€asyPath Diagnosticos

CNPasa - Anticorpo Monoclonal anti-humano - Clone (11-5B)
Mouse anti-human CNPase Monoclonal Antibody (Clone 11-5B)

Cédigo EP-12-50003 iml

¢ Diluicdo recomendada : 1:50

e Validade e lote do produto : Ver frasco

*  Temperatura de armazenamento : 2 2 8°C (n&o congelar)

¢ Clone : 11-5B

* Isotipolg : Camundongo IgG1

* Imundgeno : CNPase humana purificada.

¢ Reatividade : RUO - (Humanos - ndo testados em outras espécies)

e Controle positivo : Secao do tecido cerebral. Os oligodendrécitos e as células de
Schwann sdo seletivamente corados.

¢ Marcacao : Membrana celular

Aplicagdes conhecidas
Em Imunohistoquimica (IHQ) para uso em tecidos embebidos em parafina. Nao testado em tecidos congelados e técnicas de western-
blotting.

Especificacoes:

Este anticorpo monoclonal reconhece duas proteinas com uma massa molecular de 46 kD (CNP1) e 48 kD (CNP2), identificadas como
isoformas de CNPase. O CNPase é expresso em altos niveis em oligodendrécitos do sistema nervoso central e em células de Schwann do
sistema nervoso periférico e é praticamente ausente em outros tipos de células. Como o CNPase é expresso no inicio do desenvolvimento
pbs-natal, este anticorpo é util para a identificacdo de oligodendrécitos e células de Schwann. A atividade do CNPase esta diminuida nas
doencas desmielinizantes, como a esclerose multipla. O gene CNPase esta localizado no cromossomo 1721, muito préximo ao gene do
cancer de mama familiar BRCA1. Este anticorpo apresenta reatividade cruzada com macaco, vaca, ovelha, cabra, porco, gato, cachorro,
coelho, rato e camundongo. Nao reage de forma cruzada com porquinho-da-india e galinhas.

Armazenagem e estabilidade:
Armazenar entre 2°C e 8°C, porém o uso é feito em temperatura ambiente.

Contetdo:
1. Ver frasco.

Notas técnicas importantes:

1. Evitar contato dos reagentes com os olhos e membranas mucosas. Caso os reagentes entrarem em contato com areas sensiveis lavar
abundantemente com agua.

Esse produto é prejudicial se ingerido.

Consulte as autoridades locais ou estaduais com relacdo ao método recomendado de descarte

Evitar a contaminacao microbiana dos reagentes

Recomendado para uso em pesquisa (RUO)

LD

Notas do protocolo:

A diluicao ideal do anticorpo e protocolos para uma aplicacao especifica podem variar. Estes incluem, mas nao estdo limitados a: fixacao,
método de recuperacao com calor, tempos de incubacao, espessura do corte do tecido e kit de deteccdo usado. Devido a sensibilidade
superior destes reagentes Unicos, a recomendacao dos tempos de incubacio e titulos enumerados n3o sio aplicaveis para outros sistemas
de deteccao, pois os resultados podem variar. As recomendacées da bula e protocolos estdo baseados com o uso exclusivo dos produtos
EasyPath. E de responsabilidade do pesquisador determinar as condicdes ideais.

Protocolo:
1 - Desparafinizacao - Estufa 60-65 € por 1 hora, depois bateria de Xilol e diluicdes decrescentes de alcool e lavar em 4gua destilada

2 - Recuperacio antigénica - Colocar 600ml de dgua destilada na panela elétrica (MuscaePlus/ EasyPath) e a(s) lamina(s) no recipiente com
tamp3o EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath), tampar a panela e deixar 10 minutos em 110 C, conforme pré-
programado, esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos no préprio tampéao.
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3 - Bloqueador de Peroxidase (Recomendado EP-11-20521/2/3 - EayPath) por 5 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 -
EasyPath) e em seguida secar a lamina com papel macio.

4 - Bloqueador de Proteina (Recomentado EP-12-20531/2/3 - EasyPath) por 5 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 -
EasyPath) e em seguida secar a lamina com papel macio.

