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~ Fixacao

~ v'Deve ser feita o mais rapidamente possivel

* A velocidade de penetracao dos fixadores ndo ¢ elevada

 Utilizagdo de fragmentos de tecido de dimensdes muito reduzidas (nao
exceder 1 mm?)

* Fragmentos demasiado grandes:

-fixagdo deficiente;

-dificultam a impregnagdo (inclusdo)



- Fixacao

: v'Onde tudo comeca ou tudo se perde

* Os reagentes utilizados na fixa¢ao introduzem alteragdes nas
células;

* O pH, durante a fixacdao deve ser mantido dentro de certos
valores — uso de tampdes como veiculos dos reagentes fixadores

* Composi¢ao em 10es, osmolaridade, temperatura, tempo de
fixacao, concentracdo da substancia fixadora
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Fixacao
v'Temperatura, Duracio e Concentracio

* Diminui¢do da temperatura atrasa a penetragdo do fixador; aumento da
temperatura promove atividade autolitica

* A duracdo da fixagdo ¢, geralmente, exagerada (pode conduzir a
extragdo de material celular)

* Concentracdo da substancia fixadora, influencia a preservagao de varios
tipos de células/diferentes estruturas celulares
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- Fixacao

| v Tampdes - Agentes ativos na fixacdo

* Reacdes com componentes celulares ou com os proprios fixadores

* Quando se usam tampdes diferentes na pré-fixacao e pos-fixacao
podem surgir produtos complexos de reacao

* Tampoes fosfato, tampao cacodilato



* Reagao com lipidos celulares (aspeto trilaminar nas membranas
* Nao apresenta reacdo com a maior parte das pentoses, hexoses e seus

polimeros. Reage fracamente com o glicogénio [adi¢do de K Fe(CN)]
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Fixacao

v’ Fixadores - Tetréxido de Osmio
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~ v Fixadores - Glutaraldeido

o
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* Estabiliza ativamente as proteinas — Pontes de Metileno

o

o

* Reage com alguns lipidos, sobretudo fosfolipidos

o

o

o

* A principal causa da retencao dos acidos nucleicos , em material fixado

o

o

com glutaraldeido, parece ser a reacao com as proteinas associadas

o

o

* Reage com alguns hidratos de carbono, nomeadamente glicogénio ¢

o

mucopolissacaridos
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. ffFixag:ﬁo Dupla

- Fixacao

v Glutaraldeido 2% a 5% em Tampio Fosfato ou Cacodilato de Sédio (2
a 12h)

~ Pés-fixacao

v’ Tetroxido de Osmio 1 - 2 % (sol. H,0) (1h 30’ a 2h)

Manter no frio (4°C) e no escuro

- Nota: Se necessario lavagem entre fixacao e pos-fixacao, com o mesmo

tampao usado na fixacao.



Fixacao Dupla




ALCOOL 100%




Impregnac¢ao/Infiltracao

v'Substituicao do agente de desidratacao pelo plastico de

inclusao (com utilizagio ou ndo de um solvente intermedirio)
» Oxido de Propileno (15°)+ (15?)
» Oxido de Propileno + Epon (3/1) (1h)
« Oxido de Propileno + Epon (1/1) (1h) *pode ficar durante a noite a 4°C
« Oxido de Propileno + Epon (1/3) (1h)
* Epon (3h)

* NOTA: 2 horas antes de incluir em Epon, colocar na estufa os moldes dos
blocos com Epon no fundo (devidamente etiquetados).
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~ Impregnacio/Infiltracio

- v'"Meios de inclusao

* LR White (baixa viscosidade)
* Resinas poliester

* Resinas Epoxi (mais utilizados):
* Boa estabilidade sob o feixe de eletroes
* Reduzida contragdo na polimerizacao

 Facilidade de corte e contrastacao

* Ex: Araldite, Epon 812

* Meios de inclusdo hidrossoluveis (gelatina, agar, albumina sérica
bovina)



Impregnacao/Infiltracao

v'Moldes de inclusao




Ultramicrotomia

v'Cortes semi-finos

*Talhar um trapézio no bloco com bisturi ou lAamina manual.

*Corte semi-fino, 1um (faca de vidro) utilizando um ultramicrotomo (observacao ao
MO)




Ultramicrotomia

v'Cortes semi-finos

Azul de metileno a 1%



Ultramicrotomia

v'Cortes ultrafinos

*Corte ultra-fino, 50-70 nm, (faca de diamante) utilizando um ultramicrétomo

*Colagem nas grelhas (observa¢ao ao MO)



cortes_ultrafinos.wmv

Contrastacao

v Melhora a visibilidade da imagem e aumenta a resisténcia
do material aos efeitos do feixe de eletroes

v Citrato de chumbo e acetato de uranilo



contrastacao.wmv

Contraste

Sem contrasta¢ao Contrastado com acetato de uranilo e
citrato de chumbo



Exemplos de Aplicacio:

Epitélio branquial de tilapia O. niloticus. A) animais controlo; B) animais expostos a
doses sub-letais de cobre na agua.



Exemplos de Aplicacio:

Epitélio branquial de tilapia O. niloticus. A) animais controlo; B) animais expostos a
doses sub-letais de cobre na agua.






Exemplos de Aplicacio:

Hepatocitos de machos de tilapia O. niloticus. A) animais controlo; B) animais
alimentados com bifenis policlorinados (PCBs).



Exemplos de Aplicacio:

Hepatdcitos de féemeas de tilapia O. niloticus. A) animais controlo; B) animais
alimentados com bifenis policlorinados (PCBs).



