Aula Anterior...
Conceitos Basicos:
v" Acidos Nucleicos
v Nutrigenética
v Nutrigenbmica

v' Epigenética...

Lembrando:

| Genomica Nutricional I
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METODOS DE ANALISE EM GENOMICA
NUTRICIONAL



Conteudo

v" Coleta de dados

v Extracao de acidos nucleicos (DNA e RNA)

v" Fundamentos e aplicacdes da PCR

v Microarray (expressao, genotipagem e metilacao)
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v’ Esquematizando a coleta
% Comité de ética em Pesquisa/Bio Banco — guarda material biologico

«+ Pacientes/Animais

»

% Contato prévio com participantes (Instrucoes) oy ; A
\\,N\' %: \’/‘/\\ -
o Q \v/

% Materiais para coleta (comprar?/Verba?)

% Contato com demais pesquisadores/auxiliares
*» Quem vai coletar?

** Onde armazenar?

% Local especifico?/ Reservar?



QOuestionario

Amostra:
1. IDENTIFICACAO
Nome: Prontuario:
Data de WNascimento e Idade: Sexo MNaturalidade:
Endereco: Telefone:
Bairro Cidade: CEP:
2. HISTORICO MEDICO

( ) Aneurisma ( _) Hipertensfio ( ) Etilismo ( ) Dislipidemia (colesterol) ( ) Doenca Renal

(. ) Tagabismo { ) Diabete mellito ( ) Transplante ( ) Doenga hepatica (cirrose){ ) Fibromialgia

(.. ) Doencgas Cardiovasculares ( ) Doengas Psiquiatricas ( ) Neurodegenerativa Qual?

Obesidade Grau:

Atividade Fisica: Duragio: qtos dias na semana:

Outras doencas:

Medicamentos em Uso:

Exame Fisico Geral

Peso: kg. Altura: m. IMC (peso/altura): -PAS: . PAD:
Perfil Bioquimico: CT: HI.Dc: LDLec: WLDLec: TG: Glicemia:
3. HISTORIA FAMILIAR

Apresenta familiar em 1° grau (pais, irm#fos, filhos) com deoencgas relacionados a este estudo
Outros tipos de doencas:

Pesquisador responsavel pela entrevista:

Dhta:




v" Armazenagem? (gelo, nitrogénio, T° ambiente)
v Qual material de coleta? (Quais tubos, Frascos)
v" Quantidade aceitavel (bidpsia, quantos tubos)

v" Quanto mais fresco melhor!



Extracao de

DNA




1. Extracao de DNA

De onde podemos extrair DNA?

* Sangue

* Tecidos

* Cultura de Células

* Purificacao de DNA de gel
« Parafina




| 1. Extracao de DNA ‘

t Material de pacientes e controles I

Sangue total

Amostras de
tecido

Buffy coat

-

ll'

Flasma
{55% of il biood)

By Coat
leuaocyles & plobelets
1=1% of iolal blood)

ErythroCytis
{45% of wailal blood)




1. Extragio de DNA |

| AEIicagﬁes |

Genotipagem

Quantidade/tamanho

Sequenciamento

-

Integridade
Pureza

Quantidade



I 1_. Ext_ragéio de DNA |

I Etapas I

1. Lise das membranas lipidicas

2. Purificacao do DNA

3. Precipitacdao do DNA (etanol)

4. Reidratacdao do DNA em dgua ou tampao



1. Extracao de DNA

1. Lise das membranas lipidicas
a) Membranas: fosfolipidios + proteinas
b) Rompimento da membrana celular e dos
compartimentos membranosos (organelas)

c) Provocada por uma solucao detergente



I 1. Extracao de DNA

2) Purificacao do DNA

a)

b)

c)

d)

Remocao de componentes celulares como
proteinas, organelas e restos celulares

Proteinase K = Desnaturacdo das proteinas

Fenol 2 Remove proteinas e outros
contaminantes da solucao aquosa

Cloroférmio = ajuda a desnaturar proteinas e
remover o fenol residual



I 1. Extracao de DNA

3) Precipitacao do DNA
a) DNA é soluvel em agua, mas
insoluvel em alcool

a) Usa-se etanol para precipitar o DNA

b) Quanto mais gelado o etanol menos

soluvel o DNA vai estar

b) Retira-se o alcool para formacao

do pellet

.



