| Ciclo de Treinamentos

Preparo de Amostras

Laboratorio de Imagens Bioldgicas
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Preparo de Amostras

 FEtapas necessarias para assegurar a condicao experimental ideal para investigacao

* Fixacao ou Nao.

 Contraste (substancias fluorescentes).
 Condicdes experimentais (tampoes, temperatura, ambiente atmosférico).

Cell / Tissues

Fixation

Pre-staining
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Staining

Imaging




Escolha o material de cultura
adequado!

* Tipo de material de cultivo -
Compativel com objetiva a
ser utilizada.

* 5a20x(Dry)-Compativel com
plastico.

e 20x-40x (Water) - Compativel
com plastico especial (0,19mm)
ou vidro (0,17mm).

e 40x,60x,100x (Oil) - Compativel
apenas com vidro (0,17mm).
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Labeling of the Objective Color of writing

Objective class, special designations Contrast method

are used for this, e.g. -

LD for Long Working Distance Standard _
Pol / Dic [

pho123
Magnification /

Numerical Aperture
plus additional details on - Color Coding of Magnification
* immersion medium (Qil /W/ Glyc) 1.0/1.25 —
* adjustable cover glass correction 4 \ ' 2 . =
(Korr.) \ | 5 [l
o contrast method X /1,3 DIC Ifim Korr ars
£°40,89:0 .2
Tube Length/ — 10 [
Cover Glass Thickness (mm) 16/20/25/32 (R
ICS optics: ©O _
Infinity Color Corrected System 4ys0
standard cover glass: 0.17 63 _
without cover glass: 0 100150 ]

insensitive: -

Mechanical Correction Collar — inmericn fiad
* cover glass thickness correction B —|
« different immersion Water [ ]
« different temperature Glycerin :

* adjusting an iris diaphragm

0il /water / Glycerin [N



Tipos de Amostras
* Preserva tecidos/células por longos periodos
* Nao exigem consideracoes especiais
(manutencao e experimentais)
“Time-insensitive”: Muito flexivel
Estatico

* FuncoOes de sinalizagcao, metabolismo e etc.

« Dinadmico

* Exigem consideracdes especiais (manutencao e
experimentais)

 “Time-sensitive” : Pouco flexivel

NETe)

Fixada

-------------------
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Tipos de Amostras

« Mudancas morfolégicas a tratamentos
subcrénicos/ crénicos.
* Localizacdo de complexos proteina-proteina.
Contagem e migracao de células.
/ Translocacao nuclear (ndo-dinamico).
A

* Potencial de membrana mitocondrial.

* Sinalizacao de calcio intracelular.

* Translocacao nuclear (dinamico).

* Resposta aguda/imediata a ativacao de via
sinalizacao/farmaco.

NETe)

Fixada

-------------------
MINISTRY OF  [TYR A (T T
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Amostras vivas (Nao fixadas)

* Funcoes fisiologicas (sinalizacao, metabolismo)
preservadas.

* Precisa ser mantido dessa forma!

* Ambiente

* Nutrientes

* Pouca flexibilidade

Fluo-4 - Calcium sensitive Dye (Cardiac cell)

A Hypoxia Hypoxia
12h

DAP|

10 ym

TMRM - Mitochondrial Potential (Cardiac cell)

Merge

CHOE I :10.1371/journal.pone.0080342


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0080342

Amostras vivas (Nao fixadas)

* Funcoes fisiologicas (sinalizacao, metabolismo) preservadas.
* Testes farmacologicos agudos.

Control
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Amostras vivas (Nao fixadas)

Ideal Solution Ideal pH

Correct Environment

* PBS néao é ideal para medidas de células
vivas, nao contem nutrientes (glicose, aa).

 Médio prazo (minutos a poucas horas),
solucoes salinas fisioldgicas. (Ex. 140 mM
NaCl, 2.5 mMKClL, 1.8 mM CaCl2, 1.0 mM
MgCl2, 20 mM HEPES, 5 mM glicose, pH =7.4)

* Longo prazo (horas a dias): Meio de cultura
(Sem vermelho de fenol).

&37°C

UNITING ANB REBUILOING

LLLLL



Amostras vivas (Nao fixadas)
Ideal pH HENDERSON-HASSELBALCH

Ideal Solution

Dissociation

Constant Bicarbonate (mmol/L)

|

CO, Solubility CO, Partial
Constant Pressure (mmHg)

* Dependéncia de CO,:

* Meios de cultura: Bicarbonato (23 a 25mM).

