer o Protein Block das telinhas e secar o excesso, com papel de filtro, deixando a
telinha umida

Incubar em cémara umida ( Fig 04), com o Anticorpo Primario por 16 horas a 4°C
(Geladeira 6) de acordo com uma padronizagao prévia.

Para as telas Controle Negativo, sera omitido o Anticorpo Primario.

Figura 04
Algod&o umido
©90®
{-Ymic mic j_yLpL LDL
4 Telinhas
\

No 2° dia, ap6s a Incubacao de 16 horas a4° C
Retirar as telas da incubacgéo, com o Anticorpo Primario a 4 °C
Lavar as telinhas 4 vezes em PBS pH 7,3 + 1% BSA por 5 minutos sobe agitagao
constante,
Lavar as telinhas 4 vezes em PBS pH 8,2 + 1% BSA por 5 minutos sob agitagao constante;
Incubar as telinhas no Anticorpo Secundario marcado com Ouro (como o ouro, tem
diferentes tamanhos, escolher o tamanho usado na padronizagao prévia,) por 1 hora
temperatura ambiente,toda a reacao devera estar em local ao abrigo da Luz
Lavar as telinhas 4 vezes em PBS + BSA 1% pH 7,3 por 5 minutos, com agitagdo

constante;
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6.2.6 . Incubar as telinhas em Protein Block por 1 hora a temperatura ambiente;

6.2.7 Escorrer o Protein Block das telinhas e secar o excesso, com papel de filtro, deixando a
telinha umida

6.2.8 Incubar em camara umida ( Fig 04), com outro, Anticorpo Primario por 16 horas a 4°C

(Geladeira 6) de acordo com uma padronizagao prévia.

6.2.9 Para as telas Controle Negativo, sera omitido o Anticorpo Primario

6.3 No 3° dia, ap6s a Incubacgao de 16 horas a4° C

6.3.1 Retirar as telas da incubagéo, com o Anticorpo Primario a 4 °C

6.3.2 Lavar as telinhas 4 vezes em PBS pH 7,3 + 1% BSA por 5 minutos sobe agitacao
constante,

6.3.3 Lavar as telinhas 4 vezes em PBS pH 8,2 + 1% BSA por 5 minutos sob agitacao constante;

6.3.4 Incubar as telinhas no Anticorpo Secundario marcado com Ouro (como 0 ouro, tem

diferentes tamanhos, escolher o tamanho usado na padronizagao prévia,) por 1 hora

temperatura ambiente,toda a reacao devera estar em local ao abrigo da Luz

6.3.5 Lavar as telinhas 4 vezes em PBS + BSA 1% pH 7,3 por 5 minutos, sobe agitacao
constante;
6.3.6 Deixar as telinhas secando de um dia para o outro em uma Placa de Petri revestida com

papel de filtro
6.2.7 No dia seguinte corar as telinhas em solugéo de Nitrato de Chumbo por 5 minutos e deixar

secar a Temperatura Ambiente

6.4 Limpeza
6.4.1 O local, devera ser limpo antes e ap6s o uso com gazes embebidas com Alcool 70°C ,

descartar o material usado. Deixar o local limpo e organizado

6.5 EPIs:

6.5.1 Utilizar luvas nitrilicas e avental
7. FLUXOGRAMAS

7.1 Nao aplicavel
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8. ANEXOS

8.1 Nao aplicavel.

9 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

9.1 Técnicas Basicas de Microscopia Eletrbnica Aplicadas as Ciéncias Bioldgicas, Antonio
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9.2 Manual sobre Técnicas Basicas em Microscopia Eletronica, Antonio Haddad et al, 1989
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