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RESUMO

Muitos trabalhos relatam a utilizagdo de técnicas basicas de biologia
molecular em aulas praticas de graduagdo e pos-graduagdo como
ferramentas importantes do ponto de vista didatico. O projeto Imagine,
criado em 2013 por pesquisadores de diversos centros e departamentos
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), busca a
popularizagdo cientifica, compartilhando o conhecimento dos
laboratdrios da instituicdo com pessoas de diferentes localidades. O
projeto possui trés modulos, disponiveis em seu site, na forma de
Recursos Educacionais Abertos (REAs). O moédulo de interesse do
presente trabalho: “DNA, Diversidade e Hereditariedade”, inclui
protocolos de extracdo de DNA humano, PCR, confeccdo de gel de
agarose e execucdo de eletroforese com fins de genotipagem. Todos
esses protocolos sdo usados em etapas experimentais e sequenciais, para
que haja a visualiza¢do e compara¢do genotipica, utilizando os
marcadores moleculares AT3-I/D (rs3138521) e PV92-Alu (rs3138523),
de individuos de uma mesma comunidade ou de comunidades distintas.
Falhas nessas técnicas foram detectadas durante as aplicagdes do
moddulo em aulas praticas curriculares, realizadas na UFSC e, por esse
motivo, o presente trabalho buscou a otimizagdo dos protocolos que
envolvem desde a extragdo do DNA até a sua analise final. Como
resultado, foram adequados os seguintes passos: quantidade de
DNAzol® durante a extragdo de DNA, de 500 para 250 pL;
solubilizagio final do DNA genémico mantida em Agua Milli-Q;
temperatura de anelamento (de 58 para 55 °C), concentragdo dos
primers (de 0,8 uM para 0,4 uM) e volume de DNA genomico (de 3
para 9 puL) usados na PCR; alteragdo da marca de corante intercalante de
DNA utilizado na eletroforese (de Safer da Kasvi para Unisafe da
Uniscience). As falhas detectadas nas técnicas foram solucionadas e
com os resultados aqui obtidos, os protocolos serdo atualizados no site
do Projeto Imagine, em diversas linguas, para que estejam disponiveis a
aplicagdo livre e gratuita em comunidades e sala de aula e assim sejam
amplamente utilizados para fins de ensino e divulgagdo cientifica em
diferentes paises.

Palavras-chave: Extracdo de DNA. PCR. Eletroforese. Otimizagao.
Padronizagdo. Didatico. Biologia Molecular.



ABSTRACT

Many articles report the use of basic molecular biology techniques in
undergraduate and graduate laboratory classes as important teaching
tools. The Imagine Project, created in 2013 by researchers from
different departments of the Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), aims at scientific popularization by sharing the knowledge
generated inside the institution with people from different rural areas.
The project has three modules that are available in its website in the
form of Open Educational Resources (OERs). The module of interest of
the present work: " DNA, Diversity and Heredity", includes protocols of
human DNA extraction, PCR, preparation of agarose gel and execution
of electrophoresis for genotyping purposes. All these protocols are used
in sequential experimental steps for genotypic determination and
comparison using the molecular markers AT3-I/D (rs3138521) and
PV92-Alu (rs3138523) from different individuals from the same or from
different communities. Problems with these techniques have been
detected during their application in curricular laboratory classes held at
UFSC and, for this reason, the present work sought to optimize the
protocols from DNA extraction to its final analysis. As a result, the
following steps have been adjusted: amount of DNAzol® during DNA
extraction, from 500 to 250 pL; final solubilization of genomic DNA
kept in Milli-Q Water; annealing temperature (from 58 to 55 © C), final
concentration of primers (from 0,8 uM to 0,4 pM); volume of genomic
DNA (from 3 to 9 pL) used in the PCR; and change of the DNA
intercalating dye used in the electrophoresis (from Safer by Kasvi to
Unisafe by Uniscience). All the technical problems have been solved
and, thanks to the present study, the respective Imagine Project
protocols will be updated and translated in its open website, therefore
becoming available to be used free of charges for teaching and scientific
popularization purposes all over the world.

Keywords: DNA extraction. PCR. Electrophoresis. Optimization.
Standardization. Didactic. Molecular biology.
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27
1 INTRODUCAO
1.1 CONTEXTO HISTORICO

A partir da metade do século XX, com os conhecimentos
acumulados nas décadas anteriores € com novos estudos, como a
elucidagdo da estrutura molecular do acido desoxirribonucleico (ou
DNA, do inglés DesoxiriboNucleic Acid), por James Dewey Watson e
Francis Harry Compton Crick em 1953 (WATSON; CRICK, 1953), a
compreensdo do cédigo genético, por Severo Ochoa e posteriormente
Har Gobind Khorana, ¢ a descoberta do 6peron lac, por Frangois Jacobe
e Jacques Monod, muitos avangos ocorreram na area da genética,
incluindo o proprio desenvolvimento da biologia molecular
(ANDRADE; CALDEIRA, 2009; GRIFFITHS et al., 2008). Conforme
as técnicas de biologia molecular foram surgindo, muitas abordagens e
estratégias de estudo utilizadas na area foram sofrendo alteragdes
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

O DNA ¢ a macromolécula que compde o material genético dos seres
vivos, ¢ dotada de informagdes que permitem e direcionam o
desenvolvimento dos organismos. (ANDRADE; CALDEIRA, 2009).

Inicialmente, a molécula de DNA, considerada dificil de ser
analisada, foi por algum tempo estudada de forma indireta, por meio de
sequenciamentos de proteinas ou analises genéticas a partir de fenotipos.
Com todos os avangos na area, hoje, em menos de um dia, é possivel
sequenciar os aproximados 3,2 bilhdes de pares de nucleotideos do
DNA de um ser humano (ALBERTS et al., 2017).

1.2 BREVE DESCRICAO DAS TECNICAS ENVOLVIDAS
NESTE TRABALHO

A técnica de extracdo de DNA, utilizada nas mais variadas
espécies para os mais diversos fins, possui etapas que podem ser
classificadas em: (1) coleta das células, que sdo extraidas de tecidos; (2)
lise celular; (3) digestdo de proteinas e outros componentes celulares
que ndo sdo interessantes ao estudo e (4) precipitagio do DNA
(HEARN; ARBLASTER, 2010).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction) revolucionou os estudos de genética
molecular, por tornar-se uma alternativa mais rapida e eficiente do que
os métodos utilizados anteriormente, de clonagem e hibridizagdo de
fragmentos de 4cidos nucleicos (CARVALHO; RECCO-PIMENTE,
2013). A PCR mudou o curso da biologia molecular, impactando e
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mudando a perspectiva nessa € em muitas outras areas das ciéncias
biologicas (LORENZ, 2012; ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

A PCR ¢ uma de técnica realizada in vitro, que amplifica
moléculas de DNA e possui como principio algumas caracteristicas da
replicagdo de DNA celular (CARVALHO; RECCO-PIMENTE, 2013).
E extremamente sensivel, capaz de amplificar em quantidade, a partir de
quantidades iniciais infimas de DNA gendémico (ALBERTS et al.,
2017). Na reagdo, a partir de uma amostra de DNA gendmico,
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ou dNTPs), oligonucleotideos
iniciadores  (ou primers), enzimas DNA-polimerase termoestaveis,
tampao, concentragdes ideais de MgCl2 e variagdes na temperatura, &
possivel sintetizar bilhdes de copias de um conhecido e desejado
fragmento de genoma de qualquer espécie (ZAHA; FERREIRA;
PASSAGLIA, 2014).

Por fim, inicialmente utilizada na pesquisa de proteinas, a
técnica de eletroforese tornou-se igualmente importante como
ferramenta de analise do DNA, capaz de separa-lo de acordo com o
tamanho dos fragmentos de interesse. Por conter um grupamento fosfato
em cada nucleotideo, que lhe confere carga negativa, o DNA, ao ser
colocado em um campo elétrico, desloca-se em direcdo ao polo positivo.
Esse ¢ o principio da eletroforese de DNA, que ocorre em um gel (de
agarose ou poliacrilamida, por exemplo) imerso em tampdo. Os
fragmentos de tamanhos diferentes migram em velocidades diferentes
através do gel e o tamanho da molécula de DNA ¢é diretamente
proporcional ao seu tempo de migracdo (ALBERTS et al., 2017). Ao
final da corrida eletroforética, o DNA pode ser corado com produtos
intercalantes de DNA (como o brometo de etidio), que quando expostos
a luz ultravioleta (UV) emitem fluorescéncia, tornando possivel a
visualizagdo, em bandas, do(s) local(is) onde as moléculas de DNA
concentram-se no gel (ALBERTS et al., 2017; ZAHA; FERREIRA;
PASSAGLIA, 2014).

Essas trés técnicas, muitas vezes de forma combinada, sdo
ampla e comumente utilizadas em pesquisas cientificas em diversas
areas (HEPP, DIEGO; NONOHAY, 2016). A PCR, por exemplo,
permite a obtencdo de muitos dados sobre os genomas e sua diversidade
e com frequéncia ¢ adaptada para novos usos especificos. Sua
plasticidade de uso ¢ grande e ¢ apenas o cientista que, por meio da sua
imaginag¢do, multiplica e inova suas aplicagdes (LORENZ, 2012). Hoje,
o0 uso dessas técnicas ¢é cotidiano em diversos setores, como na produgio
de alimentos, testes de paternidade, solucdo de crimes, prevengdes,
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diagndsticos e tratamentos clinicos, além de muitos outros (HEPP,
DIEGO; NONOHAY, 2016).

1.3 AS TECNICAS MOLECULARES NO ENSINO DA
BIOLOGIA

Dentro de um periodo de algumas décadas, o emprego das
técnicas de biologia molecular passou de cursos especializados,
fornecidos a estudantes de pos-graduagdo, para cursos com carater mais
introdutério (PEREZ-PONS; QUEROL, 1996). Elas sfo hoje
comumente utilizadas em aulas de carater pratico em cursos de
graduacdo (PHILLIPS et al., 2008). Por conta do profundo impacto
social, seu uso no ensino de biologia do ensino médio tornou-se uma
possibilidade real. Isso porqué, elas podem servir como facilitadoras no
processo de compreensdo de conceitos basicos por meio de
metodologias experimentais (PEREZ-PONS; QUEROL, 1996).

Como as Ciéncias Naturais possuem carater
preponderantemente investigativo, esses recursos podem tornar-se
aliados ao processo de ensino-aprendizagem da area, uma vez que seus
usos em atividades praticas instigam a busca por conhecimento através
da investigacdo e da analise de dados obtidos experimentalmente
(XAVIER; CAVALCANTI, 2017). A extracdo de DNA, por exemplo,
pode ser considerada uma técnica eficiente no que diz respeito ao seu
uso como ferramenta pedagdgica, pois permite uma melhor
compreensdo sobre o material genético, tornando-se aliada a conex@o
entre conceitos abstratos e produtos visiveis. H4 um entusiasmo por
parte dos estudantes quando manipulam seus proprios DNA (HEARN;
ARBLASTER, 2010). Por meio de formas de aprendizagem ativa, ideias
e conceitos errados podem inclusive ser identificados, tanto pelos
instrutores quanto pelos proprios estudantes (PHILLIPS et al., 2008).

Atividades baseadas na investigacdo cientifica, possibilitam
tanto a aprendizagem do campo conceitual quando do proprio
conhecimento cientifico por tras dos conceitos. Quando o engajamento ¢é
alcangado, é possivel que os estudantes adquiram, durante o processo,
uma posigio mais ativa intelectualmente (ZOMPERO; LABURU,
2011).

Muitos recursos didaticos de biologia molecular podem ser
encontrados atualmente em sites como Learn Genetics, da Universidade
de Utah, onde, por exemplo, ¢ possivel o acesso a um protocolo de
carater basico, que ensina passo a passo como extrair DNA gendmico
utilizando detergente, amaciante de carnes e dalcool (GENETIC
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SCIENCE LEARNING CENTER, 2013). Outro exemplo ¢ o site NC
DNA DAY da Universidade da Carolina do Norte (UNC), onde é
possivel acessar um protocolo igualmente simples de extragdo de DNA
a partir da saliva utilizando: detergente, sal de cozinha e alcool, em um
tempo de 5 minutos (NC DNA DAY, 2018).

