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1. OBJETIVO 

1.1 Estabelecer normas para o preparo de materiais biológicos em pacientes com 

Ateroscleróticos ,.para a realização da Pesquisa 14/01, CNPQ Universal.  

Pesquisa realizada com poucos casos, sendo aumentado o números de pacientes, dando 

sequência na Tese da Camila Rodrigues Moreno 

.  

2. ABRANGÊNCIA 

2.1 Todos os colaboradores, alunos e estagiário. 

 

3. RESPONSABILIDADES 

3.1 Todos os profissionais que estão envolvidos na Pesquisa 14/01, CNPQ Universal. 

 

4. DOCUMENTOS COMPLEMENTARES 

4.1 Não aplicável. 

 

5. DEFINIÇÕES 

5.1 A P14/01 é uma pesquisa realizada em pacientes Ateroscleróticos, Com a finalidade de 

caracterizar marcadores presentes no soro, que possam identificar a presença de placa 

instável, nos  no soro destes pacientes. Serão pesquisados os antígenos de Micoplasma 

pneumoniae, LDLox, Colagenase de Arqueia (anti- archaemetzincin-1 - AMZ1 e MMP-9. A 

quantificação, destes antígenos, será realizada através da Microscopia Eletrônica de 

Transmissão 

Os soros serão fornecidos pelo laboratório do Prof Lotufo e transportados, em gelo seco, 

armazenados em vial de congelamento, com aproximadamente 400µl cada . 

O material será registrado no computador 12 (Marcia) – <Pasta compartilhada><Pasta: 

Registro Patologia Cardiaca><Registro Geral (Excell) ><aba: PI 14 01 soros HU-CNPq> o 

número foi dado seguindo a sequencia do registro. 

 

6. DESCRIÇÃO DOS PROCEDIMENTOS 

6.1  Material 
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6.1.1 A separação das micropartículas do soro em pellet e sobrenadante seguiu o protocolo 

descrito no POP TEC 20. 

6.1.2 Diluir os anticorpos primários em PBS p.H 7,3, seguindo a Tabela 1 

 

Anticorpo Código 
Diluição da solução 

mãe 
origem 

Micoplasma pneumoniae APU 1/100 Rabbit 

LDL oxi AOQ2 1/10 Mouse 

MMP9 AMP1 1/100 Rabbit 

Clamidia pneumoniae AQB 1/20 Mouse 

: 

6.1.3  Preparar 8 tubos pipetando em cada um Tabela 2  .  

 

tubo material 
Anticorpo diluido em PBS  (Tabela 1) 

Anticorpo Código origem Quantidade 

1 

pellet 10 l 

Micoplasma  
pneumoniae 

APU  
[1/10.000] 

Rabbit 0,1µL 

2 LDL oxi 
AOQ2   
[1/100] 

Mouse 1 l 

3 MMP9 
AMP1 

[1/10.000] 
Rabbit 0,1µL 

4 Clamidia 
pneumoniae 

AQB       
[1/80] 

Mouse 2,5µl 

 
 

5 

sobrenadante 10 l 

Micoplasma 
pneumoniae 

APU  
[1/10.0

00] 
Rabbit 0,1 

6 LDL oxi 
AOQ2   
[1/100] 

Mouse 1 l 

7 MMP9 

AMP1 
[1/10.0

00] 
Rabbit 0,1µL 

8 Clamidia  
pneumoniae 

AQB       
[1/80] 

Mouse 2,5µl 
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6.1.4  Incubar os 8 tubos por 1 hora, na estufa de incubação da Imuno a 24°C - Temperatura 

ambiente controlada 

 

6.1.5  Diluir os anticorpos secundários 1/40 em PBS p H 7,3; solução mãe  Tabela 3  

 

 

 

 

 

6.1.6  Incubar os 8 tubos por 1 hora, na estufa de incubação da Imuno a 24°C - Temperatura 

ambiente controlada. Pipetar mais ou menos 10µL dos tubos em 8 lâminas numeradas e 

fotografar no microscópio de fluorescência EVOS FL IMAGING SYSTEM  

 

6.2  Equipamento 

 

Anticorpo origem 
Anticorpo 

diluído 1/40 
pipetar 

tubos 
Pellet/  

sobrenadante 
Diluição 

final 

Alexa flúor Anti mouse 1 l 2-4-6-8 400 l 1/400 
Alexa flúor Anti rabbit 1 l 1-3-5-7 400 l 1/400 
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6.2.1  Fotos tiradas, após a observação e escolhidas no 14-Monitor  

 
6.3 LImpeza  

6.3.1 O local, deverá ser limpo antes e após o uso  com gazes embebidas com Álcool 70°C , 

descartar o material usado. deixando limpo e organizado 

 

6.4  EPI: Luvas nitrílicas, avental.EPC: fluxo laminar e Estação de trabalho 
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7. FLUXOGRAMAS 

7.1 .Não aplicável 

. 

8. ANEXOS 

8.1 Não aplicável. 
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