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RESUMO

Western blot € uma técnica de biologia molecular na qual detectamos proteinas
especificas em amostra macerada de quaisquer tecidos bioldgicos. Essa técnica
utiliza um sistema de eletroforese em gel utilizada para separar as proteinas pelo
seu peso molecular. Consiste de duas etapas iniciais que sdo a corrida, que
corresponde a separagao das proteinas no gel, e a transferéncia das proteinas do
gel para uma membrana, a qual pode ser de nitrocelulose ou polifluoreto de
vinilideno (PVDF). A técnica de transferéncia pode ser realizada umida ou semi-
seca, de acordo ao equipamento disponivel no laboratério. As membranas sao,
entdo, bloqueadas, incubadas com anticorpos primarios e, posteriormente,
secundarios para que sejam feitas lavagens e, por fim, a revelagdo. O anticorpo
primario se liga a nossa proteina de interesse e o secundario se liga ao primario,
sendo, portanto, uma técnica de quantificacdo de proteina qualificada como semi-
quantitativa ou indireta. Nesta ultima etapa, revelacdo, podemos saber qual a
quantidade de uma proteina especifica existente em cada grupo e compara-las.
Existem varios métodos de detecgcao que podem ser utilizados, contudo a mais
comumente usada € a quimioluminescéncia. A técnica de western blot é utilizada
para detectar o anticorpo em algumas patologias, como no caso da sindrome de
imunodeficiéncia adquirida. Quando utilizada na pesquisa cientifica, esta técnica
pode ajudar a descobrir alvos moleculares especificos para que sejam

desenvolvidas novas terapias para a condigao ou patologia estudada.

Palavras-chave: biologia molecular, proteina, anticorpo.
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1. INTRODUGCAO

Western blot € uma técnica de biologia molecular na qual detectamos
proteinas especificas em amostra macerada de quaisquer tecidos bioldgicos
(RENART; REISER; STARK, 1979). Inicialmente, ela foi descrita como uma
transferéncia por eletroforese de proteinas em géis de poliacrilamida para
membranas. Também eram chamados de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) com dodecil sulfato de sddio (SDS) (TOWBIN; STAEHELINT; GORDON,
1979).

Western blot utiliza um sistema de eletroforese em gel para separar as
proteinas pelo seu peso molecular. Apéds realizar a separagao das proteinas no gel,
é feita a transferéncia das proteinas do gel para uma membrana, a qual pode ser
de nitrocelulose ou polifluoreto de vinilideno (PVDF) (DE SOUSA et al., 2020a;
TOWBIN; STAEHELINT; GORDON, 1979). A técnica de transferéncia pode ser
realizada umida ou semi-seca, de acordo ao equipamento disponivel no laboratorio.
As membranas sdo, entdo, bloqueadas, incubadas com anticorpos primarios e,
posteriormente, secundarios para que sejam feitas lavagens e, por fim, a revelagao
(DE SOUSA et al., 2020b; TOWBIN; STAEHELINT; GORDON, 1979). O anticorpo
primario se liga a nossa proteina de interesse e 0 secundario se liga ao primario,
sendo, portanto, uma técnica de quantificacdo de proteina semi-quantitativa ou
indireta. Nesta ultima etapa, revelagdo, podemos saber qual a quantidade de uma
proteina especifica existente em cada grupo e compara-las. Existem varios métodos
de detecgao que podem ser utilizados, contudo a mais comumente utilizada é a
quimioluminescéncia (RENART; REISER; STARK, 1979; TOWBIN; STAEHELINT;
GORDON, 1979).

A técnica de western blot pode ser utilizada para detectar o anticorpo em
algumas patologias, como no caso da sindrome de imunodeficiéncia adquirida.
Quando utilizada na pesquisa cientifica, esta técnica pode ajudar a descobrir alvos
moleculares especificos para que sejam desenvolvidas novas terapias para a

condicdo ou patologia estudada.



2. PROTOCOLO OPERACIONAL PADRAO DO WESTERN BLOT

O protocolo para operacionalizar o western blot é descrito em detalhes nas
préximas paginas. Para facilitar a execugdo, o protocolo foi subdividido em
etapas. No cabecgalho de cada pagina, ao invés de visualizar numeros de paginas

vocés irdo ter a seguinte descrigao:
- N°, se refere ao numero da etapa presente naquela pagina;

- Edigao, se refere ao numero da edi¢cdo do procedimento. Como esta é a
primeira edicdo deste procedimento, todas as paginas irdo constar o numero 01

para a presente edicio;

- Western Blot, nome em italico e com cada palavra iniciando com uma letra

maiuscula designando o nome da técnica presente neste manual;

- Elaborado, se refere a data de elaboragcdo do protocolo, neste caso o
més de abril de 2021. E sugerido que o protocolo seja atualizado no maximo a

cada 2 anos. O ideal seriam atualizacdes anuais ao protocolo;

- Autor, se refere ao nome do autor deste protocolo. Logo, em todas as

paginas vocés irdo encontrar o nome de Ricardo Augusto Leoni De Sousa.
- O numero de pagina foi colocado no canto inferior direito.

- Nao foi utilizado recuo de inicio de paragrafo para as paginas onde o

protocolo é descrito.
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ETAPA 1 - HOMOGENEIZAGAO EM TAMPAO RIPA

1. Retirar amostras do menos 80 e colocar no gelo picado. Esperar descongelar.
Preparar os eppendorfs novos com a identificacdo das amostras.

2. Preparar o tamp&o RIPA sem inibidores.

3. Colocar os inibidores apenas no momento de uso do tampao.

4. Utilizar 1:100 para os inibidores de fosfatase e, também, 1:100 para os inibidores
de protease. Caso ndo tenha os inibidores para uso pode-se fazer estes no
laboratdrio. Olhar o protocolo de preparo dos inibidores de fosfatase e protease.

5. Colocar a quantidade de tampao de acordo ao peso do tecido no eppendorf onde
a amostra sera homogeneizada. Exemplo: em hipocampo de camundongos Swiss
adultos com 6 meses de idade costumo usar 150 microlitros por hipocampo.
Utilizamos os dois hipocampos (direito e esquerdo) juntos na homogeneizagéo,
dentro do mesmo eppendorf. Seguimos a mesma idéia para outras estruturas como
o cortex pré-frontal, por exemplo. Em hipocampo de ratos Wistar adultos com 6
meses de idade usamos, normalmente, 500 microlitros do tampao RIPA para
homogeneizar. Obviamente o peso do tecido ira mudar de acordo a idade e outros
fatores, como espécie e linhagem, portanto, a quantidade de tampao devera ser
adequada ao peso do tecido utilizado igualmente para todos os grupos. Se vocé
utilizar 500uL em um tecido para um grupo devera obrigatoriamente usar 500uL
para todos os outros grupos. Lembre-se que é melhor ter uma amostra muito
concentrada, pois vocé pode diluir depois.

