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1- OBJETIVO

Orientar e padronizar o manuseio do Equipamento Microscépio de fluorescéncia
BX53, localizado no andar inferior (sala anexa) do Laboratoério Integrado de Pesquisa do

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (LIP-PPGCBIo0).

2 — DEFINICOES

Microscopio de fluorescéncia - equipamento que integra a microscopia 6ptica com
a observacao da fluorescéncia obtida pela excitacdo de uma amostra a luz emitida em

diferentes comprimentos de onda (A).

3 — RESPONSABILIDADES

Elaboracéo: Técnicos do Laboratorio Integrado de Pesquisa do PPGCBIO;

Revisdo: Professor(a) Responsavel pelo Laboratério Integrado de Pesquisa do
PPGCBIO.

Aprovacao: Professor(a) Responsavel pelo Laboratério Integrado de Pesquisa do
PPGCBIO;

Execucdo: Professores/Pesquisadores, Alunos de Mestrado, Doutorado e Pds
Doutorado, Alunos de Iniciacdo Cientifica acompanhados, funcionarios do setor e

guaisquer outros que possuam uma permissao de acesso ao LIP.
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4 — DISTRIBUICAO

Laboratério Integrado de Pesquisa do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias

Biologicas.

5- MATERIAL NECESSARIO

Laminas devidamente preparadas e marcadas.

6 - DESCRICAO DO EQUIPAMENTO

6.1 O equipamento possui as seguintes caracteristicas técnicas:

Especificagbes
Alimentagéo 110 Vac

Obijetivas 4x, 10x, 20x, 40x e 100x (6leo)

Lampada da luz transmitida Halogénio de 100 W
Filtros de fluorescéncia Acridina, DAPI, FITC, iodeto de

propidio, Texas Red, TRITC.
Lampada da fluorescéncia Mercurio de 120 W
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6.2. A Figura 1 mostra uma visdo geral do instrumento sobre a bancada com

alguns de seus principais componentes:

-

Figura 1 — Viséao geral dos componentes do microscépio de fluorescéncia BX53

1 — No break.

2 — Computador.

3 — Mddulo de controle U-CBM

4 — Modulo X-Cite 120Q (Lampada de fluorescéncia).

5 — Painel de controle U-HSCBM (controle dos filtros de fluorescéncia).

6 — Microscopio.
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7 - DESCRICAO DO PROCEDIMENTO

AVISO 1: caso nao va ser visualizada marcacao de fluorescéncia, nao ligar os
modulos 3 e 4 dafigura 1.

AVISO 2: O manipulador deve estar paramentado conforme POP GQU 001 -
PARAMENTAQAO E ENTRADA/SAIDA DO LABORATORIO e ter higienizado as
maos de acordo com o POP GQU 002 — HIGIENIZAGAO DAS MAOS.

7.1. Ligar o no-break que alimenta o microscopio e seus moédulos (equipamento 1
na figura 1) — O no-break néo é desligado da tomada.

7.2. Ligar o computador acoplado ao microscoépio (tem 2 na Figura 1).

7.3. Caso va obter imagens com fluorescéncia, ligar o médulo U-CBM, que

alimenta o painel de controle dos filtros de fluorescéncia (item 3 na Figura 1, e

Figura 2).

Figura 2 — Indicag&o da chave liga/desliga no médulo de controle dos
filtros de fluorescéncia.
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7.4. Verificar se o controle do ajuste da intensidade do Médulo X-Cite 120Q (item
4 na Figura 1; ver também Figura 3) estd na posicdo minima. Ligar o moédulo.
Aparecerd um simbolo de lampada piscando (indicando que a lampada esta
acendendo), com duracdo de cerca de 90 segundos, apds os quais esse simbolo
deve aparecer de maneira constante. Caso apareca um simbolo de ndo (piscando
ou fixo) sobre o simbolo da lampada, significa que ela ja atingiu o limite de horas

de funcionamento.

|
Ajuste de r—\ XjC‘i‘fe_
intensidade % T
Botdo ’_\
liga/desliga !

Figura 3 — Vista frontal do mddulo da lampada de mercurio (adaptada do manual X-Cite
120Q User Guide).