* 5% CO,-pCO,: ~40 mmHg.

e Sem CO,: HEPES - 6.8 a 8.2 (pKa =7.48)
Baixa interacdo com ions.
5a25mM (10-20mM).

UNITING ANB REBUILOING



Fixacao

* Preservartecido/células proximo ao estado
natural.

* Estabilidade quimica e fisica da amostra para
permitir o preparo que seria dificil/impraticavel

in vivo/ex vivo.

e Muito flexivel em termos de técnicas.

LLLLL
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Fixacao

* Fisica:
 Congelamento - Evitar danos por congelamento
(formacao de cristais de gelo). Congelamento rapido
(Plunging / HPF / Isopentano-2metilbutano) -
Crioprotetores.
* Evitar nitrogénio liquido para tecidos, tendencia
de formar rachaduras.

* Quimicos:
* Cross-linking (Aldeidos): Formalina (10%),
Paraformaldeido (4%), Glutaraldeido.
* Precipitacao (Etanol, Metanol, Acetona —em geral
gelados 4 a -20°C).
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Fixacao

Quimicos:

Formalina: Estavel. Ideal para histologia convencional.
Formulacdes podem conter metanol e outros aditivos que
podem reduzir a compatibilidade da imunomarcacéao.

Para formaldeido (em PBS): Fixador de escolha paraimuno
marcacao. Nao tao estavel em solucao, mantido por curtos
periodos de tempo (descartar caso tenha precipitacao).

Glutaraldeido: Molécula maior que apresenta maior fixagcao
necessaria para métodos de altissima resolucao, sendo
método de escolha para microscopia eletrénica. Porém
apresenta menor permeabilidade, menor compatibilidade com
imuno marcacao. Pode ser combinado com para formaldeido
para melhor balanco entre fixacao e compatibilidade.

...................
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Fixacao

* Imersao
* Simples e pratico.
* |deal para células (monocamadas ou
organoides).
* Tecidos pequenos (biopsias) e cortes
histolégicos (< 100 um).
* Penetracao lenta.
* Ex. Monocamada de células:
PFA 4% por 15min.
Metanol gelado (-20°C) por 10 minutos.
PFA 3 % /0.1% Glutaraldeido.
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Fixacao

* Perfusao in situ ou ex vivo
* Usar o sistema vascular para distribuir a
solucao fixadora.
* Necessita treinamento.
* Volumes maiores de fixadores.
* |deal para orgaos inteiros e tecidos maiores.
* Ex. Camundongo in situ:
PBS + Heparina (15a 20ml)
PFA 4% (15ml).
mersao por 24h+ em PFA 4% (4°C)
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Preparacao

* Tecidos:
* Em geral precisam ser cortados em cortes finos para Pre-staining
melhor visualizacdo nos microscopios.

LI T T T A;\
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* Estabilizar o tecido para o corte:

* Congelados: OCT - Criostato.

* Fixados: Parafina — Microtomo.

* Tecidos vivos e fixados (grossos): Agarose — Vibratomo
(usar tampao adequado). Tecidos cortados vivos podem
ser usados para experimentos in vivo ou fixados para
processamento.
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Preparacao

 Congelar ou emblocar em Parafina?
* Ambos tem vantagens e desvantagens.

* Parafina: Método de escolha para histologia
convencional. Armazenamento pratico e de longa
duracao. Equipamentos e reagentes de rotina.

 Congelar: Método de escolha paraimuno marcacao.

Cortes devem ser mantidos em -80°C.

LLLLL

Pre-staining




Preparacao

* Inclusdo em parafina exige processamento antes e
depois dos cortes para uso tanto para histologia
convencional como para imuno marcacao.

* Desidratacao (etanol) > Diafanizacao (xilol) >

Parafina > Desparafinizacao (xilol) > Rehidratacao.

* Ecomum precisar de um procedimento de
recuperacao de antigeno.

* Naorequeruma etapa inicial de fixacao. Nao exige
processamento adicional. Cortes congelados de
tecidos ndo-fixados exigem fixagcao quimica antes de
continuar o processamento.
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Preparacao

* Paralmunomarcacao / Hibridizacao:

Anticorpos, Ac. Nucleicos, proteinas nao tem acesso. Normal Membrane
Membranas (Plasmatica, nuclear) - Permeabilizacao.

