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APRESENTACAO

O laboratério de Imunogerontologia e Biologia Molecular Aplicada ao Exercicio, esta
equipado para atender rotinas de projetos de pesquisa e aulas praticas. Este laboratorio esta
vinculado aos cursos de graduacdo em Biomedicina, Ciéncias Bioldgicas, Educagdo fisica,
Farmécia, Medicina, Mestrado em Gerontologia, Mestrado e Doutorado em Educacdo Fisica da
Universidade Catolica de Brasilia (UCB) e Mestrado e Doutorado em Ciéncias Gendmicas e
Biotecnologia. O espaco e a infraestrutura também séo disponibilizados aos alunos de Iniciagéo
Cientifica e alunos de Mestrado e Doutorado em Ciéncias Médicas e Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia (UnB), para realizacdo de seus trabalhos de pesquisa.

Esta localizado no Campus | da Universidade Catolica de Brasilia, no Bloco Sdo Gaspar
Bertoni, salas M-223/M-224. Conta com uma area total de 69,63 m? / 70,34m? respectivamente,
sendo todo espa¢o de uso comum (com bancadas, pias, equipamentos, armarios, reagentes de uso
comum, sala de informatica e mobiliario) e equipamentos especializados para projetos
especificos, tais como freezer -80°C, PCR em tempo Real, estufas de esterilizacdo e

bacterioldgico, termocicladores, banho-maria, dentre outros.
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1-OBJETIVO

Descrever de forma simples e objetiva técnicas, biosseguranca, atividades e

operacdes realizadas no laboratorio.

2- RESPONSABILIDADE

2.1 Cursos que utilizam o laboratorio:

Regular

e Biomedicina

e Farmécia

e Especializagdo em Treinamento Fisico aplicado a saude e ao alto rendimento

e Mestrado e Doutorado em Educacéo Fisica

e Mestrado e Doutorado em Gerontologia

e Educacdo Fisica

e Odontologia

e Projeto integrado UCB/UnB

Eventual

e Biologia

e Mestrado e Doutorado em Ciéncias Genbmicas
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e Parcerias com instituicdes de Ensino Superior

2.2 Pessoas envolvidas diretamente com o laboratorio:
- Coordenadores do laboratdrio

e Prof. Dr. Thiago dos Santos Rosa
- Técnico:

e Thalyta Railine Cesar Palmeira

3 - NORMAS DO LABORATORIO

e Nao é permitida a presenca de pessoas ndo autorizadas no laboratorio.

¢ A chave do laboratdrio esta na responsabilidade do técnico do laboratdrio e somente
sera liberada aos alunos e pesquisadores que tiverem autorizacao.

e E obrigatério o uso de EPI — Equipamento de Protecdo Individual (jaleco, sapato
fechado, e luvas sempre durante a realizacdo de qualquer procedimento além de gorro e
mascara caso se faca necessario) dentro do laboratorio (Portaria da reitoria n°® 143
NRO6).

e Todos os alunos que utilizarem o laboratorio devem ser orientados pelo professor e
técnico quanto ao seu funcionamento antes do inicio das atividades no laboratorio.

e E proibida a entrada e o consumo de qualquer tipo de alimento ou bebida.

e ApOs os procedimentos realizados no laboratorio o aluno devera deixa-lo limpo e
organizado, e verificar se desligou todos os equipamentos que utilizou.

e Para manipulacdo de Brometo de Etidio € necessario a utilizacdo de luva nitrilica ao
invés da luva de latex, fornecida pelo técnico apenas para pesquisadores e professores.

e A manipulacdo do Brometo de Etidio e a confeccdo do gel de agarose devem
acontecer somente na capela de exaustéo.

e Todos materiais utilizados nos procedimentos de eletroforese estdo devidamente
identificados e ndo devem ser utilizados em outros procedimentos do laboratério.

e Tampdo TAE 1X utilizado nas eletroforeses ndo deve ser descartado na pia. Apos o
uso deve ser colocado em frasco especifico e previamente identificado e disponibilizado
pelo técnico. O descarte sera realizado somente pelo técnico do laboratério.
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e O descarte do gel de agarose é feito nos frascos identificados.
e Os descartes dos demais reagentes utilizados no laboratdrio deverdo passar

primeiramente pelo técnico, que auxiliard na destinacdo adequada.

4 —NORMAS DEVIDO A PANDEMIA COVID-19

e Sempre utilizar méscara de protecdo, de preferéncia com face shield

e Mantenha as portas e janela sempre abertas

e Respeite as demarcacdes de pisos e/ou bancadas

e Mantenha o distanciamento social

e Higienize sua estacdo de trabalho e de aula préatica antes e depois do uso
e N&o compartilhe materiais com o0s outros

e Higienize suas maos sempre que possivel, caso ndo tenha uma pia, utilize alcool em

gel

e Ande com seu alcool em gel

5 - PLANOS DE ACOES

5.1 — Plano de avaliacdo periddica dos espacos

As verificagdes dos laboratdrios sdo feitas diariamente ou semanalmente (dependendo
das demandas de aulas e/ou aulas préaticas) pelos técnicos responsaveis dos espagos.
Qualquer problema de infraestrutura é aberto um chamado via sistema SISPRED, na
qual a equipe de manutencdo providencie 0s reparos necessarios, dando maior
importancia para casos de emergéncia.




D e UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
\ T o LABORATORIO DE IMUNOGERONTOLOGIA E BIOLOGIA
: ) KK Catolica de Brasilia MOLECULAR ASSOCIADA AO EXERCICIO

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO || Péagina 8 de 51

5.2 - Plano De Manutencéo E Guarda Patrimonial

Os técnicos de cada espaco fazem as verificacbes dos equipamentos e material
patrimoniado. Se necessério, € feita uma calibragdo e limpeza externa preventiva dos
equipamentos especificos, sempre no inicio e fim dos semestres, afim de preparar 0s
equipamentos para os inicios das aulas préaticas.

Equipamentos defeituosos sdo abertos requisices de manutencdo enviados para a
equipe do almoxarifado. Se for aprovado, 0 equipamento serd levado por uma empresa
externa e especialista no equipamento defeituoso.

Observacdo: Alguns equipamentos sé podem ser limpos internamente e calibrados por
uma empresa especializada, pois caso seja feita por qualquer outra pessoa, pode
danificar, descalibrar e/ou estragar.

5.3 - Plano de limpeza e organizacao
Em cada andar dos blocos da Universidade, hd uma equipe de higienizacdo que ajuda

nas lavagens e limpeza dos laboratérios. Esta equipe vai ao laboratério de acordo com
as demandas dos espacos, com aulas praticas e monitorias. Montagem e desmontagem
de aulas préaticas e as limpezas de bancadas sdo feitas pelos técnicos responsaveis,
visando melhor qualidade no conteldo que sera ministrado dentro do espaco.

5.4 - Plano de atualizacao dos equipamentos
Os equipamentos séo catalogados em planilhas como o POP (Procedimento Operacional

Padrdo). Ao final de cada semestre 0s técnicos responsaveis anexam em planilhas a
Previsdo orcamentaria de equipamentos que precisam ser comprados para aulas praticas.

5.5 — Agendamento para aulas praticas
Os agendamentos de aulas praticas é feito com antecedéncia, sendo ideal ser agendando

no inicio do semestre para que nao haja choque nos horarios. A reserva é feita
exclusivamente por e-mail: reservasala@uch.br com cépia para o técnico responsavel
por aquele espaco. E IMPRESCINDIVEL QUE ENVIE A RESERVA TAMBEM



mailto:reservasala@ucb.br
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PARA O TECNICO DO LOCAL, POIS ELE QUE IRA ARRUMAR E ORGANIZAR
O LABORATORIO.

No e-mail precisa constar algumas informacdes, como: Nome do professor; nome da
disciplina; cédigo da disciplina; data; horario; nimero do laboratério ou nome do
laboratério; quantidade de alunos; e em anexo o roteiro de aula pratica contendo
materiais de interesse. Sem estas informacdes nao sera possivel a realizacdo da reserva.

6 - ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O laboratdrio realizar analises em biologia molecular béasica, como, PCR,
Eletroforese, Digestdo por enzimas de restricio para deteccdo de polimorfismos
genéticos humanos, além de biologia molecular complexa, como extracdo de RNA e
quantificacdo em tempo real (QPCR), dosagem de metilacdo de DNA, e ainda, realizar
dosagens de mediadores inflamat6rios por ELISA. Nesse sentido o laboratorio fornece
toda a estrutura para realizacdo dos procedimentos (técnicas) de biologia molecular,
genetica e imunologia, buscando oferecer suporte para as atividades de pesquisa,

extensao e ensino. Seguem o protocolo das aulas préticas:

Protocolo para preparacao de dNTPs

Marcas Utilizadas: Amersham Biosciences.