Na literatura, muitos trabalhos relatam a utilizacdo de técnicas
basicas de biologia molecular em aulas praticas como ferramentas
importantes do ponto de vista didatico. Isso pode ser observado, por
exemplo, em trabalhos como o de Barton e Lieberman (1999), onde ha o
uso da técnica de PCR com DNA coletado da mucosa bucal para estudo
de mutagdes com estudantes de medicina do primeiro ano, ou ainda,
como visto no trabalho de Casla e Zubiaga (2010), onde ha o usa-se a
PCR a partir do DNA de estudantes para fazer testes de paternidade
ficticios. Em um desenvolvido por Dolan DNA Learning Center (2006),
¢é possivel adquirir protocolos comercialmente que podem ser usados em
aulas praticas com populagdes humanas usando um polimorfismo de
Inser¢io Alu. No trabalho de Falteisek, Cerny e Janstova (2013), relata-
se o0 uso de células epiteliais de alunos para estudar polimorfismos de
um co-receptor relacionado ao HIV. Ja no trabalho de Pardifias e outros
autores (2010), usa-se células da mucosa de alunos, para realizar PCR ¢
eletroforese utilizando o DNA mitocondrial. Em um trabalho de
Streicher e Brodte (2002), usa-se PCR, enzimas de restricdo e
eletroforese para distinguir espécies de plantas com alunos de ensino
médio. Wagoner e Carlson (2008), por outro lado, realizam atividades
de pratica forense na qual os alunos coletam material celular de uma
cena do crime, além de seu proprio DNA, para a solu¢do de um crime
ficticio. Apesar dos mais variados objetivos finais, esses trabalhos
utilizam as técnicas com o intuito de despertar um maior interesse e
envolvimento nos assuntos abordados.

1.4 DESAFIOS TECNICOS

A PCR apresenta muitas particularidades e muitas variaveis que
podem influenciar nos resultados (KRAMER; COEN, 2001). Por esse
motivo, trabalhos da literatura propdem formas de solucionar
problemas, auxiliando na padronizagdo e otimizacdo dos protocolos.
Como exemplo, temos os trabalhos de Kramer e Coen (2001), Lorenz
(2012), e Roux (2009), que abordam formas de otimizacdo da técnica de
PCR.



31

As concentragdes de Mg, pH do tampdo e condigdes de temperatura
nos ciclos, sdo as varidveis que se encontram no topo da lista de
variaveis para otimizagdo da técnica (ROUX, 2009).

Na extracdo de DNA, as etapas do processo sdo geralmente
constantes nos protocolos, havendo maior nimero de variagdes
geralmente na primeira etapa, que ¢ a etapa de coleta das células
(HEARN; ARBLASTER, 2010). Um problema que pode ser encontrado
nessa técnica ¢ a qualidade do DNA extraido que pode alterar
consideravelmente a eficacia PCR (OLIVEIRA, 2008).

Em relagdo a técnica de eletroforese, desde a sua cria¢do, novas
formas de aplicagdo foram surgindo. Dependendo das caracteristicas dos
fragmentos de DNA a serem separados, os parametros sdo modificados
e adaptados, conforme o desejado. As condigdes do tampdo e
concentra¢do do gel, por exemplo, influenciam a corrida de DNA no
gel. Portanto, esse e outros pardmetros devem ser considerados para que
uma corrida eletroforética ocorra de forma ideal (LEE; BAHAMAN,
2012).

1.5 MARCADORES GENETICOS

Um marcador genético apresenta-se como um polimorfismo em
uma sequéncia do DNA. Em geral, ¢ um caractere onde ha possibilidade
de inferéncias a respeito da origem das populagdes e também de sua
segregacdo ligada a um determinado segmento cromossomico
(STRACHAN; READ, 2016).

Os polimorfismos genéticos podem ser classificados em trés
principais tipos: (1) variagdo de um unico nucleotideo, como os SNPs
(do inglés Single Nucleotide Polymorphism); (2) variagdes de uma até
centenas de pares de bases, que € o caso das inser¢des ou dele¢des (ou
InDel); e por tltimo (3) variagdes no nimero de sequéncias repetidas ou
VNTR (do inglés Variable Number of Tandem Repeats). De acordo com
o tipo de polimorfismo, as técnicas de genotipagem sdo ajustadas
(VIGNAL et al., 2002).

Dentre os marcadores genéticos, ha os chamados Marcadores
Informativos de Ancestralidade (ou AIMs, do inglés Ancestry
Informative Markers), que sdo comumente utilizados em estudos de
inferéncias de ancestralidade humana. Eles podem ser usados na
compreensdo da ancestralidade biogeografica, tanto em niveis
populacionais, quanto de subgrupos, ou até mesmo ao nivel individual
(SHRIVER et al., 2003). Eles apresentam alelos que possuem variagdes
de frequéncias capazes de diferenciar as populagdes parentais, sendo
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bons indicadores das suas dinamicas e misturas (BONILLA et al., 2004;
LUIZON, 2007).

Dois exemplos desses marcadores sdo AT3-I/D (rs3138521) e
PV92-Alu (rs3138523), que sdo utilizados por apresentaram variagdes
nas suas frequéncias alélicas entre amerindios, europeus e africanos
(MUNIZ, 2008). O uso desses dois AIM, assim como de outros
existentes, traz informacdes sobre diversidades humanas. Eles foram
selecionados para os protocolos utilizados no presente trabalho, pois de
acordo com a literatura eles possuem frequéncias alélicas
suficientemente altas mesmo para as variantes mais raras, em diferentes
grupos étnicos. Esta caracteristica faz com que pessoas de uma mesma
comunidade tenham grande chance de apresentarem variabilidade entre
si e, a0 mesmo tempo, pessoas de diferentes comunidades e etnias
apresentem algum grau de semelhanca (MUNIZ, 2008; “Projeto
Imagine”, 2014).

O locus PV92-Alu ¢ usado em um material didatico elaborado
pelo Centro de Aprendizagem de DNA do Laboratorio Cold Spring
Harbor. Esse material ¢ vendido comecialmente e foi construido para
auxilio na conducdo de aulas praticas para que os alunos facam suas
caracterizagdes genotipicas acerca do marcador, dando oportunidade
para contextualizagdo dos estudos de genética populacional, evolugdo e
outros. Nos protocolos apresentados, sdo abordadas metodologias de
extracdo do DNA gendémico humano, PCR dos produtos gerados e
eletroforese (DOLAN DNA LEARNING CENTER, 2006).

1.6 PROTOCOLOS DE BIOLOGIA MOLECULAR USADO EM
UM PROJETO DE EXTENSAO DA UFSC

O projeto Imagine, criado em 2013 por pesquisadores de
diversos centros e departamentos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), busca a popularizacdo cientifica, compartilhando o
conhecimento dos laboratdrios da instituicdo com pessoas de diferentes
localidades (RAMOS; RAZZERA, 2014). Com carater ladico e
multidisciplinar, o projeto, por meio de atividades cientificas praticas,
busca a democratizagdo e o interesse do publico pela ciéncia. O publico-
alvo consiste em adolescentes, professores e lideres comunitarios de
comunidades indigenas ou rurais de diferentes etnias (RAMOS, 2016).
Ele tem como objetivo o didlogo entre culturas ancestrais e o
conhecimento cientifico, buscando a desconstrugdo de preconceitos ¢ a
reflexd@o cientificamente referenciada das semelhangas e diferencas entre
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individuos, culturas e etnias (“Projeto Imagine”, 2014; RAZZERA;
HOFMANN; RAMOS, 2015).

Atualmente, o projeto possui trés modulos disponiveis na forma
de Recursos Educacionais Abertos (REAs), disponiveis em seu site'.
Entre eles, encontra-se o moddulo de interesse do presente trabalho,
“DNA, Diversidade e Hereditariedade”, aplicado em comunidades e
disponivel no site desde 2014. Por meio de atividades ludicas praticas e
debates acerca do tema, o modulo em questdo busca dar subsidios na
compreensdo e respeito de diferencas e semelhangas em varios niveis.
Dentre as metodologias praticas utilizadas, os protocolos de interesse do
presente trabalho sdo: extragdo de DNA humano, PCR, confec¢do de gel
de agarose e execucdo da eletroforese. Todos sdo usados em etapas
sequenciais experimentais para que haja a visualizagdo e comparagdo
genotipica, utilizando os marcadores moleculares AT3-I/D e PV92-Alu,
de individuos da mesma e de diferentes comunidades (Anexo A)
(“Projeto Imagine”, 2014).

Os marcadores moleculares utilizados nos protocolos de
interesse do presente trabalho, o AT3-I/D e PV92-Alu, ndo estdo
relacionados a diagndsticos funcionais, ou implicagdes fisioldgicas, ou
médicas, permitindo o seu uso em aspectos didaticos, sem maiores
implicagdes éticas (RAZZERA; HOFMANN; RAMOS, 2015). Eles
possuem polimorfismo do tipo Inser¢do ou Delecdo (de 76 pares de
base) e Insercdo Alu (com cerca de 300 pares de base), respectivamente.
Dependendo do tipo de polimorfismo presente em cada individuos, a
determinacdo do genétipo apresenta-se pelo tamanho dos fragmentos
diferentes, com a presenga de alelos mais curtos ou alelos mais longos
(MUNIZ, 2008).

Além da aplicagdo das atividades em comunidades que fazem
parte do publico-alvo do projeto, elas também sdo, desde 2015,
ministradas para alunos do curso de Graduagdo em Ciéncias Biologicas,
na forma de aulas praticas para a disciplina de Biologia Molecular |
(BEG7013) da UFSC. Esse caso ilustra a alta plasticidade da ferramenta
como recurso didatico (PROJETO IMAGINE, 2015). No entanto, falhas
nas técnicas foram detectadas durante as aplicagdes do modulo nas aulas
préticas e, por esse motivo, o presente trabalho buscou a otimizagdo dos
protocolos que envolvem desde a extragdo do DNA até a sua analise
final. A padronizagdo levou em conta o cardter dos protocolos, que
buscam ter um perfil relativamente acessivel, visando, principalmente, a
falta de recursos em instituicdes de ensino ou extensdo, e levando em

1  http://projetoimagine.ufsc.br


http://projetoimagine.ufsc.br/
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consideragdo o tempo de execugdo e riscos em potencial, como o ndo
uso substancias nocivas.

Pretende-se, com os resultados aqui obtidos, a imediata
modificagdo e atualizagdo dos protocolos, para que estejam disponiveis
a aplicagdo direta em comunidades e sala de aula, bem como no site do
Projeto Imagine, para que assim sejam amplamente utilizados para fins
de ensino e divulgacao cientifica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo a otimizagdo de trés
protocolos usados para extracdo e analise de DNA humano, buscando
um perfil tecnicamente acessivel e eficiente, para a execu¢do, mesmo
com recursos limitados, em projetos de ensino ou de extensao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Otimizagdo de um protocolo de extracdo de DNA humano a
partir do material celular coletado da mucosa bucal com caréter de baixo
custo e invasividade, com rapidez;

. Padronizagdo de um protocolo de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando dois marcadores genéticos informativos de
ancestralidade humana: AT3-I/D e PV92-Alu;

. Padronizacdo de um protocolo de eletroforese visando a
genotipagem humana, sem a utilizagdo de substancias nocivas para as
pessoas envolvidas.



3 MATERIAL E METODOS

Alguns protocolos das técnicas moleculares do mdédulo “DNA,
diversidade e hereditariedade” do Projeto Imagine, aqui analisados e
aperfeigoados, sdo adaptacdes de protocolos utilizados previamente no
LAPOGE e LGC. Ambos os laboratorios de pesquisa pertencem ao
departamento de Biologia Celular Embriologia e Genética (BEG) da
UFSC. Outros protocolos se basearam em metodologias disponiveis
comercialmente.

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 doacdo do material
bioldgico consistiram em discentes e docentes da UFSC que assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.1  EXTRACAO DE DNA GENOMICO HUMANO

No moédulo do projeto Imagine, acima mencionado, o protocolo

de interesse, intitulado: “Etapa 1 — Extracdo de DNA” (Anexo A, p. 70),
utilizava como fonte de material bioldgico a mucosa bucal humana.
Essa fonte de células para extracdo de DNA ja era bastante conhecida,
sendo inclusive utilizada em kits comerciais facilmente disponiveis, mas
de custo elevado, como os produtos: blackPREP Swab DNA Kit da
Analytik Jena, Maxwell® RSC Buccal Swab DNA Kit da Promega e
outros (ANALYTIK JENA, 2018; PROMEGA, 2018).

O objetivo inicial de se utilizar essa fonte de material biologico
nas comunidades, era sua maior simplicidade e menor invasividade,
quando comparada a outras fontes classicamente usadas, como sangue,
obtido através de coleta por profissional habilitado.

Os materiais necessarios para uma amostra descritos no protocolo
inicial sdo: 15 mL de solu¢do de sacarose 3%; dois microtubos de 1,5
mL; espatula de madeira (do tipo abaixador de lingua); copo
descartavel; centrifuga; 500 pL por amostra do reagente para extragdo
de DNA (DNAzol® da marca Invitrogen); 500 pL de etanol absoluto
gelado; 1,6 mL de etanol 75% gelado; micropipetas de 100 pL e 1000
uL; e 100 pL de dgua Milli-Q®.