Triton X-100 (0.1-0.5%): Dissolve os lipidios da membrana. = ;\&

Detergente de escolha - eficaz para antigenos citoplasmaticos e \“k

nucleares. Risco de danos aos proteinas da superficie celular. - -

Saponina: Interage o colesterol para criar poros. Ideal para as

proteinas de membrana (Golgi ou do reticulo endoplasmatico). E Permeabilized
menos eficiente em membranas pobres em colesterol (envelope

nuclear ou mitocéndria).

Tween-20: Detergente suave, usado como alternativa delicada ao

Triton X-100. Mais usado reduzir background quando adicionado ao ¥ L
tampao de lavagem (imuno marcacao).
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Preparacao

Normal Membrane

* Para Imunomarcacao / Hibridizacao: "
* Solventes Organicos causam permeabilizacao: A F
E\

Metanol e Acetona. [
*

* Depende da preparacao/ meétodos / reagentes.
Permeabilized
* Ex. Monocamada de células:
* Triton-X0.1% por 10min.
* Ex. Cortes de tecidos (> 100um): = v =£
* Triton-X 0.5% / Saponina 0.1% por 24h. ¥ L
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Preparacao

* Bloqueio:

Inibir Ligacao inespecifica de anticorpos / Ac.

Nucleicos.
Reduzir sinal de fundo / inespecifico.

Saturar amostra.

Albumina (1-5% em PBST).

Soro (1-5+%) — Ideal host do secundario.
Solucdes Comerciais: SuperBlock (Thermo).
DNA do esperma de salmao.

LLLLL

Normal Membrane
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Permeabilized



Preparacao

Normal Membrane
 Reducao de fundo / autofluorescéncia:

* Reducao do sinal tecidual. A FK
E\
=
* Aldeidos nao reagidos. Ay
* Glicina (0.1 M) adicionada ao bloqueio ou isolado. Permeabilized
* Borohidreto de Sdédio (0.1%) - 10 min.
¥ XL
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Preparacao

* Tecidos e Organoides:
* Interacao Luz -tecido
* Limita a penetracao no

teC | d O A Wavelength-Dependent B Tissue Extinction
~ Tissue Penetration
+ Absorgao , |
2 - Gl TR Nl 2 2 2
2 2 2 2% 2 2 32 ) .
° E S p 3 lh amento .. Absorbance: ys  Scattering: ps
= é ) ' Tissue
AN 1 — ! Ener
» Autofluorescéncia _ f f . IRy
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Preparacao
(B)

* Tecidos e Organoides:

Diffused component
* Interacao Luz —tecido Pnnmnmn:rsnu .
* Limita a penetragédo no ot stromton N Gbatt | Musculari
te Cld o) :::::: ::.mpun.m R | O—
* Absorgao
* Espalhamento R 55 T Newsss T Newae 22

e Autofluorescéncia

BRATILIAN SOVERNMENT
MMMMMMMMMM
CNPEM sciEnce TECHNOLOGY MJEE
. uuuuuuuuuuu (-
uNITING AND REBUILDING
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Preparacao

e Como resolver?

Indice de Refracdo

normal

n
water 1.33
acetone 1.36
glycerin 1.47
benzene 1.50
silicone oil 1.52
sodium chloride 1.54

Glycerin

UNITING ANB REBUILOING
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Preparacao

* Clareamento:

* Remover substancias
que causem absorcao da
luz.

* Refractive Index
matching: homogeneizar
os indices de refracao
nos tecidos.

* Aumenta a penetracao
da luz visivel: melhora a
excitacao e emissao.

A Whole organ tissue clearing

Mouse liver

l

Light Scattering Light Absorption

SEAA R IAAY
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2 \\ . ./..
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Optical Clearing

RI matching Decolorization

VYYYY VYV
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«

Cleared liver

Strong scattering

Fixed sample

Simple Rl matching

Clear™
SeeDB

Less scattering

Lipid removal Rl matching \

Cleared sample

(weak clearing)

High-RI aqueous solution

Delipidation and dehydration/hyperhydration followed by Rl matching

BABB
3DIsSCO
iDISCO

ScaleA2
ScaleS
CUBIC

Dehydrating solvent

& clearing solvent RI matching

Urea & detergent

solution RI matching

Tissue-gel hybrid formation followed by delipidation and Rl matching

PACT/PARS
EDC-CLARITY

ACT-PRESTO

swITcH @)

Hydrogel
smbedding  ielectrophoresis)

CLARITY <8
SE-CLARITY

lonic detergent
Immersion RI matching

,_ W

1..

