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Avaliacao: Questdes PL no exame final
Frequéncia: Obrigatério frequentar 2/3 das aulas PL

Substitui¢oes: Frequentar a PL em que se encontra
inscrito. Em caso de falta por doenca ou nos feriados
possibilidade de compensar noutro horario, dentro do
limite de vagas.

Uso de bata: Informar o docente de eventual falta.

Protocolo: Ler e levar impresso para a PL.

TPs e PLs

22f, 10.00-13.00 [TP5/ PL 6 + PL9)]
32f, 9.00-12.00 [TP1/PL1 + PL2)]
42f, 9.00-12.00 [TP6/ PL 11 + PL2)]
423f, 17.00-20.00 [TP2/ PL 10 + PL3)]
52f, 10.30-13.30 [TP4/ PL 5 + PL8)]
62f, 14.00-17.00 [TP3/ PL4 + PL7)]




Calendario PL

P6 P9
P2 P1
P12 P11
P10 P3
P8 P5
P4 P7

Semana de 31 Out a 4 Nov: 1° tema, turmas pares (6, 2, 12, 3, 8, 4)

Semana de 14 a 18 Nov: 2° tema, turmas pares
Semana de 9 Nov a 2 Dez: 3%° tema, turmas pares

Rita Santos

Filipa Monteiro

Monica
Sebastiana
Monica
Sebastiana
Filipa Monteiro

Monica
Sebastiana

Semana de 7 a 11 Nov: 12 PL de turmas impares (9, 1, 11,3, 5,7)

Semana de 21 a 25 Nov: 2° tema, turmas impares
Semana de 5 a 9 Dez: 3° tema, turmas impares

Fernando Vaz
Dias

Fernando Vaz
Dias
Fernando Vaz
Dias

Susana
Serrazina
Susana
Serrazina
Susana
Serrazina



Planeamento das aulas T, TP e PL (12 Semestre do ano letivo de 21/22)

19-23 Set Inicio Ts
25-30 Set
37 0ut Inicio TPs Feriado* TP tema 1
10-14 Out TP 2
tema
TPs 17-21 Out Dia da
Investigagio™ TP tema 3
24 Out-28 Out
TP tema 4
31 Out-4 Nov Z-A : %k %k %k
Inicio PLs Feriado PL 6, 2’12, 10, 8, 4 (Tema I)
7-11 Nov PL9,1,11,3,5,7 (Temall)
14-18 Nov
P 6,2,12, 10, 8, 4 (tema II) ~
21-25 Nov AVALIACAO
P9, 1,11, 3,5, 7 (tema Il) INTERCALAR
PLSZ8Nov-2Dez o e
P 6, 2,12, 10, 8, 4 (tema [A)ade
5-9 Dez
P9, 1,11, 3,5, 7 (tema lll) Feriado****
12-16Dez
*Feriado 5 Outubro: **Dia da Investig 16 Outubro: ***Feriado 1 Nov: compensam ****Feriado 1 e 8 Dez: compensam
compensam noutra TPs compensam noutra TPs noutras PLs (combinar com dia 15 Dez (combinar com Prof PL)

Prof PL)



Nocoes basicas — Praticas Laboratoriais

Dresscode: uso de bata

obrigatério

Lab Rules, DO’s & DONT’s

NO FOOD OR DRINK

Caderno de laboratoério




Nocoes basicas — Praticas Laboratoriais

Regras e guidelines para conduzir um trabalho experimental

*Conhecer as regras do laboratério e as diferentes areas de trabalho,

*Os estudantes nao estao autorizados a tocar em nenhum equipamento do
laboratério sem instrucao preévia,

*Antes de iniciar um protocolo, retirem todas as duvidas com o PROFESSOR,

*Se ndo souberem como utilizar um equipamento, PECAM AJUDA AO
PROFESSOR!

