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PARTE | — ORGANIZANDO
O LABORATORIO

Antes de iniciarmos qualquer trabalho, devemos avaliar as suas condigdes.
Isso significa conferir se todos os reagentes estido disponiveis, avaliar os pro-
tocolos que serdo utilizados, a rotina de experimentagdo e o tempo necessario
e verificar se tudo esta acertado para a execugdo do experimento. Ou seja: é
necessario organizar o laboratdrio.

Visando facilitar o uso do laboratério e o treinamento de pessoal, devemos
adotar um manual de biosseguranga e de procedimentos operacionais padrao.
Esses dois itens fazem parte das boas praticas de laboratdrio que determinam
o bom funcionamento e a padronizagao das regras de uso daquele ambiente e
das experimentagdes que la serdo feitas. Dessa forma, garantimos um melhor
desempenho no ambiente de trabalho, com menos perda de tempo a cada
experimentacdo feita pelos diferentes usudrios.



CAPITULO 1
BOAS PRATICAS DE LABORATORIO

Sabrina Dick, Karina Teixeira Pinheiro

Laboratdrios nao sdo lugares necessariamente perigosos, embora possam
apresentar certo risco potencial. Todos os que trabalham direta ou indireta-
mente nesses ambientes devem ser responsaveis ao desenvolver suas ativi-
dades, evitando atitudes que possam acarretar acidentes e possiveis danos a
eles mesmos, aos colegas, ao patrimonio e ao meio ambiente. Esteja sempre
atento e seja cuidadoso e metddico com relagdo ao trabalho a ser executado,
concentrando-se nas atividades e evitando quaisquer distragdes. Da mesma
forma, nao distraia os demais usuarios durante a execugdo de trabalhos no
laboratério.

Os acidentes nao acontecem; eles sao causados. Resultam, normalmente,
de uma atitude indiferente dos utilizadores, da auséncia de senso comum, da
falha no cumprimento das instrugdes a serem seguidas ou da pressa excessiva
na obtencao de resultados. Vale salientar que os riscos de acidentes sdo maio-
res quando nos acostumamos a conviver com o perigo e passamos a ignora-
-lo. Sendo assim, acidentes podem ser evitados, ou pelo menos terem suas
consequéncias minimizadas, desde que sejam tomadas as devidas precaugoes.

Os principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL) sdo o conjunto de
regras basicas necessdrias para o funcionamento seguro dos laboratérios e das
aulas praticas, e dizem respeito a organizagao e as condigdes sob as quais estu-
dos em laboratérios e/ou de campo sdo planejados, desenvolvidos, monitora-
dos, registrados e relatados. As BPL sao um sistema de qualidade fundamental
para o desenvolvimento de testes de qualidade assegurada e para a confiabili-
dade de todo o processo técnico-cientifico.

No Brasil, a partir do Decreto n° 6.275, de 28 de novembro de 2007, a Co-
ordena¢ao Geral de Acreditagao (Cgcre), vinculada ao Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade (Inmetro), passou a ser a autoridade
brasileira de monitoramento da conformidade aos principios das BPL, reco-
nhecendo e acreditando instalagdes de teste que realizam estudos exigidos
por o6rgaos regulamentadores para o registro de produtos agrotoxicos, farma-
céuticos, aditivos de alimentos e ragdes, cosméticos, veterinarios, produtos
quimicos industriais e organismos geneticamente modificados (OGM), entre
outros, visando avaliar os riscos ambiental e a satide humana. Para estabelecer
os procedimentos e os documentos normativos utilizados no reconhecimento
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da conformidade de instalagdes/unidades de teste aos principios das BPL,
a Cgcre criou a “Norma N° NIT-DICLA-035 - Principios das boas praticas
de laboratério (BPL)™ a partir de documentos publicados pela Organizagao
para o Desenvolvimento e Cooperagdo Econémica (OCDE). Os documen-
tos que complementam essa norma sio: NIT-DICLA-034; NIT-DICLA-036;
NIT-DICLA-037; NIT-DICLA-038; NIT-DICLA-039; NIT-DICLA-040; NIT-
-DICLA-041; NIT-DICLA-043.

A implantagdo das BPL tem como objetivos a garantia de dados confiaveis,
a padronizagdo de procedimentos, a racionalizagdo do trabalho e a elimina-
¢do de erros operacionais, além de possibilitar maior rapidez no acesso as
informagdes, melhorias nos resultados, aperfeicoamento dos procedimentos
de trabalho e aceitagao ampla dos dados produzidos.

A seguir, sdo expostas algumas diretrizes basicas das BPL. Para o caso de se
pretender a acreditagao do Inmetro, sugerimos que sejam seguidas as etapas do
Programa de Monitoramento de BPL e instaurado um sistema de gestao de qua-
lidade e biosseguranca comprometido com as normas da Associagdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), ambos disponiveis nos websites das respectivas
instituigdes. Essa certificagdo, bem como as da Organizagao Internacional para
Padronizagao (International Organization for Standarization - ISO), confere uma
maior confiabilidade de produtos, processos e/ou servigos de uma organizagao.

1.1 PRINCIPIOS GERAIS

As regras e os conselhos gerais para desenvolver um trabalho laboratorial
com seguranga estao principalmente relacionados a organizagao. Isso signifi-
ca que o tempo dedicado a organizagdo das atividades contribui para prevenir
riscos quimicos, bioldgicos e acidentes inerentes a manipulagdo de reagentes
€ equipamentos.

Antes de qualquer trabalho laboratorial, o operador deve estar informado sobre
os riscos oferecidos pelos produtos quimicos e equipamentos a serem utilizados.
Conbhecer os procedimentos de seguranga e de emergéncia em casos de acidentes
ajuda na protecao contra os possiveis riscos. O operador deve sempre planejar o
trabalho que vai realizar, pois s assim podera executa-lo com seguranga.

Dicas
« Nenhum trabalho é tao importante e tdo urgente que nao possa ser
planejado e executado com seguranga.
» A segurancga ¢ uma responsabilidade coletiva que requer a coopera-
¢do de todos os individuos do laboratdrio.

! Disponivel no site do Inmetro: <http://www.inmetro.gov.br/monitoramento_BPL/>. Acesso

em: 13 abr. 2017.
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As BPL exigem que todos os membros de um laboratério observem algumas
regras basicas de utilizacdo das dependéncias, conforme descritas a seguir.

1.1.1 NOCOES BASICAS DE ORGANIZAGCAO DO PESSOAL
DA UNIDADE DE OPERACAO

1. Leve a bancada de trabalho apenas o material indispensavel a sua exe-
cugdo. Guardar os objetos pessoais (bolsas, casacos etc.) nos armarios
existentes na area externa ao laboratdrio, se disponiveis, ou em area
exclusiva para esses objetos.

2. Certifique-se de que os integrantes do grupo e os visitantes estejam
utilizando os equipamentos de seguranca adequados. O acesso de pes-
soas nao autorizadas ao laboratoério deve ser restrito e controlado.

3. Sempre trabalhe vestindo um jaleco branco com mangas longas. Aten-
te aos fatos de que o jaleco deve ser usado apenas durante a experimen-
tagdo e que ele so deve ser retirado do laboratério para lavagem, o que
deve ser feito toda semana. Antes de lava-lo normalmente, esterilize-
-0 com a ajuda de um aparelho de autoclave utilizando um recipiente
adequado.

4. Novos usuarios devem ter treinamento e orientagao especificos sobre
as BPL e sobre os principios de biosseguranca aplicados ao trabalho
que irao desenvolver. Esse treinamento deve ser providenciado pelo
responsavel pelo laboratério.

5. Nao perturbe ou distraia quem estiver realizando um trabalho no
laboratério.

6. Todos os procedimentos, como uso de equipamentos, protocolos de
preparacao de solugdes etc., devem ser conduzidos de acordo com um
procedimento operacional padrao (POP) de facil acesso aos usuarios
do laboratoério. Os POP devem ser revistos periodicamente, datados e
assinados pelo responsavel pelo laboratério.

7. Planeje bem os protocolos e realize seus procedimentos operacio-
nais. Antes de comegar um experimento, saiba exatamente o que sera
consumido e quais equipamentos serdo utilizados, verificando suas
disponibilidades.

8. Crie o habito de registrar todos os detalhes de experimentos em um
caderno individual (que deve ser mantido no laboratério) para garan-
tir a reprodutibilidade experimental e possibilitar a detec¢do de erros
experimentais e suas corregoes.

9. Evite trabalhar sozinho e fora do horario de trabalho convencional.
Procure sempre trabalhar proximo de alguém que possa ouvi-lo se
houver qualquer problema. Caso precise utilizar o laboratério fora do
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10.

11.

12.
13.

14.
15.

1.1.2

horario convencional de trabalho, comunique o fato ao responsavel
pelo local e, se necessario, pecaa ele uma autorizacao.

Ao trabalhar com materiais ou técnicas de risco, o responsavel pelo
laboratdrio tem o direito de exigir que outra pessoa esteja presente.

Certos cilindros de gases, como os de CO e H,, ndo podem permane-
cer nos laboratérios quando nao estiverem sendo usados. Os demais
cilindros, quando em uso, ou mesmo quando armazenados, devem
estar sempre presos as paredes ou as bancadas.

Nao utilize vidrarias trincadas, lascadas ou quebradas no laboratério.

Sempre utilize luvas para manusear ponteiras e mantenha os suportes
sempre cheios.

Caminhe com atengéo e nunca corra no laboratério.

Nao faga nada com pressa!

LOCAL DE TRABALHO, REAGENTES, MATERIAL DE USO
COMUM E EQUIPAMENTOS

O local de trabalho deve ser mantido sempre em ordem. Ao perceber
algo fora do lugar, coloque-o de volta no local apropriado. A iniciativa
propria para manter a ordem ¢ sempre muito bem-vinda.

Seja cuidadoso para ndo contaminar equipamentos dentro ou fora da
sala.

Todos os usuarios deverdo limpar e arrumar as bancadas e os equipa-
mentos apds o uso. Descontamine todas as superficies de trabalho dia-
riamente, antes e apos o uso, e quando houver respingos ou derrama-
mentos. Observe o processo de desinfec¢ao especifico para a escolha e
a utilizacdo do agente desinfetante adequado.

Cuide da limpeza adequada do material utilizado para ndo contaminar
0s reagentes.

Mantenha os reagentes inflamaveis tdo longe de chamas ou fontes de
calor quanto possivel.

Use os equipamentos do laboratério apenas para seu proposito desig-
nado. Utilize os equipamentos somente apds ter lido e compreendido
suas instru¢des de manuseio e seguranga.

Sempre anote a data de utilizagdo de um equipamento quando houver
um “livro” de registro de uso.

Ao perceber que um equipamento estd quebrado, registre o problema
em um livro de registro de uso e o comunique imediatamente aos res-
ponsaveis para que o reparo possa ser providenciado.

Consulte dados de seguranca, propriedades fisicas e toxicidade de
reagentes quimicos com os quais ndo esteja familiarizado antes
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19.

Dica

1.1.3

de utiliza-los, e esteja atento aos procedimentos apropriados de manu-
seio de agentes perigosos.

Todos os recipientes que contenham produtos, especialmente os que
oferecem algum risco, devem estar devidamente rotulados com uma
clara identificagdo, o mais completa possivel.

Evite exposicao a gases, vapores e aerossois. Utilize sempre uma cabine
quimica (capela) ou uma camara de controle biologico (“fluxo lami-
nar”) para manusear esses materiais.

Evite qualquer contato entre reagentes e a pele.

Nunca deixe frascos de reagentes abertos e estoque-0s o mais proximo
possivel do chéo.

Nao carregue reagentes quimicos pelos corredores. Mantenha-os sem-
pre proximos a estagdo de trabalho para evitar acidentes.

Nunca aquega recipientes fechados.

Siga os procedimentos de descarte adequados para cada reagente ou
material de laboratdrio.

Sempre que efetuar a diluicdo de um acido concentrado, adicione len-
tamente, e sob agitagdo, o acido sobre a dgua, e nunca o contrario.

Ao aquecer um tubo de ensaio contendo qualquer substancia, nunca di-
recione a extremidade aberta do tubo a vocé ou a uma pessoa proxima.

Ao testar o odor de um produto quimico, desloque os vapores que se
desprendem do frasco com as maos em sua diregdo. Nunca coloque o
frasco sob o nariz. Tenha em mente que esse teste nem sempre pode
ser feito.

Lembre-se de que, dependendo da concentragdo, todas as substan-
cias sdo toxicas.

MANUTENCAO DAS INSTALACOES
As éreas de trabalho devem estar sempre limpas e livres de obstrugoes.

Escadas e sagudes ndo devem ser usados para estocagem de materiais
ou equipamentos de laboratorio. Isso se aplica também a equipamen-
tos de uso pessoal (por exemplo, bicicletas, radios etc.).

As areas de circulagdo e de passagem dos laboratdrios devem ser sem-
pre mantidas limpas.

Os acessos aos equipamentos e as saidas de emergéncia nunca devem
estar bloqueados.
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10.

11.

Dicas

Os equipamentos de laboratdrio devem ser inspecionados e mantidos
em boas condi¢des de uso por pessoas qualificadas para esse trabalho.
A frequéncia de inspegdo depende da taxa de risco do equipamento e
das instrugdes do fabricante. Os registros contendo inspe¢des, manu-
tengoes e revisdes dos equipamentos devem ser guardados e arquiva-
dos pelo lider do laboratdrio.

Todos os equipamentos devem ser guardados adequadamente para
prevenir quebra ou perda de componentes.

Quando possivel, os equipamentos devem possuir filtros de linha que
evitem sobrecarga devido a queda e ao posterior restabelecimento de
energia elétrica.

Os equipamentos e reagentes quimicos devem ser estocados de forma
apropriada.

Reagentes derramados devem ser limpos imediatamente e de maneira
segura.

Os materiais descartados devem ser etiquetados e colocados em locais
adequados.