L4

lonic detergent

Heat

RI matching



Preparacao

o Cla reamento: Non-optical cleared spheroid

* Remover substancias T
que causem absorcao da
luz.

* Refractive Index
matching: homogeneizar

, . . Optical cleared spheroid

os indices de refragao ( —
nos tecidos. @ ‘

« Aumenta a penetracéo 22 /% - dEan
da luz visivel: melhora a ’1 3\
excitacao e emissao. P Homogenized incressed gt

refractive index penetration depth

. |
A

Refractive index Limited light
mismatches penetration depth

Improved imaging \l
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Preparacao

* Clareamento:
 LIB:SP8/SP8STED.
* Organoides.
* Tecidos menores (~500um).
* Incompativel com orgaos inteiros.
* iDISCO:
* Delipidacao (Metanol/DCM -1
dias).
* Permeabilizacao e Bloqueio (3
dias).
* Imunomarcacao (7 dias).
* Delipidacao (1 dia).

¢ Clareamento (Rl matCh|ng— Corte de cérebro (camundongo) marcado para visualizagdo: Nucleos
. (Ciano - DAPI), , Neurbénios (Magenta - Beta-
DBE —_ 2 d|aS+). Tubulin3-AF647). Clareado pela técnica de iDISCO e registrado por

microscopia confocal: 10x / Z-Stack - 2.5 um por Stack (500 um total), 8x8
tiles, 18hrs. Humberto Joca, LIB/ORION.
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Amostras e seus alvos

* Proteinas (anticorpos)

 Organelas e estruturas (corantes)
» Acidos nucleicos (sondas) &
 Moléculas marcadas

LLLLL
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Amostras e seus alvos o

* Proteinas

- Endégenas (anticorpos)

- Fluorescentes

mCherry

** Cultura de células, cortes fixados congelados ou em
parafina, whole mounting™*

LLLLL



Reconhecimento da proteina endégena alvo - Anticorpo + Antigeno

Lock Key 0
Antibody E‘ Antlgen g Antibody
s 2

Jigsaw piece Matching jigsaw piece
Epnope Epnope

Antigen Fab sites on
IgG antibody

UNITING ANB REBUILOING
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Anticorpos

e
ooy

\V//
I

Conventional Antibody

LLLLL
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Camelidae Antibody
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Anticorpos

-G

Immunization Polyclonal antibody
production
Gﬂﬁﬁﬁﬂ’)
= [lubb
ﬁ & o\
Antigen-affinity Serum collection

antibody purification
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Anticorpos

Polyclonal Antibodies
* Heterogeneous

* Multiple epitope binding
* Good signal detection

* Batch variability

Monoclonal Antibodies
* Homogeneous

* Single epitope binding

* Batch consistency

Recombinant Antibodies
* Homogeneous

* Single epitope binding

*  Optimized affinity

* Greatest consistency

* Long-term genetic stability

MINISTRY OF
CNPEM seiEueE TEeHNOLOGY EB%]@E
AND INNOVATION
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Imunohistoquimica (IHC)

UNITING ANB REBUILOING
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Imunohistoquimica (IHC)

Chromogenic Fluorescent
®°
°®
&
Goe
\ °o \}
A A
Unconjugated HRP-conjugated Fluorescence-conjugated
primary antibody secondary antibody  secondary antibody
® )
& So oo -
Enzyme Enzyme Colored Fluorophore

(HRP or AP) substrate precipitate

UNITING ANB REBUILOING



Imunohistoquimica: Deteccao Fluorescente

Primary antibody
2

Protein

— Fluorophore

Primary antibody y / /‘.