*Nao ¢ permitido no laboratério o desenvolvimento de experiéncias nao
consideradas na tematica da aula

*Nao é permitido o desenvolvimento de experiéncias na auséncia do professor



Nocoes basicas — Praticas Laboratoriais

Residuos

GRUPO lll - Risco Biologico

SACO DE COR BRANCA - COLOCAR 0S SEGUINTES RESIDUOS:

Todos os residuos provenientes de quartos ou enfermarias de doentes infecci-

-

0505 ou suspeitos, de unidades de hemodialise, de blocos operatdrios, de salas
de tratamento, de salas de autopsia e de anatomia patologica, de patologia
clinica e de laboratérios de investigacao, com excepgao dos referidos no GRUPO IV;

» Todo o material usado em didlise;

» Pecas anatémicas ndo identificaveis;

= Sistemas utilizados na administracio de soros e medicamentos (excepto os do
GRUPO IV);
Sacos colectores de fluidos organicos e respectivos sistemas;

ﬁ fraldas e requardos descartaveis, talas, gessos e ligaduras gessadas

contaminados ou com vestigios de sangue;
Material de proteccio individual utilizado em cuidados de satde e de servicos

de apoio geral em que haja contacto com produtos contaminados;
Residuos que resultam da administragdo de sangue e derivados.

-

GRUPO IV - Risco Especifico

SACO DE COR VERMELHA - COLOCAR 05 SEGUINTES RESIDUOS:

« Pegas anatémicas identificaveis;
E—— + Cadéveres de animais de experiéncia laboratorial;
« Materiais cortantes e perfurantes (devidaemnte acondicionados);
+ Produtos quimicos e farmacos rejeitados;
- « Citoctaticos e todo o material usado na sua manipulagdo e administracdo.




Nocoes basicas de laboratorio

Praticas laboratoriais de FBM - equipamento

Micropipetas :

02-2uL

1-10uL

1-10uL

2-20pL

10 - 100 pL

/ 20 - 200 pL
100 - 1000 pL

C€
3 S &2 #]

% RR®

Escolher pipeta segundo o volume

P10
P200 (50/100)
P1000

Escolher pontas:
Branca

Amarela
Azul

Pipetar:

1: Pressionar embolo (1° stop)
2: Aspirar

3. Verter (22 stop)

Usar caixas sem fita ou fita azul !



Nocoes basicas de laboratorio

Praticas laboratoriais de FBM - equipamentos

Centrifuga : Nanodrop: PCR:

N
\\“\
2 \_—/
.".‘\; e Verificar as instrucoes do aparelhos

Centrifuga: Equilibrar sempre os pesos!



Material biolégico — protocolo 1
(DNA plasmidico)

Plasmidio: Molecula de DNA circular, presente em bactérias, confere vantagem

2729)
.JJ:‘).,l

adaptativa, numero de copias variavel

pJET1.2 forward sequencing primer (310 ..

I Eagl - NotI (329)
PaeR7I - PspXI - TliI - XhoI (352)

- BstBI (477)

BseRI (672)
Spel (780)
Vetor de clonagem, elevado
numero de copias

(125) Dralll

(4672) Pvul

(4524) Fspl
(4422) BglI
(4382) BsrFI )
(4342) BmrI —__ \ g5
(4302) AhdI —— v.»";@QQ;x o °'°m°terl/’)
[ £ \'e
pJET 1.2 + inserto 2300 bp
__Nhel (1377)
—=— BmtI (1381)
___ AleI (1407) . .
et ) Replicado em E. coli DH5a

SnaBI (1817)

PfIMI (1932)

(3293) BspQI - Sapl
Pfol (1977)

(lac operator|
(3071) Pmel
SexAI* (2043)
NdeI (2129)

(3052) BsmBI — =/,
(3025) BbvCI— * J =

(2931) HindIx —  _— | |
[ EcOoNI (2340)

2735) pJET1.2 reverse sequencing primer -
PpuMI (2581)

(2712 .. 273
(2725) BspDI - Clal ‘ ‘
(2715) Ncol I |
(2684) Xbal BstXI (2624)

pJET1.2blunt-inserto
5281 bp



Extracao de DNA plasmidico em pequena escala
(Miniprep)

Extracao de DNA plasmidico - extracao por lise alcalina (baseado no
método de Birnboin & Doly, 1979).

