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AULAS P3 e P4: Imunohistoquimica de fluorescéncia (IF) para diagndstico da Discinésia
Ciliar Primaria (DCP)

A DCP é uma doenca rara que afeta 1:10,000 pessoas. O diagndstico é complexo e multidisciplinar. Uma
das técnicas de diagndstico implica detetar a presenca de 4 proteinas constituintes dos cilios moveis:
DNAHS (ODA); DNALI1 (IDA); RSPH9 (projecdo radial); GAS8 (N-DRC)

Braco de dineinas externo/
Outer dynein arm (ODA)

Brago de dineinas interno/
Inner dynein arm (IDA)

Par central de microtubulos/
Central pair microtubules

Complexo regulador de nexinas-dineinas/
Nexin-dynein regulatory complex (N-DRC)

Dupleto de microtubulos/
Doublet microtubles

Projeccao radial/
Radial spokes

Os alunos vao formar 4 grupos e cada grupo ird detetar uma destas proteinas numa pessoa com rinite
alérgica e numa pessoa aparentemente saudavel. Logo, cada grupo terd 2 laminas numa caixa.

Procedimentos:

Dial
a. Planeie a experiéncia considerando que é necessario ter uma lamina de amostra controlo para
cada anticorpo que sera testado.
b. Descongelar os slides (20-30 min).
- Limpe a lamina (ao redor do esfregaco de células) e use uma caneta hidrofébica para criar uma
barreira. Deixe secar.
- Rotular as laminas (ID do paciente, anticorpo + diluicdo, data).
- Construa uma camara humida para os slides usando uma caixa com papel molhado.
c. Lave as laminas com solugdo salina tamponada com fosfato a 1% (PBS) por 5 min.
d. Incubar com paraformaldeido a 4% (PFA) durante 15 min.

A AULA 1 COMECA AQUI:

-preparar a solugdo de leite desnatado que fara de solugdo bloqueadora (1).

e. Lavar as laminas 2-3x vezes com PBS e incubar com 0,2% Triton-X durante 10 min.
f. Lave as laminas 5-6x com PBS.
g. Bloquear: incubar as laminas com leite desnatado 1% durante a noite a 4°C.

(1) solucdo de leite desnatado a 1%: para 30mL de solucdo:
- Pesar 0,3g de leite em pé.
- Misture o p6é com 30mL de PBS.
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a. Retirar o leite vertendo a lamina.
b. Incubar as laminas com os anticorpos primarios (200ulL para cada lamina) durante 3-4
horas a temperatura ambiente OU durante a noite a 4°C.
- Usar o leite desnatado da ultima aula para diluir os anticorpos.
c. Guardar o excesso a -20°C.

A AULA 2 COMECA AQUI:

d. Lavar as laminas 5-6x com PBS.

e. Mantenha os slides numa caixa escura.

f. Incubar laminas com anticorpos secundarios (200uL para cada lamina) por 30min em
temperatura ambiente, diluidos em 1% de leite desnatado.

g. Lavar as laminas 5-6x com PBS.

h. Incubar laminas com DAPI por 10 minutos (diluigao: 1:500 em PBS).

i. Lavar as laminas 5-6x com PBS.

j- Deixe os slides secarem (ndo completamente!)

k. Use 1-2 gota de meio de montagem aquoso (Dako) e cubra as laminas com lamelas.
|. Deixe secar numa caixa escura por uns minutos.

m. Observe as laminas ao microscépio de fluorescéncia Olimpus BX60. Use os canais
(Brightfield, DAPI, Alexa 488, Alexa 546).

n. Identifique as células com a objetiva de 10x e depois mude para a objetiva de 40x
(requer dleo de imersao).

0. ajuste a intensidade do laser para cada canal. Observe que as configura¢cdes devem ser
semelhantes para todas as células analisadas para o mesmo anticorpo especifico.

p. Selecione todos os canais e tire uma foto da célula.

d. Guardar as imagens especificando qual anticorpo primario e com qual fluoréforo do
anticorpo secundario (Alexa 488 ou Alexa 546).

r. Analise cerca de 10 células por anticorpo primario para cada lamina.

s. O processamento da imagem é realizado utilizando o software Image J (Fiji).

Material geral por turma: Havera 4 grupos por turma: 4 caixas com papel de aluminio e papel molhado; 8 laminas, 8
lamelas, 8 falcons 50ml com PBS, 4 falcons 15ml com 0,2% triton-X, lata de leite desnatado, colher de pesagem, papel
de aluminio, balanga, falcon com solugao de anticorpos secundarios, falcon com DAPI, DAKO meio de montagem, papel
absorvente.

Em cada tabuleiro por grupo aula 1: 1 caixa com 2 laminas e 1 caneta hidrofébica, 2 falcons 50ml com PBS,1 falcon
15ml com 0,2% triton-X, leite em pé em papel de aluminio ja pesado.

Em cada tabuleiro por grupo aula 2: 1 falcon 50ml PBS, 1 falcon com solu¢ao de anticorpos secundarios, 1 falcon com
DAPI, 1 eppendorf com DAKO.