1) O fornecedor geralmente fornece cada nucleotideo separadamente (dATP, dCTP,

dGTP, dTT) a uma concentracao estoque de 100mM.

2) Deseja-se preparar um mix de dNTPs em que cada nucleotideo fique na concentragdo
final de 2,5mM.

3) Para preparar 500ul:
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12,5uL de dATP

12,5uL de dCTP

12,5uL de dGTP

12,5uL de dTTP
450,0uL de H20 ultrapura

= misture invertendo os tubos varias vezes.

4) Rotule o tubo com a concentracéo de cada nucleotideo: dNTPs 2,5mM

5) Dé um spin na centrifuga.

6) Guarde congelada na caixa apropriada Reagentes.

Protocolo para diluicdo de primers (do estoque para concentracédo de uso)

Ao receber e reconstituir o primer para formar a solucé@o estogue

1) O fornecedor WMed fornece oligonucleotideos (primers) ja indicando o volume final
(em uL) em que o reagente deve ser reconstituido para se obter solu¢do 100uM.

2) Antes sequer de abrir o frasco pela primeira vez, centrifuge os tubos a velocidade de
12.000rpm.

3) Entdo, adicione o valor de &gua ultrapura (H-.O UP) indicado pelo fornecedor do

primer.

4) Rotule o tubo com a concentragéo do estoque: 100uM

5) Dé um spin na centrifuga, e deixe ressuspendendo por 5-10 minutos em banho-maria
a 65°C.

10
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6) Guarde congelada na caixa apropriada: Primers - Estoques

OBS: Caso o fornecedor n&o dé o valor de Agua Ultra Pura, faca o seguinte:
- Multiplique o valor da concentracéo do primer por 10.

Ex:[]41,00nMoles X 10 =410uL

Esse resultado de 410uL, é a quantidade de agua que deve ser adicionado no
eppendorf do primer.

PARA PREPARAR ALIQUOTAS DE USO A PARTIR DO ESTOQUE

1) Recomenda-se que ndo sejam preparadas Aliquotas de Uso em volume superior a
400uL.
2) Tendo em vista que todo Estoque possui concentragdo de 100uM:
100uL do Estoque
+ 300uL de agua ultrapura

400uL = concentracgdo de uso de 25uM.
3) Dé um spin na centrifuga

4) Mantenha no gelo enquanto estiver manipulando

5) Guardar no freezer.

Eletroforese em gel de agarose (1,6%)

1,6% -- 1,69 — 100mL

11
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Preparo das solucdes:

Agarose 1,6% (40 ml)

0,64 g de Agarose

4 ml de TAE + 36 ml de Agua Destilada
1,5 ul de Brometo de Etidio

Agarose 1,6% (120 ml)

1,92 g de Agarose

12 ml de TAE + 108 ml de Agua Destilada
4,5 ul de Brometo de Etidio

Obs - Composicéo do TAE: Tris-base, Acido Acético-Glacial, EDTA e H-O.

Preparo da Cuba

Deixa-la montada antes de comecar o preparo do gel. Com excecao dos pentes, que
deverdo ser colocados somente que o gel ja estiver na cuba.

Procedimentos

= Pesar 0,64 g (ou 1,92 g) de agarose

= Medir 4 ml TAE + 36 ml HO destilada

= Misturar a solugédo 40 ml ao 0,64 g agarose

= Esquentar no microondas até que os cristais de agarose sejam dissolvidos (1°30°”)
= Adicionar 1,5 ul de brometo de etidio (Fazer esse procedimento na CAPELA)

Obs: Deixar esfriar um pouco o gel de agarose para nao danificar a forma. Mas
fique atento para o gel néo solidificar no erlenmeyer.

= Colocar na cuba montada e deixe solidificar.

APLICAR AS AMOSTRAS

= Aplicar a totalidade das amostras: Para cada 08ul de amostra, misturar 2 ul de

tampdo de amostra (para geéis de agarose!)

12
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= aplicar no gel, calmamente, utilizando pipeta
= aplicar voltagem por no minimo 30 minutos . Depois observar ao transluminador e

fotografar gel.

Protocolo para Extracdo de DNA

Extracdo de DNA de Sangue Total — Método “Salting Out” (modificado)
Modificado de Miller et al, 1988 — NAR 16:1215

1- Volume Inicial de sangue 750 ul em 750 ul de Buffer A

2- Misturar e manter em gelo por 2 minutos

3- Centrifugar a 5000 RPM, durante 15 minutos

4- Descartar o sobrenadante com CUIDADO para NAO perder o pellet

5- Ressuspender o pellet em 700 ul de Buffer A

6- Centrifugar a 5000 RPM, durante 15 minutos

7- Descartar o sobrenadante com CUIDADO para NAO perder o pellet

8- Ressuspender o pellet em 350 ul de Buffer B

9- Adicionar 35 ul de SDS 10% e 5,5 ul de Proteinase K (10mg/ml estoque)

10- Incubar a 37 °C over night (ou 55 °C durante 60 minutos)

11- Adicionar 100 ul de NaCl Saturado (Aproximadamente 6M). Agite por 15
segundos

12- Centrifugar a 2500 RPM por 15 minutos

13- Transferir o sobrenadante para outro tubo de 1,5ml

14- Adicionar 2x 0 volume de etanol - 970 ul (gelado — 95%)

15- Inverter o tubo até precipitar o DNA

16- Centrifugar a 2500 RPM durante 2 minutos

17- Repetir os procedimentos 14, 15 e 16 com etanol a 70%

18- Descartar o etanol e deixar o restante evaporar

19- Adicionar 100 ul do Tampéo TE

20- Incubar durante 1 hora em banho-maria a 37 °C

21- Centrifugar (spin) durante 30seg

22- Aplicar no Gel de Agarose a 0,6%, previamente preparado

13
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23- Usar 8 ul da amostra de DNA para 2 ul do Tampao Corante

24- Deixar correr durante 20 a 25 minutos

25- Verificar a formacédo de bandas de DNA no transluminador (luz - UV) e
quantificar as amostras.

Reagentes:

Buffer A (pH=7,6)

0,32 M Sacarose 109.5 g de Sacarose

10 mM ou 0,01M de Tris HCI pH 7.6 10 ml de Tris-HCL 1 M pH 7,6
5 mM ou 0,006M MgCl; 5mlde MgCl, 1 M

1% de Triton X 100

Buffer B (pH=8,0)

25 mM ou 0,025 M EDTA pH 8,0 50 ml EDTA pH 8,0
75 mM ou 0,075M NacCl 40 ml NaClI5M
Complete volume para 1 litro

Autoclave a solugéo

Adicione 10 ml de Triton X 100

Solucéo saturada de NACL
Dissolver 35 gramas de NaCl em 100 ml (6M) de agua deionizada. Se a solucdo ndo
saturar, adicione 2 gramas de NaCl e misture. Repita procedimento até saturar solucao.

SDS 10% (dodecilsulfato de sodio)
10 gramas de SDS

agua deionizada qgsp 100 ml

Proteinase K
Estoque de 10 mg/mi

Protocolo para Extracdo de DNA Bacteriano — Salting out (modificado)

14
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Referéncias:

Casarias, et al. (2011) Specificity of a Polymerase Chain Reaction Assay of a Target
Sequence on the 31-Kilodalton Brucella Antigen DNA Used to Diagnose Human
Brucellosis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 20 :127-131.

Miller et al. (1988) A simple salting out procedure for extracting DNA from human
nucleated cells. Nucleic Acids Research 16:1215.

Solugdes: Opcionais:
Solucéo de lise: NH4CI 375 mM e EDTA 120 mM Lisozima (20mg/mL)
SDS 10% RNase A (1 mg/mL)
Proteinase K (10 mg/mL) Material:
Acetato de amonio 7,5M Tubos eppendorf de 1,5 ml
Etanol gelado Micropipetas e ponteiras
Etanol 70% gelado Banho a 55°C

Centrifuga

Procedimento:

1. Centrifugar a cultura bacteriana (2 a 10 mL) por 5 min a 10.000 rpm (centrifuga
MiniSpin).

2. Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 80 pL de tampdo de lise e 225 pL de
agua.

3. Adicionar 40 pL de SDS 10%,
* para Gram positivas adicionar 100 uL de lisozima e incubar por pelo menos 1 h.

4. Adicionar 40 pL de sol. Proteinase K, agitar com cuidado e incubar de 30 mina 1 h a 55
°C.

5. Adicionar 100 uL de sol. Acetato de aménio (temperatura ambiente), homogeneizar por
inversao e centrifugar a 13.000 rpm por 10 min.

6. Transferir o sobrenadante para um novo tubo (aproximadamente 400 uL)
7. Adicionar 2x Vol. de etanol gelado (aprox.. 800 uL), homogeneizar por inversao.