I 1. Extracao de DNA

4) Reidratacao do DNA

a) ApoOs a retirada do alcool, o DNA precisa se
solubilizar em algum solvente: Agua ultra-pura ou

uma solucao Tampao

a) Este solvente servira para armazenamento do DNA

extraido

b) Deve ser livre de contaminantes e enzimas capazes de

destruir o DNA

b) ArmazenaroDNAa-20¢C



[ 1. Extracao de DNA ‘

Principais Métodos I

1. Fenol/Cloréformio (Remove proteinas/Remove excesso de Fenol)

2. Salting-out (Uso de sais — CTAB, NaCl2) (salazar et al., 1998)

. . . : AT \SA
3. Kits comerciais com colunas (Qiagen/Promega/Genzyme) 77 [

4. Equipamentos Automaticos



Extracao de

RNA




2. Extracao de RNA

AplicacOes: Expressao Génica— RNA Seq
- Similar a extracao de DNA

« Protocolo bem mais cuidadoso

* Molécula muito mais instavel
« Amostra pode ser bem conservada em TRIzol™, RNAlater™

- E preciso separa-la do DNA

* TRIzol™

. Kit com colunas
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Sempre utilizar materiais DNA/RNA/DNase/RNase-free;

Manuseie TODOS os reagentes com luvas adequadas
(tamanho e tipo);

Cuidado ao retirar e reaproveitar as luvas;

Manter as amostras sempre no gelo picado (ou camara
fria) e as enzimas no cooler;

Mantenha os cabelos amarrados e ndo use anéis;
Organize bem a bancada e nao manuseie outros

objetos enquanto estiver usando luvas.

@j@ 2



Integridade — gel de agarose

Quantificagao (avaliagao) de acidos nucleicos ‘

Espectrofotometro (Absorbancia UV)
- Simples (amplamente utilizado)
- Quantificacdo e pureza

(Nanodrop)
Fluorimetria
- Corante especifico Q
- Maior precisdo e sensibilidade ( B ot
Bioanalyzer

- Maior precisao
- Quantificacao e pureza
- Integridade




Solvents,
[ ok S alt.
Protein

RINA

+

. Protein

QlllllllllllllllllllllllllllllllllllllL

220 240 260 280

260nm — DNA/RNA
280nm — proteina, fenal,..
230nm — contaminantes (carboidratos, fenol...)

DNA e RNA = comp. ~: 260nm

Valores discrepantes
indicam contaminacgao
com fenol ou proteinas.

/

260/230 ~1,8
260/280 ~2,0



BioanalyzerJ
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» 285
-» 185

)} 4 5 & 7 0 % W o W

Amostras RNA Pré
P2 « RIN: 8.50
P3 « RIN: 2.50
P4 « RIN: 2.30
P6 « RIN: 6.30
P8 « RIN: 2.70
P9 « RIN: 8.10
P11 «” RIN:7.60
P12 & RIN:5.40
P13 <« RINNA
Pl4 «” RIN:7.20
P16 «” RIN:7.30
P17 «” RIN:6.20

*RIN = RNA Integrity Number

- 'n
RIN=850 RNA Integrity Number — RIN >7




|Armazenar|

Estoque

DNA: -20-C

s
Uso (diluido) /6%%3
W)’/

RNA: -80-C




Se depois de todo esse trabalho, seus acidos nucleicos NAO
apresentarem qualidade... E preciso descobrir onde estd o erro...




Fundamentos
da Reacao em

Cadeia da
Polimerase




Quais sao as aplicacoes da PCR?

Diagnoésticos moleculares (area oncologica)

. (Carga viral, tipagem de transplante, paternidade, investigacdes criminais)
Analise de expressao génica (Quantidade de material biologico)
Confeccao de cDNA (a partir de RNAmM)

Analise de mutacoes

Discriminacéao alélica (Genotipagem dos polimorfismos)
Metilacao

Comprimento telomeros
(Morillo et al., 2003)



Fundamentos da PCR |

Polymerase Chain Reaction (reacao em cadeia da polimerase),
téecnica na qual milhdes de copias de sequéncias alvo séao
amplificadas, a partir de pequenas quantidades de DNA ou RNA,

por meio de uma reacao enzimatica termodinamica.
- Desenvolvida em 1985 por Kary Mullis.
- Processo termodinamico in vitro.