Materiais usados ou nao etiquetados ndo devem ser acumulados no
interior do laboratério e devem ser descartados imediatamente apds
a sua identificagao, seguindo os métodos adequados para descarte de
material de laboratério.

Para organizar melhor o laboratdrio, codifique os reagentes, identifi-
que-os com um adesivo e faga uma lista contendo o cédigo e o nome
de cada reagente. Essa lista deve estar disponivel para consulta a todos.
Identifique com letras grandes em papel autoadesivo o que ha em
cada gaveta e atras de cada porta.

1.2 CUIDADOS ESPECIFICOS EM UM LABORATORIO

1.2.1
1.

PIPETADORES E MICROPIPETADORES AUTOMATICOS

Muito cuidado para ndo encostar a haste do pipetador nas paredes dos
frascos ou nos liquidos.

O pistao das micropipetas possui dois estagios: o primeiro ¢ o de ajus-
te de aspiragdo e o segundo ¢ o de dispensa do volume medido. Para
garantir a precisido da pipetagem, pressione o pistao até o primeiro
estagio e, apds o encaixe da ponteira, mergulhe-a no liquido e solte
lentamente o pistao. Para liberar totalmente o liquido pipetado, basta
pressionar o pistdo até o segundo estagio.
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9.

10.

Pressione o pistdo de modo lento e constante.

Sempre troque a ponteira antes de aspirar liquidos, amostras ou rea-
gentes diferentes.

NUNCA pipete liquidos com temperatura superior a 70 °C ou inferior
a4°C.

Nao vire o pipetador de cabega para baixo ou deite-o enquanto hou-
ver liquido na ponteira, pois o liquido pode ir para o interior da mi-
cropipeta, prejudicando a calibragem e diminuindo o tempo de vida
util da mesma.

Tenha cuidado ao aspirar suas amostras para que elas nao entrem no
pipetador. Caso isso ocorra, proceda a limpeza interna dele ou solicite
ajuda de seu supervisor para o procedimento.

Depois de pipetar liquidos acidos ou corrosivos, remova o porta-cone
e lave o pistao, o selo, o-ring e o interior do porta-cone com agua des-
tilada. Se ndo souber como proceder, solicite ajuda.

Se sujar o pipetador por fora, tenha sempre o cuidado de limpa-lo.

NUNCA ajuste o volume acima da especificagao.

1.2.2 CAMARA DE CONTROLE BIOLOGICO (“FLUXO LAMINAR”)

1.

10.

11.

A circulagdo de pessoas no laboratdrio durante o uso da cabine deve
ser evitada.

Ligue a cabine e a luz UV de 15 min a 20 min antes e ap6s o seu uso.
Trabalhe com as portas do laboratério fechadas.

Antes de iniciar o trabalho e ao finaliza-lo, descontamine todo o inte-
rior da camara com gaze estéril embebida em dlcool etilico ou isopro-
pilico a 70%.

Lave maos e antebragos com agua e sabdo e seque-os com papel toalha
descartavel.

Passe alcool etilico ou isopropilico a 70% nas maos e nos antebragos.

Use jaleco de manga longa, luvas, mascara, gorro e propé quando
necessario.

Coloque os equipamentos, os meios, a vidraria etc. no plano de ativi-
dade da area de trabalho.

Limpe todos os objetos antes de introduzi-los na cabine.

Organize os materiais de modo que itens limpos e contaminados nao
se misturem.

Minimize os movimentos dentro da cabine.
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12.

13.

14.

15.

1.2.3

Coloque os recipientes para descarte de material no fundo ou nas late-
rais da drea de trabalho (pode ser em camaras laterais).

Cuide para nunca obstruir o fluxo de ar da cabine pelo mau posiciona-
mento de objetos em seu interior.

Faga uso de um incinerador elétrico ou de um microqueimador auto-
matico. Quando utilizar o bico de Bunsen, tome cuidado com a altura
da chama, pois ela pode queimar o filtro HEPA. Sempre que possivel,
use um pipetador automatico. Se utilizar pipetadores de vidro, higieni-
ze-os em uma autoclave em embalagens individuais ou em tubos espe-
cificos para esse fim, deixando a ponta da pipeta para baixo.

Conduza as manipulagdes no centro da area de trabalho.

AUTOCLAVES

As autoclaves utilizam como método de esterilizagdo o calor imido
sob pressao (vapor de dgua saturado). A esterilizagdo se da apos pelo
menos 20 min a 121 °C, pressdo de 1 atmosfera (101 kPa, 151 Ib/in
acima da pressdo atmosférica).

Prepare o material cobrindo as aberturas e as partes vulneraveis com
folha de aluminio, no caso de vidrarias, ou empacote-o completamente
em campo de algoddo ou papel crepado, ou ainda envelopando-o em
papel grau cirtrgico.

Sempre cole a fita indicativa de autoclavagem antes do processo de es-
terilizagdo. Isso s6 ndo é necessario em caso de utiliza¢ao do papel grau
cirurgico que vem com o indicador de esterilizagdo na lateral.

Todos os frascos, vazios ou ndo, devem sempre estar com suas tampas
semiabertas.

Néo utilize autoclaves automdticas (que liberam a pressdo interna
abruptamente) para esterilizagdo de liquidos e meios de cultura. Nes-
ses casos, a autoclave deve diminuir a pressao interna pelo resfriamen-
to gradual do sistema até a temperatura ambiente, para que entdo se
proceda a abertura do equipamento e a retirada do material estéril.
Se a pressao for liberada repentinamente, com o sistema aquecido, o
liquido a ser esterilizado entrara em ebuli¢do e podera vazar dentro da
autoclave, podendo causar danos ao equipamento.

Providencie com antecedéncia o material estéril a ser utilizado, identi-
ficando-o com nome e data de esterilizacao.

Sempre que utilizar a autoclave para descontamina¢ao de material in-
fectante, proceda a limpeza interna da mesma e a troca da agua de seu
interior. Preferencialmente, utilize a autoclave apenas para desconta-
minacdo de material.

Use agua destilada nas autoclaves sempre que possivel.
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9.

Periodicamente, realize um teste biologico de esterilizagao nas auto-
claves. O Ministério da Saude recomenda o uso dos indicadores biol6-
gicos, semanalmente, na instalaqéo € na manutenc¢ao da autoclave
e também em todas as cargas que contenham artigos implantaveis.
Os indicadores bioldgicos para autoclaves consistem em esporos de
Geobacillus stearothermophillus, geralmente autocontidos, e vocé
deve seguir as indicagdes do fabricante do teste para assegurar a
sua validade. Todos os resultados desses testes devem ser documen-
tados e arquivados.

1.2.4 CENTRIFUGAS

1.
2.

1.2.5

Dica

Sempre verifique se os tubos a serem centrifugados estao bem fechados.

Se houver uma tampa interna, verifique se a mesma se encontra bem
encaixada e fechada.

No caso de centrifugas refrigeradas, apds a sua utilizagdo, desligue-a e
aguarde o derretimento de possiveis cristais de gelo para proceder com
a secagem da agua que se formou, e s6 entao feche a tampa. Nunca des-
ligue o equipamento e feche-o se houver gelo ou dgua em seu interior.
Isso pode ocasionar contaminagdo por microrganismos e deterioragdo
das borrachas de vedagao, entre outros problemas.

Tenha sempre muito cuidado ao utilizar ultracentrifugas. Elas podem
atingir velocidades de centrifugagao altissimas e, se ndo forem bem
utilizadas, podem provocar acidentes.

MATERIAIS COMBUSTIVEIS E INFLAMAVEIS
Guarde todos os materiais combustiveis e inflamaveis apropriadamente.

Trabalhe sempre com uma ventilacdo adequada se uma atmosfera infla-
mavel puder ser gerada; por exemplo, ao pipetar solventes inflamaveis.

Avise a todos os presentes no laboratério quando estiver realizan-
do um procedimento que utilize liquidos ou gases combustiveis
ou inflamaveis.

Ao trabalhar com materiais combustiveis ou inflamaveis, evite o uso do
bico de Bunsen, de modo direto ou indireto, pela proximidade da chama
e pelos materiais utilizados. Se precisar usar a chama, utilize-a apenas
durante o tempo necessario e apague-a assim que terminar o trabalho.
Néo é recomendavel proceder a uma destilagio em pressdo reduzida
utilizando uma chama devido a possibilidade de superaquecimento
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local. Antes de acender a chama, remova todos os materiais com-
bustiveis e inflamdaveis da drea de trabalho. Evite também utilizar a
chama préxima a equipamentos que possam gerar faiscas.

1.2.6 CABINE QUIMICA (CAPELA)

As capelas dos laboratérios servem para conter o trabalho com rea-
¢oes que utilizem ou produzam vapores toxicos, irritantes ou inflamaveis,
mantendo o laboratdrio livre de tais componentes. Com a janela corredi-
¢a abaixada, a capela fornece uma barreira fisica entre o executor da tarefa
e a reacao quimica. Todos os procedimentos envolvendo a liberagdo de
materiais volateis, toxicos ou inflamaveis devem ser realizados em uma
capela para eliminar os riscos.

Dica
o As capelas ndo sdo uma prote¢do contra explosoes.

Quando existe risco de explosao, outras medidas adicionais devem ser
tomadas para prote¢do individual. Os equipamentos utilizados em cape-
las devem ser aparelhados com condensadores, traps de resfriamento ou
sugadores para conter e coletar, na medida do possivel, os solventes de
descarte e os vapores toxicos. A capela ndo é um meio de descarte de
reagentes quimicos.

1. As capelas devem ser verificadas antes de cada utilizagdo (no minimo
uma vez por més) para assegurar que a exaustido de gases funcione
apropriadamente. Antes de sua utilizagao, assegure-se de que o fluxo
de ar esteja adequado.

2. Ajanela corrediga deve permanecer fechada, exceto quando a capela es-
tiver passando por reparos ou quando estiver sendo utilizada. Na even-
tualidade de estar aberta, a janela deve ficar elevada entre 30 a 45 cm.

3. Osaparelhos, equipamentos e reagentes devem ser colocados pelo me-
nos a 15 cm de distancia da janela da capela. Esse procedimento reduz
a turbuléncia durante o manuseio e evita a perda de contaminantes
para fora da capela, na area do laboratoério.

4. As capelas ndo devem ser utilizadas como local de estoque de reagen-
tes. Isso pode interferir no fluxo de ar em seu interior e provocar ris-
cos adicionais as reacdes e aos processos efetuados no seu interior. Os
frascos com reagentes quimicos e os frascos para descarte de solventes
devem estar presentes no interior da capela somente enquanto estive-
rem em uso, e devem ser estocados em lugares apropriados ap6s o uso.

5. As capelas devem ser deixadas em funcionamento continuo durante o
manuseio de reagentes em seu interior.
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6.

O uso da capela ¢ altamente recomendado ao se trabalhar com ma-
teriais e combustiveis inflamaveis, materiais oxidantes, materiais com
efeitos toxicos sérios e imediatos, materiais com outros efeitos toxicos,
materiais corrosivos e materiais que reagem perigosamente.

1.2.7 MATERIAL CRIOGENICO E TRAPS DE RESFRIAMENTO

1.

Utilize luvas e mascaras apropriadas ao preparar ou manusear traps de
resfriamento abaixo de — 70 °C ou liquidos criogénicos (por exemplo,
nitrogénio liquido).

Nunca utilize nitrogénio liquido ou ar liquido no resfriamento de ma-
teriais inflamaveis ou combustiveis em contato com o ar. O oxigénio da
atmosfera pode condensar e ha risco de exploséo.

Utilize sempre um frasco de Dewar especifico para liquidos criogéni-
cos, e ndo um frasco normal para vacuo.

Use luvas apropriadas ao manusear materiais criogénicos (por exem-
plo, gelo seco).

Sistemas de resfriamento contendo gelo seco/solvente devem ser pre-
parados com cuidado pela adigdo lenta de pequenas quantidades
de gelo seco ao solvente; isso evita que, ao borbulhar, o solvente
seja derramado.

Nunca coloque a cabega no interior de um recipiente contendo gelo
seco, uma vez que um alto nivel de CO, pode se acumular dentro do
recipiente e provocar asfixia.

1.2.8 APARELHOS E EQUIPAMENTOS ELETRICOS

1.

Todos os equipamentos elétricos adquiridos ou aprovados devem ter
certificado de qualidade.

Nao utilize extensoes para ligar aparelhos a instalagdes permanentes.

Utilize interruptores com circuito de fio terra quando existir o risco
de o operador estar simultaneamente em contato com dgua e equipa-
mentos elétricos.

Somente pessoal qualificado e treinado esta autorizado a consertar ou
modificar equipamentos elétricos ou eletronicos.

1.3 LIMPEZA DE BANCADAS

Independentemente do procedimento a ser realizado sobre a banca-
da, uma correta e eficiente limpeza dessa superficie é indispensavel. Todo o
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procedimento pode ser comprometido se a bancada utilizada estiver conta-
minada. A limpeza deve ser feita com papel toalha, sem esfregar repetida ou
circularmente e sempre utilizando luvas (como mostra a Figura 1.1). Utilize
uma solugdo de hipoclorito de sédio (0,5%) seguido de etanol (70%).

A ;

Figura1.1 Modo correto de limpeza de uma bancada.

1.3.1 DILUICOES PARA SOLUCOES BASICAS DE LIMPEZA

Em geral, os produtos utilizados na limpeza de bancadas e materiais preci-
sam ser diluidos, pois sua composi¢do pura torna-se desnecessaria ou até mes-
mo prejudicial. Assim, é preciso diluir tais produtos a concentragdes especificas.

Usando a férmula apresentada a seguir, inicia-se o processo de diluigao.
Com esta formula é possivel identificar a quantidade (volume) do produto
original necessaria para se obter a concentragao final desejada.

