X UNIFAMINAS
APOSTILA DE AULAS PRATICAS

BIOLOGIA GERAL

VOLUME I

ifelogpia, (1enéfica e
%imz @@ec.tigar

EDITORES

Erica Mangaravite
Luciana de Andrade Agostinho
Christiane Mariotini-Moura
Fernando Augusto da Silveira
Mauricio Alexander de Moura Ferreira




XUNIFAMINAS
APOSTILA DE AULAS PRATICAS

BIOLOGIA GERAL

VOLUME i

if a, (genélica e
%ig&.%: &ﬁectfgar

EDITORES

Erica Mangaravite
Luciana de Andrade Agostinho
Christiane Mariotini-Moura
Fernando Augusto da Silveira

Mauricio Alexander de Moura Ferreira
12 Edicao

Muriaé - MG, 2020




Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecaria Cristina de Souza Maia- CRB6 2294

M266b

Mangaravite, Erica

Biologia geral: citologia, genética, biologia molecular. / Erica Mangaravite
(edit.); Luciana de Andrade Agostinho (edit.); Christiane Mariotini-Moura (edit.);
Fernando Augusto da Silveira (edit.); Mauricio Alexander de Moura Ferreira
(edit.) — Muriaé: UNIFAMINAS, 2020.

74 p.,v.2

ISBN: 978-65-88341-00-1

1. Biologia geral. 2. Apostila de aulas préticas. 3. Citologia. 4. Genética. 5.
Biologia molecular. |. Mangaravite, Erica (edit.). Il. Agostinho, Luciana de
Andrade (edit.). Ill. Mariotini-Moura, Chistiane, (edit.). lll. Silveira, Fernando
Augusto da (edit.). IV. Ferreira, Mauricio Alexander de Moura (edit.). V.Titulo.

CDD 571.6




SUMARIO

PIEIACIO. ...ttt Rt 4
SODIE 0S AULOTES. ... veveaieiisietie sttt bbbttt 6
Parte | — CItOlOgIa BASICA. .......c.evireuisiiicieiieseisieiseti sttt 8
Prética 1 - Observando as células procariticas € BUCANOLICAS . ..........verrerirerriserereeissie e, 8
Pratica 2 - Membrana plasmatica: eSPeCIAliZACOES. .........ccvverererierceeiiee e 12
Prética 3 - Membrana plasmatica: permeabilidade seletiva € 0SMOSE..........cccvvverieniiesneeeseee e, 15
Pratica 4 - Energia: MILOCONAIIAS. ........cceeviiireieieisisetesisss ettt 20
Prética 5 - Energia: liberagdo de CO; e etanol através da fermentagao.............oovvevreeneeviesieeseessesnenes 24
Pratica 6 - Citoesqueleto: Cilios € fAGEIOS........c.ccvvicieiicce e 27
Prética 7 - Citoesqueleto: Movimentagdo de cloroplastos de células de Elodea...........ccccvveveeriicerreesiieiinnns 31
Pratica 8 - Organelas: Reticulo endoplaSmMALICO..........cccvierreiiiicee e 34
Pratica 9 - Visualizacdo dos nucleos em diferentes tipos CEIUIATES..........coivriririeineineeseee e 37
Parte Il — Genética € Biol0gia MOIECUIAT.........c..cviiieirieirice et 40
Pratica 10 - Mitose e cromossomos metafasicos de raiz de cebola germinadas............ccocevvveercereieinsievenenens 40
Pratica 11 - Técnica de cariotipo com c0l0ragao POr PANOLICO.........c.vevrrriiririrririreireieieei s 45
Pratica 12 - EXtragao de DNA 08 fTUL........cccirurireiriiriie st 52
Pratica 13 - Planejamento da COrmida 08 PCR.........ccciriicesessse sttt 57
Pratica 14 - Gel de agarose € corrida eletrofOrBtiCa...........cccvririceiie e 67



PREFACIO

A iniciativa em produzir essas apostilas surgiu quando entrei no Centro Universitario
UNIFAMINAS (Muriaé-MG) e comecei a lecionar a disciplina de Biologia Geral, em margo de 2019.
Percebi que uma apostila poderia ser muito Util aos demais professores dessa mesma disciplina e,
principalmente, que poderia auxiliar no processo de aprendizagem dos estudantes. Ao conversar com
algumas professoras (Fernanda Mara Fernandes, Christiane Mariotini-Moura, Isabela Resende Pereira,
Luciana de Andrade Agostinho e Livia Loiola) recebi um retorno positivo para colaboragdo. Tivemos a
ideia de convidar estudantes (e outros recém-formados) do curso de Biomedicina (curso em que estou
alocada) para também participarem e, felizmente, muitos aceitaram. Outra parceria extremamente
importante foi a da professora Erika Takagi Nunes (Universidade Federal do Espirito Santo, UFES,
Alegre-ES). Ela ministrou a disciplina de Histologia e Embriologia, que tive o prazer de presenciar,
quando era caloura do curso de Ciéncias Bioldgicas. O meu encantamento pela disciplina foi tamanho
que me tornara a monitora pelos dois semestres seguintes. Fiquei extremamente feliz nessa parceria,
por ela ter feito parte da minha histdria académica. E a professora Erika convidou seu atual monitor da
disciplina, que também nos enriqueceu bastante. Apds receber todas as praticas, previamente testadas,
duas pessoas também foram extremamente importantes no processo de formatacdo, diagramacgdo e
ilustracdo: Fernando Augusto da Silveira e Mauricio Alexander de Moura Ferreira que sdo, pesquisador
colaborador e mestrando, respectivamente, do programa de pds-graduacdo de Microbiologia Agricola da
Universidade Federal de Vigosa (UFV, Vigosa,-MG).

No inicio, a apostila abrangeria topicos de Citologia, Histologia e Embriologia. Entretanto, ao
longo do ano, o material intitulado Apostila de Aulas Praticas: Biologia Geral foi ganhando mais
tépicos e colaboragdes, até ser subdivido, didaticamente, em trés volumes. O Volume | Introdugdo as
Praticas de Laboratdrio consiste de quatro praticas introdutdrias para que o estudante possa iniciar em
um ambiente de laboratério. O Volume Il Citologia, Genética e Biologia Molecular € o maior e possuli
14 préticas que abordam na primeira parte temas de Citologia e, na segunda parte, temas de Genética e
Biologia Molecular. Por fim, o Volume Il Histologia e Embriologia possui dez praticas e que também

estdo subdivididas em duas partes.



Dessa forma, apresentamos a vocés, estudantes da area de ciéncias bioldgicas e da saude, um
material didatico, com resumos atuais e questdes para fixacdo de cada tdpico abordado. Posso garantir
que todos os autores e editores (profissionais e estudantes) se empenharam bastante para oferecer um
material que possa facilitar no processo de ensino e aprendizagem! Espero que lhes seja dtil, que

aproveitem bastante, mas que ndo se esquecam de que VOCcEs S&o 0s principais atores nesse processo!

Profesgora Erica Mangaravite
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PARTE | - CITOLOGIA BASICA

PRATICA 1 - OBSERVANDO AS CELULAS PROCARIOTICAS E EUCARIOTICAS

Autores: Maria Eduarda Leandro Assis, Ruzivia Pimentel Oliveira, Christiane Mariotini-Moura

INTRODUGAO

As células sdo divididas em dois grupos principais, baseados na forma que se encontra seu material
genético. As células procaridticas (exemplo: célula bacteriana) ndo contém um envelope nuclear que delimita o
espaco do seu material genético, logo, 0 mesmo se encontra disperso pelo citoplasma da célula. J& as células
denominadas eucaridticas (exemplo: célula animal) possuem um envoltério (carioteca) que delimita o nicleo,
separando o seu material genético do citoplasma (COOPER, 2007).

Geralmente as células bacterianas sdo menores medindo cerca de 0,5 a 2 um de didmetro e mais
simples que as células animais que medem em media de 10 a 50 um de di@metro, além disso, seu genoma é
bem menos complexo e ndo ha organelas citoplasmaticas ou um citoesqueleto (FERNANDES, 2017).

Apesar das diferencas, os mecanismos moleculares basicos que controlam a vida de ambas sdo os

mesmos, indicando a existéncia de um ancestral comum para todas as células.

EPI

Luvas e jaleco.

OBJETIVOS

Analisar microscopicamente células eucariontes presentes em bolores de péo, identificando suas

caracteristicas morfoldgicas.

MATERIAL

e P&o com holor; Microscopio;

e Laminas e laminulas; Solucéo salina;

e Bisturi; Solucéo de azul de metileno.

e Papel toalha;




PROCEDIMENTOS
1. Pingar uma gota de solugdo salina sobre a lamina;
2. Com a ajuda do bhisturi, retire uma pequena quantidade do bolor presente no pdo e coloque sobre a
ldmina e espalhe de forma homogénea;
3. Pingue uma gota de azul de metileno;
Adicione a laminula e remova 0 excesso de corante com papel toalha;
5. Observar ao microscopio dptico, passando da menor para a maior objetiva (antes de usar a de 100x

aplique o 6leo de imers&o).

OBJETIVOS
Analisar microscopicamente células procariontes de uma coldnia bacteriana (Figura 1.1), identificando

suas caracteristicas morfoldgicas.

MATERIAL
e Lamina; e Agua destilada;
¢ Solucdo salina; ¢ Violeta Geniciana-Gram — 1%;
¢ Bico de Bunsen; ¢ Lugol Fraco-Gram-0,3%I/0,7%KI;
e Col6nias bacterianas de Escherichia coli e e Alcool 95%;
Staphylococcus aureus; ¢ Fucsina Fenicada-Gram 0,1%;
e Alca de platina; e Papel toalha.

PROCEDIMENTOS

1. Pingar uma gota da solu¢do salina sobre a lamina;

2. Flambar a alga de platina no bico de Bunsen, espere esfriar antes de retirar uma pequena col6nia
bacteriana da placa de Petri;

Esfregar a alga sobre a lamina com salina, de forma homogénea;

Fixar o material na lamina no bico de Bunsen passando 3x pelo Bico de Bunsen;

Cobrir a lamina com o Cristal violeta durante 1 minuto e lavar em agua destilada corrente;
Cobrir a ldmina com Lugol durante 1 minuto e lavar em agua destilada;

Lave a preparagdo com alcool 95% (rapidamente) e lave 0 excesso de dlcool novamente com agua;

© N o U koW

Cobrir a lamina com Fucsina durante 30 segundos e lavar em agua corrente;



9. Apos a preparacdo secar (ao ar ou com papel toalha), observar ao microscopio oOptico, passando da
menor para a maior objetiva (antes de usar a de 100x aplique o dleo de imerséo).
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Figura 1.1: Células bacterianas Gram-positivas; Aumento de 100x. Fonte: Material preparado em
laboratdrio do UNIFAMINAS-Muriaé-MG.

QUESTOES

1) Quais sdo as principais diferencas visualizadas nas células dos procedimentos 1 e 2?

2) Qual estrutura celular é visualizada nas células do procedimento 1, porém nédo € possivel de se visualizar

no procedimento 2?
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3) Aquais grupos os esquemas celulares a seguir pertencem? Justifique sua resposta.

Plasmodesmos Filamentos do citoesqueleto

Membrana celular:

Cloroplasto. Reticulo

endoplasmético
liso
Ribossomo

Membrana celular
Complexo de Golgi

Tonoplasto

Ribossomo
Reticulo endoplasmatico rugoso
Reticulo endoplasmatico liso

Filamentos de acting, Peroxissomo

Citoplasma
Vesicula secretoria Citoplasma

Centrossomo Vesiculas

de Golgi Comple%(o Reticulo Nucléolo
de Golgi endoplasmético b
rugoso
Gréanulo de Mitocondria Parede celular Ribossomos  Citoplasma
Cicatriz de fosfato Cépsula Mesossomo Flagelo
brotamento e ; o*
5 :’Q : bNuclemde g S
Ribossomo N-:;\\./‘ \ Complexo de Golgi eI -3 QI
fﬁ\’\‘"’-\\ Nicleo o plasmatica Al 27/,
Vactiolo .ﬁl@m&@\ ) . N\ TR et
\\\\i\vz{zg o N Reticulo endoplasmatico rugoso Y {8 AD)
S 4 o
Q. Y Reticulo endoplasmatico liso 2 A cgi@a
X
Granulo de lipideos ¥ %eq 5
Membrana celular M

Parede celular

REFERENCIAS
COOPER, M.G. HAUSMAN, E.R. A Célula, uma abordagem molecular. 32 ed. ISBN: 0-87893-214-3. Editora:
artmed. 2007.