- Taqg DNA Polimerase (Bactéria termal — thermus acquaticus)

(Koneman et al., 2002; Gangra et al., 2008)



Reagentes

Primers/Sondas

[ |
[ |
[ |
] .
Gene Alvo mm
[ |

Taqg DNA Polimerase



http://images.google.com.br/imgres?imgurl=www.abgene.com/reagents/images/ab-0241.gif&imgrefurl=http://www.abgene.com/reagents/rea7.html&h=150&w=250&prev=/images?q%3DdNTP%26svnum%3D10%26hl%3Dpt-BR%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DG
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=www.abgene.com/reagents/images/ab-0241.gif&imgrefurl=http://www.abgene.com/reagents/rea7.html&h=150&w=250&prev=/images?q%3DdNTP%26svnum%3D10%26hl%3Dpt-BR%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DG

Equipamentos utilizados

v Termociclador (Automatizado e computadorizado); —————

e e e e

v Promove a alternancia de temperaturas por
determinados periodos;

v" Ciclos repetitivos de desnaturacdo e sintese de

novas fitas do DNA.

(Koneman et al., 2002)



Ciclos da PCR - Etapa 1 |

DESNATURACAO DO DNA

95°C |8 )

B

................



Ciclos da PCR — Etapa 2 |

Hibridizacao dos Iniciadores na sequencia alvo de DNA

3 55°C ) 4

Sequéncia alvo




Ciclos da PCR — Etapa 3 |

Sintese da Cadeia Complementar pela Tag DNA Polimerase

seikssieperper -
" . \

Iniciador 1

Taq DNA
Polimerase




Final do 12 Ciclo

2 copias da sequéncia alvo

sequéncia alvo




Ciclos da PCR
(36 a 40 ciclos)




Produto da PCR

No. No. Amplicons

Lyt Ciclos | copias do DNA alvo

mooo«
W%m 1 2
oo oo BiES oo oo

e 3 ddas = E Wioons o 2 4
4 ciclos = 16 Amplicons
DDA A LI S 3 g
5 ciclos = 32 Amplicons 4 16
B DDA DDA >
6 ciclos = 64 Amplicons 3 32
m 6 64

‘7 ciclos = 128 AmEhcons 20 ' P—

30 1.073.741.824

exponencial
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Tipos de PCR

PCR Convencional

Componentes da PCR

Restricdo enzimatica
DNA polimerase = = o
" termoestavel,

isolada de
Thermus aquaticus

Mg =
cofator
da Taq

Nucleotideos 9
utilizados para dGTP —

oo .
dTTP complementares
ao DNA alvo

-

Tampé&o = mantém o pH 6timo para atividade da enzima.

T 2 3 4 8 ¢ 7 0 % DO 12

Detecgao (Brometo Eleroforege
de etidio) 30 - 40 min

Fotodocumentagao




PCR EM TEMPO REAL

Monitora a fluorescéncia emitida durante a reacao, realizando a
avaliacado do n° de moléculas produzidas ciclo a ciclo — dai a

denominacéo PCR em tempo real.

Vantagens da PCR em Tempo Real

* Facilidade de quantificacao;

% Maior sensibilidade, reprodutibilidade e precisao
“ Rapidez

2 Melhor controle de qualidade no processo

2 Menor risco de contaminacao

»» Resultados Fidedignos




PCR EM TEMPO REAL

Reagentes

- DNA molde, primers (sondas), nucleotideos e
enzima Taqg Polimerase

Corantes Fluorescentes

% SYBR green® — Applied Biosystems

“TagMAN® — Applied Biosystems



TagMan (Applied Biosystems®) Expressao génica

Real-time PCR: TaqMan

o
T

T e oc

% Corante mais adequado ao uso em PCR tempo real — baseado

na utilizacao de trés produtos:

—> 2 primers (especificos para o gene de interesse)

—> 1 terceiro primer (sonda) que pareia internamente (entre

0s primers acima referidos).

