ORIENTACOES PARA COLHEITA E FIXACAO PRIMARIA DE AMOSTRAS
BIOLOGICAS

COLHEITA E FIXAGAO DE TECIDOS ANIMAIS PARA PREPARAGOES DE ROTINA (TEMPERATURA
AMBIENTE)

Existem diferentes tipos de amostras bioldgicas e é importante que o usuario se informe
sobre o melhor método de colheita e fixagdao de suas amostras, antes de entrega-las para
preparagao. Descrevemos abaixo as técnicas de colheita e fixagdo mais amplamente
utilizadas para microscopia eletrénica de transmissdao e de varredura. Existem dois
métodos principais de fixacdo, a fixacdo quimica e a fixacdo por congelamento. No caso
da fixacdo quimica, dois métodos sdo comumente usados:

Fixacdo por imersao: esse é o método mais usado para colheita de tecidos, onde uma
amostra do 6rgdo ou tecido de interesse é imersa em solugdo fixadora, em volume
aproximadamente 15 vezes maior que o da amostra, devendo permanecer nesse fixador
por um periodo de 24 a 72 horas. Periodos menores promovem baixa fixagao do tecido,
enquanto que permanéncia em tempo excessivo no fixador pode gerar ressecamento da
amostra, que se torna friavel. Além disso, os componentes da solu¢do fixadora podem se
alterar com o tempo, como por oxidagdo, o que pode causar danos a amostra. Apds o
tempo de fixacdo, o fixador é substituido por solucdo tampao, geralmente a mesma na
qual foi preparado o fixador. Faca esse processo de lavagem por trés vezes. A amostra
pode entdo ser armazenada na geladeira. O tempo de armazenamento é varidvel, mas
guanto mais prolongado, maior a chance de ocorrer deterioracdao da amostra. O ideal é
gue ndo permanecga mais de uma semana. As amostras devem ficar refrigeradas até serem
entregues no CM-UFMG (doravante denominado CM) para preparagao.

Fixagdo por perfusdao: nesse método, a solugdao fixadora é perfundida no sistema
circulatério do animal, com controle da pressdo da perfusdo. Isto faz com que a solucgao
fixadora atinja mais ampla e homogeneamente as células do drgdo/tecido, garantindo
uma melhor preservacao da ultraestrutura. O usudrio deve possuir pratica na execugao
desse procedimento, que pode ser observado em laboratérios de histologia. Ainda, o
método é usado normalmente em animais de pequeno porte, pois abrange regidao muito
mais ampla que a de interesse, exigindo volumes de solucdo fixadora bem maiores, e
implica em sacrificio do animal.

Nesse processo, antes de perfundir a solugdo fixadora, é necessaria a perfusao de uma solucao
de lavagem do sangue, normalmente solucdo salina. Esse procedimento evita a formacao de
coagulos dentro dos vasos sanguineos, o que pode prejudicar a perfusdo do fixador. A
perfusdo pode ser feita em todo o animal, geralmente pela injecdo de salina, seguida de
solucdo fixadora, no ventriculo esquerdo do coracdo do animal. A solucdo é entdo distribuida
pelo corpo e retorna ao coragdo, no atrio direito. Este é cortado parcialmente, para dar vazao



a solucdo perfundida. Assim, o fixador é distribuido para todo o corpo do animal; ou pode ser
feita em parte do animal, onde encontra-se o érgao ou tecido de interesse, e, nesse caso, as
solucdes sdo injetadas em uma artéria que irriga esse érgao ou tecido e a vazao é feita por
uma veia de drenagem. A perfusdo parcial permite uma economia de solucdo fixadora e
tempo. Apds a perfusdo, fragmentos da amostra sdo retirados, reduzidos a dimensdes
desejadas (maximo 2mm) e imersos no mesmo fixador, por um periodo de aproximadamente
24h. Apds esse tempo, a solucdo fixadora é substituida por solugdo tampao, a mesma na qual
foi preparada o fixador. As amostras sao entdao armazenadas na geladeira até o momento da
entrega no CM, para preparagdo. A amostra nunca deve ser congelada ou ficar seca.

