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1.1

6.1.1
6.1.1.1

OBJETIVO

Estabelecer normas para o preparo de Solugdes, Tampdes, Fixadores e Corantes,
utilizados na Técnica de Inclusdo rapida de material bioldgico, analisados pelo

Microscopio Eletrénico.

ABRANGENCIA

Todos os colaboradores, alunos e estagiario.

RESPONSABILIDADES

Todos os profissionais que realizarem a Técnica de Inclusao rapida para a Microscopia

Eletrénica

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Nao aplicavel

DEFINICOES

A Técnica de Inclusao de Material Bioldgico para a analise pelo Microscépio Eletrénico,
necessita de Solugbes, Tampdes, Fixadores e Corantes, que serdo preparados pelos

profissionais do Laboratério.

DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS

Tampao Fosfato de Sodio 0.2 M pH7,3, usado nos fixadores Glutaraldeido e

Osmio.

Preparar 2 Solugdes Estoque, Ae B
Solugéo A : Fosfato de Sédio monobasico 0.2 M ( Tabela 01)

Tabela 01
Nome Férmula Quimica P.M Quantidade
Fosfato de Sédio Monobasico . NaH,PO,H,O 137,99 1,3799 grs
Agua de Injecao dissolver em 30 ml e completar com o volume 50 ml

Homogenizar até dissolver o Sal
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6.1.1.2 Solugao B : Fosfato de Sédio dibasico 0.2 M ( Tabela 02)
Tabela 02
Nome Férmula Quimica P.M Quantidade
Fosfato de Sédio Bibasico . NaH,PO, 12H,0 358,14 10,74 grs
Agua de Injecao dissolver em 100 ml e completar com o volume. 150 ml
Homogenizar até dissolver o Sal
6.1.1.3 Tabela 03:: Misturar a Solugédo A e Solugao B, seguindo quantidades da tabela Acertar
o pH
Sol.A | Sol.B pH Sol.A | Sol.B | pH Sol.A | Sol.B pH
ml ml ml ml ml ml
93.5 6.5 5.7 68.5 31.5 6.5 23.0 77.0 7.3
92.0 8.0 5.8 62.5 37.5 6.6 19.0 81.0 7.4
90.0 10.0 5.9 56.5 43.5 6.7 16.0 84.0 7.5
87.7 12.3 6.0 51.0 49.0 6.8 13.0 87.0 7.6
85.0 15.0 6.1 45.0 55.0 6.9 10.5 90.5 7.7
81.5 18.5 6.2 39.0 61.0 7.0 8.5 91.5 7.8
77.5 22.5 6.3 33.0 67.0 7.1 7.0 93.0 7.9
73.5 26.5 6.4 28.0 72.0 7.2 53 94.7 8.0
6.1.4 Tabela 04 : A Osmolaridade é determinada na Faculdade de Medicina, Laboratério do
Dr Césso
Concentragao Osmolaridade pH Concentragao Osmolaridade
(M) (mOs) (M) (mOs)
0,020 55 0.125 265
0.030 75 0.150 315
0.044 105 0.160 335
0.048 110 0.170 350
0.050 115 0.190 385
0.075 170 0.200 410
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6.1.5 Tabela 05: Concentragdo de Glutaraldeido,, de acordo com a % necessaria
(1,0%,1,5%,2%,2,5%,3%),, em Tampéao de Fosfato de Sédio pH7,3. O Glutaraldeido, &
uma solucao téxica, que deve ser manipulado na Capela de Fluxo

Nome Conc | Conc | Conc | Conc. | Conc. Conc.
A% | 1,5% | 2% | 2,5% 3% 3%
ml ml ml ml ml ml

0.2 M Tampéao Fosfato de Sédio pH 7.3

( Tabela 01, Solucéo Final 01) 50 50 50 50 50 23,33

Glutaraldeido 25% 2

utaraldeido b €m agua 4 5 8 10 12 S

ou

Glutaraldeido 70% em agua XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX 2,00

Agua de inje¢ao gsp 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 46,66

Solugao preparada, sera fracionada em aliquotas de 1,0 ml em microtubos de 1,5 ml e

guardadas no Freezer n° 10, na primeira gaveta em caixas identificadas.

6.1.5.1

6.2

6.2.1

O Glutaraldeido usado, devera ser préoprio para Microscopia Eletronica, em
concentracdes altas de 50 ou 70% e embalados em ampolas sobe o gas inerte, nestas
condigcbes, o Glutaraldeido, se mantém inalterado. A ampola de Glutaraldeido 70%
(CsHgO2 com PM=100,12), tem validade de alguns anos, sem alteragbes, estocado na

geladeira Brastemp, de Reagentes Quimicos n°7 -

Solugdes Estoques : Tetroxido de Osmio 2%( Osmio Reduzido - Tab 06) e

Hexaferrocianeto de Potassio 3% ( Tab.07)

Deixar preparadas as solugbes estoque guardadas na Geladeira n° 6 na 22 prateleira
em recipiente fechado (4° C) e no momento de uso, mistura-las meio a meio.

Na preparacdo do Osmio reduzido, usa-se concentracdo de 2%, para que a solugdo
final tenha concentragdo de 1%.de Osmio. O mesmo acontece com o Hexaferrocianeto
que ficard numa concentragcéo final de 1.5 %.Na preparacéo, colocar primeiro o
Ferrocianeto e depois o Osmio. Dessa forma temos a certeza de que todo o Osmio foi
reduzido, validade de 1 ano.

O preparo do Osmio deve ser feito dentro da Capela de Exaustdo utilizando luvas
nitrilicas, porque a gordura das méaos inativa o Osmio. Deixar a ampola de Osmio e o
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6.2.1.1

6.2.1.2

6.3

6.3.1

bastao de vidro, mergulhado com Solugéo de Sulfocrémica no proprio frasco onde sera

armazenado o Tetréxido de Osmio por 24 horas. A seguir devolver a Solugdo de

Sulfocrdmica para o vidro estoque e enxaguar varias vezes com agua de Injegao,

escorrendo bem. Quebrar a ampola de Osmio, com o auxilio de um bastdo de vidro,

adicionar a agua de Injecdo e esperar uma semana antes de usar. Vedar o vidro com

parafilme para que os vapores de Osmio ndo contamine a geladeira. Validade 1 ano

Tabela.06 -Tetréxido de Osmio 2%
Nome ] Formula Quimica | P.M Quantidade
Tetroxido de Osmio 0S0, 254.20 19
Agua de injecdo g.s.p 50ml

Tetréxido de Osmio fica estocado em latas préprias dentro do armario de sais para

Imunohistoquimica e Microscopia Eletronica

Tabela 07 -Hexaferrocianeto de Potassio 3%, fica estocado dentro do armario de sais,
para munohistoquimica e Microscopia Eletronica.
Nome Formula Quimica | P.M Quantidade
Hexaferrocianeto de Potassio KsFe(CN)e3H,O |422.39 39
Agua de injecdo q.s.p 100mL

Tabela 08 - Solucao Salina 0,9% ,360 mOs, preparada( Verificado pela Joyce)

Nome Foérmula Quimica | P.M Quantidade
Cloreto de Sadio NaCl 58,44 0,94¢g
Sacarose (52mOS C12H22011 343,3 1,78 g
Agua de injegdo gsp 100mL
Acertar o pH 7.4 com NaHCO3; a 10%.. Validade de 1 ano a 4°C

.0U
Tabela 09 - Solugao de NaCl 0.9% comercial (solugéo fisioldgica preparada 308 mOs).
Nome Férmula Quimica | P.M Quantidade
Cloreto de Sodio comercial NaCl 58,44 500ml
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Sacarose (52mOS) C12H22011 343,3 89¢g
Acertar o pH 7.4 com NaHCO; a 10%.. Validade de 1 ano a 4°C. estocados
dentro do armario de sais para Imunohistoquimica e Microscopia Eletrénica.
6.3.2 Tabela 010 - Solugéo de Bicarbonato de Sédio a 10% para acertar o pH
Nome Férmula Quimica | P.M Quantidade
Bicarbonato de Sdédio NaHCO; 84,01 19
Agua de injegdo qsp 10 ml
Estocado dentro do armario de sais para Imunohistoquimica e Microscopia
Eletronica.
6.3.3 Tabela 011 - Concentracdao e Osmolaridade da Solugdo Salina
Concentracdo (%) osmolaridade (mOs) Concentracdo (%) osmolaridade (mOs)
0.18 60 1.10 350
0.34 115 1.18 375
0.40 130 1.84 595
0.46 145 1.88 595
0.77 245 1.98 625
0.92 290 2.30 725
6.4 Tabela 012 - Acetato de Uranila 0.5% 0.4M (usada na fixagao e contrastagdo em

bloco de materiais em processamento para MET).

Nome Foérmula Quimica P.M Quantidade

Acetato de Uranila CH5;C00),U0,2H,0 42414 10,59

Sacarose C12H22011 343,3 13,39

Agua de injecdo qsp 100ml

Dissolver a Uranila e Sacarose em 80 ml de Agua de Injecéo, completar o volume para
100ml.. Armazenar em frasco &mbar.. Validade de 1 ano a 4°C.

6.5 Tabela 013 - Etanol 70% - Solucao utilizada na desidratacao das amostras.
Nome Férmula Quimica P.M Quantidade
Etanol absoluto | C,HsOH 46,1 70ml
Agua de injecdo qsp 100ml
Armazenar a 4°C. Validade 30 dias. Estoque na geladeira de Reagentes Quimicos n°7-
Brastemp
6.6 Tabela 014 - 2,2 Dimetoxipropano acidificado (0,1N).Solucéo utilizada na

desidratacdo das amostras
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6.7

6.8

6.9

6.10

Nome Férmula Quimica P.M Quantidade
2,2 Dimetoxipropanol (CH3),C(OCHj3). 104.15 100ml
Acido cloridrico 1N HCL 36,46 100ul

Armazenar a 4°C. Validade de 1 ano. Estocado dentro do armario de sais para

Imunohistoquimica e Microscopia Eletronica.

Tabela 015 - Acido cloridrico (HCI) 1N e 10N

Nome Formula Quimica | P.M Quantidade

1N 10N
Acido cloridrico HCL 36,46 8,2ml 82ml
Agua de injegdo g.s.p 100 ml 100 ml

Estocado dentro do armario azul corrosivo. Usar a Capela de Exaustdo com uso de

Luvas

Tabela 016 - Sulfato de Cobre 4% em Acetona, utilizada para desidratagao das

Amostras
Nome Férmula Quimica | P.M Quantidade
Sulfato de cobre anidro CuSO4 159,6 49
Acetona q.s.p CH3(CO)CH3 58,08 100 ml

Armazenar a 4°C. Validade de 1 ano. Sulfato de Cobre estocado no armario de sais para
Imunohistoquimica e Microscopia Eletronica. Acetona estocada na Geladeira de Reagentes

Quimicos - Brastemp n° 7

Tabela 17 - Resina Epon/Araldite

Nome Férmula Quimica | P.M Quantidade
Epon812 | - | e 5ml
Araldite (Resina GY 502) | === | —=meee- 5mi
DDSA C16H2603 266.38 13ml
DMP-30 C15H27N30H 265.0 0,5 ml

de secagem

Homogenizar com o Agitador Ultra Turrax n°43, por aproximadamente 2 hs. Aliquotar em
seringas de 5, 10 e 20 ml e armazenar a -20°C. Lavar todo o material com Etanol
Absoluto e depois Xilol. Validade de 1 ano. Araldite estocada no armario de reagentes
para MEletrénica e Epon 812 dentro do dissecador, no armario branco embaixo da estufa

Tabela 18- Resina Epon 812 /Sulfato de Cobre/Acetona 4, para infiltragao das

amostras.
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Nome Quantidade

Epon 812/Araldite (Tabela 9) 1 mi

Sulfato de Cobre 4%/Acetona, usar a parte 1ml

superior ( Tabela 14). Preparar na hora de uso

6.11 Citrato de Chumbo (Corante de corte fino). Protocolo segundo Reynolds et.
Al.,1963. J CellBiol17:208
6.11.1 Ferver, em um erlenmeyer, 100 ml de agua de injecao por 5-10 minutos (para retirar o
gas carbdnico presente) .Tampar o erlenmeyer e esfriar a agua.Utilizar esta agua em
todas as solugdes utilizadas.
6.11.2 Tabela 019 - Solugao de Hidréxido de Sédio 1.0 N
Nome Quantidade
Hidréxido de Saédio 19
Agua Injecéo fervida 25 ml
6.11.3 Tabela 020 e Tabela 021 - A Solucdo de Citrato de Chumbo, pode ser preparada de
duas maneiras.
Apos a pesagem e diluicao das Solugdes, escolhidas, tampar e agitar imediatamente e
vigorosamente durante 1 minuto. Continue agitando suave e intermitentemente por
meia hora. A Solugao se torna leitosa.
Junte 8 ml de Hidréxido de Soédio 1 N. ( NaOH P.M 40 Agite levemente e a solugao se
torna transparente. Completar para 50 ml com agua de injecao fervida. Etiquetar e
guardar em caixa escura com temperatura estavel. Validade de 1 més ou até precipitar:
6.11.3.1 Tabela 022 - Primeira Solucdo de Citrato de Chumbo, preparada em baldo volumétrico
de 50ml|
Nome Formula Quimica P.M Quantidade
Citrato de Sddio - 3H,0 (Naz(CeHs07) 3H,0O [373,90 1.76 g
g::rato de Saédio - 5H,0 (Naz(CgHs07) 5H,0 2,139
Nitrato de Chumbo (Pb (NO3),) 331,21 1.33 g
Agua Injecéo Fervida 30 ml
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6.11.3.2  Tabela 023 - Segunda Solugao de Citrato de Chumbo, preparada em baldo volumétrico
de 50ml
Nome Férmula Quimica P.M Quantidade
Citrato de Chumbo PB(C6H507)2.3H20 |1053,82 1449
Agua Injecao fervida 30 ml

6.12 Limpeza :

6.12.1 O local, devera ser limpo antes e apds o uso com gazes embebidas com Alcool 70°C ,

descartar o material usado
6.13 EPIs:

6.13.1 Luvas nitrilicas, 6culos de protecao, avental

6.14 EPC:

6.14.1 Capela de exaustao

9.2

9.3

FLUXOGRAMAS

Nao aplicavel.

ANEXOS

Nao aplicavel.
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