FERNANDES, G.M; VAINI, O.J; CRISPIM, M.B; TEIXEIRA, Z.T. Praticas de biologia celular. Universidade
Federal da Grande Dourados. Editora: Triunfal Gréafica e Editora. p.17; p.47 ISBN: 978-85-8147-111-2. 2017.

PEZZI, A; GOWDAY, 0.D; MATTOS, S.N. Biologia: Citologia, embriologia e histologia. Vol.1- Ed. FTD S.A.
Séao Paulo, 2010. ISBN: 978-85-322-7303-1
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PRATICA 2 - MEMBRANA PLASMATICA: ESPECIALIZAGCOES

Autores: Ruzivia Pimentel Oliveira, Maria Eduarda Leandro Assis, Christiane Mariotini-Moura

INTRODUGAO

As membranas plasmaticas apresentam especializa¢des com a fungéo de facilitar a adesdo mecéanica e a

comunicacdo celular, como é o caso dos desmossomos, dos hemidesmossomos, das z6nulas de adesdo,
zOnulas de oclusdo e das juncdes GAP.

Os desmossomos (Figura 2.1) tém a fungdo de unir uma célula a outra através de uma placa de
ancoragem, na qual se inserem filamentos intermediarios. Os hemidesmossomos, por sua vez, tém a funcéo de
adesdo da célula com a lamina basal. Eles sdo semelhantes ao desmossomos, contudo, na placa de ancoragem
dos hemidesmossomos, ao invés das caderinas, os filamentos de proteinas séo da familia das integrinas..

As zbnulas de adeséo também tém a finalidade de unir uma célula & outra, formando um cinturéo onde
microfilamentos de actina se inserem através das proteinas caderinas, deixando, porém, um pequeno espago
entre as membranas celulares. J& nas z6nulas de oclusdo, as membranas celulares se unem integralmente
através das proteinas ocludinas e claudinas, para a inser¢do dos microfilamentos, bloqueando a passagem de
substéncias. As jungdes do tipo GAP (comunicantes) auxiliam na comunicagdo celular através das proteinas

conexinas que formam poros, permitindo a passagem de informacdes entre as células.

Membrana Placa citoplasmatica

citoplasmatica (desmoplaquina e
plasmoglobinas)

Filamentos
intermediarios
de queratina

Filamentos
intermediarios
de-queratina

Espaco extracelular

Figura 2.1: Desomossomos em fotomicrografia eletrénica e esquema.
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Ha também outro tipo de especializagdes, essas podem ser encontradas na membrana apical de
algumas células, como as microvilosidades, os cilios e os estereocilios. As microvilosidades estdo presentes no
epitélio do intestino e possuem a fungdo de absorgdo de moléculas. Os cilios séo estruturas méveis que possuem
um movimento de vai e vem e podem ser encontrados, por exemplo, nas tubas uterinas. Os estereocilios por sua
vez se assemelham com os cilios, porém imoveis, e sua funcdo € a mesma das microvilosidades, ou seja,

aumentam a superficie de contato, podendo ser encontrados nos canais deferentes e no epididimo.

OBJETIVO

Visualizagdo de algumas especializagdes de membrana em [dminas permanentes.

EPI
Jaleco.
MATERIAL
¢ Lamina permanente de traqueia; e Lamina permanente de epididimo;
e Lamina permanente de intestino delgado; e Lamina permanente de endocérvice;
¢ Lamina permanente de estomago; e Microscopio optico;
e Lamina permanente de tuba uterina; * Oleo de imerséo.

PROCEDIMENTOS
1. Coloque as laminas no microscopio dptico, passando da objetiva de menor aumento para a de maior

(antes de usar a de 100x aplique o dleo de imerséo) (Figura 2.2).

Figura 2.2: LAmina de intestino grosso mostrando apresenca das microvilosidades. Aumento 10X. Fonte:
Material preparado em laboratério do UNIFAMINAS-Muriaé-MG.
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QUESTOES

1) Desenhe as estruturas observadas no microscdpio optico.

2) Quais as diferencas estruturais e funcionais entre 0s desmossomos e 0s hemidesmossomos.

3) Diferencie zonula de ocluséo de z6nula de adeséo.

REFERENCIAS
JUNQUEIRA, L.C. CARNEIRO, J. Histologia Basica. Ed.13°. Editora: Guanabara. ISBN: 9788527731812; 2017.

CAMARGO, A.F. DOMINGUES, E.C.C. Roteiro de aula pratica da disciplina de biologia celular. Universidade
Federal de S8o Carlos. Sorocaba-SP. 2014
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PRATICA 3 - MEMBRANA PLASMATICA: PERMEABILIDADE SELETIVA E OSMOSE

Autores: Ruzivia Pimentel Oliveira, Maria Eduarda Leandro Assis, Christiane Mariotini-Moura

INTRODUGAO

A membrana plasmatica € uma estrutura celular que possui uma permeabilidade seletiva, ou seja, tem a
capacidade de controlar a entrada e a saida de substancias na célula. Para que uma substancia passe pela
membrana é necessaria uma via de passagem, seja através da bicamada lipidica ou de uma proteina. Além
disso, esse processo pode ser realizado de maneira passiva, sem 0 gasto de energia ou de maneira ativa, com
gasto de energia. O transporte passivo independe do consumo de energia, ocorrendo a favor do gradiente de
concentracdo, e pode ser realizado através da difusdo simples, difusdo facilitada (com auxilio de um
transportador de membrana (permease) de natureza proteica) e da osmose (difusdo da agua através da
membrana). O transporte ativo por sua vez depende de um transportador de membrana e da energia fornecida
pela molécula de ATP ou por transporte acoplado, ocorrendo contra o gradiente de concentragao.

A manutencéo de suas fun¢des s6 pode ocorrer se a membrana celular permanecer integra. Tratamentos
com solventes organicos, por exemplo, dissolvem lipidios, desestruturando a bicamada e, com isso, alterando a
permeabilidade da membrana. Altas temperaturas também afetam a integridade das membranas, desnaturando a
maioria das proteinas celulares, incluindo aquelas envolvidas no transporte de substancias.

As células vegetais séo adaptadas a viver em um ambiente hipoténico, mas ndo se rompem gragas a
resisténcia da parede celular. Em meio hipertonico, perdem &gua, sofrendo uma retracdo, denominada
plasmdlise. A célula se recupera rapidamente se colocada em um meio diluido novamente ou agua pura. Essa

recuperacdo é denominada desplasmdlise.

OBJETIVOS

» Analisar a morfologia das hemécias frente a diferentes concentragdes de solugdes salinas, com intuito
de verificar o processo de osmose em uma célula animal (Figura 3.1);

» Analisar o efeito de diferentes concentragbes de solugdes salinas, com intuito de verificar 0 processo
de plasmalise e desplasmdlise em uma célula vegetal (Figura 3.2);

» Observar o efeito de um solvente organico e da temperatura sobre a permeabilidade das membranas

celulares.

15



Hiperténico Isotonico Hipotbnico

H,0

‘® P

Figura 3.1: Esquema representando as alteragdes das hemacias em diferentes meios (hiperténico,

Hipertonico

Plasmolise

isotdnico e hipotonico).

Isotonico Hipotbnico

Vacuolo

Flacida Turgida

®

Figura 3.2: Esquema representando as alteragdes das células vegetais em diferentes meios (hipertonico,

isotbnico e hipotonico).

EPI
Luvas e jaleco.
MATERIAL
e Algoddo; e 6 laminulas (por grupo);
e Alcool 70%; ¢ Soro fisiolégico (NaCl 0,9%);
e Acetona; e Solucéo hipertbnica (solucdo saturada de 3 a 6%

16

Agua destilada;
Lancetas descartaveis;
Cebola e beterraba;

6 laminas (por grupo);

de NaCl ou agucar);
e 6 Pipetas Pasteur;
e 7 tubos de ensaio (por grupo);

e 1 Béquer 50 mL (por grupo);



1 Pipeta graduada de 5 mL (por * Pinca;

grupo); ¢ Banho-maria aquecido a 50 °C;
Papel filtro; e (Caneta para escrever em vidraria;
Filme plastico; e Recipiente para descarte;

Faca ou estilete; e Microscdpio optico.

PROCEDIMENTO 1 - OSMOSE EM CELULA ANIMAL

1.

2
3
4.
5
6
7

Fazer a antissepsia do dedo indicador com algod&o embebido em alcool 70%;

. Com auxilio da lanceta descartavel, puncionar o dedo indicador;

. Colocar uma gota de sangue em cada uma das 3 laminas de vidro;

Pingar uma gota de soro fisioldgico na Iamina n® 1 e cobrir com uma laminula;

. Pingar uma gota de solug&o hiperténica na lamina n° 2 e cobrir com laminula;
. Pingar uma gota de solugdo hipoténica (agua destilada) na lamina n® 3 e cobrir com laminula;

. Observar as laminas no microscopio dptico. Inicie pela lamina n° 1.

PROCEDIMENTO 2 - OSMOSE EM CELULA VEGETAL

W N

U1

7.

Retire um fragmento da epiderme inferior de cebola e coloque-a sobre a [amina;

Cubra com uma gota de agua destilada e laminula;

Observe ao microscopio optico em 10x e 40x.

Em seguida retire a laminula, seque o excesso de dgua e coloque uma gota de solugdo NaCl 3,0 a 6,0%
sobre a epiderme;

Observe ao microscopio dptico em 10X e 40X.

Em seguida retire a laminula e transfira a epiderme para uma lamina limpa com duas gotas de agua
destilada;

Observe ao microscopio dptico em 10X e 40X.

PROCEDIMENTO 3 — EFEITO DO SOLVENTE ORGANICO

BwoN L

. Identifique um tubo com o n° 1 e adicione 4 mL de agua;

Identifique um tubo com o n° 2 e adicione 2 mL de dgua e 2 mL de acetona;
Adicione, a cada um dos tubos, um pedaco pequeno de beterraba (+ou- 1cm) lavado em dgua corrente;
Aguarde cerca de 15 a 30 min (agitando a cada 10 min) e verifique 0 extravasamento do pigmento em

cada tubo.
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PROCEDIMENTO 4 - EFEITO DO CALOR

Identifique outros dois tubos com 0 n° 3 e n° 4 (contendo 4 mL de agua em cada);
Adicione, a cada um dos tubos, um pedaco pequeno de beterraba (+ou- 1cm) lavado em dgua corrente;
Mantenha o tubo n° 3 em repouso por 15 min em temperatura ambiente;

Exponha apenas o tubo n° 4 ao calor em banho-maria (minimo 50°C);

LA

Observe ambos os tubos ao longo do tempo e compare o0 extravasamento do pigmento em cada tubo.

QUESTOES

1) Descreva 0 que é um meio isotonico, hipertonico e hipoténico e diga em quais laminas as hemécias se

encontram nesses meios respectivamente.

2) Por que as células vegetais ndo se romperam apos as altera¢des na osmolaridade do meio?