IMPORTANTE: em qualquer um dos casos de fixacao, para ESTUDO POR MICROSCOPIA
DE TRANSMISSAO, A AMOSTRA COLHIDA NAO DEVE TER DIMENSOES MAIORES QUE
2mm. Amostras com dimensdes maiores que a indicada ndo serdo bem fixadas, o que
interferira em todo o processamento e comprometerd a andlise da ultraestrutura.
Algumas amostras ja possuem dimensées préoximas a 2mm e podem, portanto, serem
fixadas inteiras (larvas de insetos, évulos de pequenos animais, etc.). Caso o tecido a ser
colhido seja muito mole, pode-se retirar um fragmento um pouco maior e imergi-lo no
fixador por uns 10 minutos, apds os quais o tecido poderd ser fragmentado, com auxilio
de um bisturi, em pedacos menores, que serdo transferidos para um tubo, contendo a
solucdo fixadora. Normalmente é usado um tubo tipo Eppendorf, de 1,5 ou 2mlL,
preenchido com a solugao fixadora, onde varios fragmentos da amostra podem ser
imersos. Apds 24-72 horas, a solucao fixadora é substituida pelo tampao. O CM, como
padrdo, processa até 4 fragmentos de cada amostra, mas a entrega de maior quantidade
de fragmentos assegura uma reserva em caso de necessidade de repeticdo do processo.
Maior numero de fragmentos sé sera processado quando solicitado.
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No caso de AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA, AS DIMENSOES
PODEM SER MAIORES, no limite das dimensdes do suporte em que as mesmas serao
montadas (STUB, ou placa de silicio, ou outro).

Quanto 8 SOLUGAO FIXADORA, a mais utilizada para 6rgios/tecidos é a solugdo de Karnovsky
modificada, que é uma solucdo de glutaraldeido a 2,5% e formaldeido a 2% em tampao fosfato



0,1M pH7,2-7,4. O formaldeido possui melhor taxa de penetra¢cdo no tecido, porém menor
capacidade de formar ligacdes com as moléculas do mesmo e garantir a preservacdo. O
contrdrio acontece com o glutaraldeido, que penetra mais lentamente, porém forma maior
numero de ligagcdes com o tecido e estas sdo mais estdveis. Assim, enquanto o formaldeido
penetra mais rapido evitando degeneragao das células, o glutaraldeido segue garantindo a
fixacdo. Entretanto, é ideal que se faga a pesquisa de artigos que tratam de amostras
semelhantes as que serdo avaliadas pelo usudrio, pois algumas variacées na solucdo fixadora
podem render melhor conservacao das estruturas. Por exemplo, € comum em tecidos moles,
cuja taxa de penetrag¢dao da solugdo é facilitada, utilizar uma solu¢cdo contendo somente
glutaraldeido. Também no caso de tecidos muito moles e com alto teor de dgua, como tecidos
embrionarios, pode-se utilizar tampdes com molaridade menor. Ainda, existem casos em que
determinados tipos de células ndo reagem bem em contato com um dos componentes da
solugao de Karnovsky, principalmente com o formaldeido e, portanto, o mesmo nao deve ser
utilizado. Por outro lado, quando se prepara amostras para imunomarcacao, é o glutaraldeido
qgue deve ser evitado, pois suas ligacdes no tecido indisponibilizam os radicais para ligacao dos
anticorpos. Assim, é sempre muito importante a escolha cuidadosa do fixador que serd
utilizado na fixacdo primdria de suas amostras.

No preparo do fixador, € muito importante que o glutaraldeido usado seja de grau |, para
microscopia eletronica. O formaldeido, por sua vez, deve ser preparado a partir de
paraformaldeido (ndo utilizar formol ou formalina, pois sdo produtos que contém metanol em
sua férmula, que interfere na preservacao da ultraestrutura). O ideal é que a solucdo fixadora
seja fresca ou, entdo, congelada até o momento da sua utilizacao, em frascos completamente
cheios da solucdo (o ar oxida os reagentes, levando a formacdo de 4cidos que degradam a
estrutura). Ainda, deve-se evitar descongelar e congelar novamente a solucdo, o que acelera
sua degradacdo. Atencdo: os fixadores sdo tdxicos e devem ser manuseados com mdascara e
sob capela de exaustao!

