€asyPath Diagnosticos

Osteocalcina - Anticorpo Monoclonal anti-humano - Clone (C-8)
Mouse anti-human Osteocalcin Monoclonal Antibody (Clone C-8)

Cédigo EP-12-52283 iml 1:50 Concentrado

e Validade e lote do produto : Ver frasco

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

e Clone : C-8

e |[sotipolg : Camundongo 1gG2a

e Imundgeno : Epitopo localizado entre os aminoacidos 1-100 da proteina total de a
° osteocalcina de origem humano.

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

e Controle positivo : Osso

e  Marcacao : Citoplasma celular

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

Especifica¢oes:

A osteocalcina ou BGLAP é uma proteina com uma estrutura muito preservada, diferente do colagénio, composta apenas por uma cadeia
de 46-50 aminoacidos que contém trés residuos de gama-glutamil carboxilase dependente de vitamina K. Em humanos, é sintetizado quase
exclusivamente por osteoblastos. Portanto, é muito abundante no tecido ésseo e na dentina, onde desempenha importantes funcées na
mineralizacdo e na homeostase do calcio. No momento da deposicdo mineral no osso embrionario, a osteocalcina liga-se ao calcio
dependente da hidroxiapatita e desempenha importante papel na sua organizacido histoldgica. A osteocalcina é codificada pelo gene
BGLAP, localizado na regido cromossémica 1922, cujas alteracdes mutantes estdo associadas a algumas formas de condrodistrofia
congénita (condrodisplasia punctata), algumas falhas de coagulacdo e embriopatia cumarinica. Algumas variacées genéticas no locus da
osteocalcina afetam a densidade mineral dos ossos em mulheres na pds-menopausa, o que as torna propensas a osteoporose. A expressao
da osteocalcina em células osteoformadas maduras e imaturas confere-lhes utilidade diagnéstica em tumores ésseos. Dentro da categoria
de tumores 6sseos, a perda de intensidade em sua coloragdo parece estar correlacionada com um aumento do grau de malignidade da
neoplasia. Da mesma forma, em osteossarcomas condroblasticos, os condrécitos tumorais também expressam esse marcador, bem como a
maioria das células fusiformes do osteossarcoma fibroblastico e do agressivo tumor de células gigantes do osso. Além disso, os
condroblastomas e a doenca de Paget sdo positivos para essa proteina. Em contraste, tumores benignos de células gigantes e cistos de
aneurisma sdo negativos, tornando a osteocalcina uma ferramenta util no diagnéstico dessas lesdes. Além disso, a deteccio sérica de
osteocalcina é uma ferramenta Util no diagndstico e acompanhamento de tumores ésseos metastaticos. Embora o RNA da osteocalcina
esteja presente no epitélio da prostata, sua expressdo proteica sé pode ser confirmada nas metastases dsseas de adenocarcinomas
derivados delas, embora os resultados da literatura sejam contraditérios, pois dependem do desenho do estudo e do clone utilizado. No
cancer de préstata, nao foi detectada correlacdo entre os niveis de expressao pré e pés-horménio e o prognéstico da lesio.

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)
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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 - Desparafinizaco - Estufa 60-65 C por 3 horas, depois bateria de Xilol e diluicées decrescentes de alcool e lavar em agua destilada

2 - Recuperacao antigénica - Colocar 600ml de dgua destilada na camara pressurizada (MuscaePlus/EasyPath) e a(s) lamina(s) no recipiente
com tamp3o 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 exposicdo desnecessaria.

7 - Preparar o DAB EasyPath com 15 minutos de antecedéncia (Proporcio: 1ml de DAB Substrato para 1 gota de DAB Cromogeno).

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 no 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).

INSTRUGCOES GERAIS

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

Ndmero de testes realizados *
O numero minimo de testes é calculado com 100yl gotas de reagente, aconselhamos seguir esta quantidade de reagentes. Em casos de
secoes pequenas, no entanto, pode-se utilizar menos.

Tempo de execucao
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.

Coloracao final

A metodologia foi padronizada a uma temperatura média de 20°C e em condices 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
variacdo, 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 fabricacio, 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, codigo EP-51-05022.

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 secoes 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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