6. Homogeneizar as amostras em eppendorf de 1.5 ml utilizando um pildo (manual)
ou o homogeneizador elétrico, caso o tenha, sempre com o eppendorf dentro do
gelo picado. Abaixo uma figura ilustrativa de onde e como o eppendorf deve ser

posicionado dentro do gelo picado.
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Gelo picado delo picado Gela'picado Gelo picado Gelo picado
Gelo picado Gelo picado Gelo picado Gelo picado Gelo picado

Gelo picado Gelo picado Gelo picado Gelo picado Gelo picado

7. Deve ser evitada a formacdo de espuma a qualquer custo durante a
homogeneizagdo. Por qué? A formagao de espuma pode ser prejudicial para
certas enzimas, ja que todas as bolhas de espuma aumentam a interfase entre
0 gas e o estado aquoso. Portanto, muito oxigénio pode entrar no liquido. Muitas
enzimas podem ser afetadas durante essas oxidagdes e isso reduzira a atividade
delas. A formagao de espuma ocorre quando utilizamos detergentes no tampéo e
pode ser aumentada de acordo ao tipo de tecido, como em tecidos com muitos
lipideos, e também depende do método de homogeneizagcdo (neste caso, usar
pilao manualmente € melhor do que sonicador, por exemplo). Existe a opg¢ao de usar
um homogeneizador elétrico, se tiver essa ferramenta no laboratério, pois a
homogeneizacdo € constante, em velocidade baixa e muito semelhante ao
processo manual com pildo, porém muito mais rapido. A homogeneizagdo deve ser

feita com o tampao de extragao gelado para ajudar a diminuir a espuma.

8. O ideal é que vocé trabalhe sempre com o eppendorf no gelo o mais rapido
possivel evitando a formagao de espuma ao maximo. Alguns cientistas gostam

de fazer a extragdo em 2 estagios. Primeiro vocé homogeneizaria sem detergentes
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(triton e dodecil sulfato de sodio (SDS)) para quebrar todas as células. Depois de

homogeneizar vocé adicionaria os detergentes. Esta € uma opgao para quem néo

consegue homogeneizar sem fazermuita espuma, contudo recomendo o uso do

tampao RIPA completo para homogeneizar.

9. Para centrifugar as amostras utilizar o protocolo de 10 minutos a 4° C e 12.000rpm

(obs: a velocidade e tempo foram adaptadas para a centrifuga do LETFIS.

Centrifugacdo padrédo de amostra para blot € 5 minutos a 4°C e 10.000 rpm).

Lembre-se de balancear (colocar a mesma quantidade de eppendorfs com

mesmo peso de ambos os lados) a centrifuga sempre!!!

10. Retirar o sobrenadante e transferir para um novo eppendorf. Descartar o pellet.

Sobrenadante

Pellet

10
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TAMPAO RIPA SEM INIBIDORES (100 mL)
Objetivo

O tampao RIPA ¢ utilizado para extragao de proteinas e deve ser usado
em gelo. E necessaria a adicdo de inibidores, na hora do uso, a fim de se
evitar a degradagao protéica e € usado para realizar a homogeneizagéao de
amostras.

1. Materiais
- Becker
- Barquetas
- Proveta de 100 mL
- Balancga analitica
- pHmetro

2. Reagentes
-625mg de Trizma base ou Tris
- 876,6mg de NaCl
-37,22mg de EDTA
- 1mL de Triton-X 100
- 1g de Deoxiglicolato
-100mg de SDS (Dodecil sulfato de sddio)

3. Procedimento

Inicialmente, deve-se pesar 625 mg de Tris (0,625g), 876,6 mg de NaCl
(0,87669) e 37,22 mg de EDTA (0,0372g). Depois transferir todos os solidos
para um becker e adicionar agua o suficiente para solubilizar os pés
(aproximadamente 50 mL). Em seguida, € necessario ajustar o pH da solugéo
para 7,4 com HCI ou NaOH antes de adicionar os detergentes a fim de evitar
danos ao pHmetro. Depois do ajuste de pH, deve-se adicionar os detergentes,
1g de Deoxiglicolato e 100mg de SDS (0,1g), agitar lentamente, afim de se
evitar a formacao de espuma, até todo o p6 se dissolver. Depois acrescentar
1mL de Triton-X 100 e verter toda a solugdo para uma proveta de 100mL.
Completar o volume para 100mL com agua destilada ou milliQ, lentamente
para evitar a formacao de espuma. Pode-se aliquotar em falcons de 50mL.

4. Armazenar em geladeira, 4°C.

Obs1: O uso do pHmetro deve ser feito seguindo as instrugcbes que se
encontram préxima ao aparelho. Caso exista kit de inibidores de protease e
fosfatase, adicionar os mesmos na quantidade indicada apenas para fazer a
quantidade de solucdo necessaria para uso imediato. Caso ndo exista kit
pronto ver o protocolo a seguir sobre a preparacao dos inibidores.

Obs2: Para puxar o detergente (TritonX-100) vocé deve utilizar pipetagem
reversa. Para fazer isso, recomendo para retirar 1mL que deixe a pipeta
marcando 500ulL. Logo, vocé ira puxar duas vezes, com muito cuidado. O que
vocé puxar nao pode encostar na ponta da pipeta. Siga os passos abaixo.

11
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PASSO T PASSD2 PASSO 8 PASSO 4 PASSO 8

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

l Preparacao

Segurar a pipeta préximo a l Aspirgao 3| Transferéncia j i 4| Re-aspiragio 5| Finalizagao

posicao vertical. Pressionar Imergir a ponteira noliquido*. Colocar aponta da pontsia a Se a ponteira for utilizada Se a ponteira nao for mais

suavimente o embolo até a Liberar o embolo lentamente um angulo (10a 45°) contra para a mesma amostra, utilizada na mesma amostra,

posicio do 2° estagio. até a posicao de Repouso. 3 a parede interna do recipiente manies o embolo na posicao pressionar o embolo até 0 2°
Esperar um segundo para Pressionar o embolo do 1° estdgio para a imersao estagio desprezando o residuo
permitir que o liquido se . suavementeaté o 1° estigio. subsequente e retomar a em um recipiente de descarte.
acomode dentro da ponteira. Esperar um segundo. y operacao na fase 2. Descartar a ponteira.

IMPORTARNTEL

1. Ovolume total (volume selecionado + volume da

segunda parada) nao pode exceder a capacidade
maxima da ponteira, considere sempre 80% da
capacidade. Por exemplo, uma ponteira de 1000 ul,
na pipetagem reversa pode pipetar no maximo 800
ul.