Quanto ao tampado para preparo do fixador e posterior armazenamento da amostra, é comum
o uso do tampao fosfato 0,1M, pH 7,2 a 7,4, o qual possui caracteristicas mais proximas dos
fluidos fisiologicos. No entanto, caso as amostras precisem ser armazenadas por mais tempo,
indica-se o tampao cacodilato 0,1M pH 7,2-7,4, ja que o mesmo contém arsénio em sua
constituicdo, o que impedira a contaminacdo da amostra com microrganismos. No entanto,
esse tampdo é mais caro e toxico, devendo ser utilizado somente quando necessario.

O CM fornece as solugbes fixadoras mais utilizadas para a microscopia eletrénica e, para
solicita-las, o usudrio deve enviar mensagem para o e-mail pbiomet@microscopia.ufmg.br ou

pbiomev@microscopia.ufmg.br , com, no minimo, uma semana de antecedéncia, especificando
as solugdes, o volume e o numero de aliquotas que necessita, além do nimero da proposta.
As solucdes fixadoras e tampodes fornecidos pelo CM estdo detalhados na tabela de custos
para preparacdo de amostras bioldgicas, disponivel em nossa pagina online.
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COLHEITA E FIXAGAO DE TECIDOS VEGETAIS PARA PREPARACOES DE ROTINA
(TEMPERATURA AMBIENTE)

No caso de tecidos vegetais, os processos de colheita e fixacdo primaria sdo muito
semelhantes aos descritos para tecidos animais, inclusive com o uso das mesmas solu¢des
fixadoras e tampao. Entretanto, existe um fator que dificulta a fixagdo de amostras
vegetais, que é a grande quantidade de ar que pode ser encontrada dentro das células.
Porisso, é comum os fragmentos das amostras “boiarem” o que ndo permite a penetracao
correta do fixador no tecido. Uma forma de minimizar essa condicdo é fazer a fixagdo sob
vacuo. As amostras colhidas, com as dimensGes adequadas, sdao imersas no fixador e
levadas a uma camara de vacuo, para eliminagdo do ar da solugdo. Caso isso ndo seja
possivel (por exemplo, quando a colheita é feita em campo), pode ser feito o uso de uma
seringa, sem agulha, com o fixador e a amostra dentro. Ao puxar o @mbolo e controlando
a abertura da agulha com o dedo, consegue-se produzir vacuo dentro da seringa. O
processo é repetido até que seja observada a amostra “afundar” na solugao.
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COLHEITA E FIXACAO DE CELULAS EM CULTIVO ADERIDAS OU EM SUSPENSAO, PARA
PREPARACOES DE ROTINA (TEMPERATURA AMBIENTE)

Células em cultivo sdo normalmente fixadas com solucdo contendo somente
glutaraldeido (mais comumente a 2 ou 2,5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2-7,4), uma
vez que sao totalmente envolvidas pelo fixador e basta o glutaraldeido para garantir a
fixacdo. O tempo de fixacdo também é menor, entre 2 e 4 horas, uma vez que a soluc¢do
fixadora banha diretamente as células.

Todas as solugdes usadas no processo de fixacdo das células devem estar, pelo menos,
em temperatura ambiente, sendo o mais adequado aquecé-las a temperatura em que as
células sdo cultivadas.