Caracteristicas da Sonda

% Contem dois compostos especiais: um fluorescente (Fluoréforo -

Reporter) e outro denominado “quencher”




Método TAQMAN — expressao génica

1) Denature

2) Pnmer Annealing/ Probe hybridization
polymerase

probe
prnmer
5 BB W D fluorescein (F quencher

O S FI hybridizes g

3) Extension

1-|-r'r'r'r1'|-|-l-ré:1'g

IR

TagMan Probe Method

N de cdpias e se o gene
esta mais ou menos
expresso

-Sonda TagMan ®
complementar a uma regiao
interna do produto de PCR e
ligada a um composto
fluorescente .

-Quando a amplificagdo
comeca, a DNA polimerase
corta a sonda, e a
fluorescéncia é liberada

*A fluorescéncia é liberada a
cada ciclo , gerando um
sinal fluorescente

especifico da sequéncia.



Discriminacdo Alélica =2 Genotipagem

Allele
2 o Y

Match

Aumento da fluorescéncia
em..l

Somente no Corante VIC =
Somente no Corante FAM =
VIC e FAM > fluorescéncia =2

LIl

Mismatch

) TG

L0000

Indica que. ...

Mismatch

Homozigoto para Alelo 1

Homozigoto para Alelo 2

Heterozigoto

@ FAM™ dye
@ Quencher

— \ AmpliTaq
') Gold® DNA
/ Polymerase

GR1556



Allele 2 (FAM) R,,

2.3

1.8

1.3

0.8

0.3

Genotipagem

1
=4
Homozygous for Allele 2

. i
Heterozygous

pyar”
= Homozygous for Allele 1
No Template Control
0.1 0.3 0.5 0.7 09 1.1 1.3 15

Allele 1 (VIC) R,




Expressao

Geénica




Clinical Chemistry 55:4
611-622 (2009)

Special Report

The MIQE Guidelines:
Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments

Stephen A. Bustin,'® Vladimir Benes,” Jeremy A. Garson,®* Jan Hellemans,* Jim Huggett,®
Mikael Kubista,”® Reinhold Mueller,” Tania Nolan,'® Michael W. Pfaffl,"" Gregory L. Shipley,'*
lo Vandesompele,® and Carl T. Wittwer'*'4

BackcrouND: Currently, a lack of consensus exists on
how best to perform and interpret quantitative real-
time PCR (gPCR) experiments. The problem is exac-
erbated by a lack of sufficient experimental detail in
many publications, which impedes a reader’s ability to
evaluate critically the quality of the results presented or
to repeat the experiments.

summMary: Following these guidelines will encourage
better experimental practice, allowing more reliable
and unequivocal interpretation of QPCR results.

© 2009 American Association for Clinical Chemistry

The fluorescence-based quantitative

i omammild s oan G |

real-time PCR

1 i



Expresséao variavel em diferentes tecidos ou diferentes

fases do desenvolvimento

Muscle cell Skin cell Nerve cell

Gene A ééé é%
Gene B ﬁy&y&

Gene C é é é%




GTExPortal

J

www.gtexportal.org

& Gene Association~ @ eQTL Browser Sample Data~

AGTEx JiDatasels~

LEP Gene expression

e —

—————

i e i

1,500

1,000+

500+

Wxdd



Sintese de cDNA

RNA total

mRNA > DNA Poly A tail
0, ESTABILIDADE
>% 5 AAAA... 3" mRNA
Reverse
transcriptase
v" Iniciadores reconhecem a cauda Poli ¥ ama... 3 mRNA _
TIIT 5" DNA primer (oligo dT)
A do mRNA; — l
v" Enzima Transcriptase Reversa se liga P Sk
3 AABA... 3" mRNA
adicionando oligonucleotideos; 3 TITE 5" cDNA
v Formacdo da fita de DNA l'
Complementar. 3 S i
m: E% N E ; p LIFE: THE SCIENCE OF BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 16.8 Synthesizing Complementary DNA

i de Estudos e Nulrigenomica - FHBPIUSP © 2004 Sinaver Associates, Inc. and W, H. Freeman & Co.
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O que é isso?