O procedimento inicia com a raspagem da mucosa bucal do
voluntario com uma espatula de madeira por 10 segundos em cada lado.
Em seguida, ¢ feito um bochecho com 15 mL de solugdo de sacarose 3%
por 2 minutos, o volume obtido ¢ despejado em um copo ¢ a espatula da
raspagem ¢ imersa neste produto do bochecho. Em seguida, 1 mL do
produto do bochecho ¢ transferido para um microtubo de 1,5 mL. Esse
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microtubo ¢ centrifugado a uma for¢ca de 500 g por 5 minutos. O
sobrenadante ¢ descartado, 500 pL de DNAzol® sdo adicionados e o
conteido do tubo é homogeneizado, por inversdo. Em seguida, faz-se
uma centrifugacdo por 10 minutos e 12.400 g. O sobrenadante ¢
transferido para um novo microtubo de 1,5 mL. Nesse volume, sdo
adicionados 500 pL de etanol absoluto gelado. Apds centrifugar o
microtubo por 3 minutos a 7000 g, o sobrenadante ¢ descartado. S&o
adicionados 800 pL de etanol 75% gelado. A homogeneizacdo e
centrifugag¢do subsequentes ocorrem nas mesmas condigdes anteriores.
Ao descartar o sobrenadante, a lavagem do DNA, feita no passo
anterior, deve ser repetida. Apos a segunda lavagem, o sobrenadante ¢é
descartado e adiciona-se 100 pL da agua ultrapura Milli-Q® para
diluicdo do DNA. Para uma melhor preservacdo as amostras devem ser
conservadas a uma temperatura de -20°C.

As variaveis que foram testadas com o objetivo de otimizar o
protocolo, foram: o volume (0,25 mL, 0,5 mL e 0,75 mL) de DNAzol®
por amostra ¢ o tipo de solvente no qual a amostra final de DNA ¢
diluida: em agua Milli-Q® ou NaOH a 8 mM (conforme recomendado
pelo fabricante do produto DNAzol®).

3.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O protocolo inicial que serviu como base, intitulado: “Etapa 2:
Amplificacdo de DNA humano por PCR” (Anexo A, p. 72), apresentava
os seguintes materiais a serem utilizados para uma amostra ou reagao:
micropipetas de 10 e 100 pL; termociclador (HB-Px2-MAN Thermal
Cycler — Companhia Thermo Electron ou Mastercycler® personal —
Eppendorf); tubos de 0,2 mL e 1,5 mL. O protocolo utilizava esses
materiais para reunir os reagentes elencados na Tabela 1 em microtubos
de 0,2 mL.
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Tabela 1 — Reagentes utilizados na reacdo em cadeia da polimerase
Volume (uL) para  Concentragao final

Reagente uma reacio (1X) na reacio
Agua Milli-Q® 14,37 -
Tampao' (com MgCl2) 5 1X (1.5mM MgCl2)

dNTP 0,5 0,2mM

Primer R 1 0,8 uM

Primer F 1 0,8 uM

Taq Polimerase? 0,13 1,25u
DNA gendmico 3 -
Volume final 25 -

Fonte: Tabela adaptada a partir do modulo “DNA, diversidade e
hereditariedade” (“Projeto Imagine”, 2014).

! Tampao utilizado: 5X Colorless GoTaq® Reaction Buffer (Promega).

2 Enzima utilizada: GoTaq®, DNA Polymerase (Promega) Su/pL.

Diferente dos protocolos classicos, que utilizam DNA gendmico
a uma concentragdo especifica, em nosso caso, por ndo dispormos de
equipamento que possibilite a dosagem do DNA extraido no local de
aplicagdo do mddulo, optamos por utilizar um protocolo com volume
especifico de DNA (de 3 pL) que ndo foi previamente dosado nem
diluido a uma concentragdo especifica.

As mesmas condi¢des iniciais de PCR foram utilizadas para os
dois marcadores moleculares, AT3-I/D e PV92-Alu. Os primers e
outras informagdes relevantes sobre os marcadores utilizados sdo
descritos a seguir (Quadro 1).
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Quadro 1 - Informagdes sobre os dois marcadores moleculares
informativos de ancestralidade utilizados: AT3-1/D e PV92-Alu
Alelo e
T Tino Localizagdo Sequéncia dos Primers Tamanho do
p Cromossomica (5°-3%) fragmento
(pb)
AT3-/D | InDel? 1a25.1 F: 5 CCACAGGTGTAACATTGTGT 3’ 1: 496
(1s3138521)' | (76pb) q<-. R: 5" GAGATAGTGTGATCTGAGGC 3° 2:572
PV92-Alu | Inser¢do 164233 F: 5 AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT 3| 1:~150
(rs3138523)! Alu qz>. R: 5TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG 3’ 2 450

Fonte: Tabela adaptada de Muniz, 2008 (p.45).

! — Referéncia do AIM em bancos de dados publicos, como o repositorio
de polimorfismos dbSNP (disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).

2 — Insercdo ou Dele¢@o de um fragmento de 76 pb.

O marcador AT3-1/D, apresenta dois alelos, um com 496 e outro
com 572 pares de base (pb). J4 o marcador PV92-Alu apresenta um
alelo de aproximadamente 450 e outro de aproximadamente 150 pb (ver
Quadro 1).

Ap0s o preparo das amostras, os microtubos eram colocados em
um termociclador, sob condigdes de variagdo de temperatura descritas
na Tabela 2, para que a amplificacio do DNA ocorresse. Apds a
amplificago, as amostras foram armazenadas a -20 °C.

Tabela 2 — Condigdes da PCR para os AIMs: AT3-I/D e PV92-Alu
Estdgio Temperatura (°C) Tempo (minutos) Repeti¢des

1 94 5 1
Passo 1 2 94 1 30
Passo 2 2 58 2 30
Passo 3 2 72 2 30
3 72 5 1
Final 4

Fonte: Tabela adaptada a partir do modulo “DNA, diversidade e
hereditariedade” (“Projeto Imagine”, 2014).

As variaveis testadas, a fim de otimizar a técnica de PCR, que
ndo vinham funcionando a contento, onde a PCR ndo apresentava
amplificagdes ou ainda amplificagdes falhas, foram: concentragdo (0,4
ou 0,8 uM) e origem e local de armazenamento dos primers (Freezer do
LGC/Projeto Imagine ou freezer do LAPOGE); volume de DNA (3, 6
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ou 9 puL); e temperatura de anelamento (entre 47 °C e 61 °C). O teste de
primers de dois estoques diferentes se deveu a nossa suspeitas de que as
aliquotas do LGC/Projeto Imagine pudessem estar degradadas ou
contaminadas, devido a sucessivas viagens do Projeto Imagine.

33 ELETROFORESE

De acordo com o protocolo intitulado: “Etapa 3: Confeccdo de
gel de agarose 1%, aplicagdo das amostras e eletroforese” (Anexo A, p.
73), utilizaram-se os seguintes materiais: agarose, solucdo 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 possui os
seguintes tamanhos: 50, 100, 150, 200, 250 (banda mais brilhante), 300,
400 e 500 pb. A concentracdo de 1% de agarose era recomendada no
protocolo original, mas uma concentragcdo de 2% foi utilizada ao longo
das padronizagdes do presente trabalho, com base em testes preliminares
anteriores a elee. O TBE 5x, composto por  Tris
(tris(hidroximetil)aminometano a 445mM), acido bérico (445mM) e
EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético a SmM), foi diluido 10 vezes
para a solugcdo de trabalho (0,5x). As condi¢des de corrida variaram
conforme o tamanho da cuba disponivel. Em uma cuba com gel maior,
voltagens e amperagens maiores foram utilizadas para que o tempo de
corrida fosse mantido o mesmo. Sendo assim, utilizamos as seguintes
condicdes (teto ou limite méaximo de cada pardmetro) para um gel de 10
x 10 em: 150 V, 300 mA, 100 W por 40 minutos; ¢ em um gel de 20 x
20 cm: 300 V, 200 mA, 100 W por 40 minutos. Para cada amostra
aplicada utilizou-se 2 pL do corante Safer (Kasvi) e 10 uL. de produto
de PCR. No caso do Ladder, utilizou-se 1 pL do corante ¢ 5 pL de
Ladder. O sistema de Fotodocumentagdo movel utilizado, que pertence
ao Projeto Imagine, foi o L-Pix STi da Loccus Biotecnologia.

Dentre as variaveis testadas, a fim otimizar a técnica de
eletroforese, estdo: quantidades totais de corante Safer (Kasvi) e
diferentes concentra¢des de produto de PCR (dilui¢Ges de: 1X, 5X, 10X
e 70X); diferentes volumes de marcador de peso molecular e corante
Safer (Kasvi); tipo ¢ marca do corante: Safer (Kasvi), UniSafe Dye
(20,000x) Uniscience ou Brometo de Etidio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, nas figuras que ilustram os resultados obtidos,
utilizaremos a seguinte denominacdo para identificagdo dos trés
diferentes genotipos referentes a cada um dos dois marcadores, AT3-1/D
e PV92-Alu, aqui analisados: “11” quando se observa a presenga dos
dois alelos de menor peso molecular, ou seja, quando o individuo é
homozigoto para o alelo correspondente a banda baixa; “22” quando ha
a presenca dos dois alelos de maior peso molecular, ou seja, genotipo
homozigoto para a banda alta; e “12” quando se observa a presenca de
um alelo de maior e outro de menor peso molecular, ou seja, genotipo
heterozigoto com bandas alta e baixa. E importante lembrar que o
marcador AT3-I/D apresenta dois alelos, sendo o alelo 1 de 496 pares de
base (pb) e o alelo 2 de 572 pb. Ja o marcador PV92-Alu apresenta o
alelo 1: ~150 pb e 2: ~450 pb (ver Quadro 1).

A sequéncia experimental aqui apresentada, agrupada por
técnicas (ou seja Extragdo de DNA, PCR e Eletroforese), ndo equivale a
sequéncia experimental feita cronologicamente. Por esse motivo, um
diagrama foi elaborado e pode ser visto a seguir (Figura 1) apresentando
a sequéncia cronoldgica dos testes feitos. Apds cada teste, as variaveis
testadas foram sendo ajustadas conforme seguiamos para o teste
seguinte. Nas notas de cada figura, nos resultados em sequéncia, é
possivel consultar as condi¢des especificas de cada teste. As amostras de
DNA gendmico usadas nos testes, feitos sem duplicata, possuiam
gendtipo previamente conhecido.

Todos os testes aqui apresentados foram feitos com o marcador
AT3-I/D, com excecdo das figuras 9 e 13, que incluem o marcador
PV92-Alu e a figura 10 que se refere a um teste com o marcador de peso
molecular (Ladder). Os testes e padronizac¢des feitos com o marcador
AT3-1/D, que era o que apresentava maiores dificuldades histéricas em
nosso Projeto para sua amplificagdo, foram imediatamente utilizadas
para padronizagdes de protocolo do marcador PV92-Alu que respondeu
bem a tais modificagdes.
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Figura 1 — Diagrama esquematico da sequéncia cronoldgica dos testes
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EXTRACAO DE DNA GENOMICO HUMANO

Na ficha de dados do kit DNAzol®, para extragdo de DNA

gendmico, ¢ altamente recomendado pelo fabricante o uso de NaOH no
processo de diluigdo final do DNA. Ha ainda na mesma ficha um alerta
sobre a ndo solubilizagdo total do DNA em 4gua (LIFE
TECHNOLOGIES, 2001). No entanto, dados nd3o publicados do
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Laboratorio de Genética do Comportamento (LGC) sobre o uso deste
mesmo reagente para extracdo de DNA animal, indicavam que a agua
era um bom solvente, enquanto que o NaOH poderia ter influéncia
prejudicial em uma posterior reagdo de PCR.

Por esse motivo, decidiu-se testar se ha interferéncia destes dois
tipos de solventes na solubilizagdo do DNA extraido através do presente
protocolo, e se isso geraria alteragdo na qualidade das bandas dos
produtos de PCR observados no gel. Simultaneamente decidiu-se testar
diferentes volumes de DNAzol® no processo de extragdo do DNA
humano.

Os resultados do teste com diferentes volumes de DNAzol®
utilizados (250, 500 e 750 pL) na extragdo de DNA genOmico e
variando o tipo de solvente (agua Milli-Q® ou NaOH) no qual a amostra
final de DNA ¢ diluida, podem ser vistos a seguir:

Figura 2 — Teste com diferentes volumes de DNAzol® (250, 500 e 750
uL) e dois tipos de solventes (Agua Milli-Q ou NaOH) utilizando o

marcador genético AT3-I/D
Agua Milli-Q®

DNAzol:

Genétipo: |

Marcador genético utilizado: AT3-1/D. Os niimeros 250, 500 e 700 representam
os volumes de DNAzol® em pL. As nove primeiras amostras tiveram suas
dilui¢des finais em agua Milli-Q® e as nove ultimas em NaOH (8 mM). Na
reacdo de PCR foram utilizados 9 pL de DNA gendmico e concentragdo dos
primers a 0,4 pM.

Ao observar a figura 2, é possivel perceber, comparando os
solventes dgua Milli-Q® e NaOH, que as amostras que amplificaram
geraram bandas de qualidade semelhante. Apesar disso, o tipo de
solvente Agua Milli-Q® pareceu apresentar, em menores concentragdes
de DNAzol®, melhores resultados, assim como em maiores
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concentragdes o solvente NaOH apresentou bandas mais fortes. No
entanto bandas inespecificas para o genotipo 11 foram mais evidentes
nos tratamentos com NaOH. E possivel concluir que, apesar de no
protocolo do kit DNAzol® haver o alerta sobre a ndo solubilizagdo total
do DNA em agua, nenhuma interferéncia importante foi detectada no
presente experimento. Na literatura, alguns artigos apresentam
protocolos que usam, na suspensao final de DNA, agua Milli-Q® ou até
mesmo agua destilada estéril (MADHAD; SENTHEIL, 2015; TAN;
YIAP, 2009). Consideramos que, por questdo de economia e eficiéncia,
0 uso de agua deveria ser mantido.