5 - Anticorpo primario por 30 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 - EasyPath) e em seguida secar a lamina com papel
macio.

6 - Sistema de Deteccdo (Recomendado EP-12-20501/2/3/4/5/6 - EasyLink One EasyPath) por 30 minutos, lavar com TBS (Recomendado
EP-11-20551/2 - EasyPath) e em seguida secar a lamina com papel macio.

7 - DAB (Recomendado EP-12-20541/2/3/5 - EasyPath) por 5 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 - EasyPath), depois
com lavar com agua deionizada e secar a lamina com papel macio.

8 - Hematoxilina (Recomendado EP-11-20571/3 - EasyPath) por 1 minuto e lavar em agua corrente por 1 minuto.
9 - Bateria de alcool e xilol

10 - Montar a(s) 1amina(s)
INSTRUCOES GERAIS

Para a obtencdo de um melhor resultado da metodologia e uma completa compreensao da terminologia utilizada, nés recomendamos as
seguintes indicagoes:

Nimero de testes realizados *
O nuimero minimo de testes é calculado com 100l gotas de reagente, aconselhamos seguir esta quantidade de reagentes. Em casos de
secdes pequenas, no entanto, pode-se utilizar menos.

Tempo de execucao
O tempo de execucdo foi calculado somando-se a duracdo de todas as etapas do método. Ele ndo inclui o tempo de desparafinizar, hidratar
e desidratar o corte.

Coloracao final

A metodologia foi padronizada a uma temperatura média de 20°C e em condi¢ées normais de trabalho, utilizando-se os produtos indicados
nesta literatura. Pode ocorrer uma pequena variacao na coloracao final, devido principalmente a variagdo da temperatura, ocorrendo esta
variacado deve-se alterar o tempo utilizado em cada reagente, com o objetivo de intensificar ou diminuir a coloracao.

Validade
Indica o tempo em que produto permanece inalterado a partir de sua fabricacdo, se armazenado adequadamente. Cada produto possui
uma etiqueta com identificacdo do lote e data de vencimento.

Equipamento basico

Bandeja de coloracao horizontal, comercializada pelo Grupo Erviegas, cddigo EP-51-05021.

Camara pressurizada MuscaePlus (EasyPath) para recuperacio antigénica com controle de pressao, temperatura e tempo.

Duas séries de solventes, conforme metodologia de cada kit:

e DESCENDENTE: para desparafinizar e levar os cortes das secdes para agua destilada, composta de: xilol (x2), etanol absoluto (x2),
etanol a 96%, etanol a 70% e agua destilada.

*  ASCENDENTE: para desidratar e limpar, composta de: etanol a 70%, etanol a 96%, etanol absoluto (x2) e xilol (x2).

Aconselhamos o uso do meio de montagem ERV-MOUNT, comercializado pela Grupo Erviegas codigo EP-51-05042 frasco com 500ml e EP-
51-05041 frasco com 100ml.

Equipamento complementar

Podem-se ser utilizadas micropipetas para reduzir a quantidade de reagentes utilizados durante o processo, bem como outros sistemas de
recuperacado antigénica como micro-ondas, panela de pressdo, banho maria ou sistema automatizados para imuno-histoquimica como
intelliPATH (Biocare).
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Fixacao e meios de inclusao

Os tempos dos métodos foram determinados a partir de cortes histolégicos de fragmentos fixados em formol tamponado com pH 7 com
tampao fosfato e inclusos em parafina, pelo tempo minimo de fixacdo (Recomendado - Histofix, fixador EasyPath). A utilizacdo de outros
fixados nas praticas histoldgicas comuns (piocromoformol de Bouin, B5), temperatura do processamento, inclusdo e desparafinizacdo
podem interferir na metodologia e tempos de incubacdes.

Garantia Grupo Erviegas
O Grupo Erviegas garante o funcionamento do produto conforme especificado nesta literatura. Para maiores informacgdes sobre o produto
ou detalhes sobre outras técnicas e produtos acesse nosso site www.grupoerviegas.com.br.
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