8. Centrifugar a 13.000 rpm por 10 min.

15
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9. Descartar o sobrenadante e adicionar 200 pL de etanol 70%, repetir a etapa 8.
10. Retirar todo o etanol 70% com pipeta.
11. Deixar secar na bancada, invertendo o tubo.

12. Ressuspender o DNA em 50 pL de TE. (caso queira retirar o RNA, acrescentar RNAse)

Solucoes:

Todas as solugdes usadas em Biologia Molecular devem ser preparadas em &gua ultrapura (Milli-Q) e
autoclavadas, a ndo ser quando indicado. Qualquer davida, procurar o Livro:

Sambrook, J & Russel, DW (2000) Molecular Cloning, a Laboratory Manual. 3" ed. Cold Spring Harbor
Laboratory Press. New York.

A. Tampéo TE (Tris-EDTA, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 e EDTA 1 mM, pH 8,0)
Fazer uma diluicéo das solucdes estoques de Tris-HCI 1M e EDTA 0,5 M, em HO.
Ex: Para 50 mL: 0,5 mL de Tris-HCI 1M+ 0,1 mL de EDTA 0,5M + H20 g.s.p. 50 mL
B. Solucdo SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio)
Dissolver 10g de SDS em 100 mL de H20. A solucéo obtida deve ser armazenada a temperatura
ambiente, ndo ha necessidade de autoclavar.
C. Solucéo de NHsAc 7,5M (PM do NH4Ac = 77,8)
Calcular a quantidade necessaria para 7,5M (77,8g/L = 1M -> x 7,5 =583,5 g por L) no volume
desejado. Esterilizar por filtragdo! Nao autoclavar!
Ex. para 100 mL.: dissolver 58,35g de NHsAc em H0.
D. Solugéo de Proteinase K (10 mg/mL)
Para cada mL, dissolver 10 mg. N&o autoclavar!
E. Solugéo de Lisozima (20 mg/mL)
Para cada mL dissolver 20 mg em Tris-HCI 10 mM, pH 8,0. N&o autoclavar!

Procedimento técnico para extracdo dna de amostra de sangue, soro ou plasma.

(KIT QIAGEN)
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Notas:

Descongelar as amostras ate a temperatura ambiente;
Aguecer 0 banho-maria até 56°c, para o passo 04;
Manter todo o procedimento a temperatura ambiente;

Realizar a preparacdo dos tampdes awl e aw2, conforme a indicacdo de seus
respectivos rétulos (seguir a instru¢es do manual);

Fazer a diluicdo da proteina-k (seguir a instru¢des do manual).

Procedimento técnico:

10.

11.

Pipetar 20uL da Protease em um tubo de 1,5mL;

Adicionar 200uL da amostra (Sangue, Plasma ou Soro);

Adicionar 200uL de buffer AL, e misturar por 15 segundos (opcional — dar um
spin para baixar as gotas da tampa);

Incubar em banho-maria a 56°C durante 10 minutos;

Dar spin apenas para baixar gotas da tampa;

Adicionar 200uL de etanol PA (96-100%0), misturar por 15 segundos, dar um
spin para baixar as gotas da tampa;

Cuidadosamente, aplique todo o volume sobre uma coluna posicionada em um
tubo coletor de 2mL. Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto. Descartar do tubo o
filtrado (o que passou) e posicionar a coluna sobre outro tubo coletor novo;
Cuidadosamente abra a coluna a adiciona 500uL de Tampao AWL1. Centrifugue
a 8000rpm por 1 minuto. Troque o tubo coletor;

Cuidadosamente abra a coluna e adiciona 500puL de AW?2. Centrifugue a
14000rpm por 3 minutos. Remova todo o liquido centrifugando uma 2° vez.
Nao precisa trocar o tubo coletor;

Coloque a coluna em um tubo de 1,5mL novo. Cuidadosamente, adicione
200pL de Tampdo AE ou Agua Ultra Pura. Deixar a temperatura ambiente
por 5 minutos e centrifugar a 8000rpm por 1 minuto;

Guardar o DNA.

17
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Extracdo de RNA total pelo mirVANA PARIS (Life Technologies)

Deixar preparado: - 2 sets de tubos conicos 15 ml (para etapa denaturacao e 12 etapa phenol)
- 2 sets de tubos 1,5 ml (para etapa etanol)
- 1 set de colunas sobre tubos coletores (ou tampas adaptadas)
- 2 set final de tubos coletores
(Incubar Denaturing Solution 2X a 37°C antes do uso e homogeneizar bem)

1. Descongele o sangue ou soro em banho-de-gelo.
2. Distribuir 700 ul de cada amostra a 700 uL de Denaturing Solution 2X (com 2-mercaptoethanol),

RT, (usar 1° set de tubos falcons).

Add 5 uL de cada spike in.

Vortezar bem. RT

Adicionar 1400 ul de acido fenol:cloroférmio a cada tubo.
Vortezar por 30 a 60 seg, RT.

Distribuir a mistura em 2 tubos de eppendorf 1,5 mL.

Centrifugar por 5 min a velocidade maxima (= 10.000g), RT.

© © N o o~ W

Transfira a fase aguosa unindo as duplicatas em um novo tubo falcon, e anote o volume.

= Cuidado para ndo transferir a fase organica junto. Despreze a interface, se necessario.

10.  Adicione alcool 100% (RT) ao filtrado (2/3 do volume anotado; ver tabela no verso).

11.  Vortezar brevemente (ou agitar com a pipeta), RT.

12.  Adicionar mistura em coluna (até 700 ul) (usar 1° set de colunas posicionadas sobre tubos
coletores).

13.  Centrifugar por 30 seg., RT, a velocidade méxima.

14.  Descarte o filtrado.
= RNAs totais ficardo presos a membrana.
= Como o volume serd >700 ul, repita o procedimento até toda a mistura passar pela coluna. Use o
mesmo tubo coletor para as centrifugacgdes.

15.  Guarde a coluna posicionando-a sobre o mesmo tubo coletor, para as lavagens subsequentes.
= A partir deste ponto, procederd com as lavagens do RNA total.

Nota: Antes de iniciar o procedimento, pré-aquecer solucao de eluicdo (ou H.O RNase free) a 95°C.

16.  Adicionar 700 ul de wash solution 1 (com etanol) a cada coluna

18
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17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

26.
27.

Centrifugar por 15 seg., RT, a velocidade maxima.
Descarte o filtrado.
Adicionar 500 ul de wash solution 2/3 (com etanol) a cada coluna

Centrifugar por 15 seg., RT, a velocidade maxima.
Descarte o filtrado.

Repetir a lavagem com wash solution 2/3

Apobs repetir lavagem, centrifugar por 1 minuto, RT, velocidade maxima para eliminar residuos.

Transferir cada coluna para novo tubo coletor (usar set final de tubos coletores).

Aplicar 100 ul de solucdo de eluicdo ou H>O RNase-free (aquecida 95°C) sobre o filtro da

coluna.
Centrifugar por 30 seg., RT, a velocidade maxima.
Quantificar e estocar congelado.

VOLUMES DE ETANOL 100% PARA
EXTRACOES
DA AMOSTRA DE ETANOL 100%
Total anotado (ul) 2/3
100 67
150 100
200 133
250 167
300 200
350 233
400 267
450 300
500 333
550 367
600 400
650 433
700 467
750 500
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800 533
850 567
900 600
950 633
1000 667
1050 700
1100 733
1150 767
1200 800
1250 833
1300 867
1350 900
1400 933
1450 967
1500 1000

20
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Protocolo de preparacdo de cDNA de microRNAs usando TagMan microRNA Reverse
Transcription (RT) kit (codigos 4366596 ou 4324018 da Life Technologies)

Nota: descongelar amostras e reagentes em banho de gelo.
Deixar preparado: -1 set de tubos 0,2 ml para diluicdo de cada amostra de microRNAs
- n tubos 0,2 ml para RT, onde n = (n° microRNAS) * n°® amostras
- 1 set de tubos 0,2 ml ou 1,5 ml (a depender do volume que precisar) para
preparacdo dos mixes de cada primer.

1. Preparar diluigdes de cada amostra de microRNA para [ ] final = 3,3 ng/ul.

Dica: Para produzir 100 ul de uma solucdo 3,3 ng/ul de qualquer microRNA (usar set de tubos 0,2
ml):
a. Dividir 330 pela [ ] do estoque de microRNA (em ng/ul)
O produto da razéo acima serd o volume (em ul) a se pegar do estoque
c. Acrescentar H>O nuclase-free (cat AM9932) para completar 100 ul.

