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Resumo

A eletroforese € uma importante ferramenta de analise do DNA, usada para separa-lo de acordo com o
seu tamanho. Nela o DNA pode ser corado com produtos intercalantes que tornam possivel a sua visualizagao.
No projeto Imagine (UFSC) de popularizagéo cientifica, ha um modulo (DNA, Diversidade e Hereditariedade),
que utiliza um protocolo de eletroforese para analise do DNA dos proprios participantes, onde se faz a
comparagao genotipica entre individuos. O mesmo protocolo tem sido aplicado em aulas praticas para alunos
de graduagdo da UFSC. Problemas técnicos com o corante intercalante foram detectados e o presente trabalho
buscou solucionar o problema. Foram feitos testes utilizando as recomendacgdes do fabricante do corante Safer
(Kasvi), que se mostrou ineficiente, por alterar a fidelidade da genotipagem. Por esse motivo, foi testado um
novo corante, que produziu resultados confiaveis. Houve entdo a substituicdo do corante utilizado no protocolo
para Unisafe Dye (Uniscience).

Autorizagao legal: A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEPSH) da UFSC (CAAE: 87772818.2.0000.0121).
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Introducao

A técnica de eletroforese é importante como ferramenta de analise do DNA, capaz de separa-lo de
acordo com o tamanho dos fragmentos de interesse. Ao final da eletroforese, o DNA pode ser corado com
produtos intercalantes, como o brometo de etidio (que, apesar de ser amplamente utilizado, € téxico), e outros
corantes disponibilizados mais recentemente no mercado (que nao sdo toxicos). Todos eles, quando expostos
a luz ultravioleta (UV), emitem fluorescéncia, tornando possivel a visualizacdo de bandas de DNA no gel
(ALBERTS et al., 2017; ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). Dentro de um periodo de algumas décadas, o
emprego de técnicas de biologia molecular, como a eletroforese, passou de cursos especializados, fornecidos a
estudantes de pds-graduacgao, para cursos com carater mais introdutério (PEREZ-PONS; QUEROL, 1996).

O projeto Imagine, criado em 2013 por pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), busca a popularizagao cientifica, compartilhando o conhecimento dos laboratérios da instituicdo com
pessoas de diferentes localidades (RAMOS; RAZZERA, 2014). Atualmente, o projeto possui moédulos
disponibilizados em seu site' na forma de Recursos Educacionais Abertos (REAs). Entre eles, encontra-se o
modulo “DNA, Diversidade e Hereditariedade™, que inclui um protocolo de eletroforese, que é o interesse da
presente pesquisa. Ele faz parte de etapas experimentais que visam a comparagao genotipica entre os
individuos participantes, utilizando os marcadores moleculares AT3-1/D (rs3138521) e PV92-Alu (rs3138523)
(MUNIZ, 2008; PROJETO IMAGINE, 2014). Estes mesmos protocolos, desenvolvidos pelo projeto de extenséo,
passaram a também ser utilizados em aulas praticas oferecidas a alunos de graduacao em Ciéncias Bioldgicas
da UFSC.

Problemas técnicos com o corante intercalante de DNA utilizado (Safer da marca Kasvi) foram
detectados durante as aplicagdes do modulo e das aulas praticas e, por eles afetarem a confiabilidade dos
resultados, o presente trabalho buscou a otimizagdo desse passo do protocolo, através da comparagéo de
diferentes tipos de corantes disponiveis no mercado, incluindo o classico brometo de etidio. O objetivo era
identificar um corante ndo téxico que nao interferisse na velocidade de corrida dos fragmentos de DNA e assim
garantisse a fidedignidade do protocolo.

Metodologia

De acordo com o protocolo do médulo “DNA, Diversidade e Hereditariedade™, intitulado “Etapa 3:
Confeccado de gel de agarose 1%, aplicagdo das amostras e eletroforese”, foram utilizados os seguintes
materiais: agarose, solugdo tampao TBE 0,5x, cuba para eletroforese, fonte de corrente elétrica, corante para
visualizagdo de DNA (Safer da marca Kasvi), corante de rastreamento e marcador de peso molecular (ou
Ladder). O Ladder utilizado possuia os seguintes tamanhos: 50, 100, 150, 200, 250 (banda mais brilhante),
300, 400 e 500 pares de base (pb). A concentragdo de 1% de agarose era recomendada no protocolo original,
mas uma concentragdo de 2% foi utilizada ao longo das padronizagdes do presente trabalho, com base em

