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CD163 - Anticorpo Monoclonal anti-humano - Clone (EP324)
Rabbit anti-human CD163 Monoclonal Antibody (Clone EP324)

Cédigo EP-12-50503 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 : EP324°

e Isotipolg : Coelho IgG

e Imunégeno : -

e  Reatividade : RUO - (Humanos - ndo testados em outras espécies)
e Controle positivo : Secao de tecidos da amigdala ou placenta.

e  Marcacio : Citoplasma e Membrana celular

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 receptor sequestrante rico em cisteina tipo 1, proteina M130 ou CD163, cujo gene esta localizado no cromossomo 12p13.3, é uma
glicoproteina de membrana do tipo | de amplitude Gnica que regula a fase aguda da inflamacdo. Sua funcdo é mediar a endocitose dos
complexos de hemoglobina e haptoglobina pelos macréfagos para proteger os tecidos do dano oxidativo mediado pela hemoglobina livre.
Por essa razao, o CD163 pode desempenhar um papel importante na reciclagem de ions de ferro no corpo. Na sua forma soltvel, o CD163,
cuja expressao € induzida pelos glicocorticéides, IL6 e IL10, também desempenha importante papel anti-inflamatoério e, portanto, sua
determinacdo no soro pode ser utilizada como marcador de ativacdo macrofagica em doencas autoimunes como artrite reumatoide e
arteriosclerose. Em tecidos normais, CD163 esta presente na superficie e citoplasma de mondcitos (baixa expressdo), macréfagos maduros
(alta expressdo) e elementos celulares derivados de mondcitos, tais como células de Kupffer revestindo os sinuséides hepaticos,
macrofagos da polpa vermelha esplénica, macréfagos corticais do timo e histidcitos da medula éssea e da meninge residentes. No entanto,
em alguns estudos, nao foi observada coloracao de CD163 de macréfagos da polpa vermelha esplénica e macréfagos do centro germinativo
folicular contendo corpos tingiveis. Em condicdes patologicas, a coloracado citoplasmatica e com membrana CD163 é altamente restrita a
neoplasias com diferenciacdo monocitica e histiocitica, sem marcacdo em tecidos normais, linfomas e carcinomas, nem na maioria das
neoplasias mesenquimais, incluindo tumores de células dendriticas foliculares. No entanto, a positividade constante foi relatada em
histiécitos positivos para 5100 da doenca de Rosai-Dorfman, sarcoma histiocitico e células do angioma de células litoraneas do baco.
Consistente com sua origem, muitos histiocitosma fibroso atipico, histiocitomas fibrosos benignos, fibroxantoma atipico e tumores de
células gigantes tenossinoviais também apresentam coloracdo de CD163. Em casos isolados de leucemia mieldide aguda com diferenciacao
monocitica (AML, FAB, subtipo M5), também foi observada positividade para este marcador, o que foi confirmado por citometria de fluxo.
Nos casos de linfoma cutaneo de células T, o aumento de macréfagos CD163 positivos tem sido associado a progressdo da doenca. Da
mesma forma, nos carcinomas mamarios, muitas células CD163 positivas foram observadas no estroma tumoral de tumores de alto grau,
principalmente triplos negativos; ao contrario, a presenca de abundantes macréfagos CD163-positivos nos seios linfaticos sugere um fator
prognostico favoravel em pacientes com carcinoma de mama. Finalmente, a coloracdo de CD163 provou ser Util na distincdo entre
macréfagos e fibroblastos da intima sinovial na artrite reumatoide, porque este anticorpo é mais especifico do que o anti-CDé8, o qual nao
discrimina entre estes tipos de células.

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)
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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 incubacido recomendados ndo sio aplicaveis a outros sistemas de deteccao, pois os resultados podem variar. Os
protocolos ideais para uma aplicacdo especifica podem variar. Esses incluem, mas ndo estao limitados a fixacdo, método de recuperacao de
calor, tempos de incubacio, diluicio de anticorpos, espessura da seccdo de tecido As recomendacdes e protocolos da literatura sdo
baseados em uso exclusivo de produtos EasyPath. Em ultima analise, é responsabilidade do pesquisador para determinar as condicdes
ideais. Este produto é apenas para uso profissional. A imuno-histoquimica € um processo de diagnéstico 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 coloracao. A utilizacdo em tecido congelado nao 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 agua destilada na cdmara pressurizada (Muscae Plus / EasyPath) e a(s) lamina(s) no
recipiente com tampdo EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath), tampar a cdmara e deixar 15 minutos em 110 C,
conforme pré-programado, esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos no préprio tampéao.
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 obrigatdria) 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 compreensdo da terminologia utilizada, nés recomendamos as
seguintes indicacdes:

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 execucio
O tempo de execucao foi calculado somando-se a duragdo 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 condicdes 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 fabricacao, 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, cédigo EP-51-05021.

Camara pressurizada Muscae Plus (EasyPath) para recuperacio antigénica com controle de pressdo, temperatura e tempo.

Duas séries de solventes, conforme metodologia de cada kit:

e  DESCEDENTE: 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.
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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 cédigo 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
recuperacgado antigénica como micro-ondas, panela de pressido, banho maria ou sistema automatizados para imuno-histoquimica como
intelliPATH (Biocare).

Fixacdo 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
tampéo fosfato e inclusos em parafina, pelo tempo minimo de fixacdo (Recomendado - Histofix, fixador EasyPath). A utilizacdo de outros
fixados nas praticas histolégicas comuns (piocromoformol de Bouin, B5), temperatura do processamento, inclusdo e desparafinizacao
podem interferir na metodologia e tempos de incubacgdes.

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