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1. OBJETIVO: Utilizacdo de técnicas imunoenzimaticas para observacdo de tecido em

microscopio de luz (UV) para identificagdo das caracteristicas moleculares de certas patologias.

2. ABRANGENCIA: Equipe Técnica do Laboratério de imunofluorescéncia.

3. MATERIAIS E RECURSOS NECESSARIOS:

3.1. Equipamentos de Protec¢ao Individual (EPI's): Equipe Técnica do Laboratério de
imunofluorescéncia.

3.2. Materiais Especificos para o Procedimento: sais, reagentes, livro de registro, pinga,
papel aluminio, vidraria, microtubo de 2ml, lamina de vidro, laminula e vidro, agua destilada,
navalha descartavel, papel-filtro, etiqueta adesiva, bancada rigida, equipamento para corte das
amostras, estufa, geladeira, balanga de precisao, microscopio de luz (UV), microcomputador e

impressora para etiquetas.

4. PROCEDIMENTOS
1. Realizar a higienizagdo das méaos com agua e sabao antisséptico (minimo 30 segundos) ou

alcool em gel (minimo 15 segundos);

2. Vestir o avental, mascara descartavel PFF2 dotada de filtro de carvao ativo, 6culos de

protecédo e luvas de procedimento;

3. Receber o tecido para exame, que deve estar acondicionado em frasco com solugao

apropriada para sua conservagao (meio de Michel);
4. Registrar o exame no livro de registro;

5. Identificar o frasco onde esta acondicionado o tecido com a numeragédo interna do

laboratorio;

6. Manter o frasco onde esta acondicionado o tecido, em geladeira, at¢é o momento de

realizagcao do exame;

7. Obs. O tecido pode ser mantido em geladeira, desde que esteja acondicionado em meio de

Michel, por até 07 dias;

8. Retirar o tecido acondicionado em meio de Michel com o auxilio de uma pinca de ponta

fina;
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Colocar o tecido em frasco apropriado contendo 20 ml de solugéo salina tamponada em

temperatura ambiente, por 15 minutos;
Retirar o tecido submerso em solugao salina tamponada com o auxilio de uma pinga;
Colocar o tecido sobre uma folha de papel-filtro, para absorcédo do excesso do liquido;

Identificar a lamina de vidro onde serad aderido o tecido com o numero do exame do

paciente;

Seguir com a técnica para cortes congelados conforme POP NAPAT HISTO 002 -
CONGELACAO;

Colocar a lamina de vidro (onde esta aderido o tecido) em frasco apropriado contendo 20mi

de solugao salina tamponada em temperatura ambiente, por 10 minutos;

Retirar da solugéo salina tamponada e deixar ao ar do ambiente para secar;

Delimitar o tecido aderido a Iamina de vidro com um fino trago, utilizando esmalte de unha;
Deixar ao ar do ambiente para secar;

Micropipetar o reagente (Avidina) pré-diluido que sera colocado sobre o tecido;

Incubar em camara umida por 20 minutos em temperatura ambiente;

Lavar em solugao salina tamponada em temperatura ambiente por 5 minutos;

Enxugar a lamina em papel-filtro;

Micropipetar o reagente (Biotina) pré-diluido que sera colocado sobre o tecido;

Incubar em cdmara umida por 20 minutos em temperatura ambiente;

Lavar em solucao salina tamponada em temperatura ambiente por 5 minutos;

Enxugar a lamina em papel-filtro;

Micropipetar o reagente (Anticorpo Primario) pré-diluido que sera colocado sobre o tecido;
Incubar em cAmara umida por 30 minutos em temperatura ambiente;

Lavar em solucéo salina tamponada em temperatura ambiente por 5 minutos;

Enxugar a lamina em papel-filtro;

Micropipetar o reagente (Anticorpo Secundario) pré-diluido que sera colocado sobre o
tecido;
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31. Incubar em camara umida por 30 minutos em temperatura ambiente;

32. Lavar em solugéao salina tamponada em temperatura ambiente por 5 minutos;

33. Enxugar a lamina em papel-filtro;

34. Micropipetar o reagente (Fluoresceina) pré-diluido que sera colocado sobre o tecido;
35. Incubar em camara umida por 30 minutos em temperatura ambiente;

