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Chave de Correcédo da Prova Pratica

Cargo:

D-41 Técnico Laboratoério - Biotecnologia - Andlise de Proteinas

QUESTAO 1:

Apresenta-se abaixo um protocolo para preparacdo de géis SDS-PAGE a ser utilizado em uma anélise de confirmacado de rEPO e

analogos. O método utiliza a técnica de Western-blotting.

Etapa

Descricao

Preparacgéo do gel SDS-Page

Gel de resolucédo (10%) — 6.65 mL solucdo de acrilamida/bisacrilamida + 5
mL tampdao tris HCI pH 8,8 + 200 pL SDS 10% + 8mL éagua MilliQ,
degaseificar o sistema por 10 min, adicionar 100pL de persulfato de amdnio
10%, adicionar 6,7uL de TEMED.

Gel de empilhamento (4%) -1,33 mL solucéo de acrilamida/bisacrilamida +
2,5 mL tampéao tris HCl pH 6,8+ 100 pL SDS 10% + 6mL &gua MilliQ ,
degaseificar o sistema por 10 min, adicionar 50uL de persulfatode aménio
10%, adicionar 5uL de TEMED.

Pré-tratamento da amostra e controles

Adicionar em um microtubo 1 pL de tampé&o de tratamento de amostra para
cada 1pL de amostra ou controle. Aquecer a 95°C por 5 min. Centrifugar.

Eletroforese

Adicionar o tampd&o de corrida. Adicionar as amostras. Conectar a fonte a
200V (constante) por 1h.

Primeira transferéncia

Lavar o gel com tamp&o de transferéncia. Montar o sistema de
transferéncia. Condicao de operagéo 137 mA por 30 min.

Tratamento da primeira membrana de
transferéncia

Incubar a 12 membrana com DTT 5mM a 37°C por 45 min. Lavar a 12
membrana com PBS por 1min (2x). Incubar com leite a 5 % em PBS, 45 min,
temperatura ambiente. Lavar com PBS/tween por 2 min (4x). Incubar a
membrana com anticorpo monoclonal (30 pL + 6 mL leite a 5% em PBS+
24mL PBS) por 1h a temperatura ambiente. Lavar com leite 0,5% em PBS
por 10 min. Lavar a membrana com PBS/ Tween por 2 min (3x).

Segunda transferéncia

Lavar a segunda membrana com metanol por 2 min . Transferir a 137 mA
(constante) por 10 min.

Tratamento da membrana de segunda
transferéncia

Lavar a membrana com PBS por 1 min. Incubar com leite em PBS a 5% por
45 min a temperatura ambiente. Lavar com PBS/tween por 2 min (4X).
Incubar com o anticorpo secundério (15puL anticorpo policlonal+ 8mL de
leite a 5% em PBS + 32mL de PBS) — 1h a temperatura ambiente. Lavar com
leite 0,5% em PBS por 10 min (3x). Lavar com PBS/tween por 2 min. Incubar
por 1h a temperatura ambiente com 8mL leite 5% em PBS e 32 mL PBS +
15uL estreptavidina peroxidase. Lavar com PBS adicionar reagentes de
quimiluminescéncia, realizar a captura de imagens.

- Descrigdo do Almoxarifado

Materiais Reagentes

Pipetas automaticas de volume variavel (uL): P5, P10, P20, P50, P100, | Tris (PM=121,14 mol.g™)
P200, P1000

Bal6es volumétricos: 25, 50, 100, 500 e 1000 mL SDS

Becker: 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 mL

HCI (solucgéo 0,1 M)

Pipetas volumétricas de vidro: 5, 10, 25, 50, 100 mL Acrilamida/bisacrilamida

Pipetas graduadas: 25 e 50 mL

Persulfato de aménio

Espatulas

TEMED

Buretas 25mL e 50 mL

n-butanol hidratado

Placas e cubas para eletroforese

Ditiotreitol (DTT) — solucdo 1,2 M

Bastdes de vidro

PBS (tampao fosfato salino)

Funis

Leite em p6 desnatado

Balanca analitica

Tween

Eletrodo de medicdo de pH (e tampdes necessarios) Anticorpos monoclonal e policlonal

Vidro de relégio

Acido acético

Estreptavidinaperoxidase

Com base no protocolo a ser realizado e nos itens disponiveis no almoxarifado, pede-se:
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Item A) Descreva todo o procedimento adotado na preparagdo de 500 mL do tampé&o Tris-HCI 1,5M pH 6,8.

Chave de Correcao

Item Qtde de Pontos
a) Pesar 90,855 g de tris (apresentar a descri¢do das contas) 8
b) Solubilizar esta massa em &gua, utilizando um Becker 2
c) Calibrar o medidor de pH (descrig&o) 2
d) Aferir o pH da solugo e adicionar solugéo de HCI 0,1 M até pH 6,8 2
e) Transferir com auxilio de basto de vidro e funil para um baldo volumétrico de 500mL 2
f) Completar o volume para 500 mL com agua 2

Total 18

Item B) Qual o volume de uma solugao 1,2M de DTT deve ser aliquotada para preparar 100 mL de uma solugéo 5mM.

Chave de Correcado
Item Qtde de Pontos
Pipetar 417 pL de solu¢do 1,2M de DTT 4

Item C) Qual(ais) procedimento(s) de seguranga deve(m) ser adotados para o preparo dos géis de acrilamida? Justifique.

