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RESUMO

O dimorfismo sexual consiste em diferencas morfoldgicas, fisiolégicas ou
comportamentais entