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OBJETIVO

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

Microscopio Eletrénico.

ABRANGENCIA

Todos os colaboradores, alunos e estagiario.

RESPONSABILIDADES

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

Eletronica

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Nao aplicavel

DEFINICOES

A Técnica de Inclusdo Rapida de Material Bioldgico, para a analise pelo Microscépio
Eletronico, necessita de Solugdes, Tampoes, Fixadores e Corantes, que serdo preparados

pelos profissionais do Laboratério..

DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS

Preparo de Reagentes

Tampdes, Fixadores e Corantes utilizados nesta Técnica, estdo no POPs 019 e 020

Fixagdo das amostras:

O tecido sera cortado com o auxilio de laminas de inox em cima de papel aluminio estéril
(quando necessario, cortar de tal maneira que se respeite o limite das camadas do
fragmento), adicionar 1000ul de Glutaraldeido 3% e incubar na geladeira (N°6) por 3 horas
a 4°C.
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6.2.2

6.2.3

6.3
6.3.1

6.3.2

6.4

6.4.1

6.4.2

6.5
6.5.1

6.5.2

6.6
6.6.1

A seguir, adicionar 500l de Hexaferricianeto 2% + 500ul de Osmio reduzido 2. Incubar 2
horas a 4°C (geladeira n°6). Lavar o fragmento 3 vezes com 500ul de solugéo salina 0,9%
sacarose.

Adicionar ao fragmento 500ul de Uranila 0,5%, 0,40M com Sacarose (incubar a 4°C por 16
horas na geladeira N°6). Lavar o fragmento 3 vezes com 500ul de solugao salina 0,9%

sacarose.

Desidratacao

Com Etanol 70%: adicionar ao fragmento 500ul de Etanol 70% e incubar por 10minutos a
TA. Repetir este procedimento 3 vezes.

Com Dimetoxipropano: adicionar ao fragmento 500ul de 2,2-Dimetoxipropano acidificado

e incubar por 5 minutos a TA.

Fixacao

Em Acetona:adicionar ao fragmento 500ul de Acetona (parte superior do Sulfato de Cobre
4% em Acetona), e incubar por 2 minutos a TA.

Preparar em um tubo a parte a mistura de Acetona com resina Polybed 812/Araldite F
(1:1). Adicionar 500ul da mistura ao fragmento e incubar por 30 minutos a temperatura

ambiente.

Etiquetas

Em papel manteiga identificando os casos com caneta SAKURA (a base de Acetona). Usar
sempre esta caneta para identificar as amostras, pois esta caneta n&do apaga a
identificacdo, apos a adicdo da resina. Colocar a identificagdo virada para baixo nos
moldes de silicone e completar com resina Polibpolybed 812/Araldite F. Atencdo para
formagao de bolhas nos moldes, caso isso ocorra, retire todas as bolhas com o auxilio de
uma agulha, pois se sobrar bolhas no bloco ele pode quebrar quando for colocado no
trimador

Retirar o fragmento com o auxilio de uma agulha e colocar nos moldes de silicone

(respeitar posigao quando TIRAR)

Polimerizacgao:
Em seguida as capsulas serao incubadas na estufa (21) a 60°C por 24 horas.
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6.7
6.7.1

6.8
6.8.1

Limpeza :
O local, devera ser limpo antes e ap6s o uso com gazes embebidas com Alcool 70°C ,

descartar o material usado

EPIs

Luvas Nitrilicas e Avental.

FLUXOGRAMAS

Nao aplicavel

ANEXOS

Nao aplicavel

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
O protocolo sera feito segundo descrito por Duarte, MIS et al — A fast method for
processing biologic material for electron microscopic diagnosis in infectious disease.

Ultrastructural Pathology, 16:475-482, 1982, com modificagdes.
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