2. Apenas pipetas de descolamento de ar podem ser
utilizadas )
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PREPARO DE INIBIDORES PROTEASE E FOSFATASE
Objetivo

Os inibidores protease e fosfatase séo utilizados no tampao RIPA a fim
de ser evitar a degradagdo da amostra, evitando assim lise, protedlise e
desfosforilagao.

1. Materiais
- Béquer
- Barquinhas para pesar
- Proveta de 50 mL
- Balanga analitica

2. Reagentes
-250ug de Aprotinina
-8,71mg de PMSF (Fluoreto de Fenilmetilsulfonil)
- 1mg de Leupeptina
-94,5mg de Ortovanadato de Sdédio
- 225mg de Pirofosfato de Sddio
-210mg de Fluoreto de Saodio

3. Preparo
Para 50 mL de tampao RIPA:

Pesar 250 ug de aprotinina (0,000259g), 8,71 mg de PMSF (0,008719) e 1
mg de Leupeptina (0,001g). Em um recipiente solubilizar o PMSF em 1 mL de
metanol. Em outro recipiente solubilizar a Leupeptina em 1 mL de tampao
RIPA. Em seguida adicionar as duas solugbes em um béquer com Aprotinina e
homogeneizar.

Pesar 94,5mg de Ortovanadato de Soddio (0,0945g), 225mg de
Pirofosfato de Sodio (0,225¢g) e 210mg de Fluoreto de Sédio (0,210g). Colocar
em um becker contendo os inibidores acima e homogeneizar. Verter para uma
proveta e completar com tampao RIPA até 50 mL.

Obs.: Manter em gelo e usar imediatamente. Descartar a sobra.

Uso dos inibidores 1:100

1 mililitro

1.000 microlitros
1.000.000 nanolitros
1.000.000.000 picolitros

Dica

Mesma coisa para
volumes mehores

13
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ETAPA 2 — TESTE DE DILUICAO, DOSAGEM DE PROTEINAS E PREPARO DA
AMOSTRA
Fazer o teste de diluicdo em placa de 96 pocgos. Para fazer o teste deve-se preparar uma
curva padrdo (duplicatas) e as amostras sdo preparadas em ftriplicatas. Provinha da

pipetagem da curva padréo na placa abaixo:

Crescimento da curva BSA BSA 0,2ug/ul H20 Bradford

(pogos)

0 (branco) 0 0 40ul 200ul

0,025 1 5ul 35ul 200ul

0,05 2 10ul 30ul 200ul

0,075 3 15ul 25ul 200ul

0,1 4 20ul 20ul 200ul

0,125 5 25ul 15ul 200ul

Amostra diluida Amostra Xul Xul 200ul
diluida

Volume final do pocinho: 240ul

Para facilitar a vida, fiz uma tabelinha calculando o preparo de ftriplicatas, visto que vocé ira

pipetar duplicatas para curva padrao, ou seja, ja ha sobra calculada . Segue abaixo:

BSA (ug) BSA 0,2ug/ul H20
0 0 120ul
1 15ul 105ul
2 30ul 90ul
3 45ul 75ul
4 60ul 60ul
5 75ul 45ul

Amostra Xul Xul

diluida

A curva padrao pode ser preparada nas duas primeiras colunas ou na primeira linha. Eu prefiro
ter o trabalho de reorganizar a curva pipetando-a na primeira linha, pois todas as linhas
caberéo triplicatas perfeitas depois. Fica bem mais facil de arrumar no Excel depois para o
calculo de média, média menos o branco, etc. Mas claro, isso € apenas uma questao de estilo.
Pipetar nas duas primeiras colunas ou na primeira linha n&o ira modificar o resultado da sua

leitura.

14
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Nesta figura a curva padro foi pipetaa primeira linha.

Print do preparo do teste de diluicao colocando a curva na primeira linha de A1 a L1.

N ' e | b | F G H 1 J | K L[| M N 0 P | a | &
1| o285 0285 034 0337 0419 0,406 0475 0462 0482 0488 0542 054
2 041 0420 0447 0407 0414 0,409 043 0412 0412 0366 0372 0360 Titulo do Grafico
3| 0283 0331 032 0476 0474 046 0,377 0376 0365 0352 0393 0375 .
4| 0383 0374 0369 0398 0402 0,385 0,455 0458 0,468 0385 0385 0385 )
5| 0391 038 0379 0363 0357 0336 0425 041 0419 0456 0860 0446 025 <0764 40
6| 0405 0391 0406 039 039% 0392 0,429 0435 0413 0351 00354 0332 .
7| 0481 0437 0471 0546 0543 0,543 0,826 0915 0306 0367 0363 0375 02 PR
8| 0563 055 0551 045 0443 0447 0,539 0521 0553 0362 087 0M5 i
9] média  média-branco G i
1] 0 0 0285 0285 0285 0 i
11| 0025 1 03 0337 03385 0,0535
2| o0s 1 0418 0406 04125 0,275 005 ek
13 o075 3 0475 0462 04685 0,1835
14 o1 4 0482 0488 0485 02 e -
1 r 0 002 004 008 002 01 012 014
1] 012 5 054 054" 058 0,256
= P

Os pocos da curva deste print estdo de A1 a L1. Foram realocados nas suas devidas duplicatas
em C10. O R? da curva tem que ser maior que 0.97 (ideal entre 0.99 e 1). De B10 a B15 vocé
tem os pocgos das duplicatas (0,1,2,3,4,5). De A10 a A15 vocé tem os valores de crescimento
previstos da curva. Ao calcular a média das duplicatas (E10 a E15) vocé deve, em
seguida, calcular a média menos o valor do branco (a média do pogo 0 menos a média dele
mesmo). Fazer o mesmo para os demais pogos (F10 a F15). Serd necessario calcular a
formula e o R? da curva. Para isso, selecione de A10 a A15 e de F10 a F15 (de acordo com a
tabela da pagina anterior. No seu caso, estes valores podem estar em outros locais do
Excel). Clique em inserir grafico de dispersdo. Sobre um dos pontos clique em adicionar linha
de tendéncia. Depois clique em exibir equagdo no grafico e em exibir valor de R? no grafico.
No teste de diluicAdo vocé deve preparar possibilidades diferentes. Por exemplo, para

hipocampo de camundongos, normalmente, utilizo no teste as seguintes possibilidades de

15
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diluicdes de amostra: 1:30, 1:50 e 1:100. Mas claro, talvez vocé precise utilizar uma diluicao
de 1:250 ou 1:500. A gente so ira descobrir o valor de diluigdo a ser utilizado em determinado
tecido testando. Normalmente, o valor do teste de diluicdo do hipocampo em camundongos,
por exemplo, € 1:50, mas pode variar um pouco (principalmente se sua amostra degradou,
se vocé demorou dissecando, etc.).