ViIxCl=V2xC2

em que
V1 = volume do produto original;

V2 = volume do produto diluido (varia de acordo com a necessidade do
laboratorio);

C1 = concentragio original do produto;

C2 = concentra¢ao desejada/diluida.

Apés descobrir o volume do produto original necessario para a diluigdo,
basta medi-lo utilizando uma proveta ou pipeta. Coloque o volume medido
em uma proveta e complete com dagua destilada até chegar ao volume desejado
(o mesmo utilizado no calculo). Para finalizar, deposite a solu¢do produzida
em um recipiente devidamente identificado.
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Esse roteiro pode ser utilizado na produgéo de solugdes de etanol, hipoclo-
rito de sddio, detergentes, entre outros.

Exemplo:

Tendo a disposigdo 11 de hipoclorito de sédio a 99,8% (considera-se 100%) em es-
toque e desejando 500 mL de solugdo a 0,5%, utilize a formula da seguinte maneira:

VixCl=V2xC2
V1 x 100 =500 x 0,5
V1=2,5mL

Serdo necessdrios 2,5 mL de hipoclorito a 99,8% para produzir 500 mL de
hipoclorito a 0,5%.

Utilizando uma pipeta, separe 2,5 mL do hipoclorito a 99,8% e o deposite em
uma proveta, completando o volume com dgua destilada até a marca de 500 mL.
Deposite a solugdo produzida em um recipiente devidamente identificado.

1.4 DESCARTE DE MATERIAIS

O manuseio e o descarte de residuos devem ser feitos de maneira a nao co-
locar em risco a integridade dos trabalhos. Isso inclui coleta, armazenamento,
locais de descarte e procedimentos de descontaminagio e transporte.

1.4.1 PROCEDIMENTOS GERAIS DE DESCARTE

Cada uma das categorias de residuos organicos e inorgéanicos relaciona-
dos deve ser separada e acondicionada de acordo com os procedimentos e as
formas especificas e adequadas a cada uma. Na embalagem contendo esses
residuos deve ser afixada uma etiqueta autoadesiva preenchida a lapis e con-
tendo as seguintes informagoes: laboratério de origem, conteudo qualitativo,
classificagdo quanto a natureza e adverténcias. Os residuos armazenados para
posterior recolhimento e descarte/incinera¢do devem ser recolhidos separa-
damente em recipientes coletores impermeaveis, resistentes, com tampas ros-
queadas para evitar derramamentos e evaporagdo de gases.

1.4.1.1 Residuos quimicos

Sédo compostos por residuos organicos ou inorganicos toxicos, corrosivos,
inflamaveis, explosivos, teratogénicos etc. Para a realizagdo dos procedimen-
tos adequados de descarte, é importante a observancia do grau de toxicida-
de e do procedimento de nao mistura de residuos de diferentes naturezas e
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composi¢oes. Os que nao puderem ser recuperados devem ser armazenados
em recipientes proprios para posterior descarte.

No armazenamento de residuos quimicos devem ser considerados a com-
patibilidade dos produtos envolvidos, a natureza deles e o volume maximo a
ser armazenado. Todas as embalagens devem ser rotuladas e indicar seu con-
teudo qualitativo, a classificagdo quanto a sua natureza e adverténcias.

1.4.1.2 Residuos perfurocortantes

Sao compostos por: agulhas, ampolas, pipetas, laminas de bisturi, laminas
de barbear e qualquer vidraria quebrada ou que se quebre facilmente. Esses
residuos devem ser descartados em recipientes descartaveis de paredes rigi-
das, com tampa e resistentes a autoclavagem. Esses recipientes devem estar lo-
calizados tdo proximo quanto possivel da drea de uso dos materiais. E impor-
tante salientar que ndo se deve quebrar, entortar ou tentar recapear agulhas.

1.4.1.3 Material bioldgico

As disposi¢oes inadequadas dos residuos gerados em laboratério poderao
constituir focos de doengas infectocontagiosas se nao forem observados os
procedimentos para seu tratamento. O material bioldgico deve ser descartado
em lixeiras prdoprias, com sacos plasticos do tipo 1, de capacidade maxima de
100 L, como indica a NBR 9190 da ABNT. Apds o descarte, os sacos devem ser
totalmente fechados de forma a nao permitir o derramamento de seu conteu-
do, mesmo se virados para baixo. Uma vez fechados, precisam ser mantidos
integros até o processamento de residuo ou a chegada ao seu destino final. Os
sacos plasticos deverao ser identificados com nome do laboratério de origem,
sala, técnico responsavel e data do descarte.

Havendo derramamento do contetddo, cubra o material derramado com
uma solugdo desinfetante (hipoclorito de sédio a 10.000 ppm), recolhendo-o
em seguida e procedendo a lavagem do local.

1. Sempre use os equipamentos de prote¢do necessarios. Todos os uten-
silios que entrarem em contato direto com o material deverdo passar
por uma desinfec¢do posterior.

2. O material bioldgico deve ser descontaminado em autoclave
(121 °C/125 F) e pressdo de 1 atmosfera (101 kPa, 151 Ib/in acima da
pressdo atmosférica) durante pelo menos 20 min, ou encaminhado
para incineragao. Lembre-se de que sempre que a autoclave for utiliza-
da na descontaminagao de residuos vocé devera limpa-la por dentro e
trocar a dgua de seu interior.
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PARTE | — ORGANIZANDO
O LABORATORIO

Antes de iniciarmos qualquer trabalho, devemos avaliar as suas condigdes.
Isso significa conferir se todos os reagentes estido disponiveis, avaliar os pro-
tocolos que serdo utilizados, a rotina de experimentagdo e o tempo necessario
e verificar se tudo esta acertado para a execugdo do experimento. Ou seja: é
necessario organizar o laboratdrio.

Visando facilitar o uso do laboratério e o treinamento de pessoal, devemos
adotar um manual de biosseguranga e de procedimentos operacionais padrao.
Esses dois itens fazem parte das boas praticas de laboratdrio que determinam
o bom funcionamento e a padronizagao das regras de uso daquele ambiente e
das experimentagdes que la serdo feitas. Dessa forma, garantimos um melhor
desempenho no ambiente de trabalho, com menos perda de tempo a cada
experimentacdo feita pelos diferentes usudrios.



CAPITULO 1
BOAS PRATICAS DE LABORATORIO

Sabrina Dick, Karina Teixeira Pinheiro

Laboratdrios nao sdo lugares necessariamente perigosos, embora possam
apresentar certo risco potencial. Todos os que trabalham direta ou indireta-
mente nesses ambientes devem ser responsaveis ao desenvolver suas ativi-
dades, evitando atitudes que possam acarretar acidentes e possiveis danos a
eles mesmos, aos colegas, ao patrimonio e ao meio ambiente. Esteja sempre
atento e seja cuidadoso e metddico com relagdo ao trabalho a ser executado,
concentrando-se nas atividades e evitando quaisquer distragdes. Da mesma
forma, nao distraia os demais usuarios durante a execugdo de trabalhos no
laboratério.

Os acidentes nao acontecem; eles sao causados. Resultam, normalmente,
de uma atitude indiferente dos utilizadores, da auséncia de senso comum, da
falha no cumprimento das instrugdes a serem seguidas ou da pressa excessiva
na obtencao de resultados. Vale salientar que os riscos de acidentes sdo maio-
res quando nos acostumamos a conviver com o perigo e passamos a ignora-
-lo. Sendo assim, acidentes podem ser evitados, ou pelo menos terem suas
consequéncias minimizadas, desde que sejam tomadas as devidas precaugoes.

Os principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL) sdo o conjunto de
regras basicas necessdrias para o funcionamento seguro dos laboratérios e das
aulas praticas, e dizem respeito a organizagao e as condigdes sob as quais estu-
dos em laboratérios e/ou de campo sdo planejados, desenvolvidos, monitora-
dos, registrados e relatados. As BPL sao um sistema de qualidade fundamental
para o desenvolvimento de testes de qualidade assegurada e para a confiabili-
dade de todo o processo técnico-cientifico.

No Brasil, a partir do Decreto n° 6.275, de 28 de novembro de 2007, a Co-
ordena¢ao Geral de Acreditagao (Cgcre), vinculada ao Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade (Inmetro), passou a ser a autoridade
brasileira de monitoramento da conformidade aos principios das BPL, reco-
nhecendo e acreditando instalagdes de teste que realizam estudos exigidos
por o6rgaos regulamentadores para o registro de produtos agrotoxicos, farma-
céuticos, aditivos de alimentos e ragdes, cosméticos, veterinarios, produtos
quimicos industriais e organismos geneticamente modificados (OGM), entre
outros, visando avaliar os riscos ambiental e a satide humana. Para estabelecer
os procedimentos e os documentos normativos utilizados no reconhecimento
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da conformidade de instalagdes/unidades de teste aos principios das BPL,
a Cgcre criou a “Norma N° NIT-DICLA-035 - Principios das boas praticas
de laboratério (BPL)™ a partir de documentos publicados pela Organizagao
para o Desenvolvimento e Cooperagdo Econémica (OCDE). Os documen-
tos que complementam essa norma sio: NIT-DICLA-034; NIT-DICLA-036;
NIT-DICLA-037; NIT-DICLA-038; NIT-DICLA-039; NIT-DICLA-040; NIT-
-DICLA-041; NIT-DICLA-043.

A implantagdo das BPL tem como objetivos a garantia de dados confiaveis,
a padronizagdo de procedimentos, a racionalizagdo do trabalho e a elimina-
¢do de erros operacionais, além de possibilitar maior rapidez no acesso as
informagdes, melhorias nos resultados, aperfeicoamento dos procedimentos
de trabalho e aceitagao ampla dos dados produzidos.

A seguir, sdo expostas algumas diretrizes basicas das BPL. Para o caso de se
pretender a acreditagao do Inmetro, sugerimos que sejam seguidas as etapas do
Programa de Monitoramento de BPL e instaurado um sistema de gestao de qua-
lidade e biosseguranca comprometido com as normas da Associagdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), ambos disponiveis nos websites das respectivas
instituigdes. Essa certificagdo, bem como as da Organizagao Internacional para
Padronizagao (International Organization for Standarization - ISO), confere uma
maior confiabilidade de produtos, processos e/ou servigos de uma organizagao.

1.1 PRINCIPIOS GERAIS

As regras e os conselhos gerais para desenvolver um trabalho laboratorial
com seguranga estao principalmente relacionados a organizagao. Isso signifi-
ca que o tempo dedicado a organizagdo das atividades contribui para prevenir
riscos quimicos, bioldgicos e acidentes inerentes a manipulagdo de reagentes
€ equipamentos.

Antes de qualquer trabalho laboratorial, o operador deve estar informado sobre
os riscos oferecidos pelos produtos quimicos e equipamentos a serem utilizados.
Conbhecer os procedimentos de seguranga e de emergéncia em casos de acidentes
ajuda na protecao contra os possiveis riscos. O operador deve sempre planejar o
trabalho que vai realizar, pois s assim podera executa-lo com seguranga.

Dicas
« Nenhum trabalho é tao importante e tdo urgente que nao possa ser
planejado e executado com seguranga.
» A segurancga ¢ uma responsabilidade coletiva que requer a coopera-
¢do de todos os individuos do laboratdrio.

! Disponivel no site do Inmetro: <http://www.inmetro.gov.br/monitoramento_BPL/>. Acesso

em: 13 abr. 2017.



CAPITULO 2
BIOSSEGURANCA

Sabrina Dick

Biosseguranca ¢ o conjunto de procedimentos, agdes, técnicas, metodo-
logias, equipamentos e dispositivos capazes de eliminar ou minimizar riscos
inerentes as atividades de pesquisa, produgio, ensino, desenvolvimento tec-
nolégico e prestacao de servigos que podem comprometer a satide do homem,
dos animais, do ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos.

Todo laboratério deve desenvolver seu manual de biosseguranca de acordo
com os riscos potenciais do local de trabalho e seus arredores, como corredo-
res e salas de uso comum.

A seguir, alguns conceitos importantes para entender os riscos a que se
pode estar submetido.

o Risco ocupacional: riscos para a saude ou para a vida dos trabalhado-
res decorrentes de suas atividades laborais.

o+ Classe de risco: grau de risco associado ao material manipulado.

o Analise de risco: processo de levantamento, avaliagdo e comunica¢do
de riscos considerando o ambiente e os processos de trabalho a fim de
implementar agoes destinadas a prevengdo, ao controle, a redu¢io ou a

eliminacdo deles.

2.1 RISCOS DE ACIDENTES

Considera-se risco de acidente qualquer fator que coloque o trabalhador
em situagdo de perigo e possa afetar sua integridade e seu bem-estar fisico e
moral. Os riscos de acidentes sdo ainda classificados por tipo, de acordo com
a Portaria n. 3.214 (BRASIL, 1978).

Exemplos de riscos de acidente: arranjo fisico inadequado, maquinas e
equipamentos nao compativeis com a tarefa a ser realizada, iluminagao ina-
dequada, descuidos com eletricidade, probabilidade de incéndio ou explosao,
armazenamento inapropriado, animais peconhentos, entre outras situagdes
de risco que poderio contribuir para um acidente.
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2.2 RISCOS ERGONOMICOS

Considera-se risco ergonémico qualquer fator que possa interferir nas ca-
racteristicas psicofisioldgicas do trabalhador causando desconforto ou afetan-
do sua saude.

Exemplos de riscos ergonomicos: esforco fisico intenso, levantamento e
transporte manual de peso, controle rigido de produtividade, ritmo excessivo
de trabalho, monotonia, repetitividade, responsabilidade excessiva, postura
inadequada de trabalho, jornada de trabalho excessiva e prolongada, entre
outras situagoes de estresse fisico ou psiquico.

2.3 RISCOS FisICOS

Consideram-se agentes de riscos fisicos as diversas formas de energia a
que possam estar expostos os trabalhadores, tais como ruidos, vibragoes, ra-
diagdes ndo ionizantes, radiagdes ionizantes, ultrassom, materiais cortantes e
pontiagudos, temperaturas extremas, umidade, pressoes anormais.