Importante, antes de fixar as células, € importante lava-las, de preferéncia, com o préprio
meio de cultivo, porém sem acréscimo de soro. A lavagem também é feita com PBS, mas



isso pode ser agressivo para as células. A lavagem eliminara da amostra restos celulares e
proteinas do meio que interferem com o processamento, principalmente a formacado de
precipitados de solu¢des contrastantes. No caso de células em suspensdo, o processo
normalmente usado é o de centrifugacao das células, com formag¢ao de um pellet, e
ressuspensao do mesmo na solug¢ao de lavagem, repetindo o processo 3 vezes. Para
células aderidas, faz-se a retirada do meio e o substitui pela solu¢ao de lavagem, por 3
vezes. Posteriormente, retira-se a solucdo de lavagem e coloca a solucdo fixadora, por 2
a 4 horas e, entdo, lava-se novamente as células, por mais 3 x, agora com o tampao puro,
o mesmo em que foi preparada a solugdo fixadora. As células ficam armazenadas em
tampdo, em geladeira, até serem entregues no Centro de Microscopia para
processamento.

No caso de células em suspensdo, o processo mais usado é o de centrifugacdo das células,
com formacao de um pellet, e ressuspensdao do mesmo na solucdo de lavagem (meio sem
soro) e, entdo, em solugao fixadora. Apds 2 a 4 horas, centrifugar novamente e substituir
o fixador pelo tampao puro. Esse processo deve ser realizado 3 vezes, para lavagem
eficiente do fixador. Caso as células sejam muito sensiveis, a solucdo fixadora pode ser
aquecida a temperatura em que o cultivo é mantido. Para andlise por microscopia
eletronica de transmissao, apds a ultima lavagem com tampao, centrifugar para formar
o pellet e, entdo, levar a geladeira para armazenamento e posterior entrega no CM. Para
analise por microscopia eletronica de varredura, as células devem ser depositadas em
laminulas revestidas com poli-L-lisina, que devem ser mantidas imersas em tampao e
levadas dessa forma ao CM. Caso necessite, o CM fornece as laminulas para o usudrio.

No caso de cultivo de células aderidas, para microscopia eletronica de transmissao, uma
das opgdes é a tripsinizacdao das células, que se tornam suspensas e pode-se proceder da
mesma forma como descrito para células em suspens3ao, com formacao do pellet de
células. Entretanto esse processo nem sempre é desejavel, por interferir na ultraestrutura
das células a serem analisadas. Assim, o método mais usado, para células cultivadas
aderidas em placas ou garrafas de cultivo é o de, apds fixacao e lavagem das células, com
o auxilio de um raspador de células, fazer a retirada das mesmas, utilizando uma pressao
homogénea, de forma que as células sdo “descoladas” da placa ou garrafa, porém sem
serem danificadas. O ideal é que se utilize garrafas de cultivo ou placas de cultivo com
pocos de maior didametro, que permitem uma raspagem eficiente e uma boa quantidade
de células para formar o pellet. As células sdo entdo transferidas para tubos com tampao
e centrifugadas para formar o pellet. Os pellets podem ser armazenados em geladeira
para posterior entrega no CM.




Para microscopia eletrénica de varredura, as células deverdo ser cultivadas sobre
laminulas revestidas, as quais serdo lavadas e fixadas nas laminas (substituicdo do meio
pela solucdo fixadora), lavadas 3 vezes com o tampao e levadas dessa forma para
preparagao no CM.

Finalmente, em alguns casos, os objetivos do estudo por microscopia eletronica de
transmissao demandam a manutencdo das células na monocamada de cultivo sobre a
laminula, como, por exemplo, quando se quer avaliar interacdes intercelulares. Neste
caso, as células sdo preparadas pelo método de inclusdo do tipo “flat embedding” e ndo
podem ser tripsinizadas nem raspadas. A monocamada serd processada e analisada no
estado de monocamada. Esse processo é bem mais complexo e oneroso que os anteriores
e so deve ser usado quando se tem uma justifica bem clara para fazé-lo. Nesse caso, as
células devem ser cultivadas em laminas com camaras para cultivo ou sobre laminulas
com espessura igual ou acima de 0,5mm - tipo 5 (O CM fornece laminulas desse tipo). A
fixacdo e a troca pelo tampao sao feitas como explicado para células aderidas e as mesmas
sdo levadas nessas condi¢des para o CM.