Exemplo de como montar a placa para o teste de diluigao:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 0 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5

1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:30 1:30 1:30 | 1:50 | 1:50 | 1:50 | 1:100 | 1:100 | 1:100

1:250 | 1:250 | 1:250 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:750 | 1:750 | 1:750 | 1:1000 | 1:1000 | 1:1000

ITOmMMO0Nm| >

Em A coloquei a curva padrdo. De B1 até C12 sao testes de diluicdo utilizando a mesma
amostra em triplicatas. O teste que melhor encaixar entre os resultados da média dos pocos 2
e 3 da curva padrao (marcados com fundo em amarelo, logo séo 2 pogos 2 e 2 pogos 3),
marcados em amarelo, devem ser utilizados. Logo em seguida, vocé ira preparar os calculos
da curva padrao e sua respectiva férmula conforme as intrugées abaixo.

1 — Monta-se o gréafico para avaliar o R? da curva padréo e sua férmula. Baseado na formula
faz-se o calculo das diluigdes para verificar qual o valor de x e a melhor diluicdo a ser utilizada.
O calculo € 0 mesmo que estda mostrado na tabela de preparo das amostras. Monta-se as
duplicatas da curva padrao, faz-se a média de cada duplicada e depois diminui o valor da
média do valor do branco (pogo zero, onde foi pipetada apenas agua). Selecionamos, entéao,
a curva de diluicao e o resultado final (média menos o branco) de cada duplicata e pedimos
para inserir um grafico de dispersao no Excel. Apds ter montado o grafico, clicamos com o
botao direito do mouse ou touchpad sobre um dos pontos da curva e pedimos para inserir linha
de tendéncia. Ira abrir uma caixa de dialogo no lado direito do seu Excel. Vocé devera
clicar/marcar as caixas para inserir a formula e o R?. Abaixo um exemplo do célculo de diluigdo

das amostras.

Print completo do calculo da curva padrao
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Observe que o 1:500 foi o unico que caiu dentro da curva padrao (olhar print anterior). Caiu

de diluigdo segue abaixo, onde cx = cortex e h = hipocampo.

L

exatamente entre o poco 2 e pogo 3. Procuramos sempre que os valores da curva estejam
entre o pogo 2 e 3. Em alguns casos, pode-se utilizar o valor entre 1 e 2 ou 3 e 4, se ndo houver
um resultado melhor, mas o ideal € estar entre os pogos 2 e 3 da curva padrao.

Neste mesmo exemplo acima, vocé pode ver amostras que cairam dentro da curva padraoe
que, em teoria, poderiam ser utilizadas, mas na verdade esses tecidos foram expostos a
temperatura ambiente devido ao menos 80 ter queimado e parado de funcionar. O preparo
das amostras com homogeneizagdo em tampao RIPA foi feita para testar a viabilidade destas
amostras. O exemplo acima, foi, na verdade, a terceira tentativa de dosagem do hipocampo,
onde as duas primeiras vezes nao deram certo. Fazendo uma retrospectiva para que
entendam a importancia da dissecagao, preparo e dosagem de amostras...o menos 80 foi

encontrado em temperatura ambiente e a demora de, aproximadamente, 6 horas para
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removerem as amostras do freezer, apés a identificacdo da sua queima, deve ter
comprometido as amostras. Logo, apesar de termos encontrado valores que cairam entre o
poco 2 e 3 da curva padrao, possivelmente, muitas amostras ao serem dosadas nao cairdo
dentro da curva e as que cairem podem apresentar resultados absurdos que favorecam ou
nao o resultado de nosso interesse, nas etapas finais do blot. Concluindo o pensamento, vocé
deve garantir que a dissecagao seja feita de modo rapido e eficaz, tal qual deve ser a
homogeneizagao dos tecidos e montagem da placa para que ao ter um resultado vocé néo
tenha viés, como ilustrei com o caso do menos 80 que queimou. No caso mostrado acima, os
valores normais de diluigdo do hipocampo de camundongos deveriam ser 1:50 e do cortex
1:100. Quando ha uma variagdo pra cima ou pra baixo costuma ser pequena. Logo,
provavelmente todas as amostras foram comprometidas. Seguirno experimento, neste caso,
€ tentar a sorte, pois mesmo que tenhas resultados que |lhe favorega, que seja do seu
interesse, ndo ha como afirmar que sao resultados verdadeiros e nao fruto da exposicéo dos
tecidos, sem qualquer inibidor, a temperatura ambiente por horas ou de uma lenta disseccao.
2 — Para a dosagem de proteinas fazemos o mesmo procedimento do teste de dilui¢do:
preparamos a curva padrao e agora preparamos as amostras em triplicatas de acordo a
diluicao encontrada. Em seguida, pipetar em triplicata as amostras colocando 40 microlitros da
amostra diluida mais 200 microlitros de Bradford. Primeiro pipeta-se todas as triplicatas.
Depois adiciona-se os 200 microlitros a cada pocinho. A ordem pode ser invertida, porém eu
prefiro pipetar a mostra diluida primeiro. Colocando o Bradford depois de colocar a amostra
diluida diminui o tempo de exposicao dele a luz, visto que ele é fotossensivel. Apds pipetar
todas as amostras, pipetar a curva padrao (tem gente que pipeta a curva padrao primeiro, mas
eu prefiro deixar para o final porque € nela que todos os calculos para o preparo de amostra
serao baseados e tento deixar ela em incubacao pelos exatos 30 minutos que a placa fica
isolada, conforme escrito abaixo). Enrolar a placa em papel laminado ou colocar ela em
ambiente com auséncia total de luz por 30 minutos. Apds 30 minutos retirar o papel laminado
e colocar a placa no espectofotdmetro para aferir os valores de cada poc¢o da placa. Fazer a
leitura a 595nm.

3 - Calcula-se o valor das médias das triplicatas, diminui-se do branco, calcula-se o valor de x,
multiplica-se pelo valor de diluicdo utilizado na dosagem, determina-se a concentragao e
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volume finais que se deseja e faz-se o calculo da quantidade de proteina. A quantidade de
tamp&o de amostra é a quinta parte do volume final. A quantidade de agua sera o valor do
volume final menos o valor de proteina menos o valor do tampao de amostra. Fazer o calculo
do preparo de amostras conforme o print abaixo, lembrando que:

a) A concentracdo é vocé quem determina. O padrao é 2ug/ul. Eu gosto de trabalhar com
3ug/ul. Lembre-se que se vocé usar um espagador de 1,5mm com um pente de 15
pogos no preparo do gel vocé ira pipetar 20ul por pogo, logo, se vocé utilizar uma
concentragao final de 3ug/ul vocé tera um total final de proteina no pogo de 60ug (3 x
20 = 60). Aumentar muito o valor da concentragdo nao € aconselhavel por motivos
Obvios.