2.4 RISCOS QUIiMICOS

Consideram-se agentes de riscos quimicos as substidncias compostas ou os
produtos que possam penetrar no organismo por via respiratéria em forma de
poeiras, fumos, névoas, neblinas, gases ou vapores, ou que possam ter contato
ou ser absorvidos pelo organismo por meio da pele ou por ingestao.

2.5 RISCOS BIOLOGICOS

Consideram-se agentes de riscos bioldgicos bactérias, fungos, parasitas,
virus, sangue e outros fluidos corporais.

Os agentes de riscos bioldgicos podem ser distribuidos em quatro classes,
por ordem crescente de risco, de acordo com os seguintes critérios:

1. Patogenicidade para o homem.
Viruléncia.
Modos de transmissao.

2
3
4. Disponibilidade de medidas profilaticas eficazes.
5. Disponibilidade de tratamentos eficazes.

6

Endemicidade.

Classe de risco I: escasso risco individual e comunitario. O microrga-
nismo tem pouca probabilidade de provocar enfermidades humanas ou

enfermidades de importancia veterinaria. Ex: Bacillus subtilis.



PARTE Il — DNA

A molécula de DNA, ou acido desoxirribonucleico, foi isolada pela pri-
meira vez por Friedrich Miescher em 1869, mas caracterizada como uma
dupla hélice apenas em 1953 por James D. Watson e Francis Crick. O DNA
¢ uma longa cadeia polimérica formada por nucleotideos. Cada nucleotideo
tem uma base nitrogenada do tipo adenosina (A), guanina (G), timina (T) ou
citosina (C), sendo as duas primeiras purinas e as duas ultimas pirimidinas,
respectivamente, um grupamento fosfato e um agucar. A interagdo entre a
dupla fita ocorre por pontes de hidrogénio que dao a forma de hélice a estru-
tura. Uma base purina sempre estara ligada a uma pirimidina na ordem: A=T
e C=G; por isso, sequéncias de DNA contendo alto conteudo de C=G sdo mais
dificeis de trabalhar, uma vez que essa ligagdo possui trés pontes de hidrogé-
nio. Quando se trabalha com amplificacdo de genes contendo alto contetido
de C=G, deve-se aplicar uma temperatura maior para o desnovelamento do
DNA previamente a rea¢ao de amplificacao ou a de restricdo. Em cada fita, os
nucleotideos conectam-se por meio de uma liga¢ao covalente fosfodiéster, a
qual sera utilizada posteriormente em uma reagdo de restri¢cdo, na quebra de
enzimas especificas. A direcdo de replicagio do DNA, a qual serd utilizada
pela enzima DNA polimerase, ¢ 5’-3’ E importante lembrar disso na hora de
fazer uma reagdo de amplificagdo ou um desenho de iniciadores. Como as
fitas duplas sao complementares, deve-se lembrar também que enquanto uma
fita terminara em 3’ (finalizando em um grupo hidroxil), a fita complementar
terminard em 5’ (finalizando em um grupo fosfato).



CAPITULO 4
EXTRACAO DE DNA

Fernanda Matias

Quando se fala em extragdao de DNA, deve-se considerar que:

1.

Havera lise celular e, para que isso ocorra, sdo necessarias enzimas es-
pecificas e detergentes de acordo com cada célula. Muitas células, como
fungos, bactérias gram-positivas e tecido vegetal, vdo precisar de uma
ajuda extra na quebra das células, que pode ser o uso de vortex, de so-
nicagdo, de pérolas de vidro ou mesmo de nitrogénio liquido. O uso de
detergentes, como o SDS, fara a remogao de lipidios de membrana, en-
quanto as enzimas, como a lisozima, agirao nos agucares de membrana.

Apos a lise, havera contaminagdo do material com proteinas celula-
res, as quais serdo degradadas com a ajuda de uma proteinase, sendo
a mais comum a proteinase K. A precipitagdo de proteinas podera ser
feita com a adi¢do de sais tais como amodnia ou acetato de sodio. E a
limpeza sera feita com a adigao de solugao fenol-sevag.

O DNA precipita com a adi¢ao de alcool ou isopropanol e sua eficién-
cia serd aumentada com a adigdo de sais e reagentes gelados. Quanto
mais branco o DNA, mais sal hd em sua solu¢io; entdo, cuidado com
a quantidade de sais.

Sempre lave 0o DNA com élcool 70 para diminuir a quantidade de con-
taminantes como fenol e sais.

Se o DNA for utilizado na reagao de amplificagao como amplificagao
em cadeia da polimerase (PCR), trate o seu DNA apenas com Tris-HCI
(pH 7,5) ou agua ultrapura. O uso da dgua pode ocasionar quebra do
DNA a longo prazo.

4.1 TAMPOES E REAGENTES - DNA
4.1.1 SOLUGCAO FENOL-SEVAG

Fenol: 25 mL
Cloroférmio: 24 mL
Alcool isoamilico: 1 mL
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4.1.1.1 Atengao

O fenol pode causar queimaduras graves e danificar roupas. A manipulagao
do fenol deve ser realizada em uma camara de exaustdo quimica (capela) com
a utilizagdo de todo Equipamento de Prote¢do Individual (EPI) indicado: luvas,
6culos e jaleco. Utilize um recipiente de vidro exclusivo para o deposito de re-
siduos de fenol e cloroférmio. Faga as solugdes contendo fenol em frasco que
possa ser reutilizado para esse mesmo fim, diminuindo o lixo ambiental. Para as
misturas, utilize sempre tubos conicos de plastico que possam ser descartados.

4.1.2 SOLUCAO SEVAG

o Cloroféormio: 24 mL
o Alcool isoamilico: 1 mL

4.1.3 TAMPAO TE

o EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) pH 8,0 1 mM
o Tris-HCI pH 8,0 10 mM

4.2 PROTOCOLOS DE EXTRAGAO DE DNA GENOMICO

4.2.1 EQUIPAMENTOS NECESSARIOS

o Pipetas e ponteiras (10, 20, 100, 200 e 1000 mL)

o Tubos de microcentrifuga 1,5 mL ou falcons de 50 mL
« Centrifuga refrigerada

o Vortex

o Luvas de laboratério

4.2.2 EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE FUNGOS
4.2.2.1 Reagentes

o Breaking buffer

« Solugao fenol-sevag

« Etanol 100% gelado

« Etanol 70% gelado

« Agua ultrapura ou tampio TE preaquecido a 50 °C
o Solugdo de RNase

Breaking buffer — preparagdo de 50 mL

o Triton X100 (100%): 1 mL
o SDS (dodecil sulfato de s6dio) (10%): 5 mL



CAPITULO 5
LIMPEZA, ANALISE E MANIPULACAO
DE DNA

Fernanda Matias

Qualquer extracao de DNA é baseada em trés principios: lise celular, preci-
pitagdo e limpeza do material genético. Os protocolos apresentados neste livro
contemplam as trés fases de uma boa extracao. No entanto, algumas impurezas
podem permanecer no produto final, interferindo no resultado de algumas ma-
nipulagdes. Um bom exemplo disso é a restricao do DNA. Se o produto nao es-
tiver bem limpo, a reagdo de restricao pode ser inibida ou dar resultado aquém
do esperado. Sempre verifique a qualidade de seu DNA em gel de agarose. Uma
boa extragdo ira demonstrar uma banda limpa, sem arraste e sem sujeira abaixo
dela. Se o DNA tiver arraste na mesma intensidade da banda, é possivel que ele
esteja degradado ou tenha sofrido quebras durante o processo de extragao. Se
o arraste for abaixo da banda, mais ou menos no meio do gel, e em intensidade
mais fraca, é possivel que o seu material esteja contaminado com proteinas. Para
resolver isso, prossiga com a desproteinizacdo. Uma banda mais abaixo da de
interesse, entre 50-100 pb, indica que o material esta contaminado com RNA.
Nesse caso, faga a limpeza com RNase. O ideal é que vocé proceda com toda a
limpeza novamente de acordo com os protocolos descritos a seguir.

5.1 LIMPEZA DE DNA - DESPROTEINIZAGAO

1. Para eliminar as proteinas contaminantes, adicione o mesmo volume
do contetdo do tubo em solugéo fenol-sevag (item 4.1.1).

2. Agite o tubo por inversao varias vezes.
3. Centrifugue em velocidade maxima a 20 °C por 10 min.

4. Repita essa etapa quantas vezes for necessario até que nao se observe a
interface branca.

5.2 PRECIPITACAO DE DNA

A precipita¢ao tem como objetivo eliminar os residuos de fenol e clorofér-
mio, assim como concentrar o DNA no volume final.
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5.2.1 PRECIPITACAO COM CLORETO DE SODIO E ETANOL
5.2.1.1 Reagentes

« -NaCl5M
« - Etanol 100% gelado
« - Etanol 70% gelado

5.2.1.2 Procedimento

1. Adicione 2% do volume da solu¢ao de DNA de NaCl 5 M (para con-
centragao final de 0,1 M) e 2,5 volumes de etanol 100% gelado.

Agite a mistura por inversao.

Deixe a solug¢do no freezer por pelo menos 1 h.
Centrifugue em velocidade maxima por 10 min a 4 °C.
Lave o sedimento com etanol 70%.

Centrifugue em velocidade maxima por 10 min a 4 °C.

N e » D

Inverta o tubo em papel absorvente e deixe o sedimento (DNA) secar
em temperatura ambiente.

8. Apos seco, ressuspenda o DNA em dgua ultrapura ou TE (item 4.1.3)
pré-aquecido a 50 °C.

5.2.2 PRECIPITACAO COM ACETATO DE AMONIA
E ISOPROPANOL

5.2.2.1 Reagentes

o Acetato de amdnia 7,5 M
« Isopropanol gelado
« Etanol 70% gelado

5.2.2.2 Procedimento

1. Adicione 20% do volume da solu¢ido de DNA de acetato de amonia 7,5
M e 2,5 volumes de isopropanol gelado.

Agite a mistura por inversao.
Deixe a solug¢do no freezer por pelo menos 1 h.
Centrifugue em velocidade maxima por 10 min a 4 °C.

Lave o sedimento com etanol 70%.

A i

Centrifugue em velocidade maxima por 10 min a 4 °C.



CAPITULO 6
RESTRICAO DO DNA

Fernanda Matias

As enzimas de restricdo sdo proteinas que reconhecem e clivam o DNA
em pontos especificos, geralmente em sequéncias de 4, 6 e 8 bases, formando
palindromos ou pontas cegas. A nomenclatura ¢ baseada na bactéria de ori-
gem, na linhagem e na ordem da descoberta. Por exemplo: EcoRI - E (Esche-
richia) co (coli) R (RY13) I (primeira enzima a ser descoberta nessa bactéria).
Essas enzimas sdao muito uteis em reconhecimentos de mapas génicos ou de
tendéncias génicas ou ainda para uso em recombinag¢io génica com posterior
ligagdo em vetores especificos que poderao ser utilizados como propagadores

ou como vetores de expressao génica.

6.1 RESTRICAO SIMPLES
6.1.1 PROTOCOLO PADRAO

Material necessario:

Agua ultrapura: 16,3 pL

Tampao (10x): 2 pL

BSA acetilada: 10 pg/pL a 0,2 pL
DNA: entre 0,5 e 1,0 ug/uL — 1 uL
Enzima: 10 U/pL a 0,5 pL
Volume total: 20 uL

6.1.2 PROTOCOLO UTILIZADO PARA RESTRICAO SIMPLES

DE PRODUTO DE PCR

Material necessario:

Agua ultrapura: 2,5 uL
Tampao (10x com BSA): 1,5 uL
Produto de PCR: 10 uL
Enzima de restri¢ao: 1uL
Volume total: 15 uL
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6.1.3 PROTOCOLO UTILIZADO PARA RESTRICAO SIMPLES DE
PLASMIDEO

Material necessario:

o Agua ultrapura: 11,5 uL

o Tampdo (10x com BSA): 1,5 uL
o Plasmideo (4 ng/pL): 1 uL

o Enzima de restri¢ao: 1 pL

« Volume total: 15 pL

6.2 RESTRICAO DUPLA
6.2.1 PROTOCOLO PADRAO

Material necessario:

 Agua ultrapura: 15,8 uL

o Tampao (10x): 2 puL

« BSA acetilada: 10 pg/uL - 0,2 uL
o DNA:entre0,5¢ 1,0 pg/uL a1l uL
o Enzimal:10U/pLa0,5pL

o Enzima II: 10 U/puL a 0,5 uL
 Volume total: 20 pL

6.2.2 PROTOCOLO UTILIZADO PARA RESTRICAO DUPLA
DE PRODUTO DE PCR

Material necessario:

« Agua ultrapura: 1,5 pL

o Tampado (10x com BSA): 1,5 uL
o Produto de PCR: 10 pL

o Enzima de restri¢ao I: 1 pL

« Enzima de restrigao II: 1 uL

o Volume total: 15 pL

6.2.3 PROTOCOLO UTILIZADO PARA RESTRICAO DUPLA
DE PLASMIDEO

Material necessario:

o Agua ultrapura: 10,5 pL
o Tampado (10x com BSA): 1,5 uL
o Plasmideo (4 ng/uL): 1 pL



PARTE Il —RNA

O RNA ou ribonucleotideo é a molécula que “transforma” a infor-
magao contida no DNA em uma resposta. Seus representantes principais sao
trés: o0 RNA mensageiro, o RNA transportador e o RNA ribossomal. O mais
comumente encontrado na célula ¢ o RNA mensageiro, o qual contém a infor-
magdo necessaria para a traducdo fornecendo todas as proteinas envolvidas
no funcionamento da célula. O RNA ¢é transcrito a partir do DNA, sendo uma
fita complementar a leitura deste. Essa caracteristica ¢ importante em anota-
¢des génicas nas quais se observam flechas em vez da sequéncia. Essas flechas
indicam a fase de leitura do RNA no DNA, uma vez que o DNA é uma fita
dupla, uma complementar a outra, e 0 RNA é uma fita simples, complementar
a uma das fitas do DNA. O RNA ¢ diferente do DNA em dois aspectos: (1) a
base timina do DNA ¢ substituida pela base uracil no RNA; (2) os agucares
na molécula de RNA possuem uma hidroxila no carbono 2 (2°0OH), sendo as-
sim considerados riboses. A exposi¢ao da 2°0OH faz com que o RNA, quando
comparado ao DNA, seja mais instavel e necessite de mais precaugdes ao ser
manipulado.