3) Qual a relacdo entre a hidrofobicidade de um solvente e sua capacidade de causar danos as

membranas?
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4) Como a exposicao a temperaturas elevadas causa danos as membranas?
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PRATICA 4 - ENERGIA: MITOCONDRIAS

Autores: Maria Eduarda Leandro Assis, Ruzivia Pimentel Oliveira, Fernanda Mara Fernandes
INTRODUGAO

A mitocondria € uma organela celular cuja funcéo € transformar a energia dos alimentos em energia Util
transportavel as células, através da molécula adenosina—trifosfato (ATP) evento que ocorre durante o ciclo de
Krebs, sendo considerada assim uma verdadeira “casa de forgas” das células, pois produzem energia para todas
as atividades celulares (JUNQUEIRA, 2000).

Essas organelas possuem seu proprio material genético assim como sistema de transcrigdo e tradugdo,
contendo ribossomos sendo capaz de sintetizar suas proprias proteinas. Devido a essas caracteristicas alguns
cientistas acreditam que a mitocondria era uma bactéria que fora incorporada pelas células eucariéticas através
de um processo de endossimbiose (OVALLE, 2008).

Cada mitocondria € envolta por duas membranas celulares, que d&o origem a compartimentos
conhecidos como matriz e 0 espaco intermembrana, que desempenham importantes fung¢ées durante o Ciclo de
Krebs (JUNQUEIRA, 2017). O ndmero de mitocondrias pode variar de uma célula para outra devido a sua
necessidade energética, como € o caso de células musculares, que necessita de uma maior sintese de ATP e

consequentemente, maior € o nimero de mitocondrias (FERNANDES, 2017).

OBJETIVO
Verificar a presenca das mitocondrias no citoplasma dos leucocitos (Figura 4.1) e conhecer a morfologia

dessas organelas citoplasmaticas.

EPI
Luvas e jaleco.
MATERIAL
e  Laminas e laminulas; e Palitos de madeira;
e  Papelfiltro; e Alcool iodado (para desinfeccéo dos dedos);
e Conta-gotas pipeta ou pipeta de Pasteur; e  Corante Verde Janus;
e  Microlancetas descartaveis e estéreis; e CronOmetro.
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PROCEDIMENTOS
1. Colocar uma gota do corante verde janus sobre a lamina e esperar cerca de 10 minutos;
2. Passar algod&o embebido em alcool iodado no dedo indicador;
3. Com o auxilio de microlanceta descartavel, furar a ponta do dedo indicador;
4. Acrescentar uma gota de sangue sobre o residuo do corante na l&mina, misturando com palito de
madeira;
5. Cobrir cuidadosamente com laminula, evitando a formagé&o de bolhas de ar;
6. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente;

7. Esquematizar o que for observado nos aumentos de 100x, 400x e 1000x.

R

Figura 4.1: Esquema de um leucdcito no aumento de 1000 x.

QUESTOES

1) Descreva as mitocondrias observadas.
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2) Desenhe a estruturas observadas.

3) Descreva sobre o total de mitocéndrias nos diferentes tipos celulares.

22

4) Cologue 0 nome das estruturas apontadas na imagem abaixo.
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PRATICA 5 - ENERGIA: LIBERAGAO DE CO, E ETANOL ATRAVES DA
FERMENTACAO

Autores: Maria Eduarda Leandro Assis, Ruzivia Pimentel Oliveira, Fernanda Mara Fernandes

INTRODUGAO

A fermentacdo € um processo de respiracdo anaerobico, que ocorre gragas a presenca de determinada
enzimas, 0s organismos capazes de realizar o processo de fermentacéo séo divididos em dois grupos, um que
ndo suportam a presenca do oxigénio classificados como anaerobicos obrigatdrios e outros que respiram na
presenca de oxigénio e na auséncia deles classificados como anaerdbicos facultativos (PEZZI, GOWDAY,
MATTOS, 2010).

Existem dois tipos de processos fermentativos a latica na qual o produto final é o acido latico e ndo ha a
producdo de CO,, esse tipo de processo ocorre nos iogurtes pela acdo de bactérias e nas células musculares
quando diminui ou cessa o0 suprimento de oxigénio e a glicose passa entéo a ser quebrada de forma anaerobica
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2017).

O outro tipo, e 0 mais comum, é a fermentagdo alcodlica, realizada principalmente pelas leveduras
Saccharomyces cerevisiae, sendo o produto final dessa reagdo etanol e 0 CO.. Em vista desse processo, 0 ser
humano se beneficia dessa capacidade fermentativa das leveduras para produzir cerveja, vinho, cachaga, paes e
outros alimentos (TRABULSI, ALTERTHUM, 2008).

OBJETIVO

Visualizar a produgédo de CO; e etanol pelo processo de fermentagéo alcodlica com fermento bioldgico.

EPI
Luvas e jaleco.
MATERIAL
¢ Fermento bioldgico fresco; e Montagem para banho-maria;
¢ 6 tubos de ensaio com tampas; ¢ Recipiente com gelo;
¢ 6 balGes de borracha (bexigas); e Agua.

e AcUcar (sacarose);
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PROCEDIMENTOS
1. Dissolver cerca de 30 gramas de fermento em 250 mL de agua;
2. Enumere os tubos de ensaio de 1 a 5 e distribua quantidades iguais da solugdo de fermento em cada um
deles. Em um sexto tubo de ensaio adicione apenas agua (sera o controle experimental) (Figura 5.1);
3. Cologue uma colher de sopa de agucar em cada um dos tubos, exceto no tubo de nimero 1 (sera um
segundo controle experimental);

4. Adapte uma bexiga na boca de cada um dos tubos de ensaio ;

5. Deixe o0s tubos de ensaio 1,2,3 e 6 em temperatura ambiente ;

6. Cologque o tubo 4 em gelo e o0 nimero 5 em banho Maria de temperatura 35°C;

7. Observe 0 que ocorre com 0s tubos nos minutos seguintes.

1 2 3 4 5 6
1: Leveduras
2: Leveduras + acUcar
3: Leveduras + acUcar
4: Leveduras + acUcar
5: Leveduras + acucar
6: Agua + aculcar
2ERGHZ20NCRE2oR G 0 GRENSDECER2DRE
Figura 5.1: Desenho experimental.
QUESTOES

1) Indique quais tubos apresentaram e quais ndo apresentaram a producédo de gas? Por qué?
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2) Como a temperatura afeta a fermentagéo?
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PRATICA 6 - CITOESQUELETO: CILIOS E FLAGELOS

Autores: Bianca de Matos Moreira, Lais Gongalves Parvan, Erica Mangaravite

INTRODUCAO

O citoesqueleto (Figura 6.1) € uma complexa rede de filamentos proteicos. Dentre esses se encontram 0s
filamentos de actina, intermedidrios, os filamentos de miosina e os microtlbulos. Possuem a funcdo da
integridade estrutural das células; aquisicdo da forma; movimentagéo celular; transporte de organelas e outras

estruturas citoplasmaticas (movimentagdo intracelular).

Filamentos intermediarios

0

8-10 nm

Figura 6.1: composicao do citoesqueleto. Adaptado de Muranen, 2007.

Os filamentos de actina possuem de 5 a 9 nm de didmetro e sdo resultantes da polimerizacdo da
proteina actina G (G - globular). Encontram-se distribuidos por todo o citoplasma, porém se concentram em maior
quantidade na periferia. Em geral, séo importantes para: o formato celular; a sustentar os microvilos e 0s
estereocilios, especializacbes da superficie celular; permitir o transporte de vesiculas na endocitose e na
exocitose; participar na adesdo das células; posicionam macromoléculas, como 0 RNAm e complexos
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enzimaticos; a migracéo celular durante o desenvolvimento embrionario ou em cultura; organizar o anel contratil,
responsavel pela citocinese, e constituem os filamentos finos das células musculares, contribuindo na contracéo.

Os filamentos intermediarios (8 a 10nm de didmetro) sdo originados por proteinas fibrosas. Dependendo
do tipo celular, se faz presente a citoqueratina, vimentina, desmina, proteina acida fibrilar glial, periferia ou
neurofilamentos. Ha ainda as laminas que integram o envoltdrio nuclear. Em geral, possuem as seguintes
caracteristicas: s&o resistentes e estéo envolvidos na manutencéo da forma da célula e no posicionamento das
organelas; a citoqueratina é exclusiva das células epiteliais, mas é uma familia grande com mais de 50 isoformas.
Os filamentos de citoqueratina (também denominados tonofilamentos) podem se agrupar em feixes, as
tonofibrilas. Esses filamentos contribuem para a adesdo das células e conferem resisténcia mecéanica ao tecido; a
vimentina é expressa em células de origem mesenquimal, como nas células epiteliais que revestem 0s vasos
sanguineos (células endoteliais) e as cavidades (células mesoteliais) e nos fibroblastos, que séo células do tecido
conjuntivo. Ela forma uma rede em volta do nucleo, mantendo sua posi¢do na célula; a desmina é encontrada nas
células musculares e nas células mioepiteliais; a proteina acida fibrilar glial (GFAP de Glial Fibrillary Acidic
Protein) esta presente nos astrdcitos e nas células de Schwann; a periferia ocorre em muitas células do sistema
nervoso periférico, e os neurofilamentos, nos neurénios.

Os filamentos de miosina (10 a 15nm de didmetro) estdo presentes nas células musculares, e séo
denominados filamentos grossos (ou espessos). O deslizamento dos filamentos finos ao longo dos filamentos
grossos promove a contracdo muscular. A miosina também ocorre em células ndo musculares, como, por
exemplo, no anel contrétil da citocinese.

Os microtubulos (25nm de didametro) possuem formato cilindrico, séo estruturas ocas, constituidas por 13
protofilamentos com as proteinas globulares o- e PB-tubulinas. Possuem origem no centro organizador de
microtdbulos (MTOC de Microtubule Organizing Centers), onde ha um par de centriolos envoltos em uma matriz
de tubulinas. Os centriolos tém um arranjo de nove trincas periféricas de microtubulos, que possuem as seguintes
caracteristicas. Cada microtubulo possui uma extremidade negativa, que ndo cresce e que geralmente esta
embutida no MTOC, e uma extremidade positiva, onde as tubulinas se polimerizam em direcdo a periferia da
célula; os microtubulos mantém a forma da célula; os microtdbulos posicionam organelas e permitem o
deslocamento das vesiculas, das organelas e dos cromossomos. A média de vida dos microtubulos € de 10
minutos.

Nas células epiteliais, centriolos posicionados proximo a superficie servem de base para formar o
axonema (nove duplas periféricas e um par central de microtdbulos), que é a estrutura interna dos cilios e do

flagelo. A unido de nove pares de microtlbulos déo origem aos cilios e flagelos (Figura 6.2). O crescimento dos
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cilios e flagelos ocorre a partir de Corpusculos Basais que se relacionam intimamente com os centriolos. Com
relacdo a funcao, os cilios movimentam o fluido sobre a superficie celular ou deslocam células isoladas em um
fluido. No corpo humano podem ser encontrados no trato respiratério, removendo as impurezas e na tuba uterina
para auxiliar no movimento do dvulo. Os flagelos propagam ondas ao longo de seu movimento, impulsionando a

célula através do liquido e podem ser encontrados, por exemplo, nos espermatozoides proporcionando a sua
locomogéo.

Conjunto de 9 pares
de microtubulos
ao redor de um
par central

Membrana plasmatica

Corpusculo basal

Figura 6.2: Constituicdo dos cilios e flagelos. Adaptado de Wikimedia Commons, sob a licenca Creative

Commons Atribuicdo-Compartilhalgual 4.0 Internacional.

OBJETIVO

Visualizagdo de cilios e flagelos em l&minas permanentes.

EPI
Luvas e jaleco.

MATERIAL
e Lamina permanente de espermatozoide; e Microscopio 6ptico;
e Lamina permanente de traqueia; e Oleo de imerséo.

e Lamina permanente de tuba uterina;
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PROCEDIMENTOS
1. Coloque as laminas no microscopio dptico, passando da objetiva de menor aumento para a de maior

(antes de usar a de 100x aplique o dleo de imerséo).

QUESTOES

1) Em quais locais do corpo humano os cilios e flagelos se fazem presentes?