1 - <http://projetoimagine.ufsc.br>
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testes preliminares. O TBE 5x, composto por Tris (tris(hidroximetil)Jaminometano a 445mM), acido bdrico
(445mM) e EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético a 5mM), foi diluido 10 vezes para a solugédo de trabalho
(0,5x). Utilizamos as seguintes condigbes (teto ou limite maximo de cada parametro) para um gel de 10 x 10
cm: 150 V, 300 mA, 100 W por 40 minutos. Para cada amostra aplicada utilizou-se, como protocolo de
referéncia, 2 yL do corante Safer (Kasvi) e 10 yL de produto de PCR. No caso do Ladder, utilizou-se 1 pL do
corante e 5 YL de Ladder. O sistema de fotodocumentagdo modvel utilizado, foi o L-Pix STi da Loccus
Biotecnologia. A variavel testada, a fim otimizar a técnica de eletroforese, foi o tipo e marca do corante
intercalante de DNA: Safer (Kasvi), UniSafe Dye (20,000x) (Uniscience) ou Brometo de Etidio. Os protocolos de
extracdo de DNA humano e reagao em cadeia da polimerase (PCR), executadas em passos anteriores a
eletroforese, podem ser acessados no site do projeto Imagine®. Em resumo, foram usados oligonucleotideos
iniciadores para amplificar dois diferentes marcadores do genoma humano, AT3-I/D (rs3138521) e PV92-Alu
(rs3138523), cada um deles apresentando dois alelos. A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UFSC (CAAE: 87772818.2.0000.0121). Os voluntarios para
doacao do material biologico utilizado (células da mucosa bucal) consistiram em discentes e docentes da UFSC
que assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Resultados e Discussao

Nas figuras a seguir, utilizaremos a seguinte denominagédo para identificagdo dos trés diferentes
genotipos referentes a cada um dos dois marcadores (AT3-I/D e PV92-Alu): “11” para a presenga dos dois
alelos de menor peso molecular; “22” para a presenga dos dois alelos de maior peso molecular; e “12” para a
presenca de um alelo de maior e outro de menor peso molecular. O marcador AT3-I/D apresenta o alelo 1 de
496 pb e o alelo 2 de 572 pb. Ja o marcador PV92-Alu apresenta o alelo 1 com: ~150 pb e 2 com: ~450 pb.

Ao longo das execugbes do protocolo em aulas praticas, percebeu-se que a altura das bandas no gel
estavam sofrendo interferéncia durante a corrida, pois as mesmas ndo eram encontradas nas posigcoes
esperadas em fungao do seu tamanho conhecido em pares de base, quando comparadas a referéncia de peso
molecular ou Ladder. Nossa hipotese foi a de que o corante intercalante de DNA estava interferindo na
velocidade de migragdo das bandas. Por esse motivo, testes foram feitos para comparar a altura de amostras
geneticamente idénticas, utilizando o corante Safer (Kasvi) e o corante classico Brometo de Etidio, usado aqui
como controle positivo.

Figura 1 — Teste com dois diferentes corantes: Safer (Kasvi) e Brometo de Etidio

(B)

Marcadores genéticos utilizados: AT3-I/D e PV92-Alu. Corantes utilizados: (A) Safer (Kasvi) e (B) Brometo de Etidio.

Ao observar a Figura 1, é possivel perceber que o corante Safer (Kasvi), em algumas ocasides, foi
capaz de alterar a altura das bandas de amostras geneticamente idénticas, o que ndo aconteceu com o
controle positivo (B)Apds entrar em contato com a fabricante Kasvi, mostrando os dados obtidos na figura 1,
obtivemos a resposta de que estariamos utilizando quantidades erradas desse corante quando adicionado ao
marcador de peso molecular e que isso alteraria a posi¢cdo correta das bandas de referéncia. Sendo assim,
decidiu-se testar diferentes volumes de produto de PCR e de corante (figura 2). Quatro diferentes proporgdes
de produto PCR : agua : corante foram testadas, sendo elas: (1) 5:0:1; (2) 10:0:1; (3) 5:5:1 e (4) 1:9:1. Os
valores representam os volumes em microlitros de cada componente da mistura. A amostra de DNA utilizada,
produto de PCR de genétipo 12 (AT3-1/D), foi dosada e apresentava 251 ng/uL, portanto, bem mais do que o
minimo indicado pelo fabricante.

3 - <http://projetoimagine.ufsc.br/ferramentas-didaticas/>


http://projetoimagine.ufsc.br/ferramentas-didaticas/

71* Reunido Anual da SBPC - 21 a 27 de julho de 2019 - UFMS - Campo Grande / MS

Figura 2 — Teste com diferentes volumes e diluicdes de produto da PCR com corante Safer (Kasvi) com
marcador AT3-1/D (genétipo 12)

Marcador genético utilizado: AT3-I/D, genétipo 12. Diferentes proporgdes de produto PCR, agua e corante Safer (Kasvi) onde (1) 5:0:1; (2)
10:0:1; (3) 5:5:1 (4) 1:9:1. Dosagem da amostra: 251 ng/ pL.