CAPITULO 7
MANIPULACAO DO RNA

Nélson Kretzmann Filho

Trabalhar com RNA nao requer o desenvolvimento de uma drea especifica
para quem trabalha com biologia molecular; porém, requer alguns cuidados.
O RNA ¢ quimicamente e estruturalmente diferente do DNA. Algumas roti-
nas simples devem ser implementadas no trabalho para garantir a qualidade
e a integridade do RNA. Meio alcalino, altas temperaturas e fons metdlicos
devem ser evitados sempre que possivel, assim como as ribonucleases. Este
capitulo descrevera os passos para se trabalhar com o RNA e também algumas
modificagdes de protocolos convencionais. Esses métodos sdo aplicaveis ao
trabalho com qualquer tipo de RNA.

As ribonucleases (RNases) sdo enzimas muito estaveis e ativas que, geral-
mente, ndo requerem cofatores para funcionar. As RNases sdo dificeis de ina-
tivar e até mesmo pequenas quantidades sdo suficientes para destruir o RNA.
Portanto, nao utilize plasticos ou vidros sem primeiro eliminar uma possivel
contaminagdo por RNases. Grande cuidado deve ser tomado para evitar a in-
trodugéo inadvertida de RNases na amostra de RNA durante ou apds o proce-
dimento de isolamento. A fim de criar e manter um ambiente livre de RNases,
ao se trabalhar com RNA, certas precaugdes devem ser tomadas durante o pré-
-tratamento e a utilizacdo de tubos descartaveis e ndo descartaveis e de solugdes.

Como ja mencionamos, existem quatro circunstancias experimentais que
devem ser evitadas ao se trabalhar com RNA: pH alcalino, temperaturas ele-
vadas, ions metdlicos e presenga de RNases. O pH deve ser mantido neutro
ou ligeiramente acido; isso evita a ativagdo de riboses 2’0OH para o ataque em
ligagdes fosfodiéster, o que resultard em clivagem e degradagdo do RNA. As
temperaturas elevadas, da mesma forma, promovem a degradagao do RNA.
Assim, o trabalho com o RNA deve ser realizado entre 0 °C e 4 °C sempre que
possivel. Os deletérios fons metalicos podem, em alguns casos, ser removidos
a partir de solu¢des especificas, por tratamento com uma resina de permuta
ionica (por exemplo, Chelex 100, da Sigma).

Em muitos casos, 0,1 mM de EDTA ¢ incluido em solu¢oes de trabalho
para quelar determinados ions metdlicos. Obviamente, em muitos tipos de
experimento, é necessario fazer uma verificagio das circunstancias experi-
mentais para satisfazer exigéncias, como a presenga de proteinas de ligacdo
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ao RNA ou o desenvolvimento de um tratamento enzimatico, e dos requisitos
para manter o RNA em uma conformacgao nativa estrutural. Nesses casos, a

incuba¢ao do RNA em situagdes ndo 6timas deve durar o menor periodo de
tempo possivel.

7.1 MANIPULACAO GERAL

Os procedimentos técnicos de manipula¢do asséptica devem ser sempre
utilizados quando se trabalha com RNA. Maos e particulas de poeira podem
transportar bactérias e fungos e sdo as fontes mais comuns de contaminagao
por RNases. Use sempre luvas de latex ou vinil ao manusear os reagentes
e as amostras de RNA para evitar a contaminag¢do por RNases a partir da
superficie da pele ou dos equipamentos do laboratério com poeira. Mude
de luvas com frequéncia e mantenha os tubos fechados sempre que possivel.
Mantenha o RNA isolado em gelo enquanto as aliquotas sao pipetadas para
suas aplicagdes.

Dica
» Asluvas que tocaram geladeira, maganetas de porta, ou pipetadores
nao estdo mais livre de RNases.

7.2 PLASTICOS DESCARTAVEIS E NAO DESCARTAVEIS

O uso de tubos de polipropileno estéreis descartaveis é recomendado du-
rante todo o procedimento. Esses tubos estao geralmente livres de RNases
e ndo requerem um pré-tratamento para inativa-las. Plasticos ndo descarta-
veis devem ser tratados antes de serem usados para garantir que fiquem li-
vres de RNases. Os plasticos devem ser cuidadosamente lavados com NaOH
0,1 M e EDTA 1 mM, seguido de 4dgua livre de RNases. Alternativamente,
plasticos resistentes a cloroférmio podem ser lavados com essa substancia
para inativar as RNases.

7.3 VIDRARIA

A vidraria deve ser tratada antes de ser usada para garantir que fique livre
de RNases. Antes do trabalho com RNA, ela deve ser limpa com detergente
neutro; depois, deve ser bem enxaguada e fornada a 240 °C por 4 h ou mais
(overnight, se for mais conveniente) antes de ser utilizada. A autoclave por si
s6 ndo sera totalmente capaz de inativar muitas das RNases. Alternativamen-
te, o vidro pode ser tratado com agua DEPC (pirocarbonato etilico ou dietil-
pirocarbonato). Preencha o vidro com DEPC 0,1% (0,1% em agua), deixe-o
repousar durante a noite (overnight, 12 h) a 37 °C. Depois, autoclave ou sub-
meta ao calor de 100 °C por 15 min para eliminar DEPC residual.



PARTE IV — AMPLIFICACAO GENICA

Em 1985, o pesquisador Kary Banks Mullis, juntamente com um grupo de
cientistas da Cetus Corporation, desenvolveu um método revoluciondrio na
Biologia Molecular, que resultou no prémio Nobel de 1993: a reagdo em cadeia
da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), técnica in vitro que permite
a amplificagdo de uma regiao de interesse, “purificando” o DNA em relagao ao
restante do genoma. Os elementos envolvidos nessa reagdo sdo basicamente os
mesmos componentes do processo de replicagdo que ocorre nas células vivas.

A técnica de PCR impoe a necessidade de se conhecer a sequéncia das
regides que delimitam o segmento de DNA a ser amplificado (figura a seguir).
A extensdo ocorre a partir de dois oligonucleotideos (primers ou iniciado-
res) que hibridagdo com as fitas complementares de uma sequéncia-molde
(template ou alvo), em ambas as extremidades (5’ e 3’), de modo a permitir
a atuacao da DNA polimerase durante a sintese da fita complementar sem a
necessidade de uma purificagao prévia da amostra integra original. A alta sen-
sibilidade, a especificidade, a facilidade de execugao e a andlise de um grande
nimero de amostras simultaneamente fazem dessa técnica uma opgao bas-
tante atrativa para estudos genético-moleculares.

/ + DNA polimerase
+ dATP .

— Desnaturagao Hibridag4o dos +dGTP Extensao dos

de DNA iniciadores +dCTP iniciadores

DNA em +dTTP
cadeia dupla
CEETETEETE — L > m
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Reag¢do em cadeia da polimerase.

Atualmente, ha uma variedade de procedimentos (Quadro 8.1) que ex-
ploram o principio da PCR, sendo esta imprescindivel para a Biologia Mole-
cular. O método ¢é utilizado para decodifica¢ao e comparagdo de sequéncias,
mapeamento genético, sintese de RNA in vitro, clonagem, genética forense,
diagnoéstico pré-natal (particularmente nas doengas herdadas), diagnostico
de doengas infecciosas (causadas por bactérias, fungos, protozoarios e virus),
tipagem para transplante de 6rgaos e suscetibilidade para doengas autoimunes
especificas.



CAPITULO 8
DESENHO DE INICIADORES

Fernanda Matias, Mateus Schreiner Garcez Lopes, Lizandra de Souza Cordeiro

Os iniciadores ou primers sdo pequenas sequéncias de DNA-molde utili-
zados para iniciar a amplificagdo do DNA. Esses iniciadores sao complemen-
tares a fita de DNA-alvo. Nos dias de hoje, diversos programas sdo utilizados
para o desenho dos iniciadores, os quais serdo indicados a seguir.

Quando se faz o desenho dos iniciadores, é importante levar em considera-
¢d0 a temperatura de desnaturagdo do iniciador ou de melting (T ) e a capaci-
dade do iniciador de formar dimeros ou grampos entre si. No caso de grampos,
em que um iniciador se dobra, ha inibi¢ao da reagdo de anelamento ao DNA-
molde. E quando eles formam dimeros, os iniciadores do par ligam-se um com
o outro, impedindo que o anelamento ocorra nas duas vias de amplificacio.

8.1 REGRAS BASICAS PARA DESENHAR OS PRIMERS
Para desenhar os iniciadores, é necessdrio:
1. Ter um pouco de conhecimento da sequéncia a ser trabalhada.
2. Gerar grande especificidade e sensibilidade.

3. Permitir amplificagdo de quantidade limitada de material.

Além disso, existe uma série de regras as quais vocé precisa ficar atento
para desenhar o iniciador, como: composi¢ao de G-C, tamanho do iniciador,
tamanho do fragmento a ser amplificado, temperatura de anelamento, forma-
¢ao de dimeros, estruturas secundarias e outras, que serdo exploradas a seguir.

8.1.1 TAMANHO DOS INICIADORES

Os iniciadores devem ter de 10 a 30 pares de base (pb), sendo que o ideal é
que tenham de 18 a 22 pb. Esse comprimento é grande o bastante para se ade-
quar a especificidade da ligagdo iniciador-DNA e pequeno o suficiente para
que os iniciadores se liguem facilmente ao DNA-molde durante a temperatura
de anelamento.
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8.1.2 TEMPERATURA DE DESNATURAGAO DO PRIMER

E a temperatura na qual ao menos metade do DNA dupla fita estara dis-
sociada, formando uma fita simples e deixando as regides de ligacdo dos ini-
ciadores expostos. Essa temperatura indica a estabilidade da fita dupla. Os
iniciadores devem ter uma temperatura de fusdo entre 55 °C e 80 °C, sendo
que o ideal é que tenham entre 52 °C e 60 °C. Iniciadores com T acima de
65 °C tendem a formagéo de anelamentos secundarios. A quantidade de CG
do DNA-molde podera indicar a melhor T .

Dica
« AT_entreos pares ndo pode ser muito diferente, pois isso pode acar-
retar a diminui¢ao de produto amplificado ou a ndo amplificagdo do
produto. O ideal é uma diferenga de T_abaixo de 5 °C para a mixima
amplificacao.

8.1.2.1 Célculo basico

Os calculos basicos consideram apenas a composi¢ao do iniciador, ou seja,
apenas a quantidade de cada base que compde o iniciador. A seguir sdo apre-
sentadas duas férmulas bdsicas para célculoda T .

De acordo com Marmur e Doty (1962),
T =649 +41.0x (|G| + |C| - 16.4) / (|A] + |T| + |G| + |C)).
De acordo com Wallace e colaboradores (1979),

T =2x (JA]+ |T]) + 4x (IC| +|G]).

Sendo:

A = Adenina
C = Citosina
T = Timina

G = Guanina

As duas equagdes consideram que o pareamento ocorre em condi¢des pa-
drdo de 50 nM de concentragéo de iniciadores, 50 mM de concentragio de sal
(Na*) e pH proximo de 7,0.



CAPITULO 9
REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE — PCR

Laura Trevizan Corréa, Camila Miryan de Oliveira Ferreira, Fernanda Matias

9.1 MATERIAL NECESSARIO

Agua esterilizada para os reagentes

DNA-molde previamente extraido

Cloreto de magnésio — MgCl2 (0,5 mM a 3 mM)

Tampao da reagdo (observar se o mesmo ja contém MgCl,)

OBSERVACOES

Se o tampao possuir MgCL, acrescente somente o volume necessario
para obter a concentragdo final desejada.

A grande maioria dos protocolos de PCR sugere que a concentragio ideal
de MgCl, ¢ de 1,5 mM para um volume final de 100 uL. Por isso, tam-
poes de reagdo que contém MgCl, devem ser preparados de forma que a
concentragdo final seja de 1,5 mM na proporgao 1:10 de diluigao. Porém,
no caso de protocolos em que a concentragdo 6tima seja diferente de
1,5 mM, é recomendavel utilizar um tampao que nao contenha cloreto de
magnésio e adiciona-lo separadamente na concentragao desejada.
Iniciadores ou primers (observar a Tmc)

OBSERVACAO

A Tm - do inglés melting temperature — do iniciador, é definida como
a temperatura na qual se obtém o equilibrio entre a formagéo e disso-
ciagao dos hibridos gerados pelo estabelecimento de pontes de hidro-
génio entre os nucleotideos complementares. As férmulas especificas
para o calculo da Tm variam com o tamanho e a composi¢do de bases
do iniciador:
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1. Parainiciadores de até 18 bases de tamanho:
Tm=2(A+T)+4(G+C)
2. Parainiciadores maiores que 18 bases:

675

Tm:81,5+16,610g[Na]+O,41%(GC)—( Tt
n- dae bases

) -0,65% [fomamida] - (% nao pareado)

o A formamida é um agente desnaturante que é empregado para ma-
ximizar a especificidade da reagao.
o dNTPs livres em mistura na concentragao de 10 mM

OBSERVACAO

+ Os deoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) podem vir na forma de um
mix, em uma concentra¢io de 10 mM cada. Este estoque deve ser man-
tido no freezer. Os estoques para uso didrio podem ser preparados em
volumes de 800 uL. Para preparar este estoque de uso, pipeta-se 100 pL
de dNTP 10 mM e adiciona-se 700 pL de agua. Manter as aliquotas
no freezer, usar conforme necessidade e, remover sempre estes esto-
ques. Os ANTPs podem ainda, vir separadamente, em concentra¢des
por exemplo, de 100 mM. Para preparar o mix, misturar partes iguais
de tal forma a reduzir a concentragdo de cada nucleotideo para 10 mM.

