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1. OBJETIVO

Padronizar as etapas para a realizagdo da eletroforese em gel de agarose do
Laboratério de Genética Molecular e Humana na Unidade de Andlises Clinicas e Anatomia
Patoldgica — UACAP do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes.

2. RESPONSAVEL

Biomédicos, Bidlogos, Técnicos de Laboratério e Pesquisadores responsaveis.

3. MATERIAIS NECESSARIOS

EPI'S (luvas de procedimento, mascara cirurgica, avental, 6culos de protecao,
gorro, sapato fechado);

Alcool a 70%;

Proveta graduada;

Frasco de vidro estéril;

Espatula;

Barra magnética;

Cubas de acrilico;

Bergo e pentes de acrilico;
Balanga semianalitica;

Agitador magnético;
Termobloco;

Fonte eletroforética;

Mapa de pocos;

Micropipetas;

Ponteiras livres de DNAse/RNAse;
Transiluminador UV;
Equipamento de captura de imagem;
Impressora.

Reagentes

TBE 1X;
Agarose de gradiente molecular;
Marcador de peso molecular;
Azul de bromofenol;

Brometo de etidio.
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4. DESCRIGAO DO PROCEDIMENTO

4.1.

4.2,

Preparacao de gel de agarose:

4.1.1. Ligar a balanga semianalitica e tarar a mesma, utilizando recipiente préprio
para pesagem de agarose;

4.1.2. Calcular a quantidade de agarose e de solu¢ao TBE1X (ver POP.UACAP.007)
necessarias para o preparo do gel na concentragdo e volume desejados.

Utilizar a férmula: C1 V1 = C2 V2, onde C1 é a concentracado do reagente estoque, V1 é
a quantidade do reagente estoque (X), C2 é a concentracdo da solucdo de preparo e V2
é o volume final da solugdo de preparo.

Gel de Agarose a 1%

Agarose TBE 1X (q.s.p.)

5g 500mL

28 200 mL

100 mL

1g

4.1.3. Pesar e medir o volume dos reagentes e transferi-los para um frasco de vidro
estéril;

4.1.4. Levar a solucdo ao micro-ondas e aquecer de forma gradual até a completa
dissolucdo da agarose - solucdo translicida e sem cristais;

4.1.5. Em seguida, colocar a barra magnética no frasco e leva-lo ao agitador
magnético até o resfriamento da solucdo (temperatura confortavel ao toque);

4.1.6. Montar o suporte para o gel, posicionando o berco e o pente;
4.1.7. Despejar o gel até atingir espessura desejada;

4.1.8. Aguardar a polimerizacdo da agarose, posicionar o gel na cuba e retirar o
pente com cuidado. (Observar a polaridade, para que os pocos figuem no polo
negativo);

4.1.9. Encher a cuba com TBE 1X até que o gel fique totalmente imerso.

Plotagem das amostras no gel de agarose
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4.2.1. Em uma superficie prépria — mapa de pocos ou membrana de parafilm -
pipetar 1uL de azul de bromofenol (ver POP.UACAP.007) e 3uL de amostra,
homogeneizar;
4.2.2. Pipetar a amostra preparada no poc¢o do gel correspondente a ordem
estabelecida previamente;
4.2.3. Pipetar 2uL do marcador de peso molecular e adiciona-lo ao primeiro pogo
do gel.
4.3. Corrida eletroforética

Obs.: Atentar para as polaridades dos eletrodos. O DNA tem carga negativa e serd atraido
para o polo positivo. Portanto os pocgos do gel devem ser posicionados préximos ao polo
negativo da cuba.

4.4.

4.3.1. Acoplar os eletrodos na cuba e na fonte respeitando a polaridade;
4.3.2. Ligar a fonte e programar a voltagem desejada para a eletroforese;
4.3.3. Acompanhar a migracdo das amostras no gel. Parar a corrida quando as

bandas azuis tiverem a 3 cm do término do gel.