2) Qual a sua fungdo em cada um deles?

3) Esquematize um corte transversal dos cilios e dos flagelos (a), bem como as laminas observadas da tuba

uterina (b) e traqueia (c).
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PRATICA 7 - CITOESQUELETO: MOVIMENTACAO DE CLOROPLASTOS DE
CELULAS DE ELODEA

Autores: Bianca de Matos Moreira, Lais Gongalves Parvan, Erica Mangaravite

INTRODUGAO

O cloroplasto (Figura 7.1) € a organela presente nas plantas e algas responsavel pela fotossintese e é
composta por duas membranas, sendo uma externa e outra interna (lipoproteicas). Além disso, possui em seu
interior duas estruturas:

e Tilacoide: sistema de membranas internas que contém clorofila (local em que ocorre a fase clara/
fotoquimica da fotossintese);

» Cada pilha de tilacoide é chamada de granum.

e Estroma: matriz amorfa, rica em enzimas soltveis, DNA, RNA e ribossomos (local em que ocorre a fase
escura/quimica da fotossintese).

Membrana

Estroma
externa

Membrana
interna

Tilacéide

Figura 7.1: Esquema representativo de um cloroplasto.

A Elodea é uma planta aquatica que possui folhas com nervuras paralelas, pertencente a familia
Hydrocharitaceae. Além disso, é utilizada para a ornamentacdo de aqudrios, sendo, portanto, facil de ser

encontrada. Por isso, 0 aproveitamento de suas folhas em aulas praticas se torna possivel principalmente para
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observar a movimentacdo dos cloroplastos (organelas grandes e que apresentam coloracéo verde por possuirem

clorofila) no citoplasma.

Este movimento recebe o nome de ciclose, que, por intermédio da comunicacdo entre os filamentos de

actina e miosina presentes no citoesqueleto, desloca os cloroplastos dependendo da intensidade da luz. Logo,

ocorre 0 espalhamento dessas organelas quando a luminosidade € baixa e seu agrupamento, quando € alta.

OBJETIVO
Visualizagdo da movimentacéo dos cloroplastos em células de Elodea.

EPI

Jaleco.

MATERIAL

Microscopio de luz; Laminas e laminulas;

Folhas de Elodea sp.; * Pinga;

Agua destilada; Papel filtro.

Pipeta de Pasteur;

PROCEDIMENTOS
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Com a pipeta de Pasteur, adicionar uma gota de agua destilada na lamina;

Remover, com a pinga, um foliculo de Elodea e coloca-lo na lamina contendo a gota de agua;

Posicionar a laminula a 45° da lamina, para que evite a formacéo de bolhas;

Caso estas sejam formadas, remover 0 excesso de liquido com papel filtro para que a laminula ndo se
mova,;

Observar 0 material nas objetivas de 10x, 40x e 100x;

Girar o micrométrico para adaptar o foco;

Aguardar de 3 a 5 minutos e observar novamente o material nas objetivas de 10x, 40x e 100x.



QUESTOES

1) Quais estruturas foram possiveis de ser visualizadas por meio da pratica?

2) Em que posicdo os cloroplastos se encontravam durante a ciclose? Desenhe a lamina antes e depois dos

trés minutos.
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PRATICA 8 - ORGANELAS: RETICULO ENDOPLASMATICO

Autores: Bianca de Matos Moreira, Lais Gongalves Parvan, Erica Mangaravite

INTRODUCAO

O reticulo endoplasmatico (Figura 8.1) foi observado pela primeira vez em 1897, por Garnier, que 0
denominou inicialmente como ergastoplasma. O reticulo endoplasmatico é constituido por um sistema de
membranas em forma de tiibulos, vesiculas e cisternas. E dividido em reticulo endoplasmético rugoso, quando
apresenta associa¢do com ribossomos, e liso, quando ndo ha ribossomos. Os ribossomos séo particulas néo
membranosas, compostas de proteinas e RNA ribossémico. Eles séo compostos por uma unidade maior e uma

subunidade menor, com valores de sedimentacdo de 60S e 40S, respectivamente (Figura 8.2).

Reticulo

endoplasmatico
rugoso Ribossomo

Proteinas
em transporte

;{

, )
N

Poro nuclear

Ndcleo

Reticulo
endoplasmatico
liso

Figura 8.1. Representacao dos constituintes do reticulo endoplasmatico. Adaptado de Wikimedia

Commons, sob a licenca GNU Free Documentation License, versado 1.2.

34



Subunidade maior

~210 nm

Subunidade menor

Figura 8.2: Ribossomo, subunidades maior e menor. Adaptado de Wikimedia Commons, sob a licenca
Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 Unported e sob a licenga GNU Free Documentation

License, versao 1.2

O reticulo endoplasmatico rugoso € responsavel pela sintese proteica. No momento em que a célula
necessita produzir proteinas do citosol, do nucleo, das mitocondrias e dos peroxissomos, 0s ribossomos se
encontram livres no citoplasma. Porém, quando as proteinas a serem sintetizadas sdo destinadas as demais
organelas, para a carioteca, membrana celular ou para 0 meio exterior, eles se encontram associados ao reticulo
endoplasmatico.

Por outro lado, o reticulo endoplasmatico liso, ao invés de ribossomos, contém enzimas que sintetizam
lipideos (fosfolipidios) e esteroides — estd envolvido na formagdo e reciclagem da membrana. Além disso,
auxiliam no metabolismo do glicogénio e na detoxificagdo de drogas como o dlcool, além de auxiliarem no
controle de Ca** nas fibras musculares estriadas, visto que a liberagdo desse fon pelo citosol € essencial para a

contragdo muscular.

QUESTOES

1) O reticulo endoplasmatico pode ser visualizado em microscopio optico? Justifique sua resposta.
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PRATICA 9 - VISUALIZACAO DOS NUCLEOS EM DIFERENTES TIPOS CELULARES

Autores: Lais Gongalves Parvan, Bianca de Matos Moreira, Luciana de Andrade Agostinho, Christiane Mariotini-

Moura

INTRODUGAO

A Biologia Celular, também chamada de Citologia, € a parte da Biologia que se dedica ao estudo das
células e suas estruturas. Admite-se que as células séo formadas por trés partes basicas: a membrana, o
citoplasma e o ntcleo.

O nucleo é a regido delimitada pela membrana nuclear ou carioteca (karyon = nucleo; théke = invélucro),
armazenando em seu interior 0s cromossomos, contendo também um ou mais nucléolos mergulhados em seu
nucleoplasma.

Gerlamente, apresentam forma ovoide ou esférica, com didmetro medio igual a 5 pm, porém, também
podem também manifestar morfologia lobular: bilobulados ou multilobulados, observados em células de defesa
(alguns tipos de leucdcitos).

Dependendo do estagio do ciclo celular, podem admitir distintos comportamentos como, por exemplo,
durante a intérfase (periodo de sintese intensa) o nucleo apresenta aspecto evidente, enquanto que no periodo
de divisdo celular (mitose ou meiose) tanto a carioteca quanto o nucléolo se desintegram, reaparecendo no final
deste evento.

Sendo assim, 0 objetivo desta pratica visa comparar 0s nucleos de células da mucosa bucal e ntcleos de
células sanguineas (leucdcitos) mostrando os diversos aspectos que podem apresentar dependendo do tipo

celular (Figura 9.1).

OBJETIVO

Observacdo de células descamadas da mucosa bucal.

MATERIAL
e Swab ou Espatula de Ayre; e Conta-gotas;
e La&mina e laminula; e Papel toalha.

e Corante Azul de Metileno 1%;

EPI
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e Luvas, jaleco e 6culos.

PROCEDIMENTOS

Com a espatula de Ayre ou swab, raspar as células da mucosa da face interna da bochecha;
Colocar o material colhido em uma lamina;

Pingar 1 gota de azul de metileno e cobrir com laminula;

W N -

Retirar 0 excesso de corante pressionando um papel toalha sobre a lamina.

Figura 9.1: Células da mucosa bucal e esfregaco sanguineo, respectivamente. Fonte: Material preparado
em laboratério do UNIFAMINAS-Muriaé-MG

OBJETIVO

Observacdo dos nucleos de leucdcitos em esfregagos sanguineos.

EPI'S

e Luvas, jaleco e dculos.

MATERIAL
e Lamina extensora; ¢ Amostra de sangue;
e L dminas; * Agua destilada.

e Panoptico rdpido 1, 2 e 3;
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PROCEDIMENTOS

1. Colocar 1 gota de sangue na lamina e realizar a extensdo sanguinea. Deixar secar em temperatura
ambiente;

2. Preencher 3 recipientes com as solu¢@es de pandptico 1, 2 e 3 respectivamente;

3. Submergir as ldminas na solugdo 1 mantendo-se um movimento continuo de cima para baixo durante 5
segundos (5 imersdes de 1 segundo cada) e deixar escorrer bem;

4. Submergir as laminas na solu¢do 2 da mesma maneira que 0 procedimento anterior e proceder da
mesma forma na solugéo 3;

5. Lavar com agua destilada para remover 0 excesso de corante e deixar secar em temperatura ambiente;

6. Observar as células em objetiva de 100x submergidas em 6leo de imersao.

QUESTAO

1) Descreva os nucleos das células da mucosa bucal e das células sanguineas diferenciando-0s quanto a

forma, tamanho e aspecto.
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PARTE Il - GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

PRATICA 10 - MITOSE E CROMOSSOMOS METAFASICOS DE RAIZ DE CEBOLA
GERMINADAS

Autores: Lais Gongalves Parvan, Bianca de Matos Moreira, Christiane Mariotini-Moura, Luciana de Andrade

Agostinho

INTRODUCAO

A pratica em sala de aula com raizes de Allium cepa para observacdo do ciclo celular e aberracfes
cromossémicas € um modelo simples, de baixo custo, facil de ser executado e bastante acessivel para ser
realizado em qualquer laboratorio.

Por meio deste teste, € possivel determinar a citotoxicidade e genotoxicidade de diversas substancias. O
indice mitdtico e anormalidades microscdpicas podem ser observados.

O ciclo celular normal das células das raizes de A. cepa demora aproximadamente 17 horas para ser
completado. Dentro desse periodo, ocorrem fases como a intérfase e a fase M da mitose. A intérfase corresponde
ao periodo em que a célula ainda ndo sofreu divisdo. Esse periodo é dividido em fase G1, que antecede a
duplicagdo do DNA; fase S que ocorre a duplicacdo do DNA, dos filamentos de cromatina e centriolos; e fase G2,
na qual ocorre a sintese de RNA, proteinas e moléculas necessarias a divisdo, como 0s centriolos.

A medida que essas fases vdo ocorrendo, as células passam por mecanismos de reparo. Qualquer
agente que provoque dano a essas células faz com que esse tempo sofra alteragdo, fazendo com que a célula
demore um periodo maior ou menor que 17 horas para completar o seu ciclo.

Depois que a célula passa pelas verificagdes nos pontos de controle do ciclo celular (chamados de
checkpoints), ela prossegue para a fase M da mitose. A profase € a primeira fase, 0os cromossomos duplicados se
condensam tornando-se visiveis. Na metafase, 0s cromossomos atingem seu grau maximo de condensagdo e
dispdem-se ao centro da célula, alinhados. Tensionados pelos cinetdcoros dos microtubulos formam a placa
equatorial. Na anafase, as fibras do fuso tracionam os cromossomos recém-separados para polos opostos na
célula. A anafase termina com a chegada dos cromossomos nos polos e inicia-se a descondensacédo
cromossémica. Na teldfase, os cromossomos filhos estdo separados nos polos opostos, 0s microttbulos com
cinetdcoros desaparecem e um novo envelope nuclear € reconstituido ao redor de cada grupo de cromossomos-

filnos. Para que as duas novas células sejam separadas, ha o surgimento do anel contratil de actina e miosina
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para que ocorra a separacdo da membrana celular, em duas novas. Na citocinese, 0 estrangulamento da

membrana pelos anéis contrateis € visivel, dando origem a duas novas células.