12

10

1

2 3 4 5§ 8 7 8 9 10 11 12 13 14

15 16 17 16 18 20 21 22 23 24 25 20 27 2b 29 3D &1 32 30 34 35 30 7 38 398 40

Cycle Number




Curva de Amplificagcao : a
| | | | w 2l % ! b

Trés fases distintas: eenoidl || LLITIIT I TTT Lot | LTI |,
*Linha basal: ndo houve produtos ARf | i e - ’I / e
da PCR suficiente para detectar Ss=ss=ssssssssssssseses, ) JiissSsssssesssomme
fluorescéncia; 1 Jhaery
*Fase Log: a quantidade de = j ' T SN CE ":‘:'*"}9*"’?-";"'9'“?""' q
produtos da PCR dobra a cada vl gr\
ciclo e; =R AR = e SEE=msrEsEEEEEEEE

Al n ps A ALY (AT '-Nf\j- i

*Fase Platd: ndo ha mais aumento ‘

no numero de produtos.




Genes de Referéncia
(Controle Endogeno)

Expresséao constitutiva (GAPDH, -actina, 18S) — obrigatoriamente ter CT baixo

Corrigir:

degradacao de material (RNA)
variacOes da transcricao reversa
presenca de inibidores

diferencas na quantificacédo de RNA
Normalizacao dos resultados

Ct entre 17 e 23

Column | Control Assay Abbreviation
1 Internal Positive Control IPC
2 18S rRNA 18S
3 Acidic ribosomal protein huPO
4 Beta-actin hupA
5 Cyclophilin huCYC
6 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase huGAPDH
7 Phosphoglycerokinase huPGK
8 B,-Microglobulin hup32m
9 B-Glucronidase huGUS
10 Hypoxanthine ribosyl transferase huHPRT
1" Transcription factor 11D, TATA binding protein huTBP
12 Transferrin receptor huTfR

Sabek et al., 2002; Bustin et al., 2009




Cuidados na escolha do Gene de Referéncia

% Gene constantemente expresso;

*» Verificar a expressao no seu tecido alvo;

*» Aquele escolhido pelo seu amigo, pode nao ser o melhor para
seu estudo;

“+ Mais de um gene enddgeno deve ser utilizado;

“ Expressdo génica nao_tenha variacdo entre os_tecidos

submetidos a analise

Expressao em A = Expressao em B

Expressdo no Tratado
~1

Expressao no Controle



Expressao Génica “ "%

Quantificacéo Absoluta

**Determinacdo do nimero exato de moléculas.

« Método para determinar o numero exato de moléculas (copias de

MRNA ou ng de DNA).

 Determinar a concentracdo inicial de wuma amostra de
concentracao desconhecida a partir de uma curva padrédo de

concentracdo conhecida. (Ex: Carga viral, deteccao de patdogenos).

RNA

s,
//%



Expressao Génica

Quantificacao Relativa

**Anélise comparativa do mRNA alvo com o do controle/tratado
(Calibrador)

®* S3ao comparados os Cts de cada amostra e os resultados representam
ordens de grandeza (ex: 5x mais ou menos expressao de um determinado

gene).

* Método Livak 2-AACt

Download the latest

* Software ja calcula! ExpressionSuite Software

(Expression Suite - ThermoFisher®)
(Livak, 2001)



METHODS 25, 402-408 (2001) )
dol =10 A6 meth.2000. 1262, available online at hittp:/ Swaw idealibrary.com on I ni &l

Analysis of Relative Gene Expression Data Using Real-
Time Quantitative PCR and the 27224 Method

Kenneth J. Livak* and Thomas D. Schmittgent-!

*Applied Biosystemns, Foster City, California 84404; and 1 Department of Pharmaceutical Sciences. College of Pharmacy,
Washington State University, Pullman, Washington 989164-6534
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O gque é tecnologia de microarray?

» Ferramenta que permite investigar SIMULTANEAMENTE a expressao de

centenas ou milhares de genes em uma amostra.

» Hibridacdo de genes marcados a uma série de sondas de DNA imobilizadas

em uma matriz solida, que representam os genes de interesse.




v' Cada Bead é coberta com milhares de cdpias de oligonucleotideos especificos

Milhares de Andlise de As moléculasm
sequencias multiplas vias amostras ligam-se,
conhecidas de genes B = camente. hibridizando com

sao aplicados em moléculas das

icro vasos de cada Beads do Chip.

ina do array.



