Cortes em Criostato
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Materiais
O.C.T.
O.C.T. trash
Lupa, pincas e papel-Toalha;
Materal a ser emblocado;
Recipiente de emblocamento;
Gelo seco;
Pincéis;
Navalha,
Caixa de laminhas;
Laminas
Poli-lisina,

Procedimentos

Pré-utilizacao - Preparo do bloco de O.C.T. e
lamina

Prepara laminas com poli-lisina (50 pL/lamina) mantendo-
a em toda a superficie da lamina — marcar na lamina o
lado com poli-lisina.

Separar material previamente fixado;

Pegar gelo seco (freezer do anatdmico — Subsolo do bloco
F - ICB), pinca, recipiente de emblocamento e O.C.T..
Cologue O.C.T. no recipiente e depois a amostra a ser
cortada de modo a ficar totalmente imersa no O.C.T.
Utilize a lupa para manter o material na posicao ideal para
corte.

Cologue o recipiente no isopor com gelo seco de modo a
nao modificar a orientacdo do material a ser cortado —
espere 0 O.C.T. endurecer, ou seja, adquirir com
aparéncia branca.

Leve as amostras emblocadas, O.C.T., navalha, |aminas
com poli-lisina, caixa de laminas e pincéis para o criostato.

Utilizacdo do criostato:

Caso o criostato esteja em temperaturas maiores que -20
graus, ajuste a essa temperatura (temperatura ideal para
corte) e espere uma hora para a estabilizagdo da mesma.

Nesse mesmo momento, mantenha a navalha e os pincéis
dentro do criostato para deixa-los a -20 durante o
procedimento.

ApGs o resfriamento, ligue a luz do criostato.

Obs.: execute todos os ajustes com o manipulo
travado.

A: manipulo travado.
B: manipulo destravado.

Ajuste a espessura dos cortes.

Obs.: em cortes de olho, cabeca de embrido ou retina utilize
10 um.

Passe O.C.T. (recipiente O.C.T. trash) no suporte
para o material emblocado e cole esse material.
Depois encaixe-0 no criostato.

A: controle de encaixe do suporte.
B: material emblocado no criostato, colado no suporte.

Encaixe a navalha gelada no seu suporte e regule
a orientagdo da amostra em relagdo a navalha de
mordo a deixa-la perpendicular.

A: suporte da navalha
B: material a ser cortado.
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Corte:
. Destrave o manipulo

. Aproxime ou afaste o corte utilizando os botdes do lado
squerdo.

. Quando o bloco estiver bem proximo a navalha, comece a
tilizar o manipulo. A cada vez que ele rodar no sentido
orario, o bloco se aproximara da navalha na distancia
scolhida anteriormente (no exemplo dos olhos, 12 pm).

0. Quando o material a ser cortado chegar a regido a ser
2colhida, coloque o anti-roller na posicao de recolhimento.

imagem a direta ilustra o anti-roller (a) na posigéo de recolhimento.

1. Gire o manipulo para obter o corte (se fizer isso de forma
nta, 0 corte saird mais espesso que o pretendido), trave o
1anipulo e retire o anti-roller da posicao de recolhimento.

2. Utilize o pincel para deixar o corte liso e coloque a lamina
o lado com poli-lisina em cima do corte, recolhendo-o.

)bs.: ndo deixe a lamina dentro do criostato, pois é a
iferenca de temperatura que faz o corte ‘cole’ na mesma.

Esquema de realizac&o de corte em criostato segundo
os procedimentos pré-estabelecidos do texto.

13. Retire o maximo de cortes possiveis, tentando deixa-
los préximos e centralizados na lamina.

Quando terminar de retirar os cortes do bloco
14. Trave o manipulo.

15. Retire o restante da amostra com O.C.T. do suporte
e deposite no recipiente O.C.T. trash.

16. Retire a navalha e guarde-a em uma caixa de tip
colando-a com um pedaco de fita (isso evita que ela bata
na parede da caixa e perca a afiacéo).

17. Limpe o criostato com élcool 70% nao deixando
nenhum rastro de O.C.T. no equipamento.

18. Deixe a alavanca toda para traz apertando o botdo
da esquerda (quadrado vermelho abaixo).

19. Desligue a luz, coloque na temperatura ideal (varia
de laboratério para laboratério, pergunte ao técnico
responsavel) e deixe o vidro do criostato um pouco
aberto.
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