Em relacdo aos volumes de DNAzol® testados, conforme
observado na mesma figura, as amostras de genotipo 22 amplificaram
com todas as quantidades testadas, independentemente do solvente. J& as
amostras de 11, amplificaram apenas quando extraidas com 250 pL de
DNAzol®, independentemente do solvente. Levando em conta essas
observagdes, consideramos que o uso de 250 puL de reagente apresentou
melhores resultados.

A partir desse experimento, por uma questdo de economia e
eficiéncia, decidiu-se alterar a quantidade de DNAzol® do protocolo
inicial de 500 para 250 pL e manter a solubilizagdo em agua Milli-Q®,
assim como vinha sendo realizado na extracdo de DNA animal havia
alguns anos.

42  REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Conforme o protocolo fornecido pelo fabricante da enzima aqui
utilizada (Tag-polimerase), a concentra¢do recomendada de cada um dos
pares de primers na reagdo de PCR pode variar entre 0,1 ¢ 1,0 uM
(PROMEGA CORPORATION, 2018), sendo a mesma faixa de
concentragdo também recomendada na literatura (BUTLER, 2012). No
protocolo inicial do Projeto Imagine, a concentracdo utilizada dos
primers na reacao final era de 0,8 uM. Nos protocolos utilizados no
LAPOGE, que colaborou conosco ao longo de todo presente projeto, os
mesmos primers eram utilizados em uma concentragéo final de 0,4 uM.
Desse modo, decidiu-se testar os primers do estoque do Projeto Imagine
nas duas concentra¢cdes mencionadas, bem como utilizar uma aliquota
de primers doados pelo LAPOGE a 0,4 pM.

Os resultados do teste com duas diferentes concentragdes (0,4 e
0,8 uM) e com os primers de duas origens distintas (Projeto Imagine e
LAPOGE), podem ser vistos a seguir:
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Figura 3 — Teste com diferentes concentragdes (0,4 € 0,8 uM) e origens
dos primers utilizando o marcador AT3-1/D

Origem: | Projeto Imagine
Concentraciio: 0.4 pnM 0,8 nM
e

Gemdtipn: 22 12 12 11 C 2 1 b AR b

Marcador genético utilizado: AT3-I/D. 0,4 e¢ 0,8 uM: concentragdes dos
primers nas reagcdes de PCR. Dez primeiras amostras: com primers do Projeto
Imagine, em concentragdes distintas. Cinco ultimas amostras: com primers
doados pelo Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) da UFSC.
(C-): controle negativo, utilizando agua Milli-Q® no lugar do DNA gendmico.

A partir da figura 3 ¢ possivel observar, nas amostras do Projeto
Imagine com 0,4 ¢ 0,8 uM, uma qualidade levemente superior na nitidez
das bandas com 0,4 uM. Por essa razdo e por uma questdo de economia,
decidiu-se alterar a concentrago original do Projeto Imagine de 0,8 para
0,4 uM. No que diz respeito as reagdes com 0,4 uM de concentragdo, na
figura 3, tanto aquelas testadas com primers estocados no LGC/Projeto
Imagine quanto aquelas com primers estocados do LAPOGE,
apresentaram intensidades semelhantes de brilho, com uma diferenca
observada apenas no gendtipo 22, por uma possivel falta de DNA
gendmico na 12* amostra e excesso na 6, causadas por falha técnica.
Considerando as outras amostras, esse teste indicou que os primers do
Projeto Imagine estavam funcionando de forma adequada, levemente
superior aos observados com os primers do LAPOGE.

Ainda na figura 3, podemos observar que, para o marcador
AT3-1/D, o gendtipo heterozigoto 12 apresenta os dois alelos esperados,
um mais curto com um tamanho de 496 pb, ¢ um mais longo com um
tamanho de 572 pb (MUNIZ, 2008). Além desses dois tamanhos
esperados, podemos perceber que, nos primeiros individuos 12
(amostras 2, 7 ¢ 12) uma terceira banda inespecifica acima da banda de
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572 pb ¢é observada, com mais de 700 pb. No presente trabalho, alguns
géis mostrados a seguir trardo essa banda inespecifica de amostras de
individuos diferentes, mas genotipicamente iguais (12). E importante
que consideremos aqui apenas as duas bandas especificas (de 572 e 496
pb) abaixo da inespecifica. Possiveis solu¢des para esse problema de
inespecificidade, ndo testadas no presente trabalho, seriam o
sequenciamento para identificacdo do que s@o esses fragmentos maiores
ou ainda o aumento da temperatura de anelamento dos primers.

Considerando a baixa concentracdo da maioria das amostras de
DNA genomico extraidas com o protocolo do Projeto Imagine, que
encontram-se quase sempre na faixa de 0 a 5 ng/pL, e com o objetivo de
melhorar o brilho e qualidade das bandas, decidiu-se testar maiores
volumes de DNA genomico usados na reacdo de PCR. Deve-se notar
que, em funcdo da natureza da utilizagdo do presente protocolo, em
comunidades ou salas de aula que ndo dispdem de aparelhos de medigdo
de concentragdo de DNA, nosso objetivo é usar DNA humano sem
dosagem prévia e sem ajuste nas suas concentragdes originais.

Os resultados do teste com diferentes volumes de DNA
gendmico (3, 6 ou 9 uL) na reacdo de PCR podem ser vistos a seguir
(Figura 4). As amostras 12 e 11, testadas na figura 4, foram dosadas por
espectrofotometria e possuiam uma concentragdo de aproximadamente 1
ng/ulL de DNA genomico.
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Figura 4 — Teste com diferentes volumes de DNA gendmico na reagdo
de PCR, utilizando o marcador AT3-I/D

6pLl_ | | OuL_ |

Volume: | 3.]_[1: | |

Cenétipo: 12 11 12 11 12 1Y

Marcador genético utilizado: AT3-I/D. Os numeros de 3, 6 ¢ 9 pL representam
os volumes de DNA gendmico nas rea¢cdes de PCR. A concentragdo de primers
utilizada foi de 0,4 pM.

Na figura 4 podemos observar que o aumento no volume de
DNA gendmico utilizado na reacdo de PCR gerou um aumento no brilho
das bandas. As amostras com 3 pL. de DNA apresentaram bandas muito
fracas e de dificil identificagdo dos genotipos. Em protocolos tipicos de
amplificagdo por PCR, a concentracdo o6tima de DNA gendmico na
reag@o de PCR pode variar de 1 a 10 ng (BUTLER, 2012).
Considerando os resultados obtidos a partir da figura 3, decidiu-se
alterar o volume de DNA gendmico de 3uL, utilizado originalmente nos
protocolo do Projeto Imagine, para 9 pL por reagdo. Sendo assim, para
manter o volume total final da reagdo de 25 pL, com o aumento no
volume de DNA gendmico adicionado, houve a compensagdo através da
diminui¢do do volume acrescentado de agua Milli-Q® na reagdo, que
passou de 14,37 para 8,37 uL.

Para identificacdo de possiveis problemas na temperatura de
anelamento, testes de gradiente de temperaturas foram feitos e seus
resultados podem ser observados nas figuras 5, 6, 7 ¢ 8 a seguir.
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Figura 5 — Gradiente de temperaturas de anelamento: 53-61.4 °C (AT3-

Marcador genético utilizado: AT3-I/D. Os nimeros de 53 a 61.4 sdo as
temperaturas de anelamento (em °C) utilizadas em cada uma das reagdes.
Durante a extragdo utilizou-se 250 pL de DNAzol e solvente Agua Milli-Q. Na
PCR utilizou-se na reag@o a concentracdo de primers de 0,4 uM e o volume de
DNA genémico de 9 pL.

Como verificamos, a partir da figura 5 que temperaturas mais altas que
58 °C resultaram na ndo amplificagdo com o gendtipo 22, os testes

seguintes foram realizados em uma faixa mais baixa de temperatura de
47 a 50 °C.
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Figura 6 — Gradiente de temperaturas de anelamento: 47-58.2 °C com

T(C): 47 47.3 479 49

Marcador genético utilizado: AT3-1/D, genodtipo HA. Os niimeros de 47 a 58.2,
sdo as temperaturas de anelamento (em °C) utilizadas em cada uma das reagdes.
Durante a extragdo utilizou-se 250 pL de DNAzol e solvente Agua Milli-Q. Na
PCR utilizou-se na reagdo a concentra¢do de primers de 0,4 uM e o volume de
DNA genémico de 9 pL.

Figura 7 — Gradiente de temperaturas de anelamento: 47-58.2 °C com
geno6tipo 11 (AT3-1/D

Genétipo 11

T(°C): 47 47.3 47. : 0.2 i e ] |

(pb)

Marcador genético utilizado: AT3-1/D, genotipo HB. Os numeros de 47 a 58.2,
sdo as temperaturas de anelamento (em °C) utilizadas em cada uma das reagdes.

Durante a extragio utilizou-se 250 pL de DNAzol e solvente Agua Milli-Q. Na
PCR utilizou-se na reagdo a concentracdo de primers de 0,4 uM e o volume de
DNA gendmico de 9 pL.
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Figura 8 — Gradiente de temperaturas de anelamento: 47-58.2 °C com
genotipo 12 (AT3-1/D

Genotipo 12

T(C): 47 473 479 49 .3 B - 1 |

Marcador genético utilizado: AT3-1/D, gendtipo HE. Os niimeros de 47 a 58.2,
sdo as temperaturas de anelamento (em °C) utilizadas em cada uma das reagdes.
Durante a extragdo utilizou-se 250 pL. de DNAzol e solvente Agua Milli-Q. Na
PCR utilizou-se na reagdo a concentracdo de primers de 0,4 uM e o volume de
DNA genémico de 9 pL.

Conforme os procedimentos classicos de PCR (KRAMER;
COEN, 2001) e em acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante da
Tag-polimerase aqui utilizada, a temperatura de anelamento
recomendada deve ser ajustada idealmente para cada par de primers,
podendo variar de 42 a 65 °C (PROMEGA CORPORATION, 2018).
Isso ocorre devido as propriedades de hibridizacdo diferentes das
sequéncias iniciadoras (BUTLER, 2012). Ferramentas disponiveis na
internet possibilitam calcular as temperaturas tedricas ideais de
anelamento com base nas sequéncias dos primers. Segundo a Tm
Calculator, a temperatura ideal de anelamento para os primers do
marcador AT3-I/D ¢ 48 °C e para o marcador PV92-Alu ¢ 48,6 °C.
Ainda se sugere que, para uma otimizacdo da temperatura de
anelamento, é recomendado um teste de gradiente de temperaturas para
determinacdo empirica (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017).

A partir de nossos testes de gradiente das temperaturas de
anelamento (figuras 5, 6, 7 ¢ 8), foi possivel observar que a alteragdo na
temperatura interferiu na amplificagdo, alterando a qualidade das bandas
no gel. As amostras dos géis testando 11 e 22 apresentaram-se mais
brilhantes e com bandas mais definidas do que 12. Essa variagdo



52

provavelmente ocorreu devido a variagdes circunstanciais no momento
da extragdo do DNA gendmico que s@o caracteristicas do presente
protocolo. Para 12 (Figura 8) apenas dentro da faixa entre
aproximadamente 53 a 57 °C foi possivel perceber uma amplificagdo
razoavel. Na figura 7, é possivel observar ainda que em temperaturas
menores ou iguais a 48 °C, uma sutil banda inespecifica aparece na
altura de 300 pb. Considerando essas observagdes, definiu-se que a
temperatura de anelamento ideal, para nossas condi¢des especificas,
seria 55 °C. Esta também foi aplicada para o marcador PV92-Alu por
questdes praticas na execugdo da técnica de PCR. Testes subsequentes
ndo publicados mostraram que essa temperatura mostrou-se adequada
aos dois marcadores.

43 ELETROFORESE

No decorrer dos testes anteriores, percebeu-se, em alguns
momentos, que a altura das bandas no gel estavam sofrendo
interferéncia durante a corrida, pois as mesmas ndo eram encontradas
nas posi¢des esperadas em fun¢do do seu tamanho conhecido em pares
de base, quando comparadas a referéncia de peso molecular. Além
disso, como pode ser observado nas figuras 1, 2, 4 e 5, frequentemente
amostras de gendtipos idénticos, mesmo migrando lado a lado,
produziram bandas com alturas diferentes, o que ¢ incompativel com os
principios da eletroforese.

Nossa hipotese foi a de que o corante de DNA que vinha sendo
usado estava de alguma forma interferindo na velocidade de migragéo
das bandas.