b) O volume final € vocé quem determina. O padrao € utilizar 100ul. Tem gente que prepara
logo 200ul. Eu prefiro preparar apenas 100ul, pois esta amostra pronta fica estocada no
menos 20. Ao fazer uma quantidade maior que a padrao voceé ira ficar descongelando

e congelando a amostra pronta um numero maior de vezes, o que pode contribuir para

degradacéao de proteina.
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Apoés as amostras estarem preparadas, fervé-las por 5 minutos em banho maria.
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ETAPA 3 - PREPARO DO GEL

Preparar o gel de acordo ao percentual que vocé precisa. Para proteinas de alto peso
molecular preparamos gel com baixa porcentagem e vice-versa. A regrinha abaixo ja se
encontra multiplicada para a confecgdo de 2 géis, com sobra de 1 gel, em espacadores de
1,5mm. Ndo € necessario fazer qualquer calculo para preparar 2 géis. Basta seguir a
regrinha abaixo. A sobra alta é necessaria, pois sempre escorre uma quantidade por fora dos

espacadores. Para descobrir o valor de 1 gel sem sobra basta dividir os valores abaixo por 3.

% Gel (Separating) H20 (ul)  Acrilamida 30% (ul) Tris-HCI1,5M (pH 8,8) (ul) SDS 10% (ul)  Persulfato de Aménio 10% (ul) TEMED (pl)

6% 12482 4800 6240 240 240 60
8% 11040 6240 6240 240 240 60
10% 9120 8160 6240 240 240 60
12% 7680 9600 6240 240 240 60
15% 5280 12000 6240 240 240 60
Stacking H20 Acrilamida 30% (ul)  Tris-HCI-0,5M (pH 6,8) SDS 10% Persulfato de Aménio 10% TEMED
5% 8400 1980 1500 120 120 30

Lembrando que esses calculos acima foram feitos para 2 géis, com sobra, em
espacgadores 1,5mm. Para outros géis, como 0.75mm por exemplo, o calculo é diferente. Mas
este € um protocolo basico e vista orientar a realizagdo do blot mais comum, o qual sera
realizado sempre no gel de 1.5mm, utilizando pentes de 10 ou 15 pocgos, pois estes géis sao

mais dificeis de quebrar. Montar os espagadores no cassete verde conforme mostra a figura.
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Pipetar um pouco de agua para ver se esta vazando. Caso n&o esteja, descartar a agua virando
o cassete. Caso esteja vazando, deve ser remontado. O espagador deve estar alinhado ao seu
prato pequeno (vidro mais fino ou short plate). Depois que os espagadores estdo montados e
encaixados no seu respectivo suporte vocé ira comecgar a pipetar o gel.Primeiro pipeta-se
apenas a agua, acrilamida, o tris e o SDS do separating e do stacking gel em 2 tubos falcons
de 50 mL. O persulfato de aménio e o TEMED s6 colocamos no ultimo momento, pois eles
irdo polimerizar imediatamente o seu gel. Ao colocar persulfato de aménio e o TEMED deve-
se rapidamente homogeneizar o liquido no tubo falcon e derramar seu conteudo entre os
espacadores até chegar a marca verde. Se tiver pipeta de 5mL use-a. Caso contrario, as
opgdes sao pipetar de 1 em 1 mL ou despejar o conteudo diretamente entre os espagadores.
Usar isopropanol (alcool isopropilico) para alinhar o gel e ftirar bolhas. Esperar a
polimerizacado do separating gel. Logo em seguida, deve-se colocar persulfato e TEMED no
stacking gel, homogeinizar o conteudo e derramar sobre o separating gel até que ele
ultrapasse o limite do espagador e extravaze. Delicadamente e imediatamente colocar o
pente (cuidado para nao jogar todo gel para fora do espacgador). Gosto de usar o pente de
1.5mm com 15 pogos, mas vocé pode usar o pente com 10 pogos. Na préxima pagina

seguem os protocolos de cada ingrediente. O TEMED compra-se pronto.

— Y
Stacking gel Pocos do gel
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Solugao de Bis-Acrilamida 30% (Volume = 100mL)

Objetivo:

A solugao de Bis-acrilamida 30% é utilizada como reagente no preparo do gel de corrida

(gel de poliacrilamida). Sua concentragao determina o tamanho dos poros do gel, sendo que
quanto maior a quantidade (%) menor é o tamanho do poro, e quanto menor a quantidade na
solugdo maior € o tamanho do poro do gel.

1.

Materiais

- Balanga analitica

- Béquer de vidro

- Barquinhas para pesar
- Proveta de 100 mL

. Reagentes

- 29,29 de Acrilamida
- 0,8g Bis-acrilamida
- Agua destilada

Procedimento

Todo o procedimento deve ser realizado com uso de luvas e mascara.

Pesar 29,2g de Acrilamida e 0,8g de Bis-acrilamida, dissolver em agua destilada e
homogeneizar. Em uma proveta, avolumar para 100 mL.

Armazenamento
A solugao deve ser armazenada em vidro ambar, a 4°C.

Obs.: A solugdo e o p6 de acrilamida sao altamente téxicos quando nao polimerizados. E
NUNCA devem ser jogados na pia. A solugao torna-se menos téxica quando polimerizada (ao
colocar persulfato de aménio e TEMED para fazer o gel), porém nao deve ser jogada na pia
também, deve ser jogada no lixo biologico.
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Solugao Tris-HCI 1,5M pH 8,8 (Volume = 100mL)

Objetivo
Solugéo utilizada no preparo do gel SDS-PAGE.

1. Materiais
- Proveta de 100 mL
- Balanga analitica
- Béquer
- Barquinhas para pesar
- pHmetro

2. Reagentes
- Agua destilada
- Trizma base ou Tris

3. Procedimento
Pesar 18,16g de Trizma Base ou Tris, dissolver em agua destilada e homogeneizar.
Ajustar o pH para 8,8, com HCI ou NaOH. Apéds o ajuste de pH, verter a solugao para
uma proveta e avolumar para 100 mL.

4. Armazenamento
Sob refrigeracéao, 4°C.
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Solugéo Tris-HCI 0,5M pH 6,8 (Volume = 100mL)

Objetivo
Solugéo utilizada no preparo do gel SDS-PAGE.

1. Materiais
- Proveta de 100 mL
- Balanga analitica
- Béquer
- Barquinha
- pHmetro

2. Reagentes
- Agua destilada
- Trizma base ou Tris

3. Procedimento
Pesar 6,05g de Trizma Base ou Tris, dissolver em agua destilada e homogeneizar.
Ajustar o pH para 6,8, com HCI ou NaOH. Apds o ajuste de pH, verter a solugao para
uma proveta e avolumar para 100 mL.

4. Armazenamento
Sob refrigeracgéao, 4°C.
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SDS 10% - Volume 100mL

Objetivo
Solugéo utilizada no preparo do gel para SDS-PAGE.