36. Lavar em solugao salina tamponada em temperatura ambiente, por 5 minutos;

37. Enxugar a lamina em papel-filtro;

38. Colocar laminula sobre a lamina, utilizando glicerina tamponada com azul de evans 0,1%

(processo de montagem);
39. Rotular a lamina com a etiqueta de identificagdo do exame do paciente;

40. Entregar ao médico patologista para observagéao em microscopio de luz (UV) e finalizagéao

diagnéstica;
41. Retirar as luvas e avental, descartar em lixo branco;

42. Realizar a higienizagao das maos com agua e sabao antisséptico (minimo 30 segundos) ou

alcool em gel (minimo 15 segundos);

43. Retirar o respirador descartavel PFF2 dotado de camada de carvao ativado, sem valvula e

0s Oculos de seguranga;

44. Realizar a higienizacdo das maos com agua e sabao antisséptico (minimo 30 segundos)

ou alcool em gel (minimo 15 segundos);

45. Seguir com a higienizagcado dos 6culos, conforme a orientagao do Servigo Especializado em

Engenharia de Seguranca e em Medicina do Trabalho (SESMT);

46. Realizar higienizagdo das maos com agua e sabao antisséptico (minimo 30 segundos) ou

alcool gel (minimo 15 segundos).

> PREPARO DAS SOLUQ()ES E REAGENTES
1. Meio de Michel

Tampao para diluicdo do Sulfato de Amdnia (200ml)
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e Citrato de Sddio (1M) Pm.330.........ccoiiiiiniiinnnnn.. 1,659 para 5ml de H.0O
destilada

+ Sulfato de Magnésio (0,1M) Pm.372...................... 0,372g para 10ml de H:0
destilada

* N-Etilmaleimida (0,1M) Pm.12513.........ccccivnenen. 0,125g para 10ml de H:0
destilada

» Ajustar o volume para 200ml de H,O destilada e ajustar o pH em 7,0 com KOH (1M)
* Diluir 55g de Sulfato de Aménia para cada 100ml do tamp&o acima
® Solucido Salina Tamponada pH7,2
1. Cloreto de SO6dio........covviiiiiiiiiiinne, 8,179
2. Fosfato de Sodio Monobasico Anidro....... 0,369
3. Fosfato de Sédio Dibasico ..................... 1,059
4. Agua Destilada q.5.p..........cocvvvvvieeiinean. 1,00L
® Solugao Azul de Evans 0,1%

5. Corante Azul de Evans ..................... 0,19 em 100ml de Solugcdo Salina

Tamponada
® Reagentes
v Anticorpo Anti- humano C4d...................... 1:100
v" Solugédo bloqueadora Avidina / Biotina pronto/uso

v Diluente pronto/uso

5. CONTINGENCIA: NZo é possivel a realizacdo do exame, sem que o tecido tenha sido
acondicionado apropriadamente em frasco com solugédo para sua conservacéo (meio de Michel),

fixadores como formol, dentre outros, inviabilizam a realizagdo do exame.

6. OBSERVAGOES

1. Apés a colheita do tecido, este deve ser encaminhado o mais rapido possivel ao

Laboratério de Imunofluorescéncia, devidamente acondicionado conforme descrito.
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2. Os oculos de seguranca devem ser lavados com agua e sabao neutro e secado com papel

macio e, apenas em casos de procedimentos de assisténcia com pacientes de isolamento
e/ou projecao de secregdes e liquidos bioldgicos, apds a secagem, deve ser utilizado
alcool 70° ou de quaternario de amébnia. Em ambos os casos, apds a lavagem, evitar

friccionar o papel para secagem nas lentes, de maneira a prevenir riscos.

3. Retirar os 6culos de seguranga, SOMENTE, ao término de todo procedimento, inclusive
descarte e lavagem de materiais utilizados, devendo este ser higienizado separadamente.
7. AUTORES

7.1 AUTORES: Claudinei Jurandir Figueira e Marcos Roberto Franchi..
7.2 REVISORES: Claudinei Jurandir Figueira e Marcos Roberto Franchi.
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