Chave de Corregéo

Iltem Qtde de Pontos
a) Além dos EPIs tipicamente recomendados para 2
laboratdrio, exige-se o uso de luvas e méscara.
2

b) Potencialmente cancerigena
Total

Item D) Qual pipeta automética seria mais indicada para adicionar os 30 pL de anticorpo monoclonal? Justifique.

Chave de Correcéo
Item Qtde de Pontos

a) P50
b) Volume mais préximo do desejado

C) Menor incerteza da medida
Total

N w

w

(o]

Item E) Se durante a realizacdo do protocolo o técnico adicionasse 30 pL do anticorpo policlonal ao invés do anticorpo monoclonal, e
sem perceber o erro fosse até o final do procedimento, o que seria esperado como resultado? Justifique.

Chave de Correcéo
Iltem Qtde de Pontos
4

b) Afinidade a porcdes do anticorpo primario e ndo a proteina de interesse 4
Total 8

a) Auséncia de bandas especificas no gel

Item F) Explique o principio envolvido na técnica de western blotting.

Chave de Correcao
Iltem Qtde de Pontos
a) Separacgédo das proteinas por eletroforese 2
b) Marcacéo especifica da proteina de interesse por afinidade ao anticorpo priméario 3
C) Amplificacdo do sinal pela ligacéo anticorpo secundario 3
Total 8
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Item G) Observe a Figura 1. Trata-se de uma imagem tipicamente obtida através da técnica de SDS-PAGE, utilizando o corante azul
de comassie como revelador. A que correspondem os sinais grifados (lane 1) na Figura 1? Qual a relevancia dos sinais observados

nesse lane na interpretacdo dos resultados?

S'S1I TN

Lanel Lane2 Lane3 Lane4 Lane5 Lane6

Figura 1. Imagem tipicamente obtida através da técnica de SDS-PAGE utilizando azul de comassie como revelador.

Chave de Correcédo
Item Qtde de Pontos
a) Marcador de peso molecular 2,5
b) Identificar as faixas de peso molecular das proteinas de interesse 2,5
Total 5)
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QUESTAO 2:

O esquema 1 representa um procedimento genérico para a deteccdo das diferentes formas de proteinas conhecidas como
eritropoietinas recombinantes. O método é baseado na técnica de eletroforese por focalizagao isoelétrica (IEF). O procedimento total

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
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pode ser dividido didaticamente em quatro etapas:

Etapa 1: Concentracdo da amostra / obtenc¢ao do retentato.
Etapa 2: Aplicacao do retentato / eletroforese.

Etapa 3: Primeira transferéncia.

Etapa 4: Segunda transferéncia/ revelacéo.

Esquema 1. Esquema resumido do método de andlise de eritropoietina por focalizagdo isoelétrica apresentado didaticamente

dividido em quatro etapas.

ETAPA 1 — Concentragao da amostra
20 mL de urina

< Solucdotris-HCI

<« Complete

Filtro 30 KDa

1

Retentato

Complete: Coquetel inibidor de proteases.

ETAPA 3 — Primeira Transferéncia
(Gel - Membrana)

Gel

l “TRANSFERENCIA”

Membrana 1

<« DTT

< PBS

<« Solugdode leite (5%)
<« PBS (lavar)

<« Anti-corpo primario
<« Solugdode leite (0,5%)
<« PBS

DTT - Ditiotreitol.
PBS - Tampé&o fosfato salino.

ETAPA 2 — Aplicagéo do retentato no gel / eletroforese

Retentato

« Ureia
<« Tween — 80 (10%)

Aplicagdo no gel

ETAPA 4 - Segunda Transferéncia (Membrana —
Membrana)

Membrana 1
l “TRANSFERENCIA”

Membrana 2

< PBS

<~ Solugdode leite (5%)

< PBS (3x)

<« Anti-corpo secundario

< Solugdode leite (0,5%)

<« PBS

<« Estreptavidina - peroxidase

< PBS
<« Fento (revelador)

Revelagdo por
quimioluminescencia

Item A) Descreva a funcao dos reagentes: solugdo complete, uréia, DTT e estreptavidina peroxidase.

Chave de Correcao
Item Qtde de Pontos
a) Solugdo “Complete” — da acéo de enzimas urinarias que clivem a cadeia 2
da proteina alvo
b) uréia- agente desnaturante / caotropico 2
C) DTT — agente redutor 2
d) Estreptavidina-peroxidade - Formacdo do complexo avidina-
biotina/ligacdo da enzima ao anticorpo secundério/amplificador do sinal
Total 8
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Item B) O que é ponto isoelétrico?

Chave de Correcéo
Resposta Qtde de Pontos
pH no qual a carga global da proteina € nula 10

Iltem C. Redija um texto com até 50 palavras sobre a técnica de IEF em que fique evidente seu principio utilizando as seguintes

palavras em qualquer ordem (proteina, anfélito, ponto isoelétrico, migragao, pH).

Chave de Correcao

Resposta

Qtde de Pontos

Serdo considerados textos que utilizem as palavras sugeridas e que
apresentem coeréncia do ponto de vista técnico.

9

Item D. Descreva a funcéo do anfélito na analise por focalizagdo isoelétrica?

Chave de Correcéo
Item Qtde de Pontos
Distribuem e estabilizam o pH na fita do IEF. 9

Item E. Qual a fung&o da solugé&o de leite do procedimento apresentado? (Etapas 3 e 4).

Chave de Correcao

Resposta

Qtde de Pontos

Diminuir as ligag6es inespecificas do anticorpo, melhorando a visualizagéo do resultado final.

9