1. Materiais
a. Proveta de 100 mL
b. Balanga analitica
c. Béquer
d. Barquinhas para pesar

2. Reagentes
a. Agua destilada
b. 10g de SDS (Dodecil sulfato de sédio)

3. Procedimento

Pesar 10g de SDS. Acrescentar o pé aos poucos, sob agitacao lenta (placa agitadora,
em um béquer com 50 mL agua destilada. Apds todo o SDS ter dissolvido, verter a
solugdo em uma proveta e completar com agua até 100 mL.

Obs.: A agitacao deve ser feita lentamente para evitar a formagao de espuma.

4. Armazenamento

Deve ser armazenado a temperatura ambiente. A solugéo fica levemente amarelada.

Utilizar brevemente.
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PERSULFATO DE AMONIO 10% — Volume 100mL

Objetivo

A solugao de Persulfato de Ambnio € usado no preparo de gel SDS-PAGE e deve ser

adicionado s6 no final juntamente com o TEMED, pois promove a polimerizagéo da solugao.

1.

Materiais

- Proveta de 100 mL

- Balanga analitica

- Béquer

- Barquinha para pesar

. Reagentes

- Agua destilada
- Persulfato de amoénio

Procedimento

Pesar 10g de persulfato de amonio. Acrescentar o pd, sob agitagao (placa magnética),
em um béquer com 50mL de agua destilada. Apds todo o persulfato ter dissolvido, verter
a solugao em uma proveta e completar com agua até 100 mL. Aliquotar em eppendorfs
de 1,5 mL.

Armazenamento
Deve ser armazenado a -20°C.
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ETAPA 4 - CORRIDA DO GEL

Para realizar a corrida sera necessario preparar o tampao de corrida. Pode-se fazer o tampao
concentrado 10x e guardar na geladeira e ir utilizando. Pode-se, também, fazer o tampao de
corrida1x na hora. Quando preparamos os géis no dia anterior a realizar a corrida eles devem
ficar submersos em tampao de corrida no overnight em recipiente vedado. Para dar inicio a
corrida, retirar os pentes dos espagadores e colocalos no cassete de corrida conforme a

figura abaixo.

O tampao de corrida deve ser colocado na cuba de corrida até a marca indicada na cuba.
Ap0s isso, pipetar o protein ladder (SuL) no primeiro pocinho e as amostras na quantidade de
20uL por pogo para pente de 15 pogos e 1.5mm. As amostras devem ser pipetadas
alternadamente (exemplo: GEL 1 — proteinladder, grupo A, B, C, D, A, B, C, D, A, B, C, D, A,
B; GEL 2 protein ladder, grupo A, B, C, D, A, B, C, D, A, B, C, D, C, D). Ao comecgar a corrida
usar 100V. Apo6s passar a marca do stacking gel passar para 120V. Se for gel pronto da

empresa Biorad usar constantes 200V.

@ |
Q Sample | :
3\ L -

Well

4| Direction
2 of
| migration

I\_ JI -
Ao final, deve-se separar do gel, com a espatula verde do blot, a parte com corante azul e as

bordas picadas (tipo as pontas de uma folha de caderno). Caso tenha problemas com esse
protocolo pode ser usado amperagem de 350mA. A corrida, se possivel, deve ser feita sobre
um agitador magnéticocom um magneto (peixinho ou bailarina) girando lentamente para
garantir a homogeneidade do tampao, em especial do SDS que atua com o stacking gel
fazendo as proteinas correrem juntas e em rede. Abaixo os dois protocolos, tampao de

corrida 1x e tampao de corrida 10x.
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TAMPAO DE CORRIDA 1X

Tampao utilizado para promover a corrida das proteinas no gel SDS-PAGE durante o

procedimento de Western blotting.

1. Materiais
- Proveta de 1000 mL

2. Reagentes
- Agua destilada
- SDS 10%
-Tampao corrida 10X concentrado

3. Procedimento

Em uma proveta, adicionar 100 mL de tamp&o de corrida 10X concentrado, 800 mL de
agua destilada e adicionar lentamente 10 mL de SDS 10%. Depois completar com agua

até 1000 mL.

4. Armazenamento
Deve ser armazenada a temperatura ambiente.
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TAMPAO DE CORRIDA 10x

Tampao concentrado (10x) utilizado para permitir a corrida das proteinas no gel SDS-PAGE
durante o procedimento de Western blot.

1.

Materiais

- Proveta de 1000 mL
- Balanga analitica

- Béquer

- Barquinha para pesar
- pHmetro

Reagentes

- Agua destilada
- Glicina

- Tris

Procedimento

Pesar 30,3g de Tris e 144g de glicina. Juntar os sdlidos e dissolver em 800 mL de
aguadestilada, sob agitagao. Aferir o pH que deve estar préximo a 8,3, porém nao
deve ser ajustado. Transferir a solugdo para uma proveta e completar com agua até
1000 mL.

. Armazenamento

Deve ser armazenada a 4°C.

29



Ne°: 05
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Edigao: 01
Western Blot
Elaborado: 04/2021

WESTERN BLOT LooniDe Sovaa gucte

ETAPA 5 - TRANSFERENCIA DO GEL

Separar as membranas a serem utilizadas. Em caso de ser membrana de PVDF mergulhar
ela no metanol por 1 minuto para ativar a membrana. Em seguida, colocar numa bandeja o
tampé&o de transferéncia gelado sobre os cassetes, papéis filtros, esponjas e membranas,
independente se forem de nitrocelulose ou de PVDF, que irdo compor o “sanduiche™ por 30
minutos. Ordem do sanduiche a ser montado sobre a parte preta: esponja (1), papel filtro (8).
Sobre a parte branca ou vermelha, a depender da empresa onde vocé comprou o material,
colocar na seguinte ordem: esponja (1), papel filtro (8), membrana. Aguardar o final da corrida
para entdo colocar o gel sobre a membrana e fechar o sanduiche. Catodo € o polo negativo e
a parte preta do cassete. Anodo € o polo positivo e a parte incolor ou vermelha do cassete, a

depender do seu equipamento.
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Fecha o sanduiche, que deve estar bem justo/apertado, com o gel por sobre a membrana e
esta sobre o papel filtro e este sobre a esonja que estara sobre a parte branca do sanduiche. E
necessario que o sanduiche esteja bem justo, apertado. Coloca-se o sanduiche com a parte
branca/vermelha virado para a parte vermelha do cassete. O sanduiche deve entado ser colocado

na cuba de transferéncia.

_

Usar voltagem constante a 100V. Marcar o tempo para 90 minutos. Lembrar de colocar muito
gelo emvolta da cuba, quase que cobrindo esta, e colocar um gelox (obviamente gelado!)
dentro da cuba. Vocé deve verificar se a corrente esta passando. Na parte de tras da cuba vocé

podera observar bolhas subindo por ambos os lados, pelos cabos do cassete de transferéncia.