Protein

4
< Fixed cell/tissue )

Indirect IHC

Fixed cell/tissue

Direct IHC

—
3
i
Vi N\
(ol

NUP107

Créditos: Thais Barbosa, LIB/ORION
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Imunohistoquimica: Deteccao Cromogénica

®_® DAB .
°® 5

HRP-polymer (‘ @ .
Secondary antibody "N BfOV«_'n_t t l.
o precipitate
\ - L  am
Primary antibody ~ [Membranous] "

SN

| N by .|

Antigen Tissue layer 1

~ g1

_./ I\ B

Dominio publico:

r MMMMMMMMMM BRAZILIAN GOVERMMENT
@ CNPEM  coceianans )] https://en.wikipedia.org/wiki/lmmunohistochemistry

UNITING ANB REBUILOING
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Imunohistoquimica: Um Protocolo? /

» Orgao, tecido ou células fixadas (Fixacao)

. 4 AN
* Permeabilizacdo (detergentes) @ '
\\4«/

* Bloqueio de sitios de ligacao inespecifica (soro, albumina)

— Fluorophore

Primary antibody
. L >/
* Anticorpo primario
Protein
( Fixed;el\l/t\isjsue )

Direct IHC

LLLLL
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Imunohistoquimica: Um protocolo? L

» Orgao, tecido ou células fixadas (Fixac&o)

op o ~ 3 ? )
* Permeabilizagao (detergentes) -

* Bloqueio de sitios de ligacao inespecifica (soro, albumina)

Secondary antibody
e Anticorpo primario (solucdo bloqueio) Primary antiboy
, ‘w“
Protein

* Anticorpo secundario (solucao de bloqueio)

Fixed cell/tissue

@ ) enPem o et ERONGTT] Indirect IHC
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Imunohistoquimica: Um protocolo?

» Orgao, tecido ou células fixadas (Fixacao)
* Permeabilizacao (detergentes)

* Bloqueio de sitios de ligacao inespecifica (soro,

albumina,+inibidor da enzima enddgena)
* Anticorpo primario (solucao bloqueio)
* Anticorpo secundario (solucao de bloqueio)

HRP- polymer

* Reagao enzimatica (HRP, AF) Secondarvan“bodv

Primary antibody

Antigen

=RX€

3
s
) S
=

‘ ODAB

® JBrown
! J precipitate

3P

Tissue layer
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Imunohistoquimica

Epitope { a Antibody

R s |
Glass slide Epitope Inaccessible to antibody bonding
after formalin fixation
Native condition Formalin fixation

UNITING ANB REBUILOING
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Recuperacao de epitopo

* Mediada pelo calor (HIER)
Tampao em alta temperatura
(citrato pH 6,0 ou tris-EDTA pH 9,0 em 95° - 100°C)

* Mediada por enzima (PIER)
Tripsina, proteinase K, pepsina

LLLLL



Imunohistoquimica

; Antibody
Epitope ?0"' Antibody
Ry R XL T LTI
Glass slide Epitope inaccessible to antibody bonding  Epitope re-exposed after antigen retrieval
after formalin fixation dissociates sterically blocking proteins
Native condition Formalin fixation After Antigen Retrieval

UNITING ANB REBUILOING
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Recuperacao de epitopo

* Quando usar:

- Obrigatodrio para a maior parte dos tecidos fixados e incluidos em
parafina

LLLLL
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Imunohistoquimica: Um protocolo?

» Orgéo, tecido ou células fixadas (Fixacéo)

* Recuperacao de epitopo

* Permeabilizacao (detergentes)

* Bloqueio de sitios inespecificos (soro, albumina)
* Anticorpo primario (solucao bloqueio)

* Anticorpo secundario (solucao de bloqueio)

Epitope 4 a4 Antibody

LLLLL
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Imunohistoquimica .
ATENCAO

0 : Donkey anti- Donkey anti- Donkey anti-

2° Antibody rabbit \ guinea pig \ chicken \
o . . . Guinea pig Chicken

1° Antibody  Rabbit anti-X _— nti- N anti-z N

. Antigen X Antigen 'Y Antigen Z
Tissue | . . s |

UNITING ANB REBUILOING
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Imunohistoquimica .
ATENCAO

s

Donkeyann
goat

N o

anti-Z

2° Antibody Donkey art

»
Goat anti-
\ rabbit

Jk\ Rabbit

1 Ant|body Rabbit anti-X Aty

Antigen X @B Antigen Y @B Antigen Z

Tissue | |

UNITING ANB REBUILOING
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Imunomarcacao JUTs