Apesar de a amostra 1 corresponder exatamente as proporcdes de DNA/corante indicadas pelo
fabricante (isto é, 5 partes de DNA para uma parte de corante), observa-se que ela se apresentou acima dos
tamanhos esperados de 496 e 572 pb (além da banda inespecifica mais alta, que deve ser desconsiderada). Ja
a amostra 2, contendo o dobro de produto PCR em relagdo ao recomendado, para 1uL de corante, apresentou
uma altura correta de seus fragmentos. Na amostra 3, o produto de PCR foi diluido e apresentou um desvio das
bandas para cima, em relagdo ao esperado, assim como ocorreu na amostra 1. Em relagdo a amostra 4, com o
produto PCR diluido 10 vezes, & possivel perceber um grande desvio para cima na altura dos fragmentos. A
partir desses resultados, foi possivel concluir que variagdes na proporcdo de DNA/corante Safer (Kasvi) alteram
a velocidade de migragdo dos fragmentos e que mesmo a proporgdo recomendada pelo fabricante produz
resultados nao confiaveis.

Em seguida, diluigdes de 1, 5, 10 e 70 vezes de produto de PCR foram feitas, a partir de uma amostra
previamente dosada com 276 ng/uL, para avaliar se a quantidade minima de DNA recomendada pelo
fabricante (20 ng de DNA em 5 pL de amostra) seria de fato suficiente para a correta genotipagem.

Figura 3 — Teste de corante Safer (Kasvi) com diferentes concentragbes de produto PCR com marcador AT3-1/
D (gendtipo 11)

1IX. S5X 10X 70X

Marcador genético utilizado: AT3-I/D. Diluigdes: (1X) = 276 ng/ uL; 5X = 55,2 ng/uL; 10X = 27,6 ng/uL; 70X = 4 ng/pL. Quantidade de
corante utilizada: 1 yL de Safer (Kasvi) para 5 yL de produto PCR.

Na figura 3, é possivel ver que as amostras com diluicdes de 1X e 5X, que deveriam estar proximas a
posicdo de 500 pb, apareceram a aproximadamente 600 e 700 pb, respectivamente. E importante observar
que, essas duas amostras respeitaram o limite minimo de DNA estabelecido pelo fabricante. Ja as diluigbes de
10X e 70X, que também respeitam esse limite minimo (sendo que a de 70X corresponde exatamente a ele),
mostram que o protocolo proposto pelo fabricante do corante Safer (Kasvi) ndo produz resultados confiaveis.

Com as figuras 2 e 3 analisadas conjuntamente, & possivel concluir que, conforme aumentamos a
propor¢ao de corante para uma igual ou menor quantidade de produto PCR, ha um retardo na migragao dos
fragmentos.

Por esse motivo, procuramos outra opgédo de corante que propiciasse rapidez na execugdo sem o uso de
substancias nocivas.

O corante UniSafe Dye (20.000x) da marca Uniscience, que propde a coloragao pré-corrida dos
préprios géis de agarose (UNISCIENCE, 2015), foi testado. Na figura 4, os resultados de trés diferentes
corantes sdo mostrados: (A) Safer (Kasvi), (B) UniSafe Dye (20,000x) Uniscience e (C) Brometo de Etidio,
como controle positivo. No gel com Unisafe, utilizou-se, conforme recomendacdes do fabricante, 5 pL de
corante para cada 100 mL de gel de agarose.
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, UniSafe Dye (20,000x) Uniscience e Brometo de Etidio
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Figura 4 — Teste com os corantes: Safer (Kasvi

(pb)
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Marcadores genéticos utilizados: AT3-1/D e PV92-Alu. (A) Safer (Kasvi); (B) UniSafe Dye (20.000x) Uniscience; (C) Brometo de Etidio.

E possivel perceber que o corante Unisafe Dye (Uniscience) mostrou-se um bom substituto ao corante
anteriormente utilizado em nosso protocolo. Ele apresentou um brilho de qualidade superior, ndo interferindo na
migragao dos fragmentos e, portanto, ndo gerando distor¢do nas alturas das bandas de DNA.

Conclusoes

Ao observar que o corante Safer (Kasvi) altera a altura de bandas no gel de agarose, muitas vezes de
amostras geneticamente idénticas, interferindo na fidelidade da genotipagem, buscou-se uma nova alternativa
de corante intercalante de DNA. Como o novo corante, Unisafe Dye, que apresenta uma metodologia
adequada ao perfil de protocolos do projeto Imagine, apresentou um brilho de qualidade, n&o interferindo na
corrida dos fragmentos e portanto, ndo gerando distor¢do nas alturas das bandas, decidiu-se fazer a
substituicdo do corante Safer (Kasvi) pelo corante da marca UniSafe Dye (20.000x) Uniscience. Com os
resultados aqui obtidos, a imediata modificacdo e atualizagdo dos protocolos sera feita, para que eles estejam
disponiveis a aplicagcdo direta em comunidades e em sala de aula, bem como no site do Projeto Imagine, para
que assim sejam amplamente utilizados para fins de ensino e divulgagao cientifica.
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