MATERIAL
Deve ser calculado proporcional a 1 (UM) aluno:

e 1 Bulbo de cebola;

e 200 mL de Agua destilada;

e Substancia teste de acordo com o uso do
rétulo (adogante, por exemplo);

e 1 Copo descartavel de 250 mL;

e 4 Palitos de dente;

e 1 Estilete ou bhisturi;

EPI

e |uvas, jaleco e dculos.

PROCEDIMENTOS

Dia 1 (tempo de execucéo: 50 min)

8 gotas de Corante (Orceina acética 2%);
1 Conta-gotas;

1 Bico de Biinsen;

2 L&minas;

4 Laminulas;

1 Resina ou esmalte (base).

1. As cebolas devem ser adquiridas no mesmo dia da aula. Retirar as cascas das cebolas, lava-las em agua

destilada e raspar o bulbo cuidadosamente com o bisturi ou estilete para remover as raizes velhas

(Figura 10.1);

2. Colocar as cebolas em contato com agua destilada (Figura 10.1) por 24 horas para crescimento das

raizes, até o dia 2 (trocar a agua diariamente para evitar a proliferacéo de fungos);

Dias 2 (tempo de execucgéo: 15 min cada dia)

1. As cebolas devem ter a dgua trocada por mais 24 horas, totalizando 48 horas desde o dia 1.
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Figura 10.1: (A) Raspagem superficial dos bulbos; (B) Bulbos expostos a agua destilada. Fonte: Material
preparado em laboratdrio do UNIFAMINAS-Muriaé-MG

Dia 3 (tempo de execugdo: 15 min)

1. Colocar as cebolas em contato com o0 agente teste (com suspeita de efeito genotoxico) por 24 horas, até

o dia seguinte;
Dia 4 (tempo de execugéo: 15 min)

1. As cebolas devem ter a substancia teste trocada na mesma concentracdo por mais 24 horas, totalizando
48 horas desde o dia 3. E importante que esta substancia teste seja preparada apenas uma vez no dia 3

e armazenada em vidro &mbar, para que ndo ocorra variagao de sua concentragao.
Dia 5 (tempo de execucéo: 2 horas)

1. Cortar as 3 maiores raizes das cebolas cuidadosamente com um bisturi;

2. Se as raizes estiverem muito compridas, cortar a parte da coifa e colocar sobre a lamina;

3. Com o auxilio de um conta gotas, pingar uma gota de orceina acética 2% em cada uma das raizes
(proporgéo de duas por lamina);

4. Aquecer a lamina na chama do bico de Bunsen com movimentos dentro e fora do fogo em intervalos de 3
segundos (fazer isso 6 vezes e ndo parar a lamina ao fogo, sempre agitar). Manter uma certa distancia
da chama evitando seu contato com a l&mina. Esta etapa auxilia no rompimento das membranas
celulares e exposi¢cdo dos cromossomos;

5. Retirar 0 excesso de corante com agua destilada sem que a agua caia diretamente na lamina;
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6. Cobrir com laminula e fazer o esmagamento manual imediatamente apds o0 aquecimento;
7. Passar a resina ou esmalte em volta da laminula;
8. Proceder para a visualizagdo microscdpica das raizes em objetiva de 40x (Figura 10.2).

Figura 10.2: Raiz meristematica de Allium cepa corada com orceina acética 2% mostrando células em
anafase e metafase, respectivamente. Fonte: Material preparado em laboratério do UNIFAMINAS - Muriaé-
MG.

Notas:

e Indicar na lamina com uma seta o sentido da coifa (apontar para a parte apical da raiz onde estdo as

células mais novas).

e (Caso a aula deva ser apenas para mostrar células normais, os dias 3 e 4 devem ser desconsiderados e
deve seguir para o dia 5, executando a técnica em 3 dias. Ou o preparo do dia 1 podera ser preparado

pelo professor antes da aula e, a mesma devera ser executada no Ultimo dia do experimento.

43



QUESTAO

1) Escolha um campo com uma célula em divisdo. Esquematize-o; indique o nicleo e a parede celular.

Nomeie a etapa da mitose que pode ser observada na célula encontrada.

REFERENCIAS

AIUB C. A. F., FELZENSWALB I. O uso de Allium cepa como modelo experimental para investigar genotoxicidade

de substancias usadas em conservantes alimentares. Revista Genética na Escola; 6(1): 12-15, 2011.

Blog Biologia Total. Disponivel em: <https://blog.biologiatotal.com.br/mitose-para-somar-e-preciso-dividir/>.

Acesso em: 8 de abril de 2019.
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PRATICA 11 - TECNICA DE CARIOTIPO COM COLORAGCAO POR PANOTICO

Autores: Bianca de Matos Moreira, Ruzivia Pimentel Oliveira, Isabela Aparecida de Souza, Suely Rodrigues dos

Santos, Luciana de Andrade Agostinho

INTRODUGAO

O caridtipo é uma técnica que realiza a analise dos cromossomos para a investigacdo de grandes
alteracdes estruturais ou numéricas. Algumas vantagens desta ferramenta sdo 0 baixo custo, a utilizacdo de
reagentes sem efeitos nocivos para 0 manipulador, a obtengdo de amostra bioldgica acessivel e o baixo tempo de
realizacdo da andlise, 0 que viabiliza a realizacdo da técnica em pesquisas cientificas e praticas académicas
(MIRANDA, 2011).

Apesar de possuir baixo custo, o caridtipo exige um manuseio cuidadoso, artesanal, durante sua
execucdo. Assim, qualquer erro pode prejudicar a obtengdo das células com boa qualidade para a visualizagdo
dos cromossomos. Outros fatores podem interferir na qualidade das metafases ao final do cultivo, como a
temperatura, o pH incorreto das solugdes e o manuseio inadequado dos meios de cultura (MADIGAN, 2016).

Em 1956, sabia-se que 0s cromossomos possuiam padrdes como tamanho de bragos e posi¢do do
centrdmero, dividindo-os em braco curto e longo, assim como caracterizando-0s em metacéntricos,
submetacéntricos e acrocéntricos (VERMA; BABU, 1955). No ano de 1960, Moorhead desenvolveu a técnica de
cariotipo em sangue periférico. Ja em 1968, Casperson desenvolveu a técnica de bandas, fato que marcou o
inicio da era pds-bandas e a partir de entdo foram descritas numéricas e estruturais, tornando a caracterizagéo
cromossdmica mais especifica e significativa (MOORHEAD et al, 1960; CASPERSON et al, 1968).

Na pratica clinica, a citogenética auxilia na pesquisa e deteccdo de anomalias cromossémicas para a
investigacdo de doencas genéticas (ALBANO, 2000). Além disso, o cari6tipo é considerado um dos principais
exames de triagem genética, pois auxilia no diagndstico ou direciona para testes mais complexos (THOMPSON;
THOMPSON, 2002).

A padronizagdo do protocolo da técnica de cari6tipo € importante visto que, por possuir baixo custo e
elevado beneficio, viabiliza sua utilizagdo em pesquisas e aulas praticas. Além disso, todas as etapas dela devem
ser executadas de forma cautelosa para que sejam obtidas boas metafases e consequentemente, uma analise
adequada. Para que isso ocorra em laboratdrios multiusuarios € necessario que ocorra a manutencao, limpeza e

calibragdo de equipamentos como balanca, pHmetro e estufa, bancadas e vidrarias. O controle da temperatura
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dos reagentes e meios utilizados € importante para que ndo ocorra desestabilizacdo do pH ou contaminacéo, 0

que inviabiliza a realizagdo adequada da técnica.

MATERIAL (4 CULTIVOS)

Centrifuga para tubo Falcon 12mL;
Escorredor de lamina;

1 caixa de ldminas novas;

Chapa agitadora;

Barra magnética;

Estufa estéril (37°C);

Banho-maria (37°C e 60°C);
TermOmetro;

Balanga;

Vortex;

Papel aluminio;

Papel manteiga;

Tesoura;

Gaze;

3 péras pipetadoras compativeis com
pipetas de vidro de 5 mL;

Corante hematoldgico: Pandtico;
Agua destilada;

Acido acético (100%);

Metanol (100%);

KCI: Cloreto de potassio (sdlido);

PROCEDIMENTOS

Alcool 70%;

Soro Fetal Bovino;

Fitohemaglutinina;

Meio RPMI;

Colchicina;

1 pipeta P200 ou P1000 (para colchicina);
8 ponteiras p200 ou p1000

3 estantes para tubo Falcon;

2 espatulas de ferro;

2 Becker para descarte de 500 mL;

4 Becker de vidro 500mL;

3 vidros ambar de 500mL;

2 vidros &mbar de 1L;

8 etiquetas;

1 caneta a prova d'agua;

4 tubos Falcon 12 mL (para 1 cultivo);
2 pipetas de vidro de 5mL;

2 seringas 1mL,;

5 agulhas cinza;

2 pingas.

Uma semana antes do experimento, deve-se lavar as laminas que seréo utilizadas com intuito de

desengordura-las. Para isso, lavar as laminas previamente com gaze Umida e detergente, passando no minimo
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10 vezes em cada uma e enxaguar em agua corrente, apos isso, deixa secar em temperatura ambiente . Apés a

secagem, estas serdo guardadas em caixa de madeira na geladeira e deixadas até o dia 3 do experimento.
1° Passo - Limpeza das vidrarias e do laboratdrio

Limpeza das bancadas e capela de fluxo laminar com alcool 70%. A luz UV germicida do fluxo laminar
deve ser ligada antecedendo 30 minutos do inicio da pratica.

Limpeza e higieniza¢do das vidrarias com agua corrente (torneira) e detergente e ultimo enxague com
agua destilada.

2° Passo - Lancamento de cultura

¢ Inicialmente, coleta-se 3mL de sangue para cada cultivo;
e Para 0 langamento de cultura (inicio do cultivo celular), prepara-se o fluxo laminar com o material:
e 1 Estante para tubo Falcon de 12 mL,;
e 4 Tubos do tipo Falcon novos;
e 2 Seringas de 5mL (uma para cada meio)
e 1 Seringa de 1 mL (fitohemaglutinina);
e 2agulhas;
e Becker de 500 mL para descarte;

e Fita parafilm,

Os reagentes que compdem o meio de cultura, como 0 RPMI, o Soro Fetal bovino e a fitohemaglutinina,
devem estar previamente aquecidos a 37°C em banho-maria ou estufa (1 hora antes do inicio). Os mesmos néo
devem ser colocados na luz germicida, apenas antes do inicio do cultivo.

A coleta do sangue periférico deve ser realizada em seringa heparinizada ou 0 mesmo deve ser inserido
(sem agulha) em um tubo contendo heparina. O sangue deve ser levado para o fluxo laminar e devem estar
identificados, para o inicio do cultivo celular.

Em cada tubo de cultivo, devem ser inseridos: 4 mL de Meio RPMI, 0,2 mL (200 pL) de Fitohemaglutinina
e 1 mL de Soro Fetal Bovino. Depois, colocar 0,5 mL de sangue (sem a agulha da seringa) e homogeneizar 0s
tubos imediatamente.

47



Apos adicionar os componentes em cada tubo juntamente com o sangue, os tubos devem ser

homogeneizados e levados a estufa a 37°C por 48 horas, a qual deve ter controle de temperatura 2 vezes ao dia.
3° Passo - Interrupgdo do ciclo celular utilizando colchicina

Faltando 1 hora e 20 minutos para concluir 48 horas, as amostras devem ser retiradas da estufa e
levadas ao fluxo laminar para o langamento da colchicina (previamente aquecida & 37°C em banho-maria). Os
cultivos devem ser homogeneizados antes e apos a inser¢do de 200 pL de colchicina. Em seguida, os tubos
devem ser vedados novamente com parafilm e retornados a estufa para completar as 48 horas.