Revelagdo de gel e fotodocumentagao

4.4.1. Imergir o gel na solucdo de brometo de etidio 0,5ug/mL (ver

POP.UACAP.007);

4.4.2. Aguardar 15 minutos para que o brometo de etidio intercale nas fitas de
DNA;

4.4.3. Remover o gel da imersdo utilizando espatula prdpria para essa finalidade;
4.4.4. Coloca-lo na superficie do transluminador e exp6-lo a luz UV;

4.4.5. Visualizar o gel e verificar se houve amplificacdo;

4.4.6. Acoplar o equipamento de captura de imagem ao transiluminador e obter a
imagem;

4.4.7. Transferir aimagem para o computador e identifica-la de forma adequada;
4.4.8. Imprimir a foto para arquivar no caderno.

5. RECOMENDAGOES

5.1.
5.2.
5.3.

Fazer o uso dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) e Coletiva (EPC);

Desinfectar a banca de trabalho com alcool 70%, antes e depois do procedimento;

Se atentar ao tempo de corrida do gel pois ha variacdo de migracao de acordo com
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o peso molecular dos amplicons;

5.4. Ao final de cada corrida, desligar a fonte e higenizar a cuba e os bergos e pentes
utilizados;

5.5. A fim de evitar contamina¢dao de outros ambientes com brometo de etidio usar
somente os itens destinados para sua manipulacdao que ficam na sala de revelacao;

5.6. Descartar gel de agarose no recipiente préprio para descarte (depdsito plastico),
sempre utilizando espatula e EPlIs;

5.7. Higienizar a superficie do transiluminador com papel toalha dmido (dgua destilada);

6. ACOES EM CASO DE NAO CONFORMIDADE (EVENTO ADVERSO)

6.1. Em caso de incidente com derramamento de produtos quimicos, interrompa o
trabalho imediatamente, verifique se ndo houve algum tipo contato entre o produto
guimico e seu corpo, consultar a Ficha de Seguranca de Produtos Quimicos - FISPQ (no qual
consta as orientacGes em caso de acidente), fazer a limpeza do local com material
absorvente e, por fim, corrigir a causa do problema;

6.2. Em caso de acidente com respingos de produto quimicos na regidao dos olhos ou
qgualquer outra parte do corpo lavar a regido com agua no lava-olhos ou chuveiro de
emergéncia por, pelo menos, 15 minutos, consultar a Ficha de Seguranca de Produtos
Quimicos (FISPQ) e seguir o fluxo de acidente de trabalho da instituicdo.

7. FLUXOGRAMA
NA - Nao Aplicavel.
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9. APENDICE

Apéndice A — Fundamentacgao tedrica da técnica de eletroforese em gel de agarose

10. ANEXOS
NA - Ndo Aplicavel.

Apéndice A - Fundamentacao tedrica da técnica de eletroforese em gel de agarose

A eletroforese é uma técnica laboratorial usada para separar moléculas carregadas
sob a influéncia de corrente elétrica. Os fragmentos de DNA podem ser identificados e separados
por essa técnica, uma vez que suas moléculas tém cargas elétricas negativas e migram para o polo
positivo (anodo).

A técnica se baseia na producdo de um gel de agarose, que se constitui a matriz de
migracdo onde as amostras serdo aplicadas, por isso, a concentracdo da agarose é de suma
importancia para o tamanho dos poros do gel e, consequentemente, para determinar os
fragmentos de DNA a serem separados.

Esta técnica é realizada em cubas, preenchidas com solu¢do tampdao para manter o
pH da reacdo estdvel, o tamp3ao mais utilizado é formado por Tris, Acido Bérico e EDTA (TBE 1X).
Apds a corrida eletroforética, para a visyualizacdo dos fragmentos de DNA sdo necessarios
agentes colorimétricos, isto é, agentes intercalantes (ex.: brometo de etidio) que sdo moléculas
gue se inserem entre os pares de base de DNA e emitem fluorescéncia, permitindo assim, que os
fragmentos de DNA fiquem visiveis sob iluminacdo ultravioleta (UV) apresentando uma coloracao
alaranjada.

Fonte: LGMH/UACAP/HUPAA/UFAL/EBSERH-2022.
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