Por esse motivo, testes foram feitos para comparar a altura de
amostras geneticamente idénticas, utilizando-se o corante Safer (Kasvi)
e o corante classico Brometo de Etidio, utilizado aqui como controle
positivo (Figura 9). O Brometo de Etidio ¢ bastante perigoso por ser
altamente mutagénico, sua manipulagdo exige muitos cuidados (ZAHA;
FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). Por envolver publicos-alvo como
comunidades ou sala de aula, esse corante ndo ¢ uma opgdo viavel para
o presente protocolo.
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Figura 9 — Teste com dois diferentes corantes: Safer (Kasvi) e Brometo
de Etidio utilizando os marcadores AT3-1/D e PV92-Alu

(pb)
S
A0

=]

Marcadores genéticos utilizados: AT3-1/D e PV92-Alu. Corantes utilizados: (A)
Safer (Kasvi) e (B) Brometo de Etidio. Durante a extragdo utilizou-se 250 uL de
DNAZzol e solvente Agua Milli-Q. Na PCR utilizou-se na reagao a concentragao
de primers de 0,4 pM, volume de DNA gendmico de 9 pL e temperatura de
anelamento de 55 °C.

Conforme presumido, ¢ possivel observar nos resultados da
figura 9 que o corante Safer (Kasvi), em algumas ocasides, ¢ capaz de
alterar a altura da banda de amostras geneticamente idénticas,
interferindo na fidelidade da genotipagem. Pode ser observado na 2% e 3%
amostras (A), com genoétipos 12 referentes ao marcador PV92-Alu, que
a banda do alelo mais alto (de 450 pb) encontra-se em uma altura maior
que 500 pb. Ainda na mesma figura, nos genotipos referentes ao
marcador AT3-I/D, a segunda (22) e terceira (12) amostra possuem
tamanhos maiores do que os tamanhos de fragmentos esperados para
seus alelos. Comparativamente, no gel com o corante Brometo de Etidio
(B), todos os tamanhos de fragmentos dos gendtipos testados
apresentaram alturas dos tamanhos esperados.

Apds entrar em contato com a empresa responsavel pela
produgdo do corante Safer, mostrando os dados obtidos na figura 9,
obtivemos a resposta de que estariamos utilizando quantidades desse
corante adicionado ao marcador de peso molecular erradas e que isso
afetaria a nossa correta genotipagem, pois alteraria a posi¢do correta das
bandas de referéncia de peso molecular. A propor¢do indicada pelo
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fabricante era de 5 pL de marcador de peso molecular misturado com 1
pL do corante. Em momentos anteriores e no gel da figura 9, chegamos
a utilizar uma proporgdo de 3:2 na tentativa de tornar o marcador de
peso molecular mais brilhante. Por esse motivo, testamos em seguida
diferentes quantidades de corante de DNA e de marcador de peso
molecular para testar se as propor¢des destes dois componentes podem
alteram as alturas das bandas (Figura 10).

Figura 10 — Teste com diferentes volumes de marcador de peso
molecular e corante Safer (Kasvi)

5+5 5+1 10+2 10+0,5 10+1

(pb)
500 —
400 —

2501
200
150 M—
100 —

50—

Volume de Corante ¢ Marcador de peso molecular (uL): (x + y) onde x =
volume do marcador de peso molecular ¢ y = quantidade de corante Safer
(Kasvi).

Podemos observar na figura 10 que a propor¢do de DNA e
corante podem afetar a corrida do DNA no gel. Todas as amostras de
marcador de peso molecular, do segundo ao quinto pogo, apresentaram
as mesmas alturas de banda para todas as proporgoes testadas. Porém, a
primeira amostra apresenta todas as bandas levemente acima,
provavelmente devido a interferéncia da maior propor¢do de corante.
Sugere-se que, diferente das grandes, as variagdes pequenas na
propor¢do ndo afetam na migragdo dos fragmentos.

Seguindo a recomendagdo do fabricante de utilizagdo de 1 pL
de corante a cada 5 pL de amostra contendo no minimo de 20ng de
DNA (KASVI, 2015), decidiu-se entdo fazer testes com diferentes
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volumes e dilui¢cdes de produto PCR ou corante (figura 11). Nesse teste,
quatro diferentes proporgdes de produto PCR, agua e corante Safer
(Kasvi), foram testadas, sendo elas: (1) 5:0:1; (2) 10:0:1; (3) 5:5:1 e (4)
1:9:1. A amostra de DNA utilizada, de genétipo HE (AT3-I/D), foi
dosada e apresentava 251 ng/uL, portanto, bem mais do que o minimo
indicado pelo fabricante.

Figura 11 — Teste com diferentes volumes e dilui¢des de produto da
PCR com corante Safer (Kasvi) com marcador AT3-I/D (geno6tipo 12)

Marcador genético utilizado: AT3-I/D, genotipo HE. 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/ uL. Durante a extragéo utilizou-se 250
puL de DNAzol e solvente Agua Milli-Q. Na PCR utilizou-se na reagdo a
concentragdo de primers de 0,4 uM, volume de DNA gendémico de 9 uL e
temperatura de anelamento de 55 °C.

Apesar de a amostra 1 corresponder exatamente as proporcdes
de DNA/corante indicadas pelo fabricante, observa-se que ela se
apresentou acima dos tamanhos esperados dos fragmentos para o
gendtipo 12 (AT3-1I/D), que deveria apresentar duas bandas especificas
de 496 e 572 pb (além da banda inespecifica mais alta, ja observada
anteriormente). J4 a amostra 2, que tinha o dobro do volume de produto
PCR em relacdo ao recomendado, para 1uL de corante, apresentou a
altura correta dos fragmentos. Na amostra 3, o produto de PCR foi
diluido e apresentou um desvio das bandas para cima, assim como o que
ocorreu na amostra 1. Em relagdo a amostra 4, com o produto PCR
diluido 10 vezes, € possivel perceber um grande desvio na altura dos
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fragmentos, muito acima dos tamanhos esperados. A partir desse teste ¢
possivel concluir que ha altera¢des produzidas pelo corante na altura das
bandas, corroborando com a hipdtese de que variagdes na proporg¢do de
DNA/corante Safer (Kasvi) alteram a velocidade de migragdo dos
fragmentos.

Em seguida, com o objetivo de continuar corroborante nossa
hipotese, 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
(Figura 12), para avaliar o quanto a propor¢do entre DNA e corante
altera a altura das bandas e, além disso, verificar se a quantidade minima
de DNA recomendada pelo fabricante (20 ng de DNA em 5 pL de
amostra, ou seja, 4 ng/ul. de DNA) seria de fato suficiente para a
realizacdo da genotipagem. Nem todos os casos, a quantidade de corante
utilizada foi de 1 pL para Syl de produto de PCR, nas diferentes
diluicdes.

Figura 12 — Teste corante Safer (Kasvi) com diferentes concentragdes
de produto PCR com marcador AT3-1/D (genotipo 11)

1X 5X 10X 70X

Marcador genético utilizado: AT3-I/D. Dilui¢des: (1X) =276 ng/ uL; 5X = 55,2
ng/uL; 10X = 27,6 ng/uL; 70X = 4 ng/uL. Quantidade de corante utilizada: 1
pL de Safer (Kasvi) para 5 pL de produto PCR. Durante a extragdo utilizou-se
250 pL de DNAzol e solvente Agua Milli-Q. Na PCR utilizou-se na reagdo a
concentragdo de primers de 0,4 uM, volume de DNA gendomico de 9 pL e
temperatura de anelamento de 55 °C.
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Na figura 12, ¢é possivel ver que as amostras com dilui¢des de
1X e 5X, que deveriam estar proximas a posi¢ao de 500 pb, apareceram
a aproximadamente 600 e 700 pb, respectivamente. E importante
observar que, essas duas amostras respeitaram o limite minimo de
nanogramas de DNA estabelecido pelo fabricante e, apesar disso,
sofreram alteragdes significativas em suas corridas. Ja as dilui¢cdes de
10X e 70X, que também respeitam esse limite minimo (sendo que a de
70X corresponde exatamente a ele), mostram claramente que os dados
do protocolo proposto pelo fabricante do corante Safer (Kasvi) ndo
conferem. O corante s6 ndo interferiu novamente na corrida dos
fragmentos, como pode ser observado na amostra de 10X, como
também ndo corou os fragmentos com limite minimo estabelecido,
conforme observado na amostra com dilui¢ao de 70X.

Ao longo desse e de outros experimentos, percebeu-se que
bandas mais fracas, e portanto, com menores quantidades de DNA,
estavam mais sujeitas a sofrerem uma interferéncia, neste caso de
desaceleracdo de corrida, pelo corante Safer (Kasvi) durante a
eletroforese.

Com as figuras 11 e 12 analisadas conjuntamente, ¢ possivel
concluir que, conforme aumentamos a propor¢do de corante para uma
igual ou menor quantidade de produto PCR, ha alteracdo da altura da
banda em dire¢do ao pogo de origem da amostra, indicando um retardo
na migracdo dos fragmentos pelo gel.

No protocolo de um dos corantes intercalantes de DNA mais
amplamente utilizados, GelRed®, ¢ mencionado que o0s mesmos
corantes podem afetar a migracdo do DNA durante a eletroforese. Sendo
assim, recomendam como alternativa a pds-coloragdo do gel
(BIOTIUM, 2009), ou seja, com banho do gel contendo amostra ja
migradas, em solugdo de corante.

Apesar da metodologia de aplicagdo do corante Safer (Kasvi),
que mistura o corante ¢ a amostra no momento de aplicagdo no gel, ser
ideal para o perfil do Projeto Imagine, ela mostrou-se falha. Por esse
motivo, procuramos outra op¢ao de corante intercalante de DNA, que
ndo dependesse de um banho apoés a eletroforese, sem interferir na
corrida das amostras. Levamos em consideracdo em nossa escolha, a
caracteristica de rapidez na execugdo e o ndo uso substincias nocivas,
como os diversos corantes intercalantes seguros € ndo mutagénicos
disponiveis comercialmente, excluindo também, como ja mencionado, a
possibilidade do uso do Brometo de Etidio.
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Como alternativa resolveu-se testar o corante UniSafe Dye
(20,000x) Uniscience (Figuras 12 e 13) que propdem a opg¢do de
coloragdo pré-corrida dos proprios géis de agarose (UNISCIENCE,
2015). Na figura 12, trés corantes foram utilizados: (A) Safer (Kasvi),
(B) UniSafe Dye (20,000x) Uniscience e (C) Brometo de Etidio, como
controle positivo. No gel com Unisafe, utilizou-se, conforme
recomendagdes do fabricante, 5 uL. de corante para cada 100 mL de gel
de agarose. Ja na figura 13, varias amostras diferentes foram testadas
utilizando o corante UniSafe Dye (20,000x) Uniscience.

Figura 13 — Teste com os corantes: Safer (Kasvi), UniSafe Dye
(20,000x) Uniscience ¢ Brometo de Etidio utilizando os marcadores
AT3-1/D e PV92-Alu

Marcadores genéticos utilizados: AT3-I/D e PV92-Alu. (A) com corante Safer
(Kasvi); (B) com corantes UniSafe Dye (20,000x) Uniscience; (C) com corante
Brometo de Etidio. Durante a extragdo utilizou-se 250 pL de DNAzol e solvente
Agua Milli-Q. Na PCR utilizou-se na reagdo a concentragdo de primers de 0,4
uM, volume de DNA gendmico de 9 pL e temperatura de anelamento de 55 °C.
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Figura 14 — Teste final com o corante UniSafe Dye (20,000x)
Uniscience (com AT3-1/D

Cendtipo:

Marcador genético utilizado: AT3-I/D. Utilizou-se, conforme recomendagdes
do fabricante, 5 pL. de corante para cada 100 mL de gel de agarose. Durante a
extragio utilizou-se 250 uL de DNAzol e solvente Agua Milli-Q. Na PCR
utilizou-se na reacdo a concentragdo de primers de 0,4 uM, volume de DNA
genodmico de 9 uL e temperatura de anelamento de 55 °C.

A partir das figuras 13 e 14 ¢é 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, ndo interferindo na corrida dos fragmentos e portante, ndo
gerando distor¢do nas alturas das bandas. Por essa razdo, em nosso
protocolo, decidiu-se alterar o corante Safer (Kasvi) pelo corante da
marca UniSafe Dye (20,000x) Uniscience. A partir da figura 14 ¢
possivel perceber que as doze diferentes amostras foram amplificadas e
migraram de forma ideal no gel. Esse resultado aponta que os testes e
padronizagdes das técnicas aqui efetuadas de fato foram eficientes.
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5 CONCLUSOES

A partir dos experimentos apresentados, o volume de DNAzol®
usado durante a extragdo do DNA humano foi alterado de 500 para 250
pL. Foi mantida a solubilizacdo final em agua Milli-Q®. Houve a
altera¢do na concentra¢do de cada um dos primers, que passou de 0,8
para 0,4 uM. O volume de DNA gendmico inserido na reagdo de PCR
foi alterado de 3 para 9 puL, sendo compensado pela diminuicdo do
volume de agua Milli-Q®. A temperatura de anelamento foi outra
variavel otimizada, passando de 58 para 55 °C, em ambos os marcadores
(AT3-1/D e PV92-Alu). Ao observar que o corante Safer (Kasvi), em
algumas ocasides, altera a altura de bandas no gel de agarose,
interferindo na fidelidade da genotipagem, buscou-se uma nova
alternativa, onde o corante Unisafe Dye (Uniscience) mostrou-se um
bom substituto.