Este método pode ser realizado em diferentes escalas consoante o volume da
cultura bacteriana: pequena escala (3 ml — 5 ml, miniprep), escala média (até 100 ml
- midiprep); e grande escala (até 500 ml - maxiprep).

Miniprep — meétodo rapido e permite isolar DNA plasmidico de muitas amostras em
simultdneo, e em quantidade suficiente para diferentes protocolos subsequenciais
(ex. clonagem, analise de restricido, sequenciac¢ao de clones e transcricao in vitro).

Este método baseia-se na desnaturacao alcalina do DNA e inclui as seguintes
etapas:

* Lise das células bacterianas,
» Desnaturacao/renaturacao diferencial de DNA plasmidico e DNA gendmico,

* Precipitagcédo alcodlica do DNA plasmidico.



Miniprep

Ressuspensao: Solugao |

Tris HCI: tampéo (pH estavel)

EDTA: quelata Mg?* e Ca?* 10 min, 4 °C
(essenciais para DNase)

Glucose: pressao osmotica

(integridade celular)

Cultura bacteriana Pellet bacteriano
Neutralizagao: Solugao lli Lise: Solucgao Il
NaAc: neutralizagao para NaOH: base (ruptura da
renaturacdo do DNA parede e desnaturagao de
5 min, gelo plasmidico 5 min, gelo DNA)
(DNA cromossémico nZo renatura, CUIDADO, nio SDS: detergente (solubiliza
moléculas grandes) ultrapassar 5 min membrana, desnatura
proteinas)
- / ——
- &/ Recolher Nii-® / Lavar o pellet com
\ h sobrenadante para ' etanol 70 %
X \iﬁ‘“‘ - novo tubo e |
N . .. S5
\ adicionar etanol \\ A
absoluto frio =

10 min, 140009 5 min, 140009



Miniprep

/ Recolher /
\“’6 sobrenadante para %«—5

P novo tubo e
h=- ;. \ -
adicionar etanol e =
absoluto frio

10 min, 140009 5 min, 140009

Ressuspender em Descartar o
ddH,0 sobrenadante e secar

o pellet ao ar

Etiquetar .
(Turmaldata) Congelar a -20 °C

Nota: precipitagcao e lavagem:
Etanol absoluto: precipita DNA plasmidico; Etanol 70%: lavagem

Lavar o pellet com
etanol 70 %

ey

A=

5 min, 140009



Protocolo

*Partir do pellet congelado a -20°C (o pellet foi obtido a partir de uma centrifugacéao (1
min, 140009) de 1,5 mL de cultura bacteriana transformada com o plasmideo Pjet1.2 com
o inserto sp com cerca de 2300 pares de bases (sp2300)).

*Ressuspender o pellet em 100 uL de solugao | (50 mM glucose, 25 mM TrisHCI, pH 8 e
10 mM EDTA).

elncubar 10 min a 4 °C.

*Adicionar 200 uL de solucédo Il (0.2 M NaOH, 1 % SDS), mexer por inversido até a
suspensao clarificar totalmente.

sIncubar 5 min em gelo (Nota: ndo deixar ultrapassar os 5 min)

«Adicionar 150 uL de solucéo Ill (3 M NaAc, pH 4,8), mexendo por inversao. Incubar 5
min em gelo.

*Centrifugar 10 min, a 14000 g.

*Recolher o sobrenadante para um eppendorf contendo 1 mL de etanol absoluto frio,
mexer por inversao e deixar precipitar a temperatura ambiente.

*Centrifugar 5 min a 14000 g.

Lavar o pellet com EtOH a 70% e centrifugar como anteriormente. Remover o
sobrenadante e secar o pellet ao ar.

*Ressuspender o pellet em 20 yL de ddH20 e conservar, devidamente etiquetado
(turma/data), a -20 °C