2. Para cada primer RT a ser usado (incluindo o enddgeno), preparar 0 seguinte mix de reagentes

(usar set de tubos 0,2 ml ou 1,5 ml, a depender do volume que precisar):

REAGENTE NA REACAO

UNITARIA MIX
Agua Nuclease-free 4,27 ul
10X Reverse Transcription Buffer 1,00 ul

Multiplicar pelo n2 de amostras

RNase Inhibitor, 20 U/pL 0,13 ul .1
100mM dNTPs (with dTTP) 0,10 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 50 U/ulL 0,50 ul
Primer TagMan 5X (RT) 1,00 ul

Total 7,00 ul
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Distribuir 7,0 ul do mix em cada tubo rotulado com o respectivo primer.

4. Distribuir 3,0 ul de amostra diluida (= 10ng) em cada tubo rotulado com o respectivo microRNA.

Levar reacOes para temociclagem, em programa:

16°C, 30 minutos
42°C, 30 minutos
85°C, 5 minutos

4°C, indefinidamente

6. Terminada a ciclagem, congelar para uso posterior em qPCR.

Protocolo de amplificacdo de cDNA por PCR em tempo real (g PCR) usando TagMan Universal

PCR Master Mix (codigo 4304437) da Life Technologies

Nota: descongelar amostras em banho de gelo. O TagMan Universal PCR Master Mix é estocado a 4°C.

Deixar preparado: - ntubos de 0,2 ml ou 1,5 ml para preparagdo do mix, onde n = n° de primers

1. Para cada primer TM (incluindo o primer do controle enddgeno), preparar 0 seguinte mix de

reagentes (usar tubo de 0,2 ml ou 1,5 ml):

REAGENTE NA REACAO
UNITARIA MIX
Agua Nuclease-free 0,5 ul Multiplicar pelo n2 de amostras
TagMan Universal PCR Master Mix 5,0ul (considerar duplicada) + 1
TM Primer 20X 0,5 ul
Total 6,0 ul

> 0N

adesdo).

o

Centrifugar placa para baixar volumes.

Distribuir 6,0 ul de mix no fundo dos pogos a amplificar o respectivo microRNA.

Distribuir 4,0 ul do cDNA na parede dos pogos (duplicata) a amplificar a respectiva amostra.

Selar a placa com o respectivo filme pléstica (usar pinga ou outro instrumento para forgar
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Protocolo de Genotipagem de SNPs por PCR em tempo real (@ PCR) usando TagMan Genotyping
Master Mix (codigo 4371355) da Life Technologies

Nota: descongelar amostras de DNA em banho de gelo. O TagMan Genotyping Master Mix é estocado a
4°C.
Deixar preparado: - ntubos de 0,2 ml ou 1,5 ml para preparagdo do mix, onde n = n° de primers

1. Para cada primer, preparar o seguinte mix de reagentes (usar o tubo de 0,2 ml ou 1,5 ml acima):
REAGENTE NA REACAO
UNITARIA MIX
Agua ultrapura 2,75 ul Multiplicar pelo n2 de amostras
TagMan Genotyping Master Mix 5,00 ul (incluindo o branco) + 1
RS Primer 40X 0,25 ul
Total 8,0 ul

2. Distribuir 2,0 ul do DNA no fundo do pocgo.
3. Escorrer 8,0 ul de mix na parede do poco.
4. Selar a placa com filme pléastica (usar pin¢a ou outro instrumento para forcar adeséo).
5. Centrifugar placa para baixar volumes.

Programa: 50°C, 2min = 95°C,10min = 95°C, 15 seg
(x1) (x1) 60 °C, 1 min (x45)

Transformacao Bacteriana

Objetivos:
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1. Introduzir DNA plasmidial em células de E. coli via choque térmico (transformacéo);
2. Anélise de col6nias bacterianas transformadas e néo transformadas.
Material:
Meio de cultura LB liquido e solido; Ampicilina 50 mg/ml (esterilizada por
ultrafiltracdo)
X-gal 20mg/ml; IPTG 200mg/ml; Frasco Erlenmeyer esterilizado (250 ml); Pipetas,
placas de Petri e ponteiras esterilizadas; Bico de Bunsen
Alca de Drigalski, copo de Becker com &lcool; Gelo
Esquema de transformacéo
A maioria dos protocolos de transformacdo pode ser resumida em quatro passos
principais:
1 — Pré-incubacdo: as células sdo ressuspensas em uma solucéo de cations e incubadas a
0 °C. Os cations complexam com os fosfatos expostos dos lipideos da membrana de
E.coli. A baixa temperatura congela a membrana celular estabilizando a distribuicdo dos
fosfatos carregados.
2 — Incubacgdo: o DNA ¢ adicionado e a suspenséo celular é incubada novamente a 0 °C.
Os cations neutralizam os fosfatos negativamente carregados no DNA e na membrana
celular. Com as cargas neutralizadas, a molécula de DNA estara livre para passar pela
membrana celular.
3 — Choque Térmico: a suspensao célula/DNA é incubada rapidamente a 42 °C e entdo
novamente incubada a 0 °C. A mudanca rapida de temperatura produz um desbalanco
térmico nos dois lados da membrana da E.coli, criando um fluxo que leva o plasmideos
para o interior das células.
4 — Recuperacdo: o meio LB é adicionado a suspenséao céelulas/DNA e incubado a 37 °C
(preferencialmente com agitacéo), antes de serem semeados em meio seletivo. As células
transformadas se recuperam, amplificam o plasmideo transformado e iniciam a expressdo
da proteina que confere resisténcia ao antibiético.
Procedimento experimental
1 - Em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, misturar 100 pl de células de E. coli
competentes com 5 ul da mistura de ligacdo (mistura de DNA plasmidial parental e

recombinante). Incubar no gelo por 30 min (preparar as placas de Petri com meio LB
solido durante este periodo).
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*Atencdo: Durante este intervalo, preparar uma placa de Petri contendo
ampicilina.
2. Transferir o tubo de microcentrifuga para um banho d'adgua a 42°C por 2 minutos.
Imediatamente recolocar o tubo no gelo por mais 2 minutos.
3. Adicionar 1,0 ml de meio de cultura LB liquido e incubar a 37 °C por 1 hora, sob
agitacdo.
*Atencao: Durante este intervalo, preparar as placas de Petri com Xgal e IPTG,
e deixar secar.
5. Centrifugar a 10.000 rpm por 1 minuto
6. Descartar 800 uL de cultura (com cuidado para ndo ressuspender o pellet)
7. Ressuspender o volume restante
8. Espalhar, com alca de Drigalski, a suspensdo de bactérias sobre a placa de Petri
contendo meio LB solido e ampicilina.
9. Incubar as placas a 37 °C, invertidas, durante 16-18 horas.
10. Contar o numero de coldnias transformantes. Contar o nimero de recombinantes.
Analisar a eficiéncia de transformacéo
Preparacdo de placas de Petri: 20 ml de meio de cultura LB soélido liquefeito em
microondas; 40 pl de ampicilina (50 mg/ml); 40 ul de X-gal e IPTG

Protocolo Mini-Prep

1. Riscar uma placa (LB + ampicilina) com células transformadas e incubar a
37°C overnight .

2. Fazer o indculo com 5mL de LB com ampicilina e deixar crescer overnight a
37°C sob agitagéo.

3. Centrifugar a cultura na centrifuga Eppendorf de bancada a 13.000 rpm por 2
minutos a temperatura ambiente. Centrifugar trés vezes em tubos Eppendorf de
1,5mL.

4. Ressuspender a cultura com 500uL de solu¢io STE gelada para retirar
qualquer residuo do meio LB, com auxilio de uma pipeta.

5. Centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente (descartar 0s
sobrenadantes).
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6. Adicionar 250uL por tubo de solucdo | gelada (com RNAse, 100 ug/ml-
concentragdo final) e ressuspender o pellet completamente utilizando uma
pipeta.

7. Adicionar 250puL por tubo de solucdo Il gelada - NaOH + SDS — pH~12 -
Solugdo de Lise - (preparada no mesmo dia!). Misturar por inversdo (NAO
utilizar o vortex!) e incubar em bancada por 5 minutos.

8. Adicionar 350uL por tubo de solucdo 111 gelada - Acetato de potassio — pH~5 —
Solucio Neutralizante - e misturar bem por inversdo (NAO utilizar o vortex!).
Incubar por 10 minutos na geladeira.

9. Centrifugar a 13.000 rpm por 6 minutos em temperatura ambiente.

10. Transferir os sobrenadantes para novos tubos com cuidado (usar pipeta). Se
ainda ficarem restos de lise celular, repetir a Gltima centrifugacao.

11. Adicionar aos sobrenadantes 400uL de isopropanol e incubar em bancada por
10 minutos.

12. Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente.

13. Descartar os sobrenadantes.

14. Lavar os pellets e as paredes dos tubos com 300puL etanol 70% gelado.

15. Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos em temperatura ambiente.