Transcriptoma

S————_ _—AAMA3 Protocolo de 1 semana
Total RNA R$22.000,00 — 16 amostras

= several steps

v
3 w UUUU-5

3T T~ UL
34 T~ LS

biotin labeled cRNA

‘ direct hybridsation
= /Blot'm ’
\ C . : Labeled

. cRNA Streptavidin-Cy3

| ) pre . labeling
Address
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iISCAN - lllumina®




Aplicacoes Microarray - LEN

» Transcriptoma (47.000)
» SNPs (Genoma — 5 milhoes)

» Epigenética (Metiloma — 850 mil)




Analise dos Dados

Necessidade de sistemas computacionais - —
INGENUITY BaseSpace | ENEREL

para analise dos dados e interpretacao dos

resultados.

| R INTERPRETATI |

Desafios:

v' Armazenar e organizar;
v Estabelecer relacoes;

v" Analisar;

v Desenvolver mecanismos de visualizagao i .

(graficos, mapas).



Validacao do experimento

Toda analise de alto rendimento (high throughput) L.

necessita de Validacao!

v" PCR em tempo Real

Ex: Expressao génica — escolha de 7 a 10 genes para validar

Exigéncia para Publicacao!!



Metilacao
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Methylation Sensitive High Resolution Melting (Ms-HRM)

Técnica baseada no comportamento de dissociagdo do
dsDNA em ssDNA com o aumento da temperatura

DNA

l

Bissulfito

l

Amplificagdo da ~
sequencia alvo

W

HRM

Equipamento de PCR
—~ em tempo real




Preparo das amostras

Tratamento com bissulfito de sodio
cC>Uu

mC 2 mC

Me Me Me

| I I
GATCGACGATCGGAGCGTAGGTACGACGTT

* Bisulfite Conversion
GATCGAUGATCGGAGUGTAGGTACGAUGTT
* PCR Ampldication

GATCGATGATCGGAGTGTAGGTACGATGTT

Chemical-based denatur-
ation of DNA

Treatment of DNA with
sodium bisulfite

Capture and cleaning
of converted DNA

Elution of converted DNA

v
:
/



Escolha do Gene de Interesse

Table |

Primer sequences for MeCap-qPCR. Primers were designed to bind in the region 1,000 to -1 relative to the TSS and to not cover Alul restriction sites

Target gene Accession number (NCBI) Length of PCR product (in base pairs) Primer sequence

PPARGCIA NM_013261.3 121 Fwd 5’ -TAATCACAGCATGATGCTTGAAG-3
Rev 5-AGGCAGCCCTCTGCTTCAGTGA-3

PDK4 NM_002612.3 112 Fwd 5’- AAAGCCCTGCTCTGAGCAAGG -3
Rev 5-GCCCTTGTTTACAACTCGGAGGC-3'

TFAM NM_003201.2 93 Fwd 5’ -CCCTGGCTTGAACTGAGACGCT-3’
Rev 5-GGCTGTACGTAACAGACAGTCCT-3

INF NM_000594.3 80 Fwd 5"-ATCCTGTCTGGAAATTAGAAGGA-J'
Rev 5’-ATGCCCCTCAAAACCTATTG-3

ILT A NM_000575.3 80 Fwd 5'-GACTACAGGGGCATGCCATC-3'
Rev 5-TGGGTTCCCAGTTGGAGTTT-3'

IL6 NM_000600.3 100 Fwd 5'-AGGTGGGCATGGATTTCAGA-3’

Rev 5'-GGGCCGACTAGACTGACTTC-3’




Analise dos resultados pela Curva de Melting

15
0%
20%
40%
=
@ 10 ey
c
5
p=
0 5.
0L — . N
675 700 725 750  77.5

T (°C)



Plataforma Illumina — Analise em larga escala

Methylated DNA Locus

Methylated
bead type

Bisulfite | wm CG c— ©
DNA & i | i
N 5'

PN i B €

Unmethylated
bead type

T
A—" @
G ©
Bisu"ite F CA Cc /_—-‘é.'.
\ ’ S )
Ll RRRRANRNY &

7 N s

Protocolo de 1 semana
RS22.000,00 — 16 amostras



O que e importante saber?

v’ Teoria e as diferencas entre as técnicas;

v’ Vantagens e Desvantagens de cada uma;
v" Como aplicar a técnica escolhida para responder os seus objetivos;
v Aplicacdes gerais e especificas;

v' Boas praticas laboratoriais — SEMPRE!!!