7.4.1. Aguardar 20 minutos para estabilizacdo da lampada. Durante esse
periodo, pode-se prosseguir com 0s demais ajustes no microscopio.
7.4.2 IMPORTANTE: Nao desligar o médulo com menos de 20 minutos de

funcionamento, pois isso reduz a vida util dalampada.
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7.5. Ligar o microscopio (Figura 4).

Figura 4 — Localizag&@o do bot&@o liga/desliga do microscépio

(adaptada de BX53 User Manual).

7.6. Posicione a lamina no suporte laminas (item 6, Figura 5, proxima péagina).

7.7. Posicione o seletor de caminho de luz (item 4, Figura 5) para direcionar toda

a luz para os olhos.

7.8. Selecione as objetivas de 4x ou 10x para visualizar as amostras.

7.9. Regule a iluminacao por meio do botéo de ajuste da iluminacéo (item 7, Figura

5) e dos filtros de iluminacéo (item 8).

7.10. Com o auxilio dos reguladores de posicao da platina (itens 1 e 2 da Figura

5) posicione a lamina sobre o feixe de luz.

7.11. Ajuste as oculares (item 5 da Figura 5) para melhor visualizacdo do material.

7.12. Regule o foco com auxilio do ajuste macro e micrométrico (item 3 da Figura

5).
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Figura 5 — Indicag&o das principais partes do microscépio
adaptada de BX53 User Manual)..

1 — ajuste do eixo x da platina.
2 — ajuste do eixo y da platina.
3 — ajuste macrométrico da altura da platina.
4 — seletor do caminho da luz (direciona para os olhos ou para a camera)
5 — escala do ajuste de distancia entre pupilas.
6 — suporte da lamina.
7 — ajuste da intensidade da luminosidade.
8 — filtros de luz transmitida.
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7.13.

ApoOs ajustar o foco e a iluminacdo nas objetivas de aumento 4x ou 10x,

selecione a objetiva em que realizara a obtencdo dasimagens. ATENCAO: Caso utilize

a objetiva de aumento de 100x, é necessario utilizar o 6leo de imerséo.

7.14.

Para obter as imagens, abra o programa cellSens, na area de trabalho

do computador (Figura 6). O programa apresentara o layout exibido na Figura 7.

Figura 6 — Localizagdo do programa cellSens na area de trabalho do computador.
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Controles da camera Y Controles dos filtros

Area de visualizagdo das imagens

Figura 7 — Layout da tela de abertura do programa cellSens, mostrando a distribuicdo dos comandos e a
area de visualizagdo das imagens.

7.15. Para enviar as imagens para a camera e para o computador, alterar a
posicdo da chave seletora do caminho de luz (item 4, Figura 5).

7.16. Paraobter imagens com fluorescéncia, diminuir ao maximo a luz transmitida
(item 7, Figura 5).

7.17. Para visualizar a imagem da lamina, selecione a opc¢ao Live no painel de
controles da camera (Figura 8).
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Figura 8 — Detalhe do painel de controle da camera.

7.18. Para obter uma medida correta da barra de tamanho (Figura 9) selecione a

objetiva que esta sendo utilizada para obtencdo da imagem, na area de controle do

microscopio (Figura 10). Atencao: essaselecao ndo altera a objetiva, apenas corrige

aindicacdo do tamanho na barra.

Figura 9 — Detalhe da barra de tamanho na area de visualizagdo de imagens.
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Microscope Control

Figura 10 — Visualizacao da area de selecdo das objetivas.

7.19. Selecione o filtro de fluorescéncia desejado, por meio dos comandos na
area de controle do microscopio (Figura 11). Se ndo for obter imagens de fluorescéncia,
deve ser selecionado BF (bright field, campo claro). A selecdo também pode ser feita por
meio do painel de controle U-HSCBM, localizado sobre a bancada do microscépio
(Figura 12). Esse painel permite alterar apenas o filtro de fluorescéncia, as demais
opcdes estdo inabilitadas.