16. Secar os pellets por 10 minutos a temperatura ambiente (secar as paredes dos
tubos com papel toalha).

17. Ressuspender os pellets com 30uL de agua Milli-Q com auxilio da pipeta.

18. Correr gel de agarose 0,8% para verificar se todo RNA foi removido (bandas
limpas, sem rastro).

SOIUQ@ES: Para esta aula, misturar 500 ul de
1. Solucéo | soluc3o | gelada e 5 ul de RNase a 10
mg/ml.
Reagente Quantidade Conc. Final
Glicose 0,99 50mM
Tris-HCI 1M pH 8,0t 2,5mL 25mM
EDTA 0,5M pH 8,02 2mL 10mM

1 Dissolver 121g de Tris em 800mL de agua. Ajustar o pH para 8,0 (na temperatura de uso)
com HCI concentrado (~ 42mL). Completar o volume para 1L. Autoclavar.
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H20 g.s.p. 100mL

A solucdo deve ser autoclavada. Armazenar a 4°C.

. Misturar NESTA ORDEM: 20 ul de
2. Solucgo I NaOH 10 N, 930 ml de H20, 50 ul de
SDS 20%
Reagente Quantidade Conc. Final
NaOH 10M 6mL 0,2M
SDS 20% 15mL 1%
H20 g.s.p. 300mL

A solucdo deve ser preparada na hora do uso.

3. Solucéo 111
Reagente Quantidade Conc. Final
Acetato de Potassio 5M?3 60mL 3M
Acido acético glacial 11,5mL
H20 g.s.p. 100mL

A solucdo deve ser autoclavada. Armazenar a 4°C.

4. Solucdo STE

Reagente Quantidade Conc. Final
NaCl 5M 2mL 0,1M
Tris-HCI 1M pH 8,0 imL 10mM
EDTA 0,5M pH 8,0 200pL 1mM

H20 g.s.p. 100mL

A solucdo deve ser autoclavada. Armazenar a 4°C.

2 Dissolver 186,1g de Na;EDTA.2H,0 em 800mL de agua. Ajustar o pH com NaOH (~ 20g de
NaOH). Completar o volume com agua para 1L. Autoclavar.
3 pesar 29,449 do sal para 60mL de agua.

27




' Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
))K& Catdlica de Brasilia LABORATORIO DE IMUNOGERONTOLOGIA E BIOLOGIA

MOLECULAR ASSOCIADA AO EXERCICIO

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

| Pagina 28 de 51

5. Meio LB (1L):

Reagente Quantidade
Extrato de levedura 5¢

Peptona 10g

NaCl 10g

H20 g.s.p. 1L

Conc. Final

Preparar dois tubos falcon com 5mL do meio (in6culo e controle).

Reagentes:
- Isopropanol gelado.
- RNAse (concentracgdo final de 2ug/mL)
- Etanol 70% gelado.

Amplificacdo de ECA por PCR

Método de Amplificacdo de DNA por PCR para gene ECA:

- Montando a reacdo

SUBSTANCIAS VOLUME UNITARIO CONCENTRAQAO FINAL
Tampéo 04 — [10X] 2,5 uL 1x

Ovalbumina 1mg/mL 0,25 puL 1,5mM

dNTPs (2,0mM) 2,0 uL 0,2mM

ECA-F1 (5,0 uM) 1,0 uL 2uM

ECA-R1 (5,0 uM) 1,0 uL 2 uM

Taq pd 5U/uL 0,1 pL 25U

Dna da amostra 1,0 uL ~ 100 — 300 ng

H.0 gsp VF 17,15 pL

Produto da PCR = 1-490pb e D-190pb

Aconselha-se o preparo de um mix de reagentes

1) calcule o volume de cada reagente que serad necessario (tampéo, Ovalbumina, dNTPs,

primers, Taq e agua).
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Imagine que se queira amplificar 13 amostras e incluir 1 controle vazio

= multiplique o volume unitério de cada reagente por 14,5

2) adicione os volume de reagente a um tubo comum, na seguinte ordem
agua — tampdo — Ovalbumina — dNTPs — 1° primer — 2° primer — Taq
3) agite bem o tubo e dé um spin na centrifuga

4) distribua 24,0 pL em tubos de 0,2 pL (tubos de PCR)

6) adicione 1 uL do DNA

7) dé um spin na centrifuga e leve ao termociclador

Amplificando no Termociclador:
HOT-START
1. Temperatura: 80°C por 1 minuto;
1° FASE
2. Temperatura de desnaturac¢ao: 95°C por 5 minutos;
2° FASE
3. Temperatura de desnaturacao: 95°C por 45 segundo;
4. Temperatura de anelamento: 60°C por 45 segundos;
5. Temperatura de extensdo: 72°C por 45 segundos;
Repeticdo por 35 ciclos, a partir do passo 2
32 FASE
6. Temperatura de extens&o: 72°C por 5 minutos
7. Resfriamento até 12°C para retirada dos tubos
Analise dos produtos de PCR em gel de agarose 1,6 %

7 - PROCEDIMENTOS

7.1 Equipamentos de Protecdo Individual - EPI
o Para manipulacdo de reagentes: Jaleco, dculos, luvas e méscara.

o Para manipulacdo de corantes: jaleco e luvas.
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7.2 Equipamentos de Protecdo Coletiva - EPC

o Capela de Exaustdo: Ligar na chave geral a iluminacdo e exaustdo. Utilizar
sempre que manipular reagentes liquidos, como &cidos, bases, solventes, reagentes

téxicos.

o Chuveiro de emergéncia: Em caso de acidentes causados por derramamento de
reagentes quimicos no corpo, puxar a alavanca localizada ao lado do chuveiro na parte
de cima.

o Lava-olhos: Em caso de acidentes causados por derramamento ou respingos de
reagentes ou amostras bioldgicas, empurrar a alavanca do lava-olhos colocar o rosto
com os olhos abertos na direcdo que a agua estiver saindo, lavar com agua em
abundéancia.

7.3 Higienizagéo/Desinfeccdo

o O piso € limpo uma vez ao dia pelos servidores do servico de limpeza e
conservagao.

o As bancadas sdo limpas com sabéo e alcool 70° ao término de todas as aulas, e
experimentos de projetos de pesquisa.

o Equipamentos e materiais sdo lavados ao término de cada aula, e se estiverem

contaminados por fungos e/ou bactérias, séo autoclavados.

7.4 Operac0Oes dos equipamentos

Termociclador Biocycler — Modelos MJ96+ e MJ96G
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Para criar um programa novo

1) No menu inicial, mova o cursor até a palavra ENTER e pressione [Enter];

2) Na prdéxima tela, digite 0 nome para o programa desejado (até 8 caracteres); ao
final, mova o cursor até “#” e pressione a tecla [Enter], ou pressione a tecla [#]
diretamente no teclado do instrumento;

3) Modo de controle: opc¢Bes Bloco ou Sim-tube; mova o cursor até a opcédo
desejada, e pressione [Enter];

4) Segmento 1: mova o cursor para CYCLE e pressione a tecla [Enter];

5) Passos (steps) do segmento 1: digite “1” e pressione a tecla [Enter];

6) Temperatura: digite “9 4 0” para definir a temperatura em 94°C, e pressione a
tecla [Enter];

7) Tempo: digite “2” para definir o tempo do segmento em 2 minutos, e pressione a
tecla [Enter] duas vezes;

8) Opcéao para o passo 1? NO (ndo é necessario mover o cursor) e pressione a tecla
[Enter];

9) N. °total de ciclos: digite “1” e pressione a tecla [Enter];

10) Segmento 2: mova o cursor para CYCLE e pressione a tecla [Enter];

11) Passos (steps) do segmento 2: digite “3” ¢ pressione a tecla [Enter];

a) Temperatura do passo 1 (Step 1): digite “9 4 0” e pressione a tecla
[Enter];

b) Tempo: digite “0”, pressione a tecla [Enter], digite “3 0” e pressione a
tecla [Enter] novamente, para definir o tempo do passo 1 em 30
segundos;

c) Opcéo para o passo 1? “NO” (ndo ¢ necessario moOver 0 CUrsor) e
pressione a tecla [Enter];

