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1. INTRODUCAO

A biologia molecular é a area da biologia que estuda 0s organismos em um
ponto de vista molecular utilizando técnicas, como eletroforese, reagdo em cadeia
polimerase e amplificacdo isotérmica mediada por laco (LAMP) para identificacéo,
identificacdo e purificar fragmentos de acidos nucleicos (O'NEIL, BEACH &
GRUBER,2018; GREEN & SAMBROOK, 2019).

A aplicacdo de compostos fluoréforos comegou nos anos 1972, sendo o
brometo de etidio a molécula mais utilizada principalmente pelo seu baixo custo
(AAIJ & BORST, 1972). No entanto, ele possui propriedades mutagénicas e
neurotoxicas (BULATHSINGHALA & SHAW, 2014). Por esse motivo, a busca por
novos compostos fluorescentes com menos efeitos toxicos e com baixo custo € de
grande interesse (Li et al, 2020).

A Curcuma Longa Linn. € uma planta extremamente utilizada na culinaria
mundial como tempero (MARCHI et al, 2016). Na literatura, existem diversos
estudos que mostram a sua atividade bioativa e que relacionam esses potenciais
ao seu principal constituinte, a curcumina (SOLEIMAN, SAHEBKAR &
HOSSEINZADEH, 2018).

O grupo de pesquisa BioForense, ao longo dos anos, vem estudando novas
moléculas com o objetivo de desenvolver pds corantes para revelacdo de
impressfes digitais. Com estes estudos, analogos da curcumina foram
desenvolvidos, e demonstraram-se promissores reveladores fluorescentes de
iImpressoes digitais pois permitiram a visualizagdo de impressoes digitais latentes
(POLETTI et al, 2022).

Tendo em vista a fluorescéncia emitida pela curcumina e a procura por novas
moléculas corantes de DNA seguras e de baixo custo, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a potencial interagdo entre DNA e moléculas curcuminoides.

2. METODOLOGIA
2.1. COMPOSTOS CURCUMINOIDES
Os compostos curcuminoides (1E, 4E) -1,5-bis(4-(dimetilamina) fenil) penta-
1,4-dien-3-ona (BN49), (2E,5E) -2,5-bis(4(dimetilamina)benzilideno)
ciclopentanona (BN50) e (2E,6E) -2,6-bis({[4-(dimetilamino) fenil] metileno})
ciclohexan-1-ona (BN51) (Figura 1) foram cedidos em parceria com o LLipBio.
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Figura 1: Estrutura quimica dos compostos curcuminoides.
2.2. ELETROFORESE

A eletroforese foi realizada segundo Barut e colaboradores (2017) com
modificacdes. Primeiramente, foi preparado um gel de agarose 1% diluindo 0,35g
de agarose em 35mL de Tris/Borato/EDTA 1x (TBE). Antes de solidificar, 2uL de
agente intercalante (BN49, BN50 ou BN51) foi adicionado ao gel. Posteriormente,
4uL de marcador de peso molecular foi homogeneizados com 2L de tampéo de
corrida (4g de sacarose, 0,025¢g de azul de bromotimol e 4gua gsp para 6 mL).

O homogenato foi transferido aos respectivos pocos do gel submerso de
tampéao de corrida TBE 1x e logo submetidos a uma corrente elétrica de 75V por
35 minutos. A leitura foi realizada em um transiluminador L-Pix Touch 20x20
(Loccus, Sao Paulo, Brasil). Apés, os géis foram submetidos a banho de brometo
por 30 minutos e realizado nova leitura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tal como acontece com a eletroforese utilizando brometo de etidio, a
eletroforese foi realizada adicionando o0s compostos curcuminodides ao gel
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001). As Figuras 2, 3 e 4 mostram géis contendo os
compostos BN49, BN50 e BN51, respectivamente. Os resultados dos géis de
agarose mostraram que nao foi possivel visualizar as bandas correspondentes ao
marcador de peso molecular ao se utilizar os compostos curcumindides tanto
diluidos na composicao do gel quanto homogeneizados as amostras previamente
a transferéncia para o poco (Figuras 2A, 3A e 4A). No entanto, a visualizacédo das
bandas passou a ser possivel ao submeter-se os géis a banho de brometo por 30
minutos (Figuras 2B, 3B e 4B).

Figura 2: Gel de agarose contendo BN 49 (A) e Gel de agarose contendo BN49
apo6s banho de brometo (B)
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Figura 3: Gel de agarose contendo BN 50 (A) e Gel de agarose contendo BN50
ap6s banho de brometo (B

Figura 4: Gel de agarose contendo BN 51 (A) e Gel de agarose contendo BN51
apo6s banho de brometo (B)

Os resultados da eletroforese mostram que com a utilizagdo dos compostos
curcuminoides no gel e nos pocos nao foi possivel a visualizagdo das bandas do
marcador de peso molecular.

Os resultados negativos podem ser explicados com base na composigéo dos
compostos curcuminoides. A presenca de polos positivos é caracteristica de
moléculas corantes comerciais e tem grande relacdo com a intercalacdo de
moléculas com o DNA eletronegativo (XUE et al., 2022). As iminas presentes na
estrutura do brometo de etidio, por exemplo, sdo grandes alvos para intera¢cdo com
DNA em virtude das cargas positivas parciais presentes nos atomos de nitrogénio
(EL-SHISHTAWY et al.,, 2007). A nuvem eletronica presente no nitrogénio das
moléculas dos corantes confere a elas a possibilidade de doar elétrons para o
hidrogénio do grupamento fosfato do DNA auxiliando a intercalagéo (YU & PLETKA
& IWAHARA, 2020).

O nitrogénio é presente na estrutura dos compostos curcuminoides na posi¢ao
4 dos anéis aromaticos, dando a ele potencial como agente intercalante. Porém, a
estabilidade da molécula pela auséncia de carga positiva nesses atomos nao
contribui para a ligacdo com o material genético, desfavorecendo essa intercalacgéo.

4. CONCLUSOES

Diante do exposto, podemos afirmar que os compostos curcuminoides BN49,
BN50 e BN51 ndo podem ser utilizados como corantes para a visualizacdo de
acidos nucleicos em técnicas de biologia molecular. Como projeto futuro, o
aperfeicoamento das moléculas com a inser¢cdo de outros grupos funcionais que
permitam uma carga eletrostatica maior e/ou uma melhor ligacdo com o DNA é de
grande interesse.
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