« Enzima Taq polimerase

o Master mix comercial

OBSERVACAO

o O Master Mix é uma pré-mistura, pronta para o uso, contendo Taq
DNA polimerase, dNTPs, MgCl2 e tampoes de reagdo em concentra-
¢Oes Otimas para amplifica¢do eficiente de moldes de DNA por PCR.

+ Oleo mineral (para evitar evaporagdo durante a reagio)

« Isopor com gelo ou cooler

+ Ponteiras diversas (10, 100 e 1000 pL)

e Microtubos (0,2 e 1,5 mL)

 Caneta para identificagdo dos microtubos

o Microcentrifuga (spin)

o Termociclador



CAPITULO 10
PCR EM TEMPO REAL

Nélson Kretzmann Filho, Fernanda Matias

O PCR ¢ nos dias atuais uma ferramenta muito utilizada e de grande
importancia para as atividades de pesquisa e diagnéstico clinico. O monito-
ramento da expressio de mRNAs fornece dados relevantes para os estudos
de mecanismos celulares. Além dessa utiliza¢ao, podemos salientar as mo-
nitorizagdes de microrganismos (virus e bactérias). O PCR em tempo real,
também chamado de PCR quantitativo ou qPCR, pode proporcionar um
método simples e elegante para a determina¢ao da quantidade de um gene
ou sequéncia alvo, que esteja presente em uma amostra. Sua simplicidade,
as vezes, pode levar a problemas envolvendo alguns dos fatores criticos de
seu funcionamento.

A PCR é uma técnica de amplificacao de DNA. Sendo assim, para avaliar
as moléculas de RNA ¢ necessario transformar esse RNA em uma copia em
DNA (capitulo 7 “Manipulagdo do RNA”). Ha duas razdes pelas quais pode-se
querer amplificar o DNA. Em primeiro lugar, pode-se querer simplesmente
criar varias copias de uma molécula rara de DNA. Por exemplo, um cientista
forense pode querer ampliar um pequeno pedago de DNA a partir de uma
cena de crime. Mais comumente, contudo, pode-se querer comparar duas
amostras diferentes de DNA ou RNA (cDNA) para ver qual é a mais abun-
dante. Como o DNA é microscdpico nido é possivel ver se a amostra X contém
a maior parte de DNA. No entanto, ao se amplificar as duas amostras na mes-
ma taxa de amplificacdo (levando em conta a eficiéncia da reacio), pode-se
calcular qual era o maior contetido no inicio de cada reagao para estabelecer
qual era maior antes da amplificagio.

Na biologia molecular, a PCR em tempo real quantitativa (real time PCR
ou qPCR) é uma técnica laboratorial baseada na PCR para amplificar dcidos
nucleicos. A qPCR combina a metodologia de PCR convencional com um
mecanismo de detec¢ao e quantificagdo por meio da emissdo de fluorescéncia
(Tabela 10.1), permitindo o monitoramento da rea¢cdo em tempo real. Dessa
forma, a cada ciclo de amplificagdo sao gerados dados os quais podem ser
analisados em tempo real, ao contrario do que ocorre com a PCR convencio-
nal, em que a andlise é realizada somente ao final da reagdo, geralmente por
eletroforese em gel de agarose.
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Tabela 10.1 Informagdes sobre o espectro dos fluoréforos repérteres e atenuadores mais usados.

Corante Maximo de excitagdao (nm) Maximo de emissdo (nm) Espectro de cor

Biosearch® Blue 352 447 Azul
FAM 494 518

Verde
TET 521 538
JOE 520 548

Amarelo

CAL Fluor® Gold 540 522 540
VIC 538 552
HEX 535 553

NED 546 575 .

Laranja
CAL Fluor® Orange 560 538 559
Cy®3 552 570
Quasar®570 548 566
TAMRA 560 582
CAL Fluor® Red 590 569 591
ROX 587 607
Texas Red® dye 596 615 Vermelho

CAL Fluor® Red 610 590 610
Cy®5 643 667
Quasar® 670 647 667

O uso da PCR convencional traz algumas limitagdes, como: baixa precisao,
baixa sensibilidade, curto alcance dindmico (< 2 logs), e baixa resolugao. Além
disso, ela ndo é automatizada e se baseia apenas no tamanho para discrimi-
nagdo de resultados, que nio sdo expressos em nimeros. Apresenta coloracdo
com brometo de etidio, ndo é muito quantitativa (semiquantitativa) e mostra
um mesmo ponto final (platd) de resultados com valor inicial diferente.

Por outro lado, a qPCR permite que os processos de amplificacdo, detecgdo
e quantifica¢do de DNA sejam realizados em uma unica etapa, agilizando a
obtengdo de resultados, diminuindo o risco de contaminagdo da amostra e ga-
rantindo maior precisao (Figura 10.1). Avaliagdes de expressdo de RNAs e tes-
tes diagndsticos para identificagdo de microrganismos que envolvem métodos
moleculares de amplificagdo geralmente compreendem as etapas de extracao
dos acidos nucleicos de amostras biologicas, seguido da amplificagao de um
segmento especifico e da detecgdo do fragmento amplificado (amplicon).



CAPITULO 11
SEQUENCIAMENTO DE DNA

Fernanda Matias, Juan Diego Rojas

O inicio do sequenciamento de DNA data do ano de 1970, com o surgi-
mento das primeiras técnicas. A partir de entdo, foram desenvolvidos diversos
métodos e técnicas para determinar a ordem dos nucleotideos nas moléculas
de DNA (A, T, C, G).

O método mais utilizado para sequenciamento é o método dideoxi de San-
ger, também conhecido como o método enzimatico da terminagao da cadeia,
o qual envolve a sintese de DNA a partir de iniciadores complementares a
uma regido especifica de DNA. A partir dessa regido, a enzima DNA poli-
merase sintetiza uma nova fita de DNA. A reagdo é praticamente igual a uma
reacdo de PCR, com a diferenca de utilizar uma pequena concentragio de
nucleotideos terminadores (mais comumente um dideoxinucleotideo ddNTP
entre A, T, C e G), além dos quatro deoxinucleotideos (ANTPs de A, T, C e
G), e de usar apenas um iniciador por reagdo. Os fragmentos de diferentes
tamanhos gerados sao injetados e separados por peso molecular por eletrofo-
rese capilar. No caso da utilizagdo de corante terminador (dye terminator), os
fragmentos sao diferenciados por meio de fluorescéncia, em que cada ddNTP
esta marcado com um corante diferente e, portanto, todas as bases podem ser
detectadas e distinguidas em uma s6 reagdo. Um leitor de laser produz a flu-
orescéncia nos ddNTPs marcados, o sinal é detectado por um dispositivo de
deteccao dptico ligado a um software que convertera o sinal fluorescente em
dados digitais, os quais serdo gravados em um arquivo do tipo .abl.

Antes de adquirir ou utilizar equipamentos disponiveis no mercado, lem-
bre-se de que cada um possui caracteristicas proprias que devem ser observa-
das. Quadros comparativos de métodos e equipamentos estdo dispostos nas
paginas a seguir (quadros 11.1 e 11.2).

O sequenciamento se divide em trés passos basicos: purifica¢ao, quantifi-
cagdo e reagdo de sequenciamento.
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Quadro 11.1 Comparativo dos métodos de sequenciamento utilizados atualmente.

Método

Principio

Método de Sanger

Método quimico que utiliza ddNTPs terminadores

Pirossequenciamento

Deteccdo do pirofosfato liberado durante a incorporac¢édo do nucleotideo.

Sequenciamento
colbnia de polimerase
(Polony)

Combina uma biblioteca-alvo in vitro com PCR de emulsdo,! um microscépio automatizado e
uma base em ligagdo do sequenciamento quimico.?

Sequenciamento
llumina

Moléculas de DNA s3o anexadas aos iniciadores em um slide e amplificadas para que col6nias
clonais locais se formem (amplificagdo-ponte). Apds armazenagem dos dados, o corante e o
bloqueador de 3’ terminal sdo removidos quimicamente, permitindo o préximo ciclo.

Sequenciamento por
ligacdo

DNA amplificado por PCR de emulsdo. Mistura de todos os iniciadores possiveis de um
comprimento fixo sdo classificados de acordo com a posi¢cdo sequenciada. Os iniciadores sdo
anelados e ligados; a ligacdo preferencial pela DNA ligase para combinagdo de sequéncias resulta

em um sinal informativo do nucleotideo naquela posigdo.

Sequenciamento
idnico

Detecgdo de ions de hidrogénio que sdo liberados durante a polimerizagdo de DNA. A microplaca
contendo uma cadeia de DNA-molde a ser sequenciada é inundada com um unico tipo de
nucleotideos. Se o nucleotideo introduzido é complementar ao molde lider de nucleotideos ele é
incorporado na fita complementar crescente. Isso faz com que a liberagao de um ion de hidrogénio
acione um sensor de ions hipersensivel, o que indica que a reagao ocorreu.

Sequenciamento DNA
nanoball

Utilizado para determinar a sequéncia gendmica completa de um organismo por meio da
replicacdo em circulo rolante para amplificar pequenos fragmentos de DNA gen6mico em
nanobolas de DNA. As sequéncias liberadas pela ligacdo sao utilizadas para determinar a

sequéncia de nucleotideos.

Sequenciamento por
hibridagdo

Método ndo enzimatico que utiliza microarranjos de DNA.

1 PCR de emulsdo: isola moléculas individuais de DNA junto com contas revestidas com iniciadores em goticulas aquosas dentro de
uma fase a éleo. Em seguida, uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) reveste cada granulo com cdpias clonais da molécula de

DNA seguida de imobilizagdo para posterior sequenciamento.
2 Sequenciamento quimico = método de Sanger.
3 Amplificagdo-ponte: usa fluordforos brilhantes e excitagdo a laser para detectar eventos de adi¢do de base a partir de moléculas de
DNA individual fixo a uma superficie, eliminando a necessidade de amplificagdo molecular.

Quadro 11.2 Comparativo dos equipamentos disponiveis no mercado.

Plataforma ABI3730xI Roche (454) lllumina lon Personal
de sequencia- Genome FLX Genome ABI SOLID HeliScope Genome Ma-
mento Analyzer Analyzer chinhe (PGM)
Sequencia- Sequencia-
Quimica do se- Sequencia- Pirosequen- mento por Sequencia- mento por Sequencia-
. mento Sanger | ciamento ou sintese com mento por sintese com | mento idnico +
guenciamento . . . L .
automatizado | suporte solido | terminadores ligacdo terminadores Sanger
reversiveis virtuais
Metgsio d~e In vivo PCR emulsdo Amplificacdo- PCR emulsdo Nv'enhun’w (.mo- In vivo
amplificagdo -ponte |écula Unica)
Comprimento | 44 600 0b | 200-300 pb 32-40 pb 35 pb 25-35 pb 200-400 pb
da leitura
. 0,03-0,07 10 Mb/h -1
Rendimento Mb/h 13 Mb/h 25 Mb/h 21-28 Mb/h 83 Mb/h Gb/h




CAPITULO 12
MINERACAO EM BANCOS
DE DADOS BIOLOGICOS

Dinler Amaral Antunes, Gustavo Fioravanti Vieira

Bancos de dados sao colegdes de informagdes que se relacionam de forma que
0 acesso a essas informagdes adquira uma determinada légica. Inicialmente eram
mais predominantes em empresas e grandes instituigoes, mas com a chegada da era
gendmica popularizou-se o acesso a eles em diversas dreas das ciéncias bioldgicas
pela crescente necessidade de se lidar com uma enorme quantidade de informagao.

Dentre os diversos tipos de bancos de dados bioldgicos estao os de sequén-
cias bioldgicas (de dcidos nucleicos e de proteinas), estruturais, de moléculas
biologicamente ativas, de dominios conservados de proteinas, de microarran-
jos etc. Considerando essa grande diversidade de bancos de dados bioldgicos,
tornou-se necessdria a criagdo de ferramentas que facilitassem o acesso a esse
novo universo de informagoes que estava sendo disponibilizado. Dentre algu-
mas que podem ser citadas, destaca-se o Entrez, desenvolvido pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

O Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery) ¢ uma poderosa ferra-
menta de busca global, um portal que permite que buscas cruzadas sejam feitas
a partir de uma unica palavra-chave. A partir dessa busca é possivel consultar,
simultaneamente, diversos bancos de dados independentes que compdem o
NCBI. Assim, o Entrez pode recuperar de forma eficaz sequéncias relacionadas,
estruturas e referéncias, além de fornecer imagens com representagdes graficas
de genes, proteinas e cromossomos, e uma infinidade de outras informagdes.

Considerando essas informagoes, pode-se vislumbrar as possibilidades de
um projeto de pesquisa completo a partir de uma cuidadosa consulta em uma
ferramenta com essas potencialidades. Neste capitulo, simularemos uma situa-
¢do para demonstrar como é possivel realizar o esboco de um projeto de pes-
quisa a partir das informagdes obtidas em um banco de informagées bioldgicas.