d) Temperatura do passo 2 (step 2): digite “5 5 0” e pressione a tecla
[Enter];
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e) Tempo do passo 2:digite “0”, pressione a tecla [Enter], digite “3 0” e
pressione a tecla [Enter] novamente, para definir o tempo do passo 2 em
30 segundos;
f) Opcéo para o passo 2?: NO (ndo é necessario mover 0 cursor) e
pressione a tecla [Enter];
g) Temperatura do passo 3 (step 3): digite “7 2 0” ¢ pressione a tecla
[Enter];
h) Tempo do passo 3: digite “0”, pressione a tecla [Enter], digite “3 0” e
pressione a tecla [Enter] novamente, para definir o tempo do passo 3 em
30 segundos;
i) Opcédo para 0 passo 3: “NO” (nd3o ¢é necessario mover O cursor) e
pressione a tecla [Enter];
12) Total de ciclos para o segmento 2: digite “3 0” e pressione a tecla [Enter]; assim,
a sequiéncia dos trés passos do segmento 2 serdo repetidos 30 vezes.
13) Segmento 3: mova o cursor para CYCLE e pressione a tecla [Enter];
14) Passos (steps) do segmento 3: digite “1” e pressione a tecla [Enter];
15) Temperatura: digite “7 2 0” e pressione a tecla [Enter];
16) Tempo: digite “2” e pressione a tecla [Enter];
17) Opcao para o passo 1? NO (ndo é necessario mover 0 cursor) e pressione a tecla
[Enter];
18) N. ° total de ciclos: digite “1” e pressione a tecla [Enter];
19) Segmento 4: mova o cursor para CYCLE e pressione a tecla [Enter];
20) Passos (steps) para o segmento 4: digite “1” e pressione a tecla [Enter];
21) Temperatura: digite “0 4 0” e pressione a tecla [Enter];
22) Tempo: digite “99”, pressione a tecla [Enter], digite “59” e pressione a tecla
[Enter] novamente, para definir o tempo em 99minutos e 59 segundos;
23) Opcao para o passo 1? NO (ndo € necessario mover o cursor) e pressione a tecla
[Enter];
24) N. ° total de ciclos: digite um valor que, multiplicado pelo tempo, resulte em um
numero de horas necessario para a funcdo geladeira (cada ciclo durard 100
minutos) e pressione a tecla [Enter];
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Ex: digitando 6 para o n. ° total de ciclos, o termociclador permanecera a 4°C por
100 minutos X 6, ou 10 horas;
25) Segmento 5: pressione a tecla [Enter] (com o cursor em END);
26) Pressione a tecla [Enter] (com o cursor em YES) para salvar o0 método;
27) Espere enquanto o método é salvo; em seguida, é exibida a tela do menu inicial.
Para executar um programa salvo
1) No menu inicial, mova o cursor para RUN e pressione a tecla [Enter];
2) Serdo listados todos os métodos salvos;
3) Mova o cursor para o0 programa desejado, e pressione a tecla [Enter];
4) “Use heated lid” (usar tampa aquecida?): em YES, pressione a tecla [Enter];
5) Seré exibida a temperatura da tampa (aumentando gradativamente).
Para listar os programas salvos
1) Mova o cursor até LIST e pressione a tecla [Enter];
Para apagar programas salvos
1) Mova o cursor até FILES e pressione a tecla [Enter];
2) Pressione a tecla [Enter] sobre DELETE;
3) Serdo listados todos os programas salvos;
4) Escolha o nome do programa e pressione a tecla [Enter];
5) Mova o cursor para YES e pressione a tecla [Enter].

Para editar programas salvos (ja existentes)

1) Mova o cursor até EDIT e pressione a tecla [Enter];

2) Siga 0s mesmos passos descritos para criar um programa novo.
Para configurar a temperatura da tampa

1) Mova o cursor até LID e pressione a tecla [Enter];

2) Configure para utilizar tampa aquecida.

PCR em Tempo Real QuantStudio 3
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e Conecta a maquina em algum laptop ou computador;

e Ligue no botdo situado na parte direta atrds do maquinario;

e Faca o teste para verificar se esta funcionando de maneira adequada.

1. Para verificacéo, utilize a placa TagMan RNases P (deixe a placa em
temperatura em torno de 5°C e ao utilizar deixe em temperatura ambiente
durante 5 minutos

2. Centrifugue a placa em 1500 rpm até eliminar todas as bolhas

3. Natela do QuantStudio 3 aparte o botdo settings na parte inferior a direta

4. Na tela seguinte aperte Maintenance and Service, ap0s esta tela clique na opc¢éo
RNAse P verification

5. Abre a bandeja do QuantoStudio clicando no botéo de abertura no canto superior
direito

6. Retire a placa que vem dentro do instrumento e cologue a placa de verificacdo
corretamente (seguir a numeracdo da placa e da bandeja, o c6digo de barras
estara voltada para vocé)

7. Fecha a bandeja no mesmo botéo de abrir e seleciona a opg¢do Start

8. A corrida dessa verificacdo devera ocorrer entre 25 a 30 minutos
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9. Ao término da corrida aperte a opcao View Result e vera o resultado
10. Na tela do resultado é possivel ver os gréficos da corrida em Details
11. Volte a tela e retire sua placa e coloque a que vem no aparelho

12. Se ocorrer algum erro, ligue para o suporte técnico 08007725433 (escolha a
opcao 2 e depois opgéo 1)

e Para instalacdo de software, segue as instrucgdes abaixo:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0010405 QuantSt
udioSys SPG.pdf

Estufas de secagem e esterilizacdo modelo TE 397/2: VVoltagem 220 VV

e Pressionar a chave liga /desliga (botdo vermelho)

e Ajustar o controlador de temperatura: Gira-se 0 botdo preto do controlador de
temperatura acionando-se o led vemelho.

Incubadora de Bancada modelo NT712 : Voltagem 220V
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e Ligar a chave geral

e Ligar os dois botdes vermelhos (aquecimento/circulacdo), localizado na parte
anterior do equipamento;

e Com o auxilio das teclas para cima e para baixo ajustar a temperatura
(termostato);

e Utilizar um termdmetro para verificar se o termostato estd registrando a
temperatura correta

e A cada bimestre a incubadora deve ser higienizada com alcool e formol.

Sistema de purificacdo de agua human UP 900 scholar UV

ANTES DE USAR
VERIFICAR
ONIVEL DE AGUA.

1) Certifique-se de que - : ~ = lta do aparelho € compativel com a

rede elétrica do laboratorio.

2) Conecte o cabo de for¢a na tomada.

3) Conecte a mangueira de entrada de agua em um tanque (barrilete) contendo agua
destilada, deionizada ou osmose reversa.

4) Abra a torneira e verifique se ndo ha vazamentos. Para melhor desempenho do

aparelho, corte a mangueira para diminuir o curso de dgua. Se possivel, suspenda o
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barrilete para poupar o esforco da bomba interna e também para melhorar a vazao (saida
de agua).

OBS: Antes de operar o aparelho, mantenha a torneira sempre aberta para evitar a
formac&o de bolhas no sistema e também o esvaziamento dos filtros e cartuchos.

5) Ligue o aparelho.

6) Pressione a tecla UP (Agua Ultra Pura).

7) O aparelho inicia automaticamente o “SELF TEST”.

8) A opcdo RUNNING no display indica que o equipamento ja esta produzindo agua.

9) Aguarde até que o display mostre o valor 18.3 MQ-cm.

10) Pressione o gatilho para liberar a agua.

11)Ap0s retirar a 4gua pressione a tecla UP novamente para deixar o aparelho em modo
Stand By (repouso).

12)Caso necessite utilizar o aparelho novamente, pressione a tecla UP, aguarde até que
0 SELF TEST seja completado e repita os procedimentos 8, 9 e 10.

Importante!

Se os valores no display “running” forem inferiores a 18.3 m{2-cm, pressione a
tecla r/c para realizar a recirculacdo automatica, para limpeza dos cartuchos e
mangueiras ou sempre que desejar fazer a limpeza antes de coletar a agua.

-Pressionando a tecla MODE ap6s ligar o aparelho, obtém-se as mensagens para troca
de cartuchos e filtros. O aparelho ja vem programado de fabrica com o0s seguintes
valores:

12 mensagem: 13.0 MQ-cm: O led indicador comeca a piscar indicando a troca do
cartucho.

2* mensagem: 10.0 MQ-cm: O led indicador fica aceso e a saida de agua é bloqueada,
sendo liberada somente apos a troca do cartucho.

Caso queira alterar os valores de fabrica, utilize as teclas YES, NO, aumentando ou
diminuindo os valores e ENTER para confirmar o ajuste.

Nota: Se o equipamento for ligado com a torneira fechada, os filtros e cartuchos irdo
esvaziar, possibilitando a entrada de ar no sistema. O led indicador para a troca do
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cartucho ira acender e sé ira apagar quando os filtros e cartuchos estiverem cheios
novamente.

Leitora de ELISA modelo EL x 800 BIO-TEK

R P |M 01|51/ |09 ]|/ |9 |5
R|E|A|D DIE|F |l [NIE RIE|P|O|R|T U |T|I |L
Menu Principal

1. Pressione a tecla abaixo de READ;

2. Escolha o teste (assay) desejado (2 a 55) e pressione ENTER;

3. Digite o niUmero de amostras que seréo |I[%I0ne ENTER,;

4. Insira a identificacdo da placa com as teclas e pressione ENTER;

5. Pressione a tecla READ ou ENTER.

PARA REALIZAR UMA LEITURA SIMPLES (RAPIDA)

RIE|A|D|Y 9 |: |4 |5 |P|M 01|51/ |09 ]|/ |9 |5
R|E|A|D DIE|F |l |[NIE RIE|P|O|R|T u|T|I |L

Menu Principal
Pressione a tecla abaixo de READ;
Escolha o teste (assay) 01 e pressione ENTER;
Pressione a tecla abaixo de SINGLE/DUAL e pressione ENTER,;
Insira o(s) comprimento(s) de onda(s) desejado(s) e pressione ENTER,;
Digite o nmero de amostras que serdo Iid%ﬁione ENTER;
Insira a identificacdo da placa com as teclas e pressione ENTER;
Pressione a tecla READ ou ENTER.