Com os resultados aqui obtidos, a imediata modificacdo e
atualizagdo dos protocolos sera feita, para que eles estejam disponiveis a
aplicagdo 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 divulgagdo cientifica.
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ANEXO A — Protocolos pertinentes do Médulo: “DNA, diversidade
e hereditariedade”.

O DNA Humano @

Objetivo Geral

Realizar, de forma simplificada, um processo de extracao de DNA humano.

Objetivos Especificos

1) Demonstrar que seres humanos, assim como as plantas, também possuem DNA e que este também
pode ser extraido.

2) Perceber que existem formas diferentes de se extrair DNA, bem como outros componentes das células.
3) Compreender que nem sempre poderemos ver a olho nu as moléculas que purificamos

Material 3- 1 micropipeta de 1000 pL e
Necessario ponteiras ~
4- Reagente para extracao de
. . DNA animal ou humano*
1- Espatulas de ma‘dlelra (uma 5- Solugdo de sacarose (1 colher
para cada voluntario) de cha de acticar em 100 mL de
- Centrifuga 4gua)
- Copos descartaveis 6-Tubos de 1,5 mL (2 tubos por
2- 10 mL de etanol absoluto amostra)
lad ¢
?'Iejaa|:CO descartavel por * 0 presente proto(o»lo foi o\jmizado paraoreagente |
participante DNAZol da marca Invitrogen®, que utiliza 500 L por

-1 par de luvas de latex/pessoa amostra. Outros reagentes podem ser usados,
fazendo-se as necessérias adaptacdes, de acordo com
as instrucoes do fabricante.

1

Dividindo Tarefas e Materiais

« Separar os participantes em dois grupos. Cada grupo terd um
voluntério, que doara sua amostra de saliva, e um outro

participante, que realizard o processo de extracdo de DNA do
voluntdrio.

* Fornecer para cada grupo uma pipeta P1000, ponteiras, uma
espatula de madeira, um copo descartavel com 15 mL de
solugdo de sacarose e 2 tubos de 1,5 ml.

Este é um Recurso Educacional Aberto criado pelo Projeto Imagine sob a licenca Creative Commons- UFSC
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2
Obtendo a Amostra

 Utilizando a espétula de madeira, o participante raspard,
delicadamente, a mucosa bucal do voluntério, durante 10
segundos, em cada lado de dentro das bochechas. O partici-
pante conservara a espatula na mao, enquanto o voluntario
realiza um bochecho.

0O voluntério deveréa bochechar vigorosamente os 15 mL da
solugdo de sacarose durante 30 segundos.

e

» O voluntério despejaré o volume obtido no bochecho em um
copo descartavel, podendo coloca-lo no mesmo copo que ja
continha a solugao.

* O participante mergulhara a espatula usada na raspagem dentro
do liquido obtido no bochecho e deixara ali durante 2 minutos.

3 4

Separandoo Extraindo o DNA
Material de Extracao
* Adicionar 500 pL de DNAzol (ou o volume
necessario de reagente de outra marca, se for o

* O participante transferird 1 mL do volume A

obtido no passo anterior para um tubo de 1,5
mL e o centrifugara durante 5 minutos a uma
velocidade de rotacao correspondente a 500
g (ver especificacdes do fabricante).

» Homogeneizar bem invertendo varias vezes o
tubo.

* Centrifugar por 10 minutos a uma velocidade
de rotacdo correspondente a 12.400 g (ver
especificagdes do fabricante).

» Com o auxilio de uma micropipeta, apds a
centrifugacdo desprezar o sobrenadante,
deixando no tubo apenas o precipitado.

Utilizando uma
centrifuga

Adicionando o
DNAzol.

Este é um Recurso Educacional Aberto criado pelo Projeto Imagine sob a licenga Creative Commons- UFSC
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Neste momento, enquanto se aguarda a centrifugacao,

vocé pode perguntar aos participantes o que eles acham
que foi retirado da bochecha do voluntario. Seriam célu-
las? Onde esta o DNA dentro dessas células? Qual poderia
ser a fungao do reagente DNAzol no processo de extragao
do DNA?

* Pipetar o maior volume possivel de sobrenadante e
transferi-lo para um novo tubo de 1,5 ml.

« Sugestao: avisar que, no préximo passo, ao se colocar
0 élcool gelado no tubo, a nuvem de DNA aparecera.
Os participantes devem ficar bem atentos, pois as
vezes a nuvem nao é facilmente visivel.

* Adicionar 500 pL de etanol absoluto (100%) gelado, ao
mesmo tempo em que se observa atentamente a
formacdo da nuvem de DNA.

mpliando a Discussa

E possivel propor aos participantes uma comparacéo entre
a nuvem obtida nesta atividade e a nuvem observada ante-
riormente na extracdo de DNA do morango. Pode-se
discutir a respeito das diferencas de tamanho e de natureza
das amostras, bem como dos procedimentos adotados,
lembrando que, embora tenha sido utilizado um reagente
comercial para a extragdo de DNA humano, este deve apre-
sentar a mesma funcao que o detergente e o sal utilizados
para extrair DNA de morango.

A demonstracdo do protocolo de extracdo com todos os

participantes finaliza aqui, mas ainda é possivel fornecer

uma explicagdo sobre os passos seguintes a serem realiza-

dos pelo aplicador do médulo (ver Anexo 1), em particular

as lavagens com alcool 75% e a posterior conservacao do
DNA.

Este é um Recurso Educacional Aberto criado pelo Projeto Imagine sob a licenga Creative Commons- UFSC
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Anexo 1: Gerando material
de discussdo

Este processo sera realizado por um dos aplicadores, sem a presenca do publico participante, ja no primeiro dia de
atividades, para gerar material de qualidade suficiente para garantir a discussao do Ultimo dia do médulo. O proces-
S0 é composto por quatro etapas:

Etapa 1 - Extracdo de DNA de oito participantes voluntérios.

Etapa 2 - Técnica de PCR para amplificacéo de dois marcadores moleculares a partir do DNA coletado.
Etapa 3 - Confeccdo de um gel de agarose a 1%, aplicacao das amostras e corrida de eletroforese.
Etapa 4 - Observacéo e registro fotogréfico do gel resultante da Etapa 3.

Etapa 1 - Extragdo de DNA

Objetivo Geral

Obter, através deste protocolo, amostras de DNA de voluntérios para gerar material de qualidade para a
discusséo final com base em genétipos.

Material utilizado
O material seré coletado de oito participantes voluntérios pelo método de raspagem de tecido interno
da bochecha. E imprescindivel que se obtenha um termo de consentimento livre e esclarecido enfati-

zando que o material bioldgico obtido sera utilizado somente para os fins de aprendizado no ambito
desta atividade educativa especifica, sem finalidade de pesquisa presente ou futura.

Material Necessario

- 1 espatula de madeira para cada voluntario

- 2 copos descartaveis - Microcentrifuga de baixa rotagao do tipo spin (opcional)
- Centrifuga - 1 micropipeta de 1000 pL e ponteiras

- Etanol 75% gelado - Reagente para extracdo de DNA animal ou humano*

- Etanol absoluto gelado - Sacarose 3% (1 colher de ché de agticar em 100 mL de

- Agua miliQ (100 pL por amostra) agua) .

- Freezer -Tubos de 1,5 mL do tipo eppendorf (2 tubos por amostra)
- Luvas e jaleco para o aplicador -Agitador tipo vortex (opcional)

* O presente protocolo foi otimizado para o reagente DNAzol da marca Invitrogen®, que utiliza 500 pL por
amostra. Outros reagentes podem ser usados, fazendo-se as necessarias adaptagoes, de acordo com as
instrugoes do fabricante

Este é um Recurso Educacional Aberto criado pelo Projeto Imagine sob a licenca Creative Commons- UFSC
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Procedimentos

1) Obtendo a amostra

- Higienizar a boca dos oito voluntarios fazendo bochechos com agua ou, se possivel, escovando os dentes.

- Delicadamente, raspar a mucosa bucal com uma espatula durante 10 segundos de cada lado. Conservar a
espatula na mao enquanto o voluntério realiza o bochecho.

- Cada voluntério realizard um bochecho vigoroso com aproximadamente 15 mL da solugéo de sacarose 3%
por 30 segundos.

- Cada voluntario despejard o volume obtido do bochecho no mesmo copo descartavel que continha a
solugao de sacarose.

- Deixar a espatula usada na raspagem imersa na solugéo obtida do bochecho, mantendo-a mergulhada no
copo durante 2 minutos.

2) Separando o material

- Transferir aproximadamente 1 mL do volume obtido no passo anterior para um tubo de 1,5 mL e centrifugar
durante 5 minutos a uma velocidade de rotagao correspondente a 500 g (ver especificacées do fabricante).
- Retirar cuidadosamente o sobrenadante com a micropipeta e despreza-lo.

3) Extraindo o DNA

- Adicionar 500 pL de DNAzol (ou o volume necessario de reagente de outra marca, se for o caso). Homoge-
neizar invertendo o tubo.

- Centrifugar os tubos por 10 minutos a uma velocidade de rotagao correspondente a 12.400 g (ver especifi-
cagoes do fabricante).

- Coletar o sobrenadante (aproximadamente 600 a 700 uL) e transferir para um novo tubo.

- Adicionar 500 pL de etanol 100% gelado. Observar a formagao da nuvem de DNA.

- Homogeneizar invertendo varias vezes os tubos.

- Centrifugar por mais 3 minutos a 7.000 g. Descartar o sobrenadante.

- Adicionar 800 pL de etanol 75 % gelado. (Primeira lavagem).

- Centrifugar por mais 3 minutos a 7.000 g. Descartar o sobrenadante.

- Adicionar 800 pL de etanol 75 % gelado. (Segunda lavagem).

- Centrifugar por mais 3 minutos a 7.000 g. Descartar o sobrenadante.

*VVelocidade e tempo de centrifugacao podem ser ajustados.

4) Secando e conservando as amostras

- Virar os tubos e deixa-los abertos por aproximadamente 30 segundos.
- Suspender o precipitado em 100 pL de agua MiliQ.
- Conservar as amostras em um freezer.

Este é um Recurso Educacional Aberto criado pelo Projeto Imagine sob a licenga Creative Commons- UFSC




72

Etapa 2: Amplificagdo de DNA humano
por PCR

Objetivo Geral

Através de PCR de marcadores moleculares especificos, gerar material para avaliar e comparar os gendtipos
dos voluntérios ao final do médulo.

Material utilizado

Amostras de DNA extraidas de oito voluntarios pelo protocolo anterior (Etapa 1).

Material Necessario

-Luvas e jaleco para o aplicador

-Micropipetas P10 e P200 com suas ponteiras.

-Reagentes necessarios:
-Agua MiliQ
-DNA genomico na mesma concentragao resultante da Etapa 1
-dNTP (desoxirribonucleotidios trifosfatados) a 10 mM
-Enzima Taq Polimerase

-2 pares de primers* (AT3 e PV92) a 20 uM * Primers para o marcador AT3
-Tampéo PCR (fornecido com a enzima Taq Polimerase) F: 5°CCACAGGTGTAACATTGTGT 3"
R: 5" GAGATAGTGTGATCTGAGGC 3°
-Termociclador
-Tubos de 1,5 mL * Primers para o marcador PV92
-Tubos de 200 pL para PCR. F:5° AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT 3’

-1 estante para os tubos R: 5 TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG 3°
-Agitador tipo vértex (opcional)

Procedimento

Tabela 1: Ingredientes para a Reacao de PCR

*Q célculo para os volumes dos reagentes consid-
eram n+1, onde n é 0 numero de amostras. Isto
porque se leva em conta o erro na pipetagem.
Portanto, para 8 amostras, o calculo é para 8+1=9
amostras.

** Se 0 tampdo ndo contem MgCl2, este deve ser
adicionado. O volume de MgCl2 adicionado sera
diminuido do volume de H20 MiliQ, para que o
volume final de 25 pL nao se modifique.
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- Preparar 16 tubos de 200 pL (2 tubos por voluntario, correspondendo aos marcadores AT3 e PV92). Cada
tubo devera estar identificado, com 0 nome do voluntario e nome do marcador correspondente.

-Em um tubo de 1,5 mL preparar o Mix 1 para 9 reacdes com o marcador AT3 segundo a Tabela 1, colo-
cando por Ultimo a Taq polimerase. Nao incluir ainda o DNA gendmico. Homogeneizar no vortex.

-Em um tubo de 1,5 mL preparar o Mix 2 para 9 reagdes com o marcador PV92 segundo a Tabela 1,
colocando por Ultimo a Taq polimerase. Nao incluir ainda o DNA genémico. Homogeneizar no vortex.

- Colocar 22 L do mix correspondente em cada tubo de 200 pL. (Ex.: No tubo identificado como “Maria
AT3", se colocaréd 22 ul do Mix 1 e 3 pl do DNA extraido de Maria, e assim por diante).