. Device Um

& [ BX3Mirror Turret
Figura 11 — Visualizacdo da area de selecdo dos filtros de fluorescéncia.
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e e e

Figura 12 - Painel de controle U-HSCBM, com indicacao dos botfes para alteracéo do
filtro de fluorescéncia.

7.20. Para obtencdo da melhor quantidade de luz na imagem, alterar a
intensidade de iluminagcdo no Mdédulo X-Cite 120Q (Figura 3), e também atuar nos
comandos da camera (Figura 7, detalhes na figura 13). Dica: selecionar a opcéo
Automatic para o tempo de exposicdo. Apds 0 auto ajuste realizado pelo programa,
mudar para ajuste Manual, e realizar pequenas corre¢cdes para tentar melhorar o
resultado final da imagem. Para preservar a marcacdo das laminas, é possivel selecionar
os filtros de densidade neutra (ND), localizados na parte traseira do braco do sistema de
fluorescéncia (Figura 13). Esses filtros reduzem a intensidade da luz, de acordo com o

valor marcado ao lado de cada um deles (1,5 — 6 — 25 ou 0-zero).
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Figura 13 — Cassete contendo os filtros ND para atenuagédo da luz refletida
(adaptada de BX53 User Manual).

7.21. Quando a imagem estiver com a qualidade desejada, selecionar a opcéo
Snapshot (Figura 14). A imagem sera salva automaticamente com a abertura de uma

janela na area de visualizacdo de imagens.

@ Snapshot @ |641ms =

Camera Control

Z mEB @S @Bk
W o]
Live Snapshot

Exposure: 6.41 ms a

") Manual

©) Automatic [C]SFL

- Erov @l

Region:

Ful Image -

Sensitivity:

IS0 200 M|

Exposure compensation:

0 )

Figura 14 — Detalhes das opc¢des de controle da camera.
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7.22. Uma viséo geral de todas as imagens salvas pode ser obtida selecionando
a opcéao Gallery na regido inferior e a direita da tela, abaixo das opcdes de controle da

camera (Figura 15).

Figura 15 — Localizacdo da galeria de imagens

7.23. As fotos podem ser salvas a partir da galeria, selecionando as imagens
desejadas e clicando com o botdo direito do mouse nas opc¢des Save ou Save as. No
primeiro caso, as imagens irdo para a pasta definida para armazenamento de imagens
(Computer—Local Disk (C:)—Users—user—Pictures—Sobreposicao). No segundo
caso, pode-se selecionar a pasta de destino. IMPORTANTE: Ao final do experimento,
salve suas imagens com o pendrive do LIP, para armazenar em um dispositivo de

sua confianca. Por raz6es de manutencao ou falha técnica, os computadores dos
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equipamentos do LIP podem ser formatados quando requisitado pelas

assisténcias técnicas dos equipamentos.

8 - PROCEDIMENTO PARA DESLIGAR O EQUIPAMENTO.

8.1. Fechar o programa cellSens, e a seguir desligar o computador atraves do
Windows.

8.2. Remova sua lamina do microscopio. Para isso, posicionar o revolver para
ndo deixar nenhuma objetiva sobre ela. Caso a objetiva de 100x tenha sido usada,
efetuar a limpeza da mesma para remover o0 excesso de Oleo.

8.3. Desligar o botao liga do microscoépio (Figura 4). OBS. Verificar se o botéo
de intensidade da luz transmitida (item 7, Figura 5) esta na posi¢do minima.

8.4. Posicionar o controle do ajuste da intensidade do Médulo X-Cite 120Q na
posicdo minima (Figura 3). Desligar o médulo. ATENCAO: o médulo s6 pode ser

desligado apés um periodo minimo de 20 minutos de funcionamento.

8.5. Desligar o médulo de controle dos filtros de fluorescéncia (Figura 2).

8.6. Desligar o no-break do microscépio (item 1 da Figura 1). ATENCAOQ: n&o
remover datomada.

8.7. Desligar o monitor da tomada (pois € o Unico equipamento que nao esta
ligado ao no-break).

8.8. Cobrir o microscopio com a capa protetora.
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9 REFERENCIAS

BX53 User Manual.

X-Cite 120Q User Guide
BX3-RFAS — Reflected Fluorescence System User Guide
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