N o o b~ e e
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PARA IMPRIMIR UM RESULTADO DA MEMORIA
R|E|A|D|Y 9 (: |4 |5 P |M 0|5/ 0|9/ |9 |5
R|E |A|D D|E|F |l |[N|E RIE|P|O|R|T Uu|T|I |L

Menu Principal

1. Pressione atecla abaixo de REPORT;
2. Pressione a tecla abaixo de RESULT;
3. Selecione a placa (resultado) com a tecla OPTIONS e pressione ENTER;
4. Pressione a tecla abaixo de YES.
PARA LISTAR OS PROGRAMAS DA MEMORIA
RI|E|A|D|Y 9 1: |4 |5 |P |M 05|/ |09 |/ |9 |5
R|E |A|D D|E|F |l [NJ|E RI|E|P |O|R|T UilT]|l |L

Menu Principal
1. Pressione a tecla abaixo de REPORT;
2. Pressione a tecla abaixo de LIST.

PARA IMPRIMIR O SELF-TEST
R|E|A|D|Y 9 |: |4 |5 |P|M 0|5/ 0|9/ |9 |5
R|E|A|D D|E|F |l |[N|E RIE|P|O|R|T Uu|T]|I |L

Menu Principal

1. Pressione a tecla abaixo de UTIL;
2. Pressione a tecla abaixo de TESTS;
3. Pressione a tecla abaixo de SYSTEM.

Destilador de agua: voltagem 220V

e Ligar a mangueira de &gua e deixar escorrer durante 5
minutos
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e Selecionar a chave vermelha para cima
e Ap0s destilar a quantidade desejada, selecionar a chave vermelha para baixo
e Deixar que a 4gua escorra até que essa saia fria

e Fechar a mangueira de agua

Fluxo laminar: voltagem 220V

e Limpar o interior do equipamento com bucha e sabao

e Higieniza-lo com élcool 70%

e Ligar o fluxo apertando o botdo verde, localizado na parte
anterior.

e Selecionar a chave metalica para cima (em direcéo a palavra
“germicida”)

e Apd6s 30 minutos, retornar a chave metalica para baixo (em

direcdo a palavra “luz”)

e Desligue o aparelho apertando o botdo vermelho e para

desligar a luz branca deixe a chave metalica entre “germicida” e “luz”.

Autoclave: voltagem 220v

J SENENEEND

e Colocar a4gua até a altura do descanso do cesto
e Colocar o material dentro da autoclave

e Fechar a tampa apertando os parafusos por igual e em
forma de cruz

e Abrir a valvula de saida do vapor

e Ligar a chave comutadora no calor maximo.

e Esperar até a saida continua de vapor no bico do registro e
em seguida fechar a saida

e Esperar até que seja atingida a pressao de 121 kgf/cm?
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e Mudar a chave comutadora para o calor médio

e Esperar de 15 a 20 minutos para esterilizacdo de meios e vidrarias,
respectivamente, e 30 minutos para descontaminacao.

e Desligar a chave comutadora

e Esperar até a autoclave esfriar e 0 mandmetro voltar a zero

e Depois de usar, limpar e secar a autoclave para prevenir corrosao

e Retirar da tomada

Banho-maria modelo TE 054 TECNAL 220V

e Adicionar agua destilada no interior da cuba, o volume final fica a critério do
usuario, entretanto, é aconselhavel que o volume seja igual ao dos recipientes a
serem incubados;

e Conectar o cabo elétrico a uma tomada compativel de voltagem 220 volts.

e Ligar a chave geral,

e Selecionar a temperatura desejada usando a chave do controlador de
temperatura;

e Utilizar um termbmetro para verificar se o banho esté registrando a temperatura

correta.

Centrifuga refrigerada
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e Ligar a chave geral localizada atras do painel;

e Pressionar o botdo POWER,;

e Para abrir a tampa ou parar a centrifugacdo antes do tempo selecionado, aperte
STOP/DOOR;

e Colocar as amostras balanceadas e feche a tampa interna e externa;

e Selecionar a temperatura, a rotagdo e o tempo;

e Apertar START para iniciar;

e Remover todos os tubos da centrifuga;

e Para desligar - POWER e chave geral.

Maquina de gelo

e Ligar o registro que fornece 4gua a maquina de gelo;
e Ligar a chave geral;
e Esperar o gelo ficar pronto;

e Retirar todo o gelo depositado no recipiente de
armazenamento;

e Desligar a maquina.

Centrifuga para tubos de coleta
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e Verificar a voltagem da centrifuga (110/220V);

e Ligar o equipamento no botéo (liga);

e Abrir a tampa no botdo (tampa);

e Colocar os tubos nas cacapas, conforme fique balanceado (isto é em sentido
contrario);

e Fechar a tampa, configurar a rotacéo e 0 tempo necesséario para o devido
procedimento acionar o botéo (parte);

e Ao término da centrifugacdo, ela acionara um sinal sonoro, onde um segundo
sinal sera acionado quando o rotor pare totalmente;

e Abre atampa e retire os tubos (evite centrifugar tubos sem tampas).

Nanodrop

1) Selecione o aplicativo apropriado na tela inicial (DNA ou RNA) para medigdes
de DNA, selecione o ensaio dsDNA ou ssDNA

2) ssDNA ¢ fita simples de DNA, geralmente encontrada em virus. dSDNA, DNA
de fita dupla
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Seguindo as instrucdes na tela, estabeleca um branco pipetando 1-2 uL do
tampao de limpeza e injeta no pedestal inferior, fecha o braco do equipamento e
pressione em branco

Quando a medicdo estiver concluida, levante o brago e limpe o tampéo em
ambos os pedestais superior e inferior usando um lengo para n&o arranhar
Confirme a pipetagem em branco de uma nova aliquota de tampéo branco no
pedestal inferior, abaixe o brago de pressdo em branco

Medir a amostra pipetando 1-2 uL de amostra no pedestal inferior, medir o brago
Limpe o pedestal superior e inferior com um pano seco de laboratorio e o
instrumento esta pronto para medir a proxima amostra.

Limpe como branco novamente o equipamento, seguindo toda a instrugédo

Resultado:
(Therme  dsDNA (Factor: 50) |, i
#1 Sample number
A260 (10 mm): 9.571 L— Ahsorbance
A260/AZ80; 1.B6 ——————————— Pyyrity ratin
478.5 nga‘pl _— Concentration
T Hay 2ELL L4 LGt Tima & date
Elark:= T3 HMou 2ELL Ld:Ldzdd samiple and blan‘
Mmeasuramants
werz collacted

10) O grau de pureza de 260/280 ¢ 1,8 a 2,2

11) Proporgdo 260/230 é uma proporgdo baixa. Pode ser o resultado de um

contaminante absorvendo a 230 nm ou menos.

12) Comprimento de onda da depresséo no espectro de amostra. este deve estar em

torno de 230 nm

Sistema de fotodocumentacéo — Vilber Lourmat
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e Pressione a chave (posicéo: atras do aparelho) liga/desliga do monitor LCD
e Coloque o cartdo de memaria no aparelho (obs: verificar a posicao correta)
e Monitor LCD consta esta opcéo:
v Teclas (+e-) = Ajuste do tempo de integracdo (maior ou menor contraste)
v' Tecla FREEZER = Para congelar a imagem no monitor LCDou salvar
uma imagem no disco removivel.
v' Tecla LIVE = Retornar a tela inicial

v' Local para o cartdo de memoria (onde ird salvar as imagens).

Transluminador:

v’ Botdo preto da opcdo da escolha da fonte luminosa (WL/UV)
v O botdo verde liga/desliga

Aparelho de fotografar:

v' Temos o primeiro anel, que ajusta a abertura do diafragma
(luminosidade)

v No segundo anel, ajusta 0 zoom da imagem

Procedimento:

v Ligue o monitor LCD

v Colocar o objeto (gel) no transluminador (sempre com ele desligado)
v Acoplar a maquina de fotografar no transluminador
v

Assim que o objeto (gel) estiver na posigdo desejada do aparelho:
- Escolha a opgéo UV e ligue o transluminador
- No monitor LCD, pressione a tecla +(0.200)
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-Regula no 1° anel a intensidade da luz, a fim de obter uma imagem
brilhante no visor

-Ajustar o foco (3° anel), a fim de obter uma imagem nitida

- Ajuste 0 zoom (2° anel)

- Pressione a tecla FREEZE para congelar a imagem e em seguida aperte
novamente para salvar a imagem no cartdo de memoria

- Pressione atecla LIVE para retornar a tela inicial, e retire o cartdo de
memoria.