A colchicina € utilizada para impedir a formacédo do fuso mitético e assim, ha interrupgéo do ciclo celular
com parada em metafase, fase na qual 0s cromossomos estdo em alto grau de condensacéo, tornando-se

visiveis para analise em microscépio 6ptico.
4° Passo: preparo das solucées

Prepara-se uma solugdo fixadora com metanol e acido acético na propor¢éo de 3:1. Para 4 amostras,
prepara-se 120mL (90mL metanol para 30mL de &cido acético).
A solucéo hipotonica é feita com 0,3g de KCl para 50 mL de agua destilada. ApGs o preparo, esta solugao

¢ armazenada em vidro &mbar. Ambas as solu¢des séo armazenadas em 37° em banho-maria até sua utilizagéo.
5° passo: fase de fixacdo

Serdo utilizadas pipetas de vidro 5 mL e pipetadores do tipo péra para a remogéo do sobrenadante e
adicdo das solugdes hipotonica (7mL) e fixadora (4mL) em momentos diferentes (Figura 11.1).

Assim que os tubos forem retirados da estufa, deve-se homogeneiza-los e centrifugar por 10 minutos.
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Apos a centrifugacdo, retirar o
sobrenadante e adicionar 7 mL de
solucéo hipotbnica, homogeneizar e
levar a estufa por 20 minutos.

Adicionar 5 mL de solucao fixadora
com o tubo em contato com o
vortex, homogeneizar, deixar a
amostra em repouso por 5 minutos
e centrifugar por 10 minutos.

12 fixacao: retirar o sobrenadante,
sem mexer no pellet, adicionar 5 mL
de solucéo fixadora, homogeneizar,
deixar em repouso por 5 minutos e

Apo6s centrifugar 10 minutos, retirar
0 sobrenadante deixando uma
quantidade maior de fixador.
Homogeneizar a amostra e realizar
o lancamento na lamina aquecida.

32 fixacdo: repetir a 2 fixacao.
Colocar a parte de tras das laminas
no valor do banho-Maria a 60°C
(pré-aquecimento).

22 fixagdo: retirar o sobrenadante,
adicionar 5 mL de solucéao fixadora,
homogeneizar para eliminar os
restos celulares, centrifugar por 10

Tecnica de Squash*.

centrifugar por 10 minutos. ‘ minutos.

Figura 11.1. Fluxograma da pratica a partir da fase de fixacao.
* Com as laminas ainda no vapor do banho Maria, numa dada distancia com a pipeta, goteja-se 6 a 8 gotas

em lugares distintos da lamina, essa técnica é denominada Squash.

Ao inserir a solugdo hipotbnica, inicialmente gota a gota, deve-se homogeneiza-la no vortex, e depois,
inserir o restante do volume manualmente com ajuda da pipeta. Deve-se fazer mais de 10 movimentos de sucgao

e dispensa da cultura dentro do tubo até que apareca grande quantidade de espuma.
6° Passo: coloracdo das laminas

Apos o lancamentos das células nas laminas, aguardar a secagem e realizar a coloragdo com corante
Panatico.

O corante pandtico € composto por 3 etapas: 1-fixacdo, 2-coloracdo e 3-lavagem. Deve-se mergulhar as
ldminas na solugéo 1 por 20 segundos, na 2 por 20 s e, na 3, por 30 s. Em seguida esperar secar, realizar a
lavagem da lamina em agua corrente, limpa-las na parte de baixo e visualizar as metafases em microscopio.

Deve-se percorrer toda a lamina, comegando com a objetiva de 4x para focalizar inicialmente, depois

muda-se para a objetiva de 10x, seguida da de 40x, tendo cuidado para ndo confundir o que é metafase com
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possiveis restos celulares. Tendo encontrado a metafase desejada (Figura 11.2), adiciona- se o 6leo de imerséo

para ajustar a visualizacdo na objetiva de 100x.

o
R
et
\{’

Figura 11.2. Cromossomos metafasicos bem espalhados e com tamanho adequado para andlise do

‘Q

nimero cromossomico.. Objetiva de 100x. Fonte: Material preparado em laboratério do UNIFAMINAS-
Muriaé-MG

QUESTOES

1) Qual aimportancia da colchicina e da fitohemaglutinina na técnica de caritipo?
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2) Desenhe o que foi possivel visualizar microscopicamente apds o preparo das ldminas e determine a fase

do ciclo celular encontrada.
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PRATICA 12 - EXTRACAO DE DNA DE FRUTA

Autores: Tiago César Gouvéa Moreira, Caio Agostini Calheiros Grosso, Luciana de Andrade Agostinho

INTRODUGAO

O DNA foi descoberto em 1869 pelo médico suico Friedrich Miescher. Durante 0s experimentos
realizados com as proteinas presentes nos leucocitos, ele notou uma substéncia com propriedades diferentes das
proteinas. Sendo assim, descreveu suas propriedades e realizou a primeira purificacdo bruta da molécula de
DNA, antes denominada por ele de nucleina (MIESCHER, 1869).

Décadas depois, em 1944, os pesquisadores Avery, MacLeod e McCarty mostraram que o DNA seria um
material que poderia ser transmitido ao longo das geracbes (AVERY et al., 1944). Dez anos apds esta
descoberta, Rosalind Franklin, Wilkins, Watson e Crick descreveram como seria a estrutura desta molécula
(FRANKLIN RE; GOSLING RG, 1953; WILKINS MHF; STOKES AR; WILSON HR, 1953; WATSON; CRICK,
1953)..

EPI

Luvas e jaleco.

OBJETIVOS
Extrair o DNA da fruta, permitir que os alunos observem a molécula de DNA enovelada (condensada),
evidenciado a presenca dentro das células das frutas polipldides.

MATERIAL (1 ALUNO)

¢ 1/2 banana ou 2 morangos; e 01 colher de cha de sal de cozinha (Cloreto
¢ 01 saco plastico transparente; de Sodio- NaCly;

e (01 Becker de 250 mL; e (01 filtro de café de papel;

e (1 Becker de 500 mL; e (01 vidro de alcool 95% gelado;

¢ (1 bastéo de vidro; ¢ (1 pipeta de pasteur;

e (1 colher de sopa de detergente; e (1 tesoura.

Observacgdo: caso seja realizado experimento com 200 mL de extragdo do DNA da fruta, utilizar Becker de 500

mL e dobrar a quantidade de NaCl e detergente.
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EQUIPAMENTOS

01 banho-maria com capacidade de aquecimento a 60°C;
01 micro-ondas;

01 geladeira.

PROCEDIMENTOS

1.

2.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Lavar as mdos e colocar luvas e jaleco.
Limpar a bancada com alcool 70%.

Retirar as folhas e os cabos de 3 ou 4 morangos ou pegar metade da banana descascada e colocar

dentro de um saco plastico transparente.
Amassar a banana ou morango tendo cuidado para ndo rasgar o saco plastico.

Em um Becker de 250 mL, adicionar uma colher de sopa de detergente, uma de cha de sal e 100 mL de

agua destilada, misturar com bastéo de vidro ou agitar no Becker.
Adicionar esta solucdo dentro do saco com as frutas amassadas.
Fechar o saco plastico e amassar bem os pedacos da fruta junto a solucéo.

Coloque 0 saco fechado contendo a mistura dentro de um Becker de 250 mL e preencha 0 mesmo

Becker com agua até cobrir totalmente.

Coloque o Becker no banho Maria a 60°C por 15-30 minutos.

Posicione o filtro de papel dentro de um Becker de 500 mL com as abas dobradas para fora.
Retire 0 Becker do banho-maria e com auxilio de uma tesoura, abra 0 saco plastico com cuidado.
Em seguida passe a mistura através do filtro de papel dentro do Becker.

Adicione alcool 95% gelado ao suco de morango ou banana ao filtrado que se encontra no Becker.

Coloque o dobro do volume de alcool 95% (200 mL), em relagdo ao volume do filtrado, no Becker
(Volume final da solug&o no Becker: 300 mL). N&o misture a solucéo.

Aguarde alguns segundos e observe as duas fases da solugéo.
Em uma das fases, ira se formar uma massa esbranquicada, 0 DNA (Sobrenadante).

Puxe e/ou manipule o DNA como a pipeta de Pasteur.
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Informacgdes técnicas
A extracdo de DNA de células das frutas séo subdividas em 3 etapas principais:
12 etapa: Ruptura fisica e quimica das membranas das células para liberagdo do DNA

Dentro desta etapa ocorre a ruptura fisica e quimica. A ruptura fisica ocorre por meio da maceracdo da
fruta, ja a quimica, utiliza-se o detergente, pois este junto com a temperatura de 60°C no banho-maria rompe a
bicamada lipidica das membranas celulares da fruta, liberando o DNA e as organelas. Um dos componentes do
detergente, o dodecil sulfato de sédio, desnatura as proteinas, separando-as do DNA cromossémico. O sal (NaCl)
proporciona ao DNA um ambiente favoravel para evitar a quebra da molécula, pois contribui com fons positivos e

negativos que neutralizam as cargas do DNA em contato com a dgua (32 etapa).
2% etapa: Separacdo do DNA alvo e os componentes organicos das células

Por meio do filtro de papel é possivel separar 0s restos celulares resultantes da primeira etapa do DNA
alvo. Os restos celulares ficam retidos no papel filtro que posteriormente serd descartado, j& 0 DNA alvo passa

pela membrana do filtro.
3% etapa: Precipitacdo do DNA

O élcool gelado, em ambiente salino, faz com que as moléculas de DNA se aglutinem, formando uma
massa filamentosa e esbranquicada. Apds esse passo, € possivel observar o DNA na primeira fase da solugéo
formada no Becker (Figura 12.1).

Figura 12.1: Precipitacdo do DNA no Becker apds adi¢do do alcool gelado. Fonte: Material preparado em
laboratdrio do UNIFAMINAS-Muriaé-MG
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QUESTOES

1) Descreva a importancia de cada etapa do processo de extragdo do DNA da fruta.

2) Por que o DNA da fruta é visivel a olho nu e 0 DNA humano ndo?

3) Cite 3 possiveis problemas que possam ocorrer durante a extragdo para que se tenha uma falha do

protocolo.
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PRATICA 13 - PLANEJAMENTO DA CORRIDA DE PCR

Autores: Tiago César Gouvéa Moreira, Caio Agostini Calheiros Grosso, Luciana de Andrade Agostinho

INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, o diagnostico molecular tem demonstrado grandes avangos com a automagao e
criacdo de novas ferramentas com capacidade de andlise genética em menor tempo e custo (BARRA; CAIXETA,;
COSTA; 2011).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) possibilita a deteccdo de
diversas mutacGes no DNA e RNA por gerar milhées de copias de regides especificas dos acidos nucléicos
(OLIVEIRA, 2010). A técnica foi utilizada pela primeira vez para o diagndstico pré-natal de hemoglobinopatias,
como por exemplo, em anemia falciforme, na investigacdo mutagdes no gene responsavel por expressar a beta-
globina (BARRA; CAIXETA; COSTA: 2011).

Antes de realizar a PCR, deve-se realizar o calculo e planejamento, por escrito, da quantidade de cada
item que devera ser inserido na reagdo. Deverdo ser calculados para o volume final de cada reagdo (25 pL): a
quantidade de cada primer (iniciador genético), solucdo tampdo, Taq polimerase, dNTPs e &cidos nucléicos

adicionados.

OBJETIVOS
Evidenciar os principais pontos durante uma reagdo de PCR, além de demonstrar que o planejamento da

corrida diminui a chance de erros de uma reacéo.
EPI
e |uvas sem talco, jaleco, mascara e touca.