12.1 O RECEPTOR DE QUIMIOCINA DO TIPO 5 (CCR5)
E O ViRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

Entre os anos de 1995 e 1997 foi publicada uma série de estudos eviden-
ciando a resisténcia ao virus do HIV de alguns individuos pertencentes a
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grupos de risco. Esses estudos geraram uma forte repercussdo internacional,
destacando-se o caso que ficou conhecido como o das “prostitutas de Nairobi”,
o qual se referia a um grupo de mulheres quenianas que nao soroconvertiam
apesar da continua exposi¢do sexual a individuos infectados. Na mesma épo-
ca, comecaram a surgir evidéncias da contribui¢do de fatores genéticos do
hospedeiro para essa resisténcia, destacando-se o papel da molécula CCRS5, a
qual atua como correceptora para algumas variantes do virus HIV. Um estudo
publicado na revista Cell, em 1996, relatou que alguns dos individuos resis-
tentes analisados eram homozigotos para uma dele¢do de 32 pb no gene desse
receptor de quimiocinas (CCR5-A32), de modo que a frequéncia na amostra
desses individuos indicava um papel protetor da delegdo. Essa delecdo acarre-
tava uma troca de fase de leitura e a consequente produ¢ido de uma proteina
truncada, a qual ndo era expressa na superficie das células. Estudos posterio-
res corroboraram esses achados, descrevendo uma alta frequéncia do genédtipo
homozigoto CCR5-A32 em individuos expostos ao HIV e que persistiam nao
infectados, sobretudo caucasianos europeus e norte-americanos. Apesar da eu-
foria inicial, estudos posteriores evidenciaram tanto a auséncia dessa dele¢do
em algumas pessoas resistentes em grupos de risco (como no caso das prostitu-
tas de Nairobi) quanto a existéncia de homozigotos CCR5-A32 infectados pelo
HIV (caso em que o virus utiliza um correceptor alternativo, como o CXCR4).

Ainda assim, essa molécula continua despertando o interesse dos pesqui-
sadores interessados em estudar a resisténcia ao HIV. Sabe-se, por exemplo,
que a presenga em heterozigose da delecao CCR5-A32 altera o curso da infec-
¢do, prolongando o periodo de controle da carga viral e reduzindo o declinio
de linfécitos T CD4. Qual sera o atual “estado da arte” na pesquisa que rela-
ciona CCR5 com HIV? Existem trabalhos que descrevem o efeito de outros
polimorfismos nesse gene? E quanto a sua aplicagdo no campo da vacinolo-
gia? Essas e outras questoes podem ser encontradas utilizando o Entrez, e seu
modo de obtengdo sera exemplificado passo a passo nas segdes a seguir.

12.2 ENTREZ E PUBMED

O Entrez ¢ um sistema de busca e recuperagao do NCBI, o qual integra o
banco de dados de literatura biomédica (PubMed) junto com outros 36 bancos
de dados com contetido bioldgico. Esse conteudo inclui sequéncias de DNA e
de proteina, genomas, estruturas tridimensionais e informagdes de expressao
génica. Além de realizar a busca em todos esses bancos de forma simultanea e
extremamente rapida, o Entrez ainda fornece uma série de opg¢des para refinar
os pardmetros de busca. Dentre essas op¢des, destacam-se o uso de operadores
légicos ou booleanos (AND, OR, NOT), os quais podem ser combinados com os
termos pesquisados e organizados com a utilizagdo de parénteses e aspas.

Por exemplo:

o CCR5 AND HIV: busca ocorréncias contendo tanto o termo “CCR5’,
quanto o termo “HIV”;

o (“CCR5 gene” AND HIV OR “human immunodeficiency virus”) NOT
CCR5-A32: busca ocorréncias contendo a expressao “CCR5 gene” e “HIV”,
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As proteinas sdo uma vasta classe de biomoléculas envolvidas em diversas
atividades das células. Elas sdo formadas pela tradu¢ao do RNA mensageiro
e sua estrutura primaria é constituida de uma sequéncia de aminoacidos. Sao
necessarios trés nucleotideos para o reconhecimento de um aminoécido, fa-
zendo com que o c6digo genético seja degenerado (Quadro 13.1).

Quadro 13.1 Simbologia e cédigo genético padrdo dos aminoacidos.

Simbolos Aminoacido Cdédigo genético padrao Unidade basica

A Ala Alanina GCU, GCC, GCA, GCG GC_

B Asx Asparagina ou acido aspartico (aspartato) - -
C Cis Cisteina UGU, UGC* UG_
D Asp Acido aspartico (aspartato) GAU, GAC GA_
E Glu Acido glutamico (glutamato) GAA, GAG GA_
F Fen Fenilalanina Uuu, uuc uu_
G Gli Glicina GGU, GGC, GGA, GGG GG_
H His Histidina CAU, CAC CA_
| lle Isoleucina AUU, AUC, AUA AU_
K Lis Lisina AAA, AAC AA_
L Leu Leucina UUA, UUG uu_
CUU, CUC, CUA, CUG CU_

M Met Metionina AUG (iniciador) -
N Asn Asparagina AAU, AAC AA _
P Pro Prolina CCU, CCC, CCA, CCG CC_
Q Gln Glutamina (glutamida) CAA, CAG CA_
R Arg Arginina CGU, CGC, CGA, CGG CG_
AGA, AGG AG_
s Ser Sering UCU, UCC, UCA, UCG uc_
AGU, AGC AG_
T Tre Treonina ACU, ACC, ACA, ACG AC_
\Y Val Valina GUU, GUC, GUA, GUG GU_
w Trp Triptofano UGG* UG_
Y Tir Tirosina UAU, UAC* UA_

z Glx Glutamina ou glutamato - -

* Codons de terminagao:

UAA, UAG, UGA.



CAPITULO 13
ANALISE E QUANTIFICACAO
DE PROTEINAS

Nélson Kretzmann Filho, Fernanda Matias

13.1 QUANTIFICAGCAO DE PROTEINAS
POR ESPECTROFOTOMETRO

Existe uma variedade de métodos para a determinagdo da concentragdo de
proteina em uma amostra. Todos os métodos usados devem ser padronizados
com uma proteina pura conhecida (por exemplo, albumina de soro bovina).

13.1.1 METODO DE BRADFORD

O método de Bradford depende da unido quantitativa de um corante, o Azul
Brilhante de Coomassie, a uma proteina desconhecida e da comparagao dessa
unido a diferentes quantidades de uma proteina padrao. O Azul Brilhante de
Coomassie G250 ¢ um pigmento do tipo trifenilmetano ani6énico que se une
de forma néo covalente aos residuos de lisina das proteinas, convertendo-se da
cor vermelha para o azul apds a ligagdo a proteina. O complexo ¢ formado em
aproximadamente 2 min, permanecendo disperso em solugdo por aproxima-
damente 1 h, e tem um alto coeficiente de extingao que lhe concede grande
sensibilidade na dosagem das proteinas. Normalmente, o padrio é produzido a
partir de albumina sérica bovina com 1 pga 10 pg de proteina.

13.1.1.1 Reagentes
Solugdio A (curva padrdo)
« NaCl:0.15M

« Solugdo de proteina (albumina bovina sérica ou BSA): 1 mg/mL
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Solugdo B (adicione 100 mg de Azul Brilhante
de Coomassie G-250 aos itens a seguir)

o Etanol 100%: 50 mL
o Acido fosférico 85%: 100 mL
+ H,O deionizada g.s.p.: 1.000 mL

13.1.1.2 Preparo da curva padrao

Adicione as quantidades em triplicata (x 3) (Branco, Al, A2... A14) em
uma placa de 96 pogos (Quadro 13.2).

Quadro 13.2 Como devem ser feitas as concentragdes para o procedimento.

Branco | A2 | A5 | A8 Al10 | A13 | Amostra | Amostra Amostra | Amostra | Amostra Amostra
Branco | A3 | A5 A8 All | A13 | Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
Branco | A3 | A6 | A8 All | Al4 | Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
Al A3 | A6 | A9 All | Al4 | Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
Al A4 | A6 | A9 Al2 | Al4 | Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
Al A4 | A7 | A9 Al2 | A15 | Amostra | Amostra Amostra | Amostra | Amostra Amostra
A2 A4 | A7 | A10 | A12 | A15 | Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
A2 A5 | A7 | A10 | A13 | A15 | Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

13.1.1.3 Preparo da solugdo B
1. Dissolva o Azul Brilhante de Coomassie em etanol 100%.
2. Apés dissolugdo, adicione o acido fostérico 85%.
3. Homogeneize por aproximadamente 5 min.
4

Acerte o volume com agua deionizada.

Dica
o Asamostras podem ser feitas em duplicata, e, portanto, em uma placa
podem ser quantificadas 24 amostras.

13.1.1.4 Procedimento
1. Adicione a quantidade de dgua MilliQ segundo a tabela.

2. Construa a curva padrao utilizando a solu¢ao A (1 a 10 pug ou 10 a
100 pg de albumina em 100 pL de tampdo salino).



CAPITULO 14
EXPRESSAO DE GENES E PROTEINAS

Gustavo Pelicioli Riboldi, Fernanda Matias

A expressao recombinante de genes em sistemas eucarioticos ¢ a alterna-
tiva vidvel para a produ¢ao de proteinas contendo modificagdes pds-tradu-
cionais, e diversos sistemas fornecem possibilidades para essa expressio em
diferenciados hospedeiros. Para esse fim, o pesquisador deve considerar o
vetor e o sistema de expressdo mais apropriados que sejam compativeis com
o resultado esperado, o que depende principalmente do tipo de proteina a
ser expressa (seja ela proteina de membrana, produto de secre¢do, proteina
intracelular etc.), bem como do seu uso. Obter dados basicos da proteina em
questdo, como a funcdo, a finalidade de uso, a quantidade necessaria, se ela
sera marcada, entre outros aspectos, facilita na escolha de ambos, vetor e hos-
pedeiros, para o sistema de expressao. O uso de um hospedeiro diferente de
E. coli e S. cerevisiae é particularmente importante na biotecnologia, campo
em que o principal interesse ndo é o estudo de um gene em particular, mas,
sim, utilizar-se de procedimentos de clonagem para uma alta e controlada
produgao de produtos metabdlicos (de hormonios como a insulina), ou ainda
modificar as propriedades de um organismo em particular (inserindo resis-
téncia a herbicidas em uma planta, por exemplo).

Primeiramente, é de extrema importancia analisar bem a construgdo que se
quer realizar antes de iniciar os trabalhos de clonagem, expressao e purificagdo
do produto. De uma maneira geral, as seguintes questoes devem ser observadas:

14.1 REGIOES CONTROLADORAS

E importante identificar bem na sequéncia a sua regido controladora, ou
ainda considerar a hipétese da adigdo de uma determinada regiao controla-
dora auxiliar, no caso da utilizagao de um hospedeiro alternativo ou de vérios
hospedeiros. Na falta de uma regido controladora, esta deve ser adicionada ao
vetor de expressao.

14.2 MARCADORES, CAUDAS E SITIOS DE CLIVAGEM

A adi¢ao de marcadores, caudas ou sitios de clivagem constitui uma possi-
bilidade que pode posteriormente ajudar na identificagdo da proteina, ou ainda
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auxiliar na etapa de sua purificacdo. Marcadores oferecem a possibilidade de
identificagao da molécula-alvo por meio de metodologias como Western blot,
ELISA ou imunofluorescéncia. Diversos tipos de caudas podem ser adiciona-
dos ao vetor para a produgdo de uma proteina marcada, que posteriormente
serd facilmente purificada utilizando-se uma coluna cromatografica de afini-
dade. Dentre as mais comuns, estio FLAG (DYKDDDDK), hemaglutinina
do virus influenza-HA (YPYDVPDYA), cauda de histidina-His, (HHHHHH)
e c-myc (EQKLISEEDL). No caso da purificagdo de uma proteina marcada,
pode ser necessario utilizar uma regido de clivagem que propicie uma eli-
mina¢ao do marcador ap6s a purificagdo da proteina. Os sitios de clivagem
mais comumente utilizados compreendem aqueles reconhecidos pela trombi-
na (VPR'GS), pelo fator Xa (IEGR’), pela protease PreScission (LEVLFQ'GR),
pela enteroquinase (DDDDK’), entre outros. No entanto, deve-se tomar a
precaucao de analisar, primeiramente, a estrutura primaria da proteina re-
combinante a ser produzida, para que o sitio de clivagem escolhido néo esteja
presente no produto a ser purificado.

14.3 SUBCLONAGEM

Se houver necessidade de subclonagem de um vetor de clonagem para um
de vetor de expressio, isso pode ser realizado principalmente por meio do uso
classico de enzimas de restri¢ao, que cortam o fragmento de DNA desejado
e posteriormente religam-no no vetor de expressao, exatamente nos sitios de
restricdo correspondentes. Atualmente, existe a possibilidade de realizacao
de clonagem/subclonagem sem a utilizagao de endonucleases, mas por meio
de um sistema de transferéncia mediado por recombinase (ECHO e Gateway
- Invitrogen; Creator — Clontech, entre outros). As recombinases realizam
essencialmente as reagoes de clivagem e liga¢ao em um tnico passo, elimi-
nando etapas de purificagdo de fragmentos, que além de demorados levam a
perda de material. Além disso, esses sistemas possuem uma particularidade:
eles possibilitam a expressao em diferenciados hospedeiros.

14.4 SELEGAO DE UM HOSPEDEIRO ADEQUADO

Diversas proteinas eucarioticas necessitam modificagdes pds-traducionais,
como fosforilagdo, adigdo de sequéncia sinal, glicosilagdo, protedlise, que po-
dem afetar sua fun¢ao, sua meia-vida e sua antigenicidade. A escolha de um
hospedeiro para a expressdao do vetor deve considerar essas necessidades. Cé-
lulas de insetos, por exemplo, ndo possuem determinadas vias de glicosilagao
para a complexagao do acido sidlico, o que pode influenciar as propriedades
farmacocinéticas de diversas glicoproteinas. Outro fator determinante para
a escolha do hospedeiro reside na quantidade de produto recombinante que
se deseja obter ao final do processo. A incapacidade de se obter uma proteina
homogeneamente pura para processos de cristaliza¢ao quando da utilizagdo
de hospedeiros eucariotos é devida principalmente a glicosilagdo do produto



CAPITULO 15
VETORES

Fernanda Matias, Gustavo Riboldi

Quando trabalhamos com DNA recombinante, precisamos pensar em ob-
ter muitas copias desse DNA. Para isso, inserimos o dado gene em um ele-
mento genético autorreplicante, que pode ser um virus, um plasmideo ou
outro, chamado vetor. O vetor precisa ser relativamente pequeno, sendo o seu
tamanho ideal inferior a 10 kb, pois as moléculas grandes tendem a degradar-
-se durante a purificagdo e sdo também mais dificeis de manipular. Esse vetor
sera utilizado para clonagem e/ou expressdo genética em um microrganismo
de interesse que permita a obtengdo de copias.