Caso a transferéncia semi-seca volte a funcionar use 25V, 1.0A por 27 minutos. O preparo
da ordem do sanduiche € o mesmo, s6 ndo usa a esponja.
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TAMPAO DE TRANSFERENCIA

Objetivo
Tampéo utilizado com a finalidade de promover a transferéncia das proteinas que
correram nogel SDS-PAGE para uma membrana de nitrocelulose.

1.

Materiais

- Proveta de 1000 mL

- Balanga analitica

- Béquer

- Barquinha para pesar

. Reagentes

- Agua destilada

- Glicina

-Metanol

- Trizma base ou Tris

Procedimento

Pesar 5,8g de Tris e 2,93 de glicina. Juntar os sdlidos e dissolver em 500 mL de agua
destilada, sob agitagcéo. Verter a solugdo em uma proveta e acrescentar 200 mL de
metanol, na capela. Depois completar qsp para 1000 mL.

. Armazenamento

Deve ser armazenada a 4°C.

Obs1: Deve ser preparado no dia em que for utilizar. Deve estar gelado no
momento do uso.

Obs2: Apds finalizar a transferéncia, deve-se cortar o excesso de membrana e marcar
com um lapis (levemente para nao furar a membrana!) no local onde ficou a
marcacao das bandas (protein ladder).
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ETAPA 6 — CORAR E BLOQUEAR MEMBRANAS

Apos finalizar a transferéncia, deve-se cortar o excesso de membrana e marcar com um
lapis no local onde ficou a marcagao das bandas (protein ladder). Como s&o duas
membranas, € recomendado cortar a ponta de uma das membranas para que vocé saiba

quem é a membrana 1 (intacta) e a membrana 2 (cortada na ponta).

Foto meramente ilustrativa da membrana 2 cortada na ponta apds corar com Ponceau e
realizar 1 lavagem em TBS para retirada do Ponceau.

Em seguida, corar com solugdo Ponceau, por 1 minuto, sob agitacdo, a membrana para
avaliar se existe proteina. Deveria ver a membrana marcada como fosse uma camisa
listrada. Devolver a solugao para o frasco. Lavar as membranas com TBS 1x até nao existir
mais Ponceau. Fazer uma solugédo bloqueio e bloqueara membrana por 1 hora. A solucao
blogueio é feita com BSA 3% em TBS-T 1x. Abaixo o protocolo da solu¢do de Ponceau, do
preparo do TBS 1x, TBS 10X, TBS-T 1x.

Membrana corada com Ponceau
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SOLUCAO DE PONCEAU

Objetivo:

A solucéo de Ponceau é utilizada no fim da etapa de transferéncia (Western blotting)

e servepara verificar se a transferéncia das proteinas foi realizada de maneira efetiva.

1.

Materiais

- Proveta de 100 mL

- Balanga analitica

- Béquer

- Barquinha para pesar
- Pipeta

. Reagentes

- Agua destilada
-1g Ponceau S (1%)
- 3g de &cido tricloroacético (3%)

Procedimento

Pesar 1g de Ponceau S e 3g de acido tricloroacético. Adicionar o acido em um béquer,
colocar a quantidade suficiente de agua para solubilizar e em seguida adicionar o
Ponceau S e homogeneizar. Verter a solugdo em uma proveta e completar com agua
até 100 mL.

Armazenamento ambiente
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TBS 1x (Volume=1000 mL)

Objetivo

A solugao de TBS 1X é utilizada para realizar a lavagem de membranas de nitrocelulose

entre os passos de Western blotting e também nos passos da reagdo de imunohistoquimica.
Esta ajuda a manter o pH constante entre 7,4 — 7,6 (pH fisiolégico) durante a reagao, facilitando
assim ligacao antigeno-anticorpo.

1.

Materiais

- Proveta de 1000 mL
- Balancga analitica

- Béquer

- Barquinha

- pHmetro

. Reagentes

- Agua destilada
- 2,429 Tris
- 8g de NaCl

Procedimento
Pesar 2,42 de Tris e 8g de NaCl. Juntar os sélidos e dissolver em 800 mL de agua
destilada, sob agitacdo (agitador magnético). Ajustar a solugao para pH 7,6. Verter a
solugdo em uma proveta e completar com agua até 1000 mL.

Armazenamento
Temperatura ambiente. Armazenar em frasco transparente e observar se ocorre o
crescimento de fungos.
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TBS 10x (Volume=1000 mL)

Objetivo:

A solucdo de TBS 10x é uma solucdo concentrada de TBS1X. E utilizada como estoque

e deve ser diluida antes do uso. Tem a mesma fung¢do da TBS 1X.

1.

Materiais

- Proveta de 1000 mL
- Balancga analitica

- Béquer

- Barquinha para pesar

. Reagentes

- Agua destilada
- 80g de NaCl
- 24,2 de Tris

. Procedimento

Pesar 24,2 de Tris e 80g de NaCl. Juntar os sélidos e dissolver em 800 mL de agua
destilada, sob agitagdo. Verter a solugdo em uma proveta e completar com agua até
1000 mL.

Armazenamento
Sob refrigeragao, 4°C.
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TBS-T 1x (Volume=1000 mL)

. Materiais

- Proveta de 1000 mL
- Pipeta

. Reagentes

- Agua destilada

- Tween-20

- TBS-1X ou TBS-10X

. Procedimento

Em uma proveta, diluir 100 mL de TBS-10X em 900 mL de agua e em seguida

adicionar 1 mL de Tween-20, homogeneizar.

. Armazenamento
Temperatura ambiente. Colocar em frasco transparente para chacagem constante do

possivel crescimento de fungos.
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1.

ETAPA 7 — INCUBAGAO DO PRIMARIO E SECUNDARIO

Primarios sédo preparados em TBS-T utilizando BSA 3%. A Azida sédica inativa a enzima
horseradish peroxidase (HRP) e a maioria dos reagentes primarios do western blot sdo
feitos em HRP. Contudo, o uso da Azida 2% leva a preservagao do seu anticorpo primario
por muitos anos. Se seu primario ndo foi feito em HRP, ainda assim, verifique qual
revelador ira usuar (Pico, Luminol, ECL, Fentom, etc), pois a maoiria séo feitos em HRP.
Nao recomendo utilizar a solugao bloqueio e o preparo dos primarios e secundarios em
leite. Sempre os faga em BSA 3%. Por qué? O tempo de conservacgao € maior. Apenas no
BSA 3% seu primario funcionara por muitos anos, se bem utilizado e cuidado.