MATERIAL (10 REACOES)

e (1 par de primer (iniciador genético) com e 1 mL de agua ultra pura (DNAse e RNAse

100 pmoles de cada um,; free);

e (1 solucdo tampdo para PCR suficiente para 01 caneta de retroprojetor;

10 reagBes (com dNTPs, ions). Esta solugdo

01 pisseta com hipoclorito 10%;
tampéo também € conhecida como Master Mix;

01 garrafa de 1L de Alcool Absoluto;
e Molécula de DNA pura de boa qualidade;

01 pipeta de cada volume: p10, p20 e p200;
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01 rack de ponteiras para cada tipo de e 10 microtubos de 0,1/0,2 mL (compativel

pipeta: p10, p20 e p200; com a placa do termociclador);

e 10 microtubos de 1,5 mL.

EQUIPAMENTOS

01 espectrofotometro;
01 vortex;

01 centrifuga;

01 fluxo laminar;

01 geladeira;

01 termociclador (opcional, caso queira dar prosseguimento a PCR e ndo realize apenas o0 planejamento

da reagéo).

PROCEDIMENTOS

12 etapa: Diluicdo das amostras

Apos extracdo e quantificagdo/qualificacdo da molécula alvo, com auxilio de um equipamento, como por

exemplo, o espectrofotdmetro, calcular as diluicdes das amostras para determinar a quantidade de DNA inserida

em cada reacdo (20-80 ng dependendo do protocolo). Caso a concentracdo em ng/uL da amostra estiver alta,

dilui-la a em &gua ultra pura até que chegue a uma concentracdo ideal de acordo com a quantidade em ng/ensaio

estipulada.

Exemplo:

Uma amostra que teve seu DNA extraido, apds a quantificacdo/qualificacdo apresentou 80 ng/uL de

concentracdo e fator de pureza 260/280: 1,8 e 260/230: 2,0. Para que esta amostra tenha volume final de 10

ng/uL deve-se sequir a equacdo 13.1.

ClxVI=CFxVF
80 ng/ul x VI=10ng/ul. x 10 ulL
VI: 1,25ul de amostra

Equacao 13.1: Célculo da diluicdo da amostra de DNA para um volume final de 10 uL e 10 ng/pL.
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Portanto, deve-se inserir 1,25 uL da amostra de DNA concentrada e completar até 10 pL, inserindo 8,75
UL de &gua ultra pura para se obter a concentragdo final de 10 ng/uL.

2% etapa: Planejamento da PCR

Com a amostra de DNA diluida, calcular a quantidade de primer (10 pmoles de cada), Master Mix (1x), de
DNA (20-80 nglreacéo, sugestdo de inicio: 50 ng) e de Taq polimerase (1-5 unidades por reagdo ou 1x em
relacdo ao volume final) para volume final de 25 uL. Com a quantidade estipulada de cada item que devera ser
inserido na reacdo de PCR, multiplicar a quantidade por reacdo de cada um, pelo ndmero total de reagGes

realizadas somando-se 2 extras.

Exemplo:

Para 13 reagdes de PCR, devemos calcular 15 unidades com 2 extras. Para cada reacéo utilizaremos 1
uL de cada primer (com quantidade de 10 pmoles, com concentracéo inicial de 10 pmoles/uL), 12,5 uL de Master
Mix 2x, 1 uL de Taq Polimerase (sendo 2 U/uL) e 5 L de DNA (sendo 10 ng/pL, inserindo 50 ng no total) e agua
ultra pura g.s.p. (quantidade suficiente para) para um volume final de 25 pL (Tabela 13.1).

Tabela 13.1: Célculo da quantidade de primer e master mix adicionados na solugao trabalho para 15

reacoes.
Preparo da reagcdo de PCR Reacdes (L)
no laboratério 1 reagdo* 15 reagdes

Primer 1 1 (10 pmoles) 15
Primer 2 1 (10 pmoles) 15
Master Mix 2x 12,5 (1x) 1875
Agua Ultrapura 45 67,5
Taq Polimerase 1(2V) 15

serd colocado
DNA alvo 5(50 ng) o

individualmente
Volume final 25

*Total de 25 pL em cada reacdo
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Nota: Este processo deve ser realizado dentro do fluxo laminar na ordem da tabela anterior. A Taq polimerase s
deve ser retirada da refrigeracdo na hora da pipetagem. Todos 0s reagentes devem ser misturados e

centrifugados (5 segundos) antes do uso.

Apos inserir todos os itens com excecdo do DNA, a reagdo deve ser agitada no vortex e deve ser
colocados 20 uL em cada tubo das reacdes planejadas. O DNA deve ser inserido fora do fluxo laminar e em um

tubo de cada vez.
32 etapa: Esquema das amostras na placa ou strip (fileira de microtubos de 8 unidades)

Em uma tabela esquematizar a posicdo das amostras (Figura 13.1) para que ndo ocorra troca das

mesmas durante a analise dos resultados no final do processo.

A 123 456 7 8 91w01u12] B)

990900000000]
10000000 000e]
9000000

Figura 13.1: A) Placa de 96 pocos utilizada para corrida PCR. B) Strip utilizada para corrida PCR
42 etapa: Organizacdo da bancada para inicio da reacdo de PCR

Lavar as maos, colocar EPIs.
Preparar a bancada limpando com hipoclorito 10% e logo em seguida alcool 70%.

Forrar com papel lencol a bancada onde ocorrerd a reagéo.

Sl S R

Organizar na bancada, em estantes, os microtubos, agua ultra pura, caneta de retroprojetor para
escrever nos tubos, pipetas p10, p20 e p200, ponteiras, vortex e centrifuga de microtubos.
5. Deixar as amostras ja diluidas (conforme 12 etapa deste protocolo), descongeladas em bancada, e

preparar previamente a reacdo de PCR no fluxo laminar.
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52 etapa: Preparo da PCR no fluxo laminar

1
2
3.
4

Ligar o fluxo laminar e limpar com alcool 70%.

Ligar UV com ponteiras expostas, dentre outros materiais utilizados, por 30 minutos.

Vortexar e centrifugar todos os reagentes utilizados na PCR.

Em um tubo de 1,5 mL adicionar a quantidade total de todos os itens conforme tabela 13.1 deste
protocolo.

Adicionar em cada tubo 20 pL da solucéo de PCR previamente misturada em vortex sem o DNA alvo.

Nota: A solucdo de PCR contém todos os componentes necessarios para que a reagdo de PCR ocorra, como:

Tag Polimerase (realiza a extensdo da cadeia de DNA), dNTPs (sdo adicionados pela DNA polimerase

estendendo a nova cadeia de DNA: dNAPs, dNTPs, dNGPs, dNCPs), solugdo tampdo com ions e principalmente

Cloreto de Magnésio (proporciona energia para a atividade da Taq polimerase e regula o pH da solugdo) e agua

ultra pura (diluicio dos reagentes para determinar a concentragéo final de acordo com o volume final).

6.

8.
9.

Apos adicionar os reagentes no fluxo, tampar a placa ou strip (microtubo) e levar até a bancada para
realizar a insercdo das amostras de DNA.

Adicionar cada amostra de acordo com o planejamento da 32 etapa. Ao inserir cada amostra nos tubos,
fazer Up and Down (homogeneizagdo) com a pipeta 5x.

Vedar o tubo ou placa, no caso de placa vedar com adesivo dptico.

Centrifugar brevemente, removendo residuos dos reagentes na tampa e bolhas.

62 etapa: Ciclos de temperatura para a reacdo de PCR (etapa opcional)

1. Colocar o microtubo no termociclador (Figura 13.2) sem fazer movimentos bruscos.

Figura 13.2: Termociclador.
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2. Fechar a tampa do equipamento.

3. Programar a ciclagem utilizada durante as etapas da PCR em suas trés etapas: Desnaturacdo prévia,
hibridacéo e extenséo da cadeia (Figura 13.3).

100—— Desnaturagiio do DNA

Extensdo da cadeia

Anelamento dos primers

20—-
l .
ffﬂT} H | Ciclo 1 Préximos ciclos

—— Molécula de DNA

Temperatura °C

| Ter'n poI

Figura 13.3: Ciclos de temperatura da PCR e as respectivas etapas: Desnaturacdo do DNA, anelamento

dos primers e extenséo da cadeia.

4. Iniciar a ciclagem e aguardar o final da reagao.
5. ApOs o término, analisar as amostras por outra técnica, dependendo do tipo de alteracdo genética

investigada. Ex: Gel de agarose, andlise de fragmentos, sequenciamento Sanger, sequenciamento NGS.

Informacgdes técnicas

Célculo da reacdo de PCR

¢ Diluicdo, quantificacdo e qualificacdo da amostra: No caso de baixa concentracdo de DNA pode ocorrer a

perda de sensibilidade de deteccéo e até mesmo em resultado falsos negativos. A qualificagdo referente aos
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fatores 260/280 e 260/230 nm do espectrofotdmetro € extremamente importante para determinar se existe
contaminacgdo de acidos nucléicos. Para uma amostra pura, os valores do fator 260/280 ideais variam de
1,8-2,0 e do fator 260/230 de 1,8-2,2 para DNA (SCHRADER et al., 2012; HAQUE et al.,2003).

e Talco das luvas: O talco € um dos principais inibidores da técnica descritos em literatura (SCHRADER et
al., 2012).

e Limpeza da bancada com hipoclorito: O hipoclorito tem a fungdo de degradar qualquer tipo de DNA
presente na bancada. Sendo assim, impede que a amostra extraida naquele dia ndo seja contaminada por
resquicios de DNA de outra extragdo (PRINCE; ANDRUS, 1992).

QUESTOES

1) Com base na quantificacdo das amostras, realizar os calculos da diluicdo das 3 amostras. Para um
volume total de 25 uL igualar a concentracdo das amostras para inserir em cada uma 40ng/ensaio.
Calcular a diluicdo de cada uma e o volume que devera ser inserido em cada reacdo de PCR (Tabela
13.2). Sugestdo de volume inserido de amostra = 5 L. Sugestdo de volume final da diluico de cada
amostra = 10 L.

Tabela 13.2: Caracteristicas das amostras investigadas.

Volume Amostra  Concentracdo Concentra¢do
Amostra ng/luL  A260/A280 A260/A230 final Agua® Amostra®  diluida® final (nglyL) final em
(pL) (ng/uL) da reagio* nglensaio®
Amostral 80 1,85 2
Amostra2 50 1,7 12
Amostra3 65 18 19

a Agua inserida para diluicdo das amostras;

b Amostra concentrada;

¢ Concentragdo em ng/uL da diluicdo das amostras para um volume final de 10 pL;
d Concentracéo final em ng/uL da reacéo de PCR, com um volume final de 25 pL;
e Concentracéo final em ng/ensaio das amostras.
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2) Esquematize as 3 amostras testadas. N&o se esquega que vocé deve incluir os 3 controles: os dois tipos
de controles negativos, um com amostra sem mutagdo e outro sem amostra, e 0 controle positivo com
amostra com presenca de mutacdo. Todos devem ser analisados em duplicata. Quantos microtubos vocé

vai usar ao todo? Usaria placa (96 pogos) ou stripes (de 8 microtubos, cada)?
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3) Calcule a quantidade de reagentes utilizados para a reacdo de PCR da questdo anterior, lembrando de

adicionar 2 reacg0es extras devido a perda de reagentes durante a pipetagem que geralmente ocorre

(Tabela 13.3). Calcule as quantidades para uma rea¢do e para 0 nimero de ensaios que deseja realizar.

Sugestdo: Inserir 1 U de enzima em cada reacéo e 10 pmoles de cada primer.

Tabela 13.3: Célculo da quantidade de primer e master mix adicionados na solugdo trabalho para reacao

de PCR. Concentracdo inicial de cada item: Cada primer tem 20 pmoles/pL; Taq Polimerase esta em 2

UlpL; Master Mix esta em 2x de concentragéo.