1. O vetor funcionara como um veiculo que transporta o gene para o in-
terior da célula hospedeira, que é normalmente uma bactéria, embora
outras células vivas possam ser utilizadas.

2. Dentro da célula hospedeira o vetor ira se multiplicar, produzindo nu-
merosas cOpias idénticas ndo sé de si proprio, mas também do gene
que transporta.

3. Quando a célula hospedeira se divide, a sua descendéncia recebe c6-
pias das moléculas de DNA recombinantes, continuando depois a re-
plicagdo dos vetores.

4. Aposum grande niamero de divisoes celulares, ¢ produzida uma colonia
(ou um clone) de células hospedeiras idénticas. Cada célula do clone
contém uma ou mais copias da molécula de DNA recombinante. Cha-
mamos o gene transportado pela molécula recombinante de “clonado”

15.1 SELECAO DE UM VETOR DE EXPRESSAO

Um vetor de expressao precisa apresentar determinados elementos regula-
torios, necessarios para a expressio do gene desejado. Dentre eles estdao: uma
regido promotora, um cddon iniciador de transcri¢gao, um cédon terminador,
um sinal de poliadenila¢do e um marcador seletivo. Diversos elementos pro-
carioticos sdo também necessdrios ao transito entre hospedeiros eucarioticos
e procarioticos, como marcadores de selecéo de resisténcia a antimicrobianos
e uma origem de replicagdo para a manuten¢ao do plasmideo. Especificamen-
te, os seguintes fatores devem ser considerados no momento da escolha de um
vetor de expressao em eucariotos:
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15.1.1 REGIOES PROMOTORAS

Os promotores constituem regides de sequéncia de DNA capazes de re-
crutar a enzima RNA polimerase e fatores de transcrigdo para que ocorra a
ativagdo da transcri¢ao de um gene. Essa regido precisa apresentar um sitio de
inicio de transcri¢ao, uma CAAT box e uma TATA box. A forga da regiao pro-
motora corresponde a estabilidade de ligagao do complexo RNA polimerase
— fator de transcrigdo que inicia a produgdo do RNA mensageiro. O EF-1a,
por exemplo, corresponde a um promotor forte que, portanto, fornece uma
expressao rapida e em grande quantidade da proteina desejada.

15.1.2 REGIAO DE POLIADENILACAO

Corresponde a uma sequéncia consenso (AAUAAA) envolvida na estabi-
lizacdo do RNA mensageiro; assim como ocorre com 0s promotores, existem
diferentes regides de poliadenilagao.

15.1.3 MARCADORES DE SELECAO

Inserem genes que fornecem resisténcia a uma droga particular, fazendo com
que somente células que contenham um plasmideo possuidor de tal elemento
consigam crescer. Dentre essas drogas destacam-se a blasticidina, o histidinol, a
higromicina, a puromicina, o acido micofenolico, a seocina, entre outras.

15.1.4 REGULACAO DA EXPRESSAO

Existe a possibilidade da utilizagdo de promotores induziveis e sistemas de
expressao regulada para o controle de quando uma expressao deve ocorrer,
bem como da quantidade de produto recombinante que deve ser obtida. Essa
metodologia é particularmente interessante quando é necessdria a expressao
de uma proteina toxica para a célula hospedeira. Como exemplo, destacamos
os sistemas envolvendo o promotor do virus de tumor mamario de camun-
dongos (MMTYV), induzido por dexametasona.

15.1.5 SISTEMAS DE VETORES SIMPLES E DUPLOS

Um sistema de expressao pode, ainda, envolver mais de um vetor. Nesse
caso, o gene de interesse estaria inserido em um vetor, enquanto o marcador
de selegao estaria disposto no segundo. Como exemplo de hospedeiro que
admite esse tipo de metodologia, podemos citar as células de Drosophila S2.

De qualquer maneira, todo o material explanado até agora nos leva 4
pergunta principal: afinal, qual vetor deve ser utilizado? Isso ira depender
de quanto trabalho vocé estd disposto a despender com o seu sistema de
expressao, desde os passos de clonagem e desenho do vetor até a transfec¢ao,
e de quao rapidamente vocé necessita obter seu produto final.



CAPITULO 16
TRANSFORMACAO

Fernanda Matias, Sabrina Dick

Os métodos de transformagdo génica ou genética sao amplamente utiliza-
dos nos laboratérios que trabalham com organismos geneticamente modifi-
cados (OGM). A transformagéo celular se da pela inser¢do de um gene exo-
geno que fornece ao transformante uma caracteristica diferenciada, e muitas
vezes superior, a célula original. Em geral, se utilizam vetores (plasmideos,
cosmideos, virus) contendo o gene de interesse. Os vetores, assim como as
linhagens, devem ser cuidadosamente selecionados de acordo com o objeti-
vo do experimento. Bactérias gram-negativas e leveduras sdo mais faceis de
transformar pela propria estrutura celular que possuem, e normalmente se
usa entre 10 e 50 nanogramas de DNA (vetor + inserto) para a transformagao.
Neste capitulo sdo abordados os métodos mais simples de transformagédo bac-
teriana e de leveduras.

16.1 PREPARACAO DE BACTERIAS COMPETENTES PELO
METODO DE CLORETO DE CALCIO

16.1.1 MATERIAL NECESSARIO
o Meios de cultura liquidos pré-aquecidos a 37 °C
o Placas de Petri contendo LB Agar pré-aquecidas a 37 °C
« Isopor contendo gelo seco e dlcool
o Estufaa37°C
« Agitador rotativo a 37 °C
« Centrifuga
« Microcentrifuga
» Espectrofotometro
+ Pipetas e ponteiras de 1 mL e 0,2 mL estéreis
» Tubos de microcentrifuga estéreis

« Tubos de centrifuga estéreis
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16.1.2 PROCEDIMENTO

1.

10.
11.
12.
13.

Dica

Semeie a linhagem de E. coli de interesse em uma placa de LB iso-
lando as colonias. Verifique as especificagoes de cada linhagem, como
necessidade de antibioticos (XL1-Blue necessita de tetraciclina, pLysS,
cloranfenicol, Arctic, gentamicina...).

Cultive em estufa com o agar invertido a 37°C por dez8 h.

Selecione uma colonia com alga de platina e cultive em LB liquido em
agitador rotativo a 37 °C e a 200 rpm por dez8 h (verifique a necessi-
dade de antibiético).

Transfira cerca de 2 mL do pré-indculo para 100 mL de meio LB liqui-
do estéril.

Cultive em agitador rotativo a 37 °C e a 200 rpm por duas a 3 h, até
DO, atingir de 0,5 abs a 0,6 abs.

Transfira as células para tubos de centrifuga estéreis (2 falcons de
50 mL, por exemplo).

Centrifugue a 4.000 x g por 20 min a 4 °C.
Descarte o sobrenadante.

Ressuspenda o sedimento em 40 mL de CaCl2 0,1 M estéril gelado (vo-
lume final).

Incube em banho de gelo por 1 h.
Centrifugue a 4.000 x g por 20 min a 4 °C.
Descarte o sobrenadante.

Ressuspenda o sedimento em 1 mL de CaCl, 0,1 M estéril gelado (vo-
lume final) se o uso for imediato. Se forem congeladas aliquotas, adi-
cione glicerol para uma concentragao final de 15% (v/v), distribua o
liquido em tubos de microcentrifuga (100 pL por tubo), congele em
banho de gelo seco/etanol e armazene a -80 °C.

Sempre verifique o meio de cultura de cada linhagem; linhagens con-
tendo gene pLysS necessitam de meio 2x TY em todas as fases!

Tudo deve ser feito em gelo seco com alcool!!!

Esse ¢ um bom método para quem precisa fazer muitas transformagoes.

16.2 PREPARAGAO DE BACTERIAS COMPETENTES

PELO METODO DE MAGNESIO (OU SAIS)

16.2.1 MATERIAL NECESSARIO

Meios de cultura liquidos pré-aquecidos a 37 °C

Placas de Petri contendo LB Agar pré-aquecidas a 37 °C



CAPITULO 17
VISUALIZACAO E MANIPULACAO IN SILICO
DE PROTEINAS TRIDIMENSIONAIS

Mauricio Menegatti Rigo, Dinler Amaral Antunes, Gustavo Fioravanti Vieira

Este capitulo tem o propdsito de inserir o usudrio no contexto de programas
de visualizagdo de estruturas tridimensionais. Os tdpicos foram abordados de
maneira diddtica e simples, objetivando o entendimento da base de funciona-
mento dos programas. Sendo assim, o presente capitulo ndo tem por objetivo
demonstrar topicos avangados sobre os programas, mas, sim, os aspectos basi-
cos. Dentre a enorme gama de programas de visualiza¢do de estruturas tridi-
mensionais, escolhemos dois dos principais visualizadores que utilizamos na
rotina de nosso laboratdrio: o Swiss-PDBViewer (SPDBv) e o Chimera.

17.1 SWISS-PDBVIEWER

O Swiss-PDBViewer (SPDBv) - também conhecido como DeepView - é o
visualizador de proteinas tridimensionais desenvolvido no Swiss Institute of
Bioinformatics, localizado na cidade de Basileia, na Suica. Esse visualizador foi
desenvolvido inicialmente por Nicolas Guex em 1994. Desde entéo, o programa
vem sendo modificado e atualizado, e a versao estdvel mais recente é a 4.0.4.

Mas o SPDBv ¢ muito mais do que um simples visualizador de estruturas.
Ele possui ferramentas para andlise de diedros, calculos de energia global e de
energia de ligagdes/tor¢des entre moléculas, calculos de potencial eletrostati-
co, modelagem por homologia, analise da estabilidade de modelos, minimi-
zagao de energia, entre outros.

Neste capitulo, abordaremos apenas algumas das fungdes uteis para visu-
alizagdo e manipulagdo de proteinas, dando um enfoque mais basico para a
utilizagdo do programa.

17.1.1 OBTENCAO E INSTALACAO

O SPDBy ¢ disponibilizado na World Wide Web (http://spdbv.vital-it.ch/
download.html) como um freeware, ou seja, a sua utilizagdo ndo implica paga-
mento de licengas ou qualquer outra taxa ao governo ou a iniciativa privada.
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Atualmente, a versao estavel mais recente (v. 4.0.4) pode ser executada nas plata-
formas Linux (por meio do aplicativo Wine), Microsoft Windows e Macintosh.

No caso do download ser feito para a plataforma Windows, o usuario
recebe um conjunto de arquivos compactados. Uma vez descompactado, o
programa ja pode ser utilizado, sem necessidade de instalagdo. Basta rodar o
aplicativo do SPDBv com a extensdo .exe que se encontra entre 0s arquivos
descompactados.

17.1.2 UTILIZACAO

Ao abrir o programa, uma janela é aberta (“Main window” (MW)) e na guia
“File” é possivel escolher o arquivo que se deseja visualizar. O SPDBv permite
a visualizagdo de arquivos PDB (Protein data bank), mmCIF (macromolecular
crystallographic information file) ou MOL/SDE, todos contendo informagdes
sobre as coordenadas atomicas das estruturas. Além disso, ¢ possivel carregar
mais de uma molécula simultaneamente.

Ao abrir a molécula no programa, as ligacdes covalentes sdo representadas
automaticamente como linhas interligando os atomos (Wireframe representa-
tion) em uma janela de visualizagdo (“Display window” (DW)). Se o arquivo
contém erros em alguns aminodcidos, ou se estd com alguma informacao fal-
tante (cadeias laterais, por exemplo), uma janela de texto se abrird, informan-
do onde ocorreu o problema. Em geral, o préprio programa corrige os erros e
a molécula é carregada sem maiores problemas.

O SPDBy (Figura 17.1) possui uma opgdo que reune os principais coman-
dos basicos de visualizagao em um s6 local: o painel de controle (“Control pa-
nel” (CP)). Caso o CP nao tenha sido aberto concomitantemente com a janela
de visualizagdo, basta escolher a opgao “Control panel”, sob a guia “Window”
(na parte superior da MW).

A MW apresenta alguns botoes de acesso rapido, sendo os quatro primei-
ros os mais importantes, conforme explicado e ilustrado a seguir:

: O primeiro (a esquerda, logo abaixo de “File”) é utilizado para “cen-
=l tralizar” a(s) estrutura(s) no DW.

@: O segundo ¢ utilizado para “segurar” a(s) estrutura(s) e arrasta-la(s)
com o auxilio do mouse.

: O terceiro é o zoom, utilizado para afastar e aproximar as estruturas
8 com o auxilio do mouse.

F3): O quarto ¢ utilizado para realizar a rotagdo em torno dos eixos X e Y
[==1 da estrutura com o auxilio do mouse.

Os outros botdes de acesso rapido nao serdo discutidos neste capitulo.
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traz facilidade para o seu dia a dia de laboratério, explicando
as bases dos reagentes para a solucdo de problemas. Em um
tempo em que tudo é feito por kits, saber o que estd no kit para
resolver um problema de protocolo é essencial. O principal
objetivo desse livro é trazer as bases préticas de biologia
molecular para auxiliar o aluno a iniciar um experimento no
laboratério. Trazemos a experiéncia de diversos profissionais
para que o aluno néo perca tempo e reagente tentando
descobrir o que pode estar errado no seu experimento.
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