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Antigeno Carcinoembriogénico (CEA) — Anticorpo Monoclonal de Camundongo — Clone (COL-1)

Codigo EP-12-54501 0.1ml 1:50-1:200 Concentrado
EP-12-54506 6ml Diluido Pronto para uso
e Validade e lote do produto : Ver frasco
e Temperatura de armazenamento : 2 a 82C (ndo congelar)
e Clone : COL-1
e Isotipolg : IgG2a/kappa
e Imundgeno : CEA
e Reatividade : RUO — (Humanos — ndo testados em outras espécies)
e  Controle positivo : Carcinoma de célon
e  Marcagao : Citoplasmatica e membrana luminal

Aplicagbes conhecidas
Em Imunohistoquimica (IHQ) para uso em tecidos embebidos em parafina.

Especificagbes:

A familia do gene CEA pertence a superfamilia de genes para imunoglobulina (IgSF) composta por um grande numero de genes. As
proteinas de superficies celulares associadas a CEA sdo altamente glicosiladas, multifuncionais e expressas abundantemente. A familia do
Antigeno Carcinoembriogénico Humano (CEA) pode ser dividida em dois subgrupos de acordo com os meios de fixagdo das glicoproteinas
na membrana celular: ligagdo glicofosfatidil-inositol (GPI) e ligagdo transmembrana. Os membros da familia CEA presentes no subgrupo de
ligacdo-GPI sdo CEA (CD66e), antigeno ndo especifico de reagdo cruzada (NCA, CD66c), membros 6 da familia-gene CEA (CGM®6, CD66b) e 2
(CGM2). Os membros da ligacdo transmembrana incluem a glicoproteina biliar (BGP, C-CAM-L Humano e C-CAM-S, CD66a), CGM1 (CD66d)
e CGM7. Resultados recentes sugerem que os membros da ligacdo-GPI tendem a ser regulados em tumores humanos, enquanto que
membros de ligagdo-transmembrana tendem a ser suprimidos. O clone CEA (CD66e) COL-1 ndo apresentou reatividade detectavel para
outros membros da familia CEA como NCA ou BGP. COL-1 é utilizado na detec¢do de focos de carcinoma gastrico e distingdo entre
adenocarcinoma pulmonar de mesotelioma. Pode marcar diversos tipos de adenocarcinomas, mas ndo marca glandulas benignas, estroma
ou células prostaticas malignas. Ndo ocorre reagdao com célon normal, sem doengas de célon, mas foi observado fraca reatividade em
tecidos aparentemente normais distante alguns centimetros do cancer de célon.

Armazenagem e estabilidade:
Armazenar entre 22C e 82C, porém o uso é feito em temperatura ambiente.

Conteudo:
1. Ver frasco.

Notas técnicas importantes:

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

Esse produto é prejudicial se ingerido.

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

Evitar a contaminagdo microbiana dos reagentes

Recomendado para uso em pesquisa (RUO)
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Notas do protocolo:

A diluicdo ideal do anticorpo e protocolos para uma aplicagdo especifica podem variar. Devido a sensibilidade superior destes reagentes
exclusivos, os tempos de incubagdo recomendados ndo sdo aplicdveis a outros sistemas de detecc¢do, pois os resultados podem variar. Os
protocolos ideais para uma aplicagdo especifica podem variar. Esses incluem, mas ndo estdo limitados a fixagdo, método de recuperagdo de
calor, tempos de incubagdo, diluigdo de anticorpos, espessura da sec¢do de tecido As recomendag¢des e protocolos da literatura sao
baseados em uso exclusivo de produtos EasyPath. Em ultima andlise, é responsabilidade do pesquisador para determinar as condigdes
ideais. Este produto é apenas para uso profissional. A imuno-histoquimica € um processo de diagnéstico de multiplas etapas que consiste
em treinamento especializado na sele¢do dos reagentes apropriados, selecdo de tecidos, fixagdo e em processamento, preparagdo da
lamina IHQ e interpretac¢do do resultado de coloragdo. A utilizacdo em tecido congelado nao foi validado.
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Protocolo:
1 - Desparafinizagdo - Estufa 60-65 C por 3 horas, depois bateria de Xilol e diluigdes decrescentes de alcool e lavar em agua destilada

2 - Recuperacdo antigénica - Colocar 600 ml de dgua destilada na cdmara pressurizada (Muscae Plus / EasyPath) e a(s) ldmina(s) no
recipiente com tamp&o EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath) ou Diva (Biocare), tampar a cdmara e deixar 15 minutos
em 110 C, conforme pré-programado, esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos no préprio tamp3o.
3 - Bloqueador de Peroxidase EasyPath por 5 minutos, lavar com TBS e em seguida secar a lamina com papel macio.
4 - Anticorpo primdrio (Biocare ou EasyPath) por 30-60 minutos (Conforme padronizagdo 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 exposi¢do desnecessaria.
7 — Preparar o DAB EasyPath com 15 minutos de antecedéncia (Proporgdo: 1ml de DAB Substrato para 1 gota de DAB Cromdgeno).
8 - DAB EasyPath por 5 minutos, lavar com TBS, depois com lavar com dgua deionizada e secar a lamina com papel macio.
9 - Potencializador do DAB EasyPath (etapa ndo obrigatdria) por 2 minutos, lavar com TBS, depois com lavar com 4gua 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).

INSTRUCOES GERAIS

Para a obten¢do de um melhor resultado da metodologia e uma completa compreensdo da terminologia utilizada, nés recomendamos as
seguintes indicagGes:

Numero de testes realizados *

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

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

Coloragdo final

A metodologia foi padronizada a uma temperatura média de 202C e em condi¢des normais de trabalho, utilizando-se os produtos indicados
nesta literatura. Pode ocorrer uma pequena variagao na coloragdo final, devido principalmente a variagdo da temperatura, ocorrendo esta
variagdo, deve-se alterar o tempo utilizado em cada reagente, com o objetivo de intensificar ou diminuir a coloragao.

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

Equipamento basico
Bandeja de incubagdo horizontal, comercializada pelo Grupo Erviegas, cédigo EP-51-05022.
Camara pressurizada Muscae Plus (EasyPath) para recuperagdo antigénica com controle de pressdo, temperatura e tempo.
Duas séries de solventes, conforme metodologia de cada kit:
e DESCENDENTE: para desparafinizar e levar os cortes das se¢des para dgua 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.

Equipamento complementar

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

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

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