Reacées (pL)
Preparo da reacdo de PCR no laboratério
1 reacao __reacles
Primer 1 0,5
Primer 2 0,5
Master Mix 2x 12,5
Agua Ultra pura 6,5
Taq Polimerase 1
DNA alvo 5
Volume final 25

*Total de 25 pL em cada reacéo
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PRATICA 14 - GEL DE AGAROSE E CORRIDA ELETROFORETICA

Autores: Tiago César Gouvéa Moreira, Caio Agostini Calheiros Grosso, Luciana de Andrade Agostinho

INTRODUGAO

A eletroforese em gel € caracterizada pela migragdo de particulas carreadas sob a influéncia de um
campo elétrico devido ao seu peso molecular. Diversos tipos de moléculas biologicas, como aminoacidos,
proteinas, acidos nucléicos podem migrar para 0 anodo ou catodo, dependendo de sua carga predominante. O
equipamento utilizado para corrida eletroforética deve conter fonte de energia (carga positiva e negativa) e uma
unidade de eletroforese (gel e cuba) na qual ocorrera a migragdo destas moléculas. As cubas de eletroforese
podem ser divididas em duas formas, de acordo com o sentido de migracdo, podendo ser vertical ou horizontal
(WILSON; WALKER, 2010).

O tipo de matriz (gel) utilizada para a corrida vai depender de acordo com o tamanho do fragmento de
DNA em pares de base na qual pretende investigar, que deve ser compativel com a natureza da matriz conforme
o0 tamanho dos seus poros. Para fragmentos que variam entre 0,2 quilobases (kb) a 50 kb (1 kb= 1000 pares de
bases) utiliza-se o gel de agarose, ja para fragmentos menores, em até 1 kb, utiliza-se a poliacrilamida
(REINIGER et al., 2004; SAMBROOK; RUSSEL, 2001). A sensibilidade de deteccdo das bandas de DNA ao
serem visualizados no transiluminador UV apds corrida, ocorre quando a amostra possui mais que 5 ng/ensaio
(GREEN; SAMBROOK, 2012).

Atualmente com a automacdo desta técnica, como a técnica de andlise de fragmentos por eletroforese
capilar automatizada, foi possivel realizar diagnostico de diversos tipos de alteragdes genéticas impactando

diretamente no tratamento, progndstico e diminui¢&o de risco de vérias doencas.
OBJETIVOS

Treinar e evidenciar os principais pontos do preparo do gel de uma corrida eletroforética.

EPI

e Luvas com talco, luvas térmicas, dculos e jaleco.
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MATERIAL (GRUPO DE ALUNOS PARA 6 AMOSTRAS ANALISADAS)

e 01 vidro de &lcool 70%;

e 3 gramas de agarose em po;

e (01 espatula;

e (1 Litro de tampdo TAE 1x (Tris-Acetato-
EDTA), sendo 150 mL para o gel e 850 para
cobrir a cuba eletroforética (pode-se usar agua
destilada caso ndo tenha);

e (1 Erlenmeyer de vidro de 250 mL;

e 6 microtubos de 0,2 mL ou 1,5 mL;

e (1 pipeta P20;

EQUIPAMENTOS

¢ (01 micro-ondas;

e 24 ponteiras para pipeta P20;

e 10 L de escala alélica (ladder);

e 20 pL de tampéo marcador de corrida (Gel
Loading  Buffer) (usar na  proporgdo
corante/amostra 1:5);

e 12 uL de corante de DNA (marcador de DNA
para UV), item opcional para visualizagdo do
gel no transiluminador. Sugestéo de corantes e
proporcdo corante/amostra, GelRed® e Syber®

Green e 1:5, respectivamente.

e (01 kit completo de cuba horizontal para eletroforese em gel;

e (1 transiluminador UV (opcional se for visualizar o gel apds a corrida);

e \ortex;

¢ Centrifuga para microtubos.

Em caso de falta de cuba de eletroforese em gel para todos os grupo, utilizar a placa de Petri para

solidificar a matriz de agarose.

PROCEDIMENTOS

12 etapa: Preparacéo do gel de agarose: Protocolo de preparo de 150 mL de gel de agarose a 3% (m/v).
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1. Lavar as méos e colocar luvas e jaleco.

2. Limpar a bancada com alcool 70%.

3. Realizar o célculo de quanto utilizar em gramas de agarose de acordo com a concentracdo estipulada da

trama (Equacdo 14.1). Em nosso caso 3% (m/v).



Para a preparacdo de 150mL de um gel de agarose a 3% (m/v) de concentragdo, deve-se primeiramente

calcular quantos gramas de agarose concentrada (100%) serd utilizada para diluigdo em tampé&o TAE.

Cl.Vl = CF.VF
100.x = 3.100
100x = 300
x = 300/100
x = 3g agarose para 100mL de Tampdo TAE

Equacao 14.1: Célculo da quantidade de agarose em gramas necessaria para chegar a concentracao de

10.
11.

12.
13.

14.

3% (mlv) em um volume final de 100mL.

Para 100 mL usa-se 3 g, em 150 mL, usaremos 4,5 gramas.

Pesar 4,5 g em balanca analitica em uma folha de papel aluminio com auxilio da espatula e transferir
esta quantidade para um Erlenmeyer de vidro de 250 mL (cuidado para n&o derramar).

Adicionar 150 mL de tampé&o TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x no Erlenmeyer. Caso o tampédo esteja
concentrado (50x), diluir em &gua destilada antes para que fique 1x.

Apos calculo, preparar 150mL do tampdo TAE 1x (ou agua) e despejar no Erlenmeyer contendo a
agarose.

Homogeneizar bastante até que todo 0 pd de agarose se misture no tampao.

Esquentar em micro-ondas de 2-3 minutos esta solu¢do. Observar a solu¢éo atentamente para evitar
derramamento da solugdo durante a fervura, se ferver antes, desligue o micro-ondas. Colocar a luva
térmica para evitar queimaduras nas maos.

Pausar o micro-ondas de 30/30 segundos e homogeneizar a mistura.

Fazer isso até completar 2 minutos ou até que a solucdo inicie fervura. As bolhas do gel devem
desaparecer rapidamente, caso ndo ocorra, colocar mais tempo de aquecimento sob observacdo até
fervura.

Quando terminar, esfriar o Erlenmeyer com a solugdo em torneira com agua corrente.

Apos esfriar com a solucéo verificar a temperatura em pele, se estiver morna, despejar na cuba ou placa
de Petri que sera realizada a corrida eletroforética (0 gel deve estar liquido durante sua transferéncia e
deve-se evitar bolhas).

Colocar imediatamente o0 pente na cuba ou placa de Petri, para formar 0s pogos para inserir depois as

amostras da corrida.
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15. Esperar por 30 min até que o gel solidifique e retirar o pente.

16. Apds solidificado, transferir o gel para dentro da cuba e adicionar tampéo de corrida TAE 1x até cobrir

toda a superficie do gel.

2% etapa: Insercdo das amostras e corrida eletroforética
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Verificar se a cuba e a os fios da corrente elétrica estdo prontos para 0 uso e se a cuba esta posicionada
corretamente na horizontal sem desniveis. Utilizar inicialmente 100V em 1 hora de corrida para
fragmentos de 100-300 pb (varia de acordo com o tamanho do fragmento analisado).

Em tubos de 0,2 ou 1,5 mL preparar as amostras de DNA inserindo Gel Loading Buffer conforme
propor¢do mencionado anteriormente. Sugestéo: Para 10 uL de amostra em cada pogo do gel, usar 2 L
de corante de DNA e 2 pL de Gel Loading Buffer, com volume final de 14 pL.

Etapa opcional, em caso de posterior andlise pelo transiluminador UV. Em um dos pogos deve ser
inserida a escala alélica (ladder) para comparagédo dos fragmentos de DNA investigados. Colocar 10 pL
de ladder na primeira posi¢ao do gel com 2 L de corante e 2 UL de Gel Loading Buffer.

Antes de utilizar os reagentes e amostras, agitar no vortex e centrifugar brevemente. Apds o preparo de
cada amostra repetir a mistura e centrifugagdo antes de inserir no gel.

Com o gel imerso sobre o tamp&o TAE dentro da cuba, adicionar as amostras, inclusive o ladder
(opcional) nos pogos do gel de agarose.

Ligar a cuba entre 100-150 Volts durante a corrida e observar se 0 DNA estd migrando corretamente
através do gel.

Apos a corrida (1 a 1:30 hora), retirar o gel da cuba e observar a olho nu a marcagdo do Gel Loading
Buffer.

Para visualizar o DNA (opcional), colocar o gel no transiluminador UV para avaliar as bandas das
amostras em comparagao com a escala alélica. N&o esquega o0 uso dos EPIs.



Informacées técnicas
Preparo do gel

Para que ocorra um preparo correto do gel de agarose atentar-se para a colocagdo do pente no gel para
formacdo dos pogos de corrida, o pente ndo deve ultrapassar toda a altura do gel, deve-se evitar pogos abertos

ao final do gel para a insergdo das amostras sem vazamentos.
Corrida das amostras

Deve-se alinhar a cuba para que ndo tenha desniveis que possam influenciar no resultado da corrida. As
amostras devem ser adicionadas no gel imerso com TAE cuidadosamente, certificando que a pipeta esta
alcangando o interior de cada pogo do gel antes de realizar a pipetagem. Durante a corrida do gel, deve-se
verificar o nivel do Gel Loading Buffer para evitar que o DNA ultrapasse todo o gel e saia dele. Regular a
voltagem caso a velocidade de migracdo das bandas esteja baixa. Ao final, retirar cuidadosamente o gel da cuba
para observacdo das marcagdes do Gel Loading Buffer. Caso realizem a analise do DNA, o gel deve ser colocado

no transiluminador UV (opcional).
Preparo do Gel Loading Buffer

Reagentes: 10mM Tris-HCl, pH 7.6, 0.03% azul de bromofenol, 0.03% xileno cianol, 60% glicerol, 60mM
EDTA. Sugestdo: 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xileno cianol, 30% de glicerol em 10 mL de agua

destilada para preparar o tamp&o de corrida em 6x. Armazenar em temperatura ambiente.
Preparo do Tampéo TAE 50x (para armazenar)

Reagentes: 40mM Tris Base (Tris Hidroxi-metil Amino Metano PA) — 242 g (pH = 8); Acido Acético Glacial
57,1 mL; 0,5 M EDTA (pH=8) = 18,6 g em 100 mL. Para fazer TAE 1x, diluir 20 mL desta solug&o (50x) em 980
mL de &gua destilada para volume final de 1 Litro. Armazenar em temperatura ambiente e autoclavar se
necessario. Fonte: MANIATIS, 1982.
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QUESTOES

1) Um pesquisador realizou amplificagdo do DNA pela técnica de PCR de uma amostra e precisa analisar 0

fragmento de DNA (amplicon) gerado para detec¢do de uma dele¢éo de 200 pb.

a) A escolha da técnica da corrida de eletroforese em gel foi correta? Néo seria melhor realizar o
sequenciamento genético daquela regido para avaliar a presenca da delegdo? Justifique sua
resposta.

b) Marque a opc¢éo correta (A, B, C, ou D) em qual posicdo colocar o gel de agarose com DNA

dentro da cuba para que corrida em gel ocorra na dire¢éo correta (Figuras 14.1 e 14.2).
== s = = === = =Polonegativo

+ + + + + + + -+ Polo positivo

Figura 14.1: Esquema de uma cuba de eletroforese e seus polos positivo e negativo.
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A) ---------- Polo negativo

Pocos + DNA

+ + + + + + + -+ Polo positivo

B) ---------- Polo negativo

Pocos + DNA

+ + + + + + + + Polo positivo

C) ---------- Polo negativo

Pocos + DNA

+ + + + + + + + Polo positivo

D) ---------- Polo negativo

Pocos + DNA

+ + + + + + + + Polo positivo

Figura 14.2: Questdo sobre a posicdo do gel e os pogos com DNA na cuba de eletroforese com seus

respectivos polos positivo e negativo.

2) Para andlise de uma determinada mutacdo genética foi escolhida a corrida de eletroforese em gel de

agarose. Sendo assim, calcule a quantidade em gramas de agarose utilizar para preparagdo de 500mL

de gel a uma concentragdo de 1,5% (m/v).
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