Seguir a diluicdo do primario indicada no datasheet no seumenor range para proteinas
fosforiladas e/ou consideradas dificeis de sair e no maior range para as proteinas
consideradas faceis. E recomendado um minimo de 7mL do primario para cobrir toda a
membrana. O ideal seria 10mL do primario para garantir cobertura total da membrana.
Incubar o primario no overnight sobre um oscilador, garantindo que estara molhando toda
a membrana, dentro da geladeira e com a porta fechada. No dia seguinte, retirar o
primario devolvendo-o para seu respectivo tubo falcon. Em seguida, colocar o secundario
em temperatura ambiente sob leve agitacdo por 2 horas. Caso a membrana fique muito
marcada ao ponto de estourar suas bandas ou até mesmo de queimar a membrana ao
fazer a revelacao (ultima etapa do blot), recomendo reavaliar o range e/ou adaptar o tempo
de incubacdo do secundario para 1 hora e 30 minutos. Ao finalizar a incubagdo do
secundario deve-se devolver o conteudo do pote onde esta a membrana para seu
respectivo tubo falcon. Nunca jogar fora o primario ou o secundario. Em laboratérios
com muitos recursos financeiros o normal seria jogar fora apds ter usado uma vez, mas
este ndo é nosso caso. Sempre devolva o primario e secundario para seus respectivos
falcons apds o uso. Em seguida, lavar as membranas na seguinte ordem:

4 lavagens com TBS-T. Tempo de cada lavagem = 10 minutos. Descartar o TBS-T na pia.
2 lavagens de TBS. Tempo de cada lavagem = 5 minutos. Ao finalizar a lavagem descartar

o TBS na pia. Colocar um novo TBS e levar a membrana para revelar.
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ETAPA 8 - REVELACAO
1. Ligar o estabilizador na rede elétrica;

2. Ligar o computador;

3. Ligar o Fotodocumentador ChemiDoc MP (botdo ON/OFF) e ligar a luz branca. Aguardar 30

minutos até que o sistema seja aquecido corretamente;

4. Abrir o programa “Lpix Image” localizado na area de trabalho e clicar em arquivo > captura de

imagem,

mnrrrﬁrmywm

AN

i

}ff

6. Posicionar a membrana sobre a transparéncia e colocar esta sobre a bandeja que fica dentro

do Chemidoc (vocé precisara abaixar a bandeja para a posi¢ao reta, claro);

7. Fechar o Chemidoc. Em modo de captura, deixar em normal, ajeitar a membrana para o

tamanho e posi¢cao que deseja. Clicar para capturar a imagem da membrana (neste caso ele

vai capturar a primeira imagem que consiste apenas na membrana com a marcagdo do

padrao);

8. Apos isso, abrir o Chemidoc, desligar a luz branca e jogar o luminata ou pico ou fentom ou

ECL sobre a membrana e feche o Chemidoc. Sem mexer na posicdo da membrana ou no zoom

(tamanho) que vocé a colocou para a primeira foto, clicar em Integral Fixa;
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Clicar em Iniciar no canto inferior direito da tela;

. Selecionar a imagem que vocé quer salvar. Clicar com o botdo direito do mouse na imagem

desejada. Clicar em “Save” para salvar a imagem selecionada;

Abrir a foto das 2 membranas: a que contém a marcagao do padrao e a membrana com a
revelacdo das amostras. Vocé pode diminuir o zoom de cada imagem, apds abrir. Isso ndo
afetara o que fara a seguir;

Clicar em imagem > combinar imagens. Vai abrir uma janela. Clicar em Operacéo > Blend >
OK. O programa ira mesclar as imagens. Sua membrana esta merged e vocé pode agora salvar
seu resultado na sua pasta.

Para salvar as imagens trazer um CD para gravagao.

Ao salvar uma imagem sempre colocar, no minimo: seu nome, nome do laboratério, nome do
experimento, numero da membrana (M1, M2, M3, etc.), tecido, data da revelagdo. Exemplo:
Ricardo-Letfis-Diabetes-M1-Hipocampo-02-04-2021. Isso facilitara seu controle e uma posterior
verificagcao das revelacoes e dados pelo seu orientador/supervisor.

Para desligar o equipamento siga a ordem inversa. Desligue o Chemidoc primeiro. Depois
desligue o computador. Desligue o Nobreak. Retire o cabo da tomada.

Para reiniciar todo o processo sera necessario estripar a membrana. Para isso, utilizo glicina
acida por 30 segundos. A solucdo de Glicina acida 0,2M é utilizada para realizar stripping de
membranas de western blot, que € a retirada de anticorpos primarios e secundarios ligados a
membrana. Deve-se ter cuidado ao utilizar, para que n&o ocorra a remog¢ao das proteinas de
interesse da membrana. Materiais: béquer, barqueta para pesar, proveta de 500 mL, balanca
analitica, pHmetro,reagentes, glicina, agua miliQ.

Procedimento. Pesar 7,506g de glicina. Dissolver em 250mL de agua destilada. Em seguida,
ajustar o pH para 2,5, com HCI ou NaOH. Transferir a solugdo para uma proveta e completar
com agua até 500 mL. Armazenamento. Sob refrigeracao, 4°C.

Apos a confirmacgao do stripping através da revelagcdo da membrana no fotodocumentador,deve-
se lavar a membrana com TBS e colocar esta para bloquear por 1 hora. Apds o bloqueio a
membrana estara pronta para reiniciar o processo de incubacéo de anticorpos.

A membrana deve ser guardada imersa em tampao de TBS1x sob refrigeragao a 4°C.
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ETAPA 9 — QUANTIFICAGAO DOS RESULTADOS

Abrir o programa Image J

Abrir e colocar a foto dentro do Image J (basta arrastar a foto para o programa)

Clicar em type

Clicar em 8 bit

Clicar no retangulo

Selecionar a linha toda com as bandas

Clicar em analyze

Clicar em gels

. Clicar em select first lane

10.Clicar em analyze

11.Clicar em Gel

12.Clicar em Plot lanes

13.Pode-se usar o invert, se necessario

14.No grafico gerado ira clicar com a cruz na ponta extrema inferior de cada parabola.
Em seguida, tragar uma e separar a parabola (banda) atual da proxima. Para isso
tracar uma reta do extremo inferior até o final (até onde nao existir mais para onde
arrastar a reta). Fazer isso para todas as bandas (vértices).

©CON>O LN~

15. Clicar na varinha magica e sai clicando em cada area separada
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16. Copiar o resultado e cola no excel
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17.Separar o valor de cada banda dentro do seu respectivo grupo

A& O~ O o oo

18.Colocar os resultados dentro do programa estatistico (prisma, spss, etc) e fazer a
analise pertinente (teste t, anova de uma via, anova de duas vias, anova de trés vias,
etc). A analise estatistica deve atender ao numero de grupos e variaveis que vocé tiver

para serem analisadas.
19.Montar o grafico e comemorar o sucesso do experimento!
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