Fixacao do tecido: escolha do agente fixador

 Recuperacao do epitopo

Permeabilizacao

Concentracao dos anticorpos

Controles

1:500

G ) eNPEM o g 1T Créditos: Thais Barbosa, LIB/ORION
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Imunomarcacao

* Controles
- Controle Anticorpo Negativo: sem anticorpo primario

- Controle Tecido: Positivo (tecido/célula com proteina alvo)
Negativo (tecido/celula sem proteina alvo)

- Controle Background do Tecido (antes IHC)

LLLLL




Proteinas Fluorescentes JUT

GFP, MCherry, tdTomato, etc. com expressao induzida em tecidos ou células
especificas (reporters)

CAV-Cre + AAV2-hsyn-DIO-CHR2-mCherry

Créditos: Elayne Dias, LIB/ORION




Amostras e seus alvos

Estrutura e Organelas

Faloidina - F-actina

DAPI - Nucleo

Mito Tracker — MitocoOndria

WGA - Vasos / Membranas

 ER-Tracker - Reticulo endoplasmatico

Actina

‘o " ) cnPem senwee feemmotoar [\ [ Créditos: Humberto Joca, LIB/ORION
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Amostras e seus alvos

e Acidos Nucleicos
TARGET
DNA

- RNA e DNA: pareamento de bases

PROBE WITH

Thymine Adenine
T LABEL

5

H.C Of==cssts H=N N <

Phos.phate 3 Hydrogen H Hydroxyl
H bonds ,"
o) =lhEeesssss N ,
' " I@ ’ ; \Q
H O CH,—0—

o= Fl’—O —CHy 5 W
Cytosine Guanine
5
S ¢

o
||| ||| |I| HYBRIDIZED

=0
HYBRIDIZATION

O—1u—0

DNA
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Hibridizacao /n situ
« Acidos Nucleicos
- RNA

- Células, tecidos e whole
mounting

MINISTRY OF
uuuuuuuuuuuuuuuuu
nnnnnnnnnnnnn
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FISH - 3-plex RNA in Jurkat cells
€

FISH - 4-plex RNA in Hela cells

Dominio publico:

https://en.wikipedia.org/wiki/ln_situ_hybridization



Hibridizacao /n situ

Deteccao por fluorescéncia (FISH) ou
cromogénica (CISH)

Informacao temporal e espacial

Dominio publico:
https://en.wikipedia.org/wiki/ln_situ_hybridization



Hibridizacao /in situ: Um protocolo?

Orgéo, tecido ou células fixadas (Fixagao)

Permeabilizacao (detergentes ou proteases) controlada

Pré-hibridizacao (tampao de hibridizacdo sem a sonda) - Bloqueio

Hibridizagao (37° a 42°C)

Amplificacao do sinal

* Contra-marcacéao (nucleo, citoplasma, membrana)

LLLLL
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a 4 'C” P Dominio publico:
L —— PEM  concrremmons: ’*Aij https://en.wikipedia.org/wiki/ln_situ_hybridization
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Oligonucleotideos fluorescentes T

MINISTRY OF

Créditos: Thayna Avelino, LIB
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RNAscope (A new FISH in the sea)

Preamplifier

Target Probes Arnblifier
L -l -l — o Label
> 2 2z Z o 0 Probes
> - -3 -
= |5

'\ @D
_ v ,

|

J mRNAT : e :

MRNA2
Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Dominio publico:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2215016121001412



Hibridizacao /n situ
« Acidos Nucleicos
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DNA probe View using microscope
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Labeling with fluorescent dye
DNA probe
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Denature and hybridize
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Dominio publico:
https://www.genome.gov/genetics-glossary/Fluorescence-In-Situ-
Hybridization-FISH



RNA Prep

* Manipulacao livre de RNAse

* Fixacao preservando RNA

Tratamento com protease x morfologia \K‘“

Estratégia de amplificacdo de sinal

—
p—

Controle
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RNA Prep

Controle

Controle negativo: sem sonda

Controle negativo amostra: amostra tratada com RNAse

Controle negativo: sonda nao-complementar

Qualidade da amostra: gene housekeeping

uuuuuuuuuuuuuuuuuuu
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Amostras e seus alvos

* Moléculas marcadas

Fluorophore

Drug

Non-cleavable Linker

UNITING ANB REBUILOING
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Obrigada
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