- Adicionar 3 uL de DNA de cada voluntério no tubo correspondente, totalizando 25 L de volume total de
reacao.

- Colocar os tubos no termociclador.

Tabela 2: Condicoes d\ PCR para os Marcadores AT3 E PV92

- Ao finalizar a PCR, as amostras deverao ser conservadas em freezer.

Etapa 3: Confecgdo de gel de agarose 1%,
aplicagdo das amostras e eletroforese.

Objetivo Geral

Permitir a visualizacdo dos genétipos dos membros voluntérios da comunidade, para posterior interpretacao
e discussao dos resultados.
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Material Necessario

- Agarose

- Amostras de PCR - Luvas e jaleco para o aplicador
-Balanca - Micro-ondas****

- Cuba de eletroforese* - Luva para micro-ondas.

- Erlenmeyer de 500 mL - Micropipeta P10 e ponteiras

- Fonte de eletroforese - Parafilm

- Corante para visualizacdo de DNA** - Proveta de 250 ml

- Corante de rastreamento (loading buffer ou loading dye)*** _ g ( gyxxxss

* As quantidades aqui mostradas estdo calculadas para um gel de 200 mL.

**0 aplicador deve atentar para o fato de que hd diferentes op¢des de corantes de DNA, o mais conhecido sendo
0 Brometo de Etidio (BE), que ndo é o mais recomendado atualmente por ser téxico. Opgoes ndo toxicas, como
das marcas GelRed ou Diamond, sGo bons substitutos, que devem ser usados conforme orientagdo do fabricante.
O presente protocolo usou o corante Safer Kasvi, que vem pronto para uso e dispensa adi¢do de corante de
rastreamento.

***A ser usado com certos tipos de corantes de DNA, como BE, GelRed ou Diamond.
**** Pode-se também usar banho-maria.
***4% TBE: SolugGo tampdo composta de Tris, Borato e EDTA.

Procedimento

Montar a bandeja completa (fora da cuba) em uma superficie reta e lisa.

Pesar 2 g de agarose.

Colocar a agarose em um Erlenmeyer de 500 mL e adicionar 200 mL de TBE 0,5X

Esquentar a mistura no micro-ondas até a completa dissolucdo da agarose. No processo, interromper o aqueci-
mento para mexer a solucéo. Cuidar para ndo transbordar.

Uma vez que a agarose esteja pronta, deixar esfriar um pouco e despejar na bandeja montada no inicio, deixan-
do solidificar (até ter uma aparéncia opaca e eshranquicada). O tempo de solidificacéo depende da agarose
utilizada e das condi¢oes do ambiente local.

Aplicacao das amostras e corrida de Eletroforese

- Uma vez que o gel esteja solidificado, retirar os pentes, colocar o gel na cuba e adicionar TBE 0,5X até cobrir
totalmente a superficie do gel.

- Em um pedaco de parafilm, colocar uma gota de 1 pL do corante Safer para cada amostra (neste caso, 16 gotas
em linha, separadas e enfileiradas, sobre o parafilm).

- Pipetar 10 pL de cada amostra de produto de PCR e misturar com 1 pl do corante Safer no parafilm. Uma vez
misturada, colocar a amostra no primeiro pogo do gel.

- Realizar este procedimento com todas as amostras. A ordem das amostras deve ser anotada cuidadosamente.
Utilizando o exemplo anterior, poderia ser aplicada a amostra de “Maria/AT3" seguida por “Maria/PV92".

- Uma vez aplicadas todas as amostras, colocar a tampa da cuba, os cabos correspondentes e ligar a fonte.

As condicdes de corrida dependerdo do tamanho da cuba eletroforética utilizada.

Tabela 3: Condicoes de corrida de um gel 1% em uma cuba eletroforética com gel de
200 mL.
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Etapa 4 — Observando o gel de agarose
1%

Objetivo Geral

Permitir a visualizagdo dos gendtipos dos membros voluntérios da comunidade, para posterior interpretacéo
e discussao dos resultados.

Material Necessario

- Transiluminador com luz UV (é necessério usar dculos protetores ou tampa de acrilico para se observar).

- Gel pronto.

- Caixa de papelao forrada com material preto ou pintada de preto, onde caiba o transiluminador, com um
orificio na parte superior para se olhar dentro dela.

Procedimento

- Colocar o gel sobre a placa de luz UV e colocar os dculos ou a tampa de acrilico, dependendo do caso.
- Colocar a caixa preta sobre o aparato*.

- Ligar a luz UV para se observar o resultado.

- Fotografar e anotar os resultados obtidos.

*Segundo a disponibilidade, pode-se usar uma camara escura fechada acoplada a um sistema de fotodocu-
mentacao, ao invés de uma caixa de papeldo.

Discussao

Os resultados devidamente fotografados e identificados serao utilizados na atividade final deste mddulo, que
é a discussao coletiva, com base nas fotos do gel de agarose, da variabilidade genética humana, ou seja, das
diferencas e semelhangas entre os seres humanos, de uma mesma comunidade ou de diferentes povos e
etnias.
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Um gel para ver DNA

Objetivo Geral

Aprender a preparar um gel de agarose para, posteriormente, realizar a separagao de amostras de DNA de
diferentes tamanhos.

Objetivos Especificos
1) Familiarizar os participantes com uma das ferramentas mais simples e universais da biologia molecular: o gel

de agarose.

2) Demonstrar que algumas das técnicas usadas pelos cientistas podem ser simples como uma receita de
cozinha.

Material
Necessario
1200 mL de tampao TBE** 0,5X
27 g de agarose Atencao
3 1 cuba de eletroforese horizontal com bandeja e pentes - " .
2 presente protocolo corresponde a preparacao de um gel de agarose
4 Forno micro-ondas*** .
| d 500 mL 3% com 200 mL de volume.
51erl enmezer e **TBE: Solugao tampao composta de Tris, Borato e EDTA
61 proveta e 250 mL *** Pode ser utilizado o banho-maria como substituto.

7 1 jaleco descartavel por participante

8 1 par de luvas de ltex/pessoa

9 1 luva para forno micro-ondas

101 pedaco pequeno (~10 x 10 cm) de papel pardo

b >
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1
Procedimento

 Em caso de se contar com duas cubas de eletroforese, os materiais deverao ser duplicados e os participantes
serdo divididos em dois grupos, sendo cada grupo acompanhado por um mediador treinado.

» Um participante de cada grupo montaré a bandeja do gel, com bandas isolantes nas extremidades, em uma
superficie reta e lisa.

» Um outro participante colocara 6 g de agarose no erlenmeyer e adicio-
naréa 200 mL de TBE 0,5X

* Cobrir a boca do erlenmeyer com papel pardo, perfurando dois ou trés
buracos com uma ponteira para permitir a saida do vapor.

Sugestao

Se houver disponibilidade de uma balanca no local, sugere-se que o participante pese os 6 g de agarose a
serem adicionados ao erlenmeyer. Se possivel, é interessante fornecer aos grupos o tampéo TBE a uma
concentragao maior, de 5X, para que os participantes possam, eles mesmos, preparar o volume necessario de
TBE 0,5X. Neste caso, eles misturariam em uma proveta 20 mL de tampéo 5X com 180 mL de dgua destilada.

« Colocar o erlenmeyer no micro-ondas. Esquentar por um minuto. Retirar o erlenmeyer
com ajuda de uma luva de cozinha, agitar suavemente a solugao e colocar de novo no
micro-ondas. Esquentar por mais 30 segundos. Retirar e mexer a solugéo, cuidando
sempre para ndo transbordar devido ao aquecimento. Repetir os passos anteriores até
conseguir uma solugdo transparente e sem grumos.

* Deixar esfriar um pouco, mexendo o erlenmeyer.

» Quando atingir uma temperatura suportavel a mao do participante, verter o gel sobre
uma das bordas da bandeja, bem devagar para nao gerar bolhas.

* Encaixar cuidadosamente os pentes nos espacos apropriados da bandeja.

* Deixar solidificar por aproximadamente 20 minutos (até o gel ficar
com uma aparéncia opaca e esbranquicada).

» Uma vez solidificado, retirar os pentes do gel, com cuidado, e retirar
as bandas de borracha das extremidades da bandeja.

« Colocar a bandeja com o gel dentro da cuba eletroforética
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Ampliando a Discussao!

Sugere-se complementar esta atividade com uma expli-
cacao pratica (utilizando-se uma peneira ou um filtro,
por exemplo) a respeito da separagao de coisas de difer-
entes tamanhos. No exemplo da peneira, diferentes
tamanhos de particulas (de areia, terra ou semente) sao
separados em funcao do tamanho dos orificios. Da
mesma forma, o gel de agarose se assemelha a uma
peneira ou a um filtro, com poros microscépicos por
onde passam os fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos. Pode-se usar aqui uma animacao que mostre
que fragmentos menores viajam mais rapidamente e,
portanto, chegam mais longe durante uma corrida de
eletroforese, em compara¢ao com fragmentos maiores.

Este é um Recurso Educacional Aberto criado pelo Projeto Imagine sob a licenga Creative Commons- UFSC




79

Diferenciando Espécies pelo
seu DNA

Objetivo Geral

Demonstrar que, apesar de todos os seres vivos terem DNA, ha diferencas entre o DNA das diversas espécies.

Objetivos Especificos

1)Aprender uma das formas mais comuns de se separar moléculas de tamanhos e formas diferentes.

2) llustrar experimentalmente que os organismos das mais variadas espécies, animais e vegetais, possuem
DNA.

3) Demonstrar que estes organismos podem ser diferenciados por seu DNA.

Material
Necessario

Atencéo
Serdo utilizados produtos previamente preparados de PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) a partir de DNA
de diferentes espécies animais e vegetais. Para fins didaticos, as amostras devem gerar bandas de tamanhos
diferentes para cada uma das espécies. Por tal motivo, foram escolhidos marcadores especificos que geram
bandas de tamanho conhecidos e diferentes entre si.

Camera fotografica para documentar os resultados
1 Cuba e fonte para eletroforese
2 Transiluminador com luz UV
3 Corante para visualizacdo de DNA*

Corante de rastreamento (loading buffer ou loading dye)**

4 Micropipeta P10 e ponteiras
5 1 pedago de 10 cm de comprimento de Parafilm

Produtos de PCR de diferentes espécies***

Tampao TBE 0,5X em quantidade suficiente para encher a cuba****

Atencao

*0 aplicador deve atentar para o fato de que ha diferentes opgoes de
corantes de DNA, o mais conhecido sendo o Brometo de Etidio (BE), que
nao é o mais recomendado atualmente por ser toxico. Opgoes nao
toxicas, como das marcas GelRed ou Diamond, sd@o bons substitutos, que
devem ser usados conforme orientagdo do fabricante. O presente
protocolo usou o corante Safer Kasvi, que vem pronto para uso e dispensa
adicdo de corante de rastreamento.

**A ser usado com certos tipos de corantes de DNA, como BE, GelRed ou

Diamond.

! 4. ***No Anexo 2, ha detalhes dos marcadores moleculares de todas as
1 4 espécies utilizadas nesta atividade. Tais marcadores podem ser modifica-
dos, desde que se garanta a presenca de uma banda de tamanho

diferente para cada espécie.

**¥¥TBE: Solugdo tampao composta de Tris, Borato e EDTA.
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1
Procedimento

 Apos os participantes terem realizado a atividade do REA anterior (ver “Como fazer um gel de agarose”)
colocar o gel na cuba e cobri-lo com TBE 0,5X.

« Colocar sobre um pequeno quadrado de parafilme 1 ul do corante Safer por amostra (Ex.: se sdo 10 partici-
pantes e cada participante ira aplicar 2 amostras, coloca-se 20 gotas separadas e enfileiradas de 1 pl do
corante Safer sobre o parafilme)

2
Sugestao

Dependendo do niimero de espécies disponiveis, podem ser definidas as repeticdes das amostras de cada
espécie. (Ex.: se houver quatro espécies, pode-se montar um gel de 20 pogos com cinco repeticoes de cada
espécie).

Com ajuda de uma micropipeta P10, o participante pegara 8 uL da
amostra de DNA produto da PCR e a misturard com a gota de 1 pL do
corante Safer sobre o parafilm.

Uma vez misturada a solucdo, o participante identificara, com ajuda do
mediador, o poco onde sera colocada a amostra. A sequir, o participante
aplicaré a amostra no pogo correspondente do gel.

Uma vez que cada participante tenha aplicado pelo menos duas amostras
no gel, um dos participantes sera encarregado de colocar a tampa da cuba
e inserir os cabos da fonte nos polos positivo e negativo.

Atencao

Prestar muita atencao, pois o DNA possui carga negativa e migrard para o polo positivo, que deve estar no
lado oposto ao da posicao das amostras

Ligar a fonte e regula-la com os valores de corrida
correspondentes (ver condicoes de eletroforese para gel
3%)

Uma vez transcorrido o tempo de corrida, os participantes
observardo o gel na luz UV, protegidos por jaleco, luvas e
oculos ou pela tampa de acrilico transparente do
transiluminador. Para escurecer o campo de visdo,
recomenda-se utilizar uma caixa de papeldo de cor preta
com um orificio apenas suficiente para permitir a
visualizacao.
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3
Sugestao

Tirar foto do gel e utilizé-la posteriormente para discussao. E muito importante que, durante toda a
manipulacdo na presenca de luz UV, nenhuma parte do corpo desprotegida (maos, rosto, etc) seja
exposta a esta luz.