-Coloque o cartdo de memaoria em um dispositivo removivel para que possa

armazenar a imagem salva no computador.

7.5 Técnicas realizadas no laboratorio

Técnica de Extracdo de DNA:

Consiste em utilizar amostras de sangue, células ou tecidos, no caso deste
laboratdrio utiliza-se com frequéncia amostras de sangue, para se obter o material
genético (DNA), isso é possivel por meio de Kits comerciais ou métodos laboratoriais
caseiros.

Técnica de Eletroforese:

Consiste na separagdo, identificacdo e purificacdo de moléculas. Essa técnica é
executada utilizando-se gel de agarose, tampdo TAE 1X, no qual o gel serd submerso,
dentro de uma cuba com eletrodos nas extremidades. As amostras serdo aplicadas
juntamente com um tampé&o de carregamento nos pogos presentes no gel e submetidos a
acdo de um campo elétrico (de um lado positivo de do outro negativo) isso fard com que
0s &cidos nucléicos que possuem carga elétrica negativa migrem em direcdo ao polo
positivo. A separacao ocorre devido a carga e a massa das moléculas que sdo diferentes
e migram em velocidades diferentes.
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Técnica de PCR

A técnica consiste em multiplicar uma regido especifica do DNA, um gene ou
parte dele, até o ponto que sua concentracdo seja tdo alta que possa ser detectada em
técnicas simples de separacao e identificacdo de substancias.

A multiplicagdo dos trechos se da por meio da variacdo de temperatura de
ensaio: Desnaturacdo da dupla fita de DNA, anelamento dos primers (que delimita a
sequéncia a qual sera amplificada), continuacdo da sequencia da fita por meio dos
nucleotideos adicionados a reagdo, temperatura 6tima da enzima e reinicio do ciclo, que

ocorrera cerca 35 vezes a depender do protocolo utilizado.

Técnica de PCR em tempo real

Consiste na amplificacdo de regides especificas do molde de DNA por meio da
acdo catalisadora da enzima de DNA polimerase, primers, dNTPs, cétions divalentes e
solucdo tampdo. Nesta é reacdo € possivel visualizar e quantificar a amplificacdo de
DNA em tempo real, ou seja, no momento que a reagdo esta ocorrendo. 1sso € possivel,
pois utiliza-se produtos quimicos fluorescentes, que permitem capturar a fluorescéncia
emitida em cada ciclo por meio de um sistema Optico e um software que quantifica a
amplificagdo.

Elisa

Consiste em uma reacdo antigeno-anticorpo monitorada por meio da atividade
enzimatica. Detectando assim, quantidades extremamente pequenas de antigenos e
anticorpos presentes em dada amostra.

Os protocolos das técnicas descritas variam do tipo de trabalho realizado. Os mesmos se

encontram disponiveis no laboratério com o técnico responsavel.

7.6 Manuseio de produtos quimicos
O laboratdrio utiliza produtos quimicos para realizacdo de pesquisas, projetos e

procedimentos para as praticas didaticas os quais sdo acondicionados em suas
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embalagens originais devidamente identificados e segregados por compatibilidade
quimica.

Os produtos quimicos adquiridos por projetos sdo segregados e acondicionados
separadamente dos produtos quimicos adquiridos pela instituicdo. Este controle devera
ser realizado tanto fisicamente quanto na planilha eletrénica de controle do laboratorio.
As notas fiscais destes produtos quimicos adquiridos por projetos sdo arquivadas em
pastas separadas.

Coletas, Acondicionamento e Recolhimento dos Residuos

Todos os residuos gerados no laboratorio sdo segregados e devidamente
acondicionados, conforme legislacdo vigente e da seguinte maneira:

o Residuos infectantes (Material contaminado com bactérias, sangue, soro ou
demais residuos bioldgicos) — Sacos Brancos Leitosos identificados;

o Residuos  perfurocortantes — Coletor de materiais perfurocortantes
(DESCARPACK);

. Demais residuos — Lixeira comum.

o Diariamente, um agente responsdvel recolhe o0s residuos corretamente
acondicionados e os transporta até o expurgo da Universidade. O recolhimento se
da em horario pré-estabelecido e, quando necessario, imediatamente apds a sua

geracéo.

o Lixo proveniente de Eletroforese contaminado com brometo de etidio, (papel
toalha, parafilme, luvas) - Sacos Brancos Leitosos identificados.

o Gel de agarose — Descartado em tambor especifico que fica devidamente fechado
e posteriormente é levado para o abrigo de residuos quimicos da Universidade.

o Tampdo TAE utilizado em eletroforese — Descontaminado com carvao ativo e
posteriormente filtrado e descartado (liquido em agua corrente e os filtros com o

carvao sao descartados no mesmo local que o gel de agarose).
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8- CONDUTAS A SEREM ADOTADAS EM CASOS DE ACIDENTES

E fundamental informar a Brigada de Incéndio, ao Servigo Especializado de
Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT), a Coordenagdo do EAP’s e aos
Responsaveis pelo laboratorio a ocorréncia de qualquer acidente no laboratdrio.

Em caso de acidentes com &cido: lavar as partes afetadas com bastante agua. Se
os olhos forem atingidos, lava-los com bastante agua e pingar gotas de uma solugéo
diluida de &cido borico a 2%.

Em caso de acidentes com Brometo de Etidio: Lavar a parte afetada com é&gua
em abundéncia e comunicar ao técnico, ao servico médico especializado e a brigada de
incéndio imediatamente.

Choques elétricos: interromper a descarga, com desligamento da chave imediato.

8.1 Contatos de emergéncia

e Brigada de Incéndio — 3356-9439

e Servico Especializado de Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT) — 3356-
9100 / 3356-9287

e Coordenacdo dos EAPs — 3356-9050 /

e Bombeiro/Defesa Civil - 193/199

e Laboratério de Imunogerontologia — 3356-9293

9 -PROJETOS

» Respostas Fisioldgicas do Exercicio Fisico Sobre a Fistula Arteriovenosa em
Pacientes com Doenca Renal Cronica. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Catdlica de Brasilia, CAAE:
47824521.7.0000.0029. 2022.

o Treinamento de forca com oclusdo vascular em Doentes Renais Cronicos -
tfovdrc (EDITAL INTERNO 54/2018) E pro-cardio-rim: mapeamento e
prevencgéo de doencas cardiorrenais em comunidades carentes no distrito federal
- PCR em enquadramento no edital 02/2020 da FAPDF, aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade Catdlica de Brasilia, sob o numero:
23007319.0.0000.0029. 2021-2024
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o Respostas fisiolégicas do exercicio fisico sobre a fistula arteriovenosa em
pacientes com doenca renal crénica. Coordenador : Prf. Dr. Thiago dos Santos
Rosa. Thais Brangquinho, Andrea Lucena, Hugo Correa, Lysleinde de Deus,
Jéssica Mycaella. 2022

« Associacdo de polimorfismo genético, atividade total e niveis séricos da enzima
dipeptidil peptidase IV — Coordandor: Prf. Dr. Otavio Toledo No6brega/ Prf. Dr.
Clayton Franco Morais. Pesquisadores: Audrey Cecilia Tonet Furioso, Elisa de
Souza Alves e Gleiciane Gontijo de Avelar. 2019-2024

« Treinamento de forca com oclusdo vascular em doentes renais cronicos/ Heart rate
variability in middle-aged sprinters and endurance runners — Coordenador : Prf.
Dr. Thiago dos Santos Rosa. Alunos: Patrick Anderson Santos, Larissa Alves
Maciel, Lysleine Alves de Deus, Rodrigo Vanerson Passos Neves e Hugo Luca
Correa). 2022

« Resposta hormonais e metabdlicas durante os testes de determinacdo do limiar
anaerobio individual (iat) e ponto de equilibrio entre producdo e remocdo de
lactato sanguineo (Lacmin) — Coordenador: Dr. Hebert Gustavo Simfes —
Alunos: Patrick Anderson Santos, Larissa Alves Maciel, Lysleine Alves de Deus,
Rodolfo Soares Mendes Nunes, Samuel da Silva Aguiar. 2022.

e Andlises de Citocinas em Camundongos induzidos ao treino, treino HIT,
destreino e retreino: Pro-inflamatdrias, Interleucina-6 , TNF-alfa e Oxido Nitrico
do Tecido Adiposo, obesidade. Alunos: Lana, Professor Dr.: Octavio
Franco.2022
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