€asyPath Diagnosticos

PHOX2B - Anticorpo Monoclonal anti-humano - Clone (EP312)
Rabbit anti-human PHOX2B Monoclonal Antibody (Clone EP312)

Cédigo EP-12-52543 iml

e Diluicdo recomendada : 1:50

e Validade e lote do produto : Ver frasco

e  Temperatura de armazenamento : 2 4 8°C (n3o congelar)

e Clone : EP312°

e Isotipolg : Coelho 1gG

e Imundgeno : Peptideo sintético correspondente ao PHOX2B humano.
e  Reatividade : RUO - (Humanos - ndo testados em outras espécies)

e Controle positivo : Secao de tecido de neuroblastoma ou célon normal.

e  Marcacio : Nuclear

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

Especificacoes:

O gene PHOX2B (também conhecido como PMX2B ou NBPHOX) esta localizado na regido cromossémica 4p13 e codifica um fator de
transcricdo nuclear que, durante o desenvolvimento embrionario, expressa-se predominantemente no sistema nervoso autébnomo, sendo
essencial na diferenciacdo e sobrevivéncia dos neurdnios vegetativos e células cromafins. Mutacdes do gene PHOX2B sdo responsaveis pela
sindrome da hipoventilacdo central, sindrome com transmissdo autossémica dominante, na qual a hipoventilacao é secundaria a reducao
ou auséncia de resposta ventilatéria a hipercapnia ou a hipoxemia progressiva. Por definicdo, ndo deve haver doencas neuromusculares
especificas do sistema nervoso central; doencas metabdlicas, pulmonares, cardiacas ou outras lesdes que explicam a hipercapnia. Esta
sindrome esta associada a tumores de origem da crista neural, incluindo neuroblastoma, bem como a doenca de Hirschsprung devido a
falta de desenvolvimento dos neurénios vegetativos dos plexos mioentéricos. Em tecidos normais, a positividade nuclear de PHOX2B é
observada nos neuroénios vegetativos durante todo o desenvolvimento embrionario e continua nos adultos. No diagnéstico diferencial com
outros pequenos tumores de células SBRCT (como tumor de Wilm, sarcoma de Ewing ou rabdomiossarcoma), o anticorpo mostrou sua
especificidade em todos os estagios de diferenciacdo do neuroblastoma primario e metastatico. Sua coloracdo nuclear permite uma
interpretacao exata e facil, evitando os artefatos de coloracdo e falsos positivos do CD57 ou Synaptophysin, especialmente em bidpsias
6sseas descalcificadas. O PHOX2B ndo é importante apenas no diagnéstico do neuroblastoma, mas também no estadiamento e no
acompanhamento da doenca, uma vez que a coloracdo é mantida apesar da fibrose, inflamacdo abundante ou calcificacao difusa, as vezes
observada nas amostras pés-tratamento. Em um estudo que incluiu outros tumores neuronais ou neuroendécrinos, todos de origem em
crista neural, o anticorpo mostrou coloracdo em neuroblastomas, ganglioneuroblastomas e ganglioneuromas, bem como em 40% dos
paragangliomas, enquanto feocromocitoma, carcinomas de células de Merkel, carcinomas neuroendécrinos do pulmio e do trato
gastrointestinal, tumores com tiredide, paratiredide e origem adrenocortical ou melanomas tém sido negativos.

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 contaminacdo microbiana dos reagentes

Recomendado para uso em pesquisa (RUO)

AP SN

Notas do protocolo:

A diluicdo ideal do anticorpo e protocolos para uma aplicacdo especifica podem variar. Devido a sensibilidade superior destes reagentes
exclusivos, os tempos de incubacdo recomendados ndo s3o aplicaveis a outros sistemas de deteccdo, pois os resultados podem variar. Os
protocolos ideais para uma aplicacdo especifica podem variar. Esses incluem, mas ndo estao limitados a fixacdo, método de recuperacio de
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calor, tempos de incubacao, diluicdo de anticorpos, espessura da seccdo de tecido As recomendacgdes e protocolos da literatura sao
baseados em uso exclusivo de produtos EasyPath. Em Gltima andlise, é responsabilidade do pesquisador para determinar as condicoes
ideais. Este produto é apenas para uso profissional. A imuno-histoquimica é um processo de diagnoéstico de multiplas etapas que consiste
em treinamento especializado na selecdo dos reagentes apropriados, selecdo de tecidos, fixacdo e em processamento, preparacdo da
lamina IHQ e interpretacdo do resultado de coloracgdo. A utilizacdo em tecido congelado nio foi validado.

Protocolo:
1 - Desparafinizacao - Estufa 60-65 C por 3 horas, depois bateria de Xilol e diluicées decrescentes de alcool e lavar em agua destilada

2 - Recuperacio antigénica - Colocar 600ml de 4gua destilada na cdmara pressurizada (MuscaePlus/EasyPath) e a(s) Iamina(s) no recipiente
com tampao EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath), tampar a cAmara e deixar 15 minutos em 110 C, conforme pré-
programado, esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos no préprio tampao.
3 - Bloqueador de Peroxidase EasyPath por 5 minutos, lavar com TBS e em seguida secar a lamina com papel macio.
4 - Anticorpo primario (Biocare ou EasyPath) por 30-60 minutos (Conforme padronizacdo do laboratério), lavar com TBS e em seguida secar
a lamina com papel macio.
5 - Amplificador do anticorpo EasyPath por 15 minutos, lavar com TBS e em seguida secar a lamina com papel macio.
6 - Polimero PolyFusion-HRP EasyPath por 30 minutos, lavar com TBS e em seguida secar a lamina com papel macio. Nota: O polimero é
sensivel a luz. Evitar a exposicao desnecessaria.
7 - Preparar o DAB EasyPath com 15 minutos de antecedéncia (Proporcdo: 1ml de DAB Substrato para 1 gota de DAB Cromégeno).
8 - DAB EasyPath por 5 minutos, lavar com TBS, depois com lavar com agua deionizada e secar a lamina com papel macio.
9 - Potencializador do DAB EasyPath (etapa n3o obrigatéria) por 2 minutos, lavar com TBS, depois com lavar com agua deionizada e secar a
lamina com papel macio.
10 - Hematoxilina EasyPath por 1 minuto e lavar em agua corrente por 1 minuto.
11 - Bateria de alcool e xilol.
12 - Montar a(s) lamina(s).

INSTRUC@ES GERAIS

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

Numero de testes realizados *

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

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

Coloragao final

A metodologia foi padronizada a uma temperatura média de 20°C e em condi¢des normais de trabalho, utilizando-se os produtos indicados
nesta literatura. Pode ocorrer uma pequena variacao na coloracio final, devido principalmente a variacdo da temperatura, ocorrendo esta
variacao, 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 incubacdo comercializada pelo Grupo Erviegas, cédigo EP-51-05022.

Camara pressurizada MuscaePlus (EasyPath) para recuperacio antigénica com controle de pressio, 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.

e  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.
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Equipamento complementar

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

Fixacao e meios de inclusao

Os tempos dos métodos foram determinados a partir de cortes histologicos 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 histologicas comuns (piocromoformol de Bouin, B5), temperatura do processamento, inclusdo e desparafinizacido
podem interferir na metodologia e tempos de incubacdes.

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