*0 tempo de corrida e os valores utilizados na fonte dependem do tamanho e da concentragao do gel. Neste exemplo, o gel a 3% é
de 20 x 20 cm e as condicdes de corrida sao: 300 volts, 100 mA, 200 Watts durante 30 min.

mpliando a Discussao!

A discussao final se da com base na imagem das difer-
entes bandas obtidas no gel de agarose contendo as

amostras de DNA das diferentes espécies. Sugere-se
perguntar aos participantes se eles conseguem, a partir
das posicoes conhecidas dos pocos onde eles préprios
aplicaram suas amostras, diferenciar as espécies com
base na posicao de suas bandas. Perguntar o que estas
diferentes espécies tém em comum.

4
Conclusao Final

Concluir que todas as espécies, incluindo a nossa, possuem DNA, que pode ser extraido, manipulado,
visualizado em um gel e analisado. Isto ocorre porque todas as espécies tém um certo grau de “parentesco”
entre si. Enfatizar, no entanto, que cada espécie tem sua particularidade, tanto em termos de caracteristicas
aparentes como em termos de seu DNA.
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Anexo 2: Marcadores moleculares
utilizados na atividade “Diferenciando
Espécies pelo seu DNA”

Para realizar a diferenciacao das espécies estudadas no gel de agarose, ao se encomendar os primers, ou no caso dos
mesmos serem desenhados especificamente para o projeto, deve-se prestar aten¢do aos tamanhos das bandas resul-
tantes que serao observadas em agarose 3%. O gel das espécies conta geralmente com uma ou duas espécies de plan-
tas, o ser humano e uma ou duas espécies animais. Abaixo, descrevemos as sequéncias dos pares de primers refer-
entes aos marcadores utilizados no Projeto Imagine.

Goiabeira serrana (Acca sellowiana)

Marcador ASE59 - fragmento esperado 178-190 pb Marcador ASE31 - fragmento esperado 300-340 pb
Sequéncia F: 5-ACTATTGCATGCTTGTCTC-3' ou Sequéncia F: 5-TCTTCAAAACAAATCCACTCTC-3'
Sequéncia R: 5-AGGTATCTTCAGTTCTTGTTG-3' Sequéncia R: 5-TCTTCATCAGGCGACCATA-3’

Araucaria (Araucaria angustifolia)

Marcador Ag45 - fragmento esperado 161-191 pb Marcador Ag94 - fragmento esperado 173-187 pb
Sequéncia F: 5-CCATCCTCCATCATTCATCC-3 ou Sequéncia F: 5-CCCCACAATAACCCAAGATG-3'
Sequéncia R: 5-TCCCTCCCTATGTCCCAAAG-3' Sequéncia R: 5-AGTAAAATCCGCTAACAAATGC-3'

Milho (Zea mays)

Marcador Zeina - fragmento esperado 329 pb
Sequéncia F: 5-TGCTTGCATTGTTCGCTCTCCTAG-3'
Sequéncia R: 5-GTCGCAGTGACATTGTGGCAT-3'

Galinha (Gallus gallus domesticus)

Marcadores de sexagem* - fragmento esperado aproximadamente 344 pb
Sequéncia primer F: 5-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3' (R=A ou G; Y=T ou C)
Sequéncia primer R: 5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3'

*A sexagem em aves se determina pelo numero de bandas. Duas bandas indicam fémeas enquanto que uma banda indica machos.

Rato (Rattus norvegicus)

Marcador D4Mgh22 - fragmento esperado 92-114 pb
Sequéncia F: 5-CCTGTCATGTTATTGATGATGATG-3'
Sequéncia R: 5'-GGTCACATGAAATTTGACCTCA-3

Humano (Homo sapiens)

Marcador PTPN - fragmento esperado 215 pb
Sequéncia F: 5-TGCCCATCCCACACTTTAT-3'
Sequéncia R: 5-ACCTCCTGGGTTTGTACCTTA-3'
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A diversidade biologica

Objetivo Geral

Realizar uma discussao final ampla sobre a diversidade bioldgica, com base nas diversas praticas realizadas
durante o médulo “DNA, diversidade e hereditariedade”.

Objetivos Especificos
1) Perceber e discutir as diferencas existentes entre as espécies, em seus mais variados niveis.

2) Perceber e discutir as diferengas e semelhancas existentes entre os seres humanos, que variam tanto “dentro”
como “entre” grupos, povos e etnias.

3) Demonstrar a utilidade da abordagem cientifica e das técnicas moleculares para se compreender a diversi-
dade bioldgica, humana ou ndo humana.

4) Estabelecer uma relagdo natural entre o ser humano e as demais espécies.

5) Compreender que a humanidade é, do ponto de vista genético, como uma “grande familia”, dentro de uma
familia maior ainda que é a natureza.

Material necessario

Nesta atividade, os Uinicos materiais necessarios serao as fotografias geradas em duas atividades precedentes:
"0 DNA Humano - Anexo 1" e “Diferenciando Espécies pelo seu DNA". Caso haja disponibilidade de um
projetor multimidia, o ideal é fazer a discussdo em torno de uma grande tela, onde seréo projetadas as fotos e
suas identificagdes. Caso contrario, pode-se fazer a atividade com as fotos impressas ou ainda utilizando a tela
de um computador portatil.

Sugestao

No Projeto Imagine, a equipe sempre procura realizar esta etapa no dltimo dia de atividades, momento em que
todos os participantes se retinem. Neste momento, outros membros da comunidade podem ser convidados a
participar. O intuito principal é dar um fechamento e um sentido maior ao conjunto das praticas realizadas,
possibilitando uma discusséo horizontal e criativa. Antes disso, ou seja, até a noite do dia anterior, a equipe
prepara as fotos na forma de uma apresentacéo de slides, onde se podem inserir explicacdes e resultados de
experimentos reais, tanto da comunidade em questao quanto de comunidades de outros paises ou regides
participantes do projeto.
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Exemplos de duas fotos das espécies

Araucdria
1 2 3

- ..

Ser humano
Goiabeira serrana A p 3

Rato
-— m—
- 3. 2 3

Foto 1: tirada no laboratdrio da UFSC com as mesmas condigdes dos projetos de pesquisa locais.

Milho
Goiaberaserrana s S Rato
h - 1 2 3 1 -3 B

3 . ——— g

Ser humano

Foto 2: tirada em condicdes de campo, a partir do trabalho real!zadolfelas (r(ijar&gas gas (Snllumdad(es ruraiijde (alca no Peru. A maior parte do equipamento utilizado era pertencente a
niversidad Andina del Cusco (agosto de 2014).

Com base nas fotos 1 e 2, inicia-se uma discussao envolvendo todos os participantes, na busca de uma
interpretacao dos resultados obtidos. E necessério explicar que os nimeros em tela (1 a 3) correspondem as
trés amostras de DNA representando cada uma das espécies, que foram aplicadas pelos proprios partici-
pantes na pratica “Diferenciando Espécies pelo seu DNA".

Neste momento, pode-se fazer uma recapitulacao de

alguns conceitos ja trabalhados nas etapas anteriores,
como a separacao de objetos ou particulas de tamanhos
diferentes através do uso de peneiras, filtros ou da
propria cromatografia em papel usados nas atividades
“Desvendando Caracteristicas Escondidas” e “Um Gel
para Ver DNA”. Relembrar as caracteristicas e a fungao
do gel de agarose na separacao de fragmentos de DNA.
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Partindo-se do principio que as bandas ou listras brilhantes representam as amostras de DNA de um deter-
minado tamanho (quanto maior, mais alta a sua posicdo no gel), pode-se deduzir que a molécula de DNA
esta presente em todas as espécies trabalhadas, representando, portanto, um ponto de convergéncia ou de
semelhanga entre elas. Deve-se observar com os participantes que a posicao das bandas, no entanto,
permite diferenciar uma espécie da outra, representando assim um ponto de divergéncia entre elas. Deve-se
observar que, nesta atividade, a espécie humana também apresenta semelhancas e diferencas em relagao as
demais espécies.

Ampliando a Discussao!

Pode-se salientar, neste momento, dependendo do
grau de compreensdo dos participantes, que as bandas
observadas representam apenas um minusculo frag-
mento (ou um “marcador”) do DNA destas espécies e
nao seu DNA total.

Concluir que todas as espécies, incluindo a nossa,
possuem DNA. Enfatizar, no entanto, que cada espécie
tem sua particularidade, tanto em termos de carac-
teristicas aparentes como em termos de seu DNA.

Exemplos de duas fotos da diversidade humana

Marianne Junior Fernanda
S x —
- - a —

M1 M2 M1

M2

Foto 3: tirada no laboratdrio da UFSC com as mesmas condigdes dos projetos de pesquisa locais.

M1 M2 MLI M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

Criste: Fwelin Romario Luzmaring Marcos Marcia Mbya

Angélica

Foto 4: tirada em condigdes de campo, a partir do trabalho realizado pelas criangas das comunidades rurais de Calca no Peru. A maior parte
do equipamento utilizado era pertencente a Universidad Andina del Cusco (agosto de 2014).
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Com base nas fotos 3 e 4, deve-se conduzir uma discussao sobre a diversidade entre as pessoas, tanto dentro
de uma mesma comunidade, como entre comunidades, etnias ou mesmo paises diferentes. Os nomes repre-
sentam as pessoas voluntarias e as legendas M1 e M2 representam os dois fragmentos ou “marcadores” de
DNA analisados (AT3 e PV92, respectivamente), conforme descrito em “O DNA Humano - Anexo 1".

Atencao

Nesta etapa, € muito importante que os participantes tenham espaco e liberdade para observar, analisar e interpre-
tar os resultados de acordo com suas proprias visoes e valores. Os mediadores devem simplesmente balizar a
discussao, oferecendo as interpretagoes proprias do método cientifico, enfatizando que estes resultados se refer-
em a uma porgao infima do DNA de algumas poucas pessoas analisadas e que, portanto, ndo podem ser general-
izados para todo o material genético de cada individuo, nem mesmo para todos os membros de uma determinada
comunidade ou etnia.

* Perguntar aos participantes quantas bandas podem ser observadas para cada pessoa analisada, se consider-
armos conjuntamente os dois marcadores, M1 e M2. Este niimero é variavel?

* Perguntar se as pessoas podem ser diferenciadas com base no niimero e na posicao de suas bandas. Neste
caso, as pessoas voluntarias da comunidade local séo todas iguais entre si ou também se diferenciam umas
das outras?

* Neste momento, os mediadores podem informar de onde foram coletadas as outras amostras analisadas,
por exemplo, de membros da equipe Imagine ou das comunidades X e Y que podem, inclusive, ser de
paises diferentes.

* Perguntar aos participantes se é possivel, com base apenas nestes resultados especificos, identificar com
certeza a origem das pessoas.

Ampliando a Discussao!

Pode-se sugerir aos participantes que verifiquem se os
marcadores M1 ou M2 podem formar grupos diferentes
de individuos dentro da mesma comunidade. Caso
formem, pode-se iniciar uma discussao sobre quais os
critérios utilizados, dando a ideia de que, ao introduzir
mais marcadores, poderao se formar grupos diferentes
e mais numerosos de “tipos genéticos”.
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Sugestao

Com base nos dois marcadores aqui utilizados, é bastante provéavel que haja alguma variacéo entre as
pessoas de uma mesma comunidade, principalmente se for evitada a selecao de voluntérios com alto grau de
parentesco. Além disso, também é provavel que se observem semelhancas entre algumas pessoas daquela
comunidade e pessoas externas a comunidade. Caso isso ndo aconteca num primeiro momento, pode-se
ampliar o nimero de voluntarios, incluir outras pessoas da equipe de mediadores ou mesmo selecionar os
produtos de PCR armazenados de pessoas externas a comunidade. Para isso, recomenda-se que estas analises
sejam feitas pelo mediador responsavel ja nos primeiros dois dias do médulo (ver “O DNA Humano - Anexo
1), para que haja tempo de se ampliar as amostras e preparar o material fotogréfico para a discussao final.

Conclusoes finais

0 que se busca ao final deste médulo é concluir, através de uma reflexao coletiva baseada em dados gerados
pela prépria comunidade e orientada pelos mediadores do projeto, que a diversidade é prépria da natureza
humana, em qualquer povo e em qualquer regiao do mundo. Esta diversidade faz com que néo existam duas
pessoas exatamente iguais e que também ndo existam dois povos ou etnias totalmente diferentes, pois todos
compartilham, em algum grau, o seu material genético. A sugestéo é que se abra a discussao para que todos
manifestem suas impressoes, conclusdes e criticas e que reflitam sobre como as atividades realizadas poderi-
am dialogar com a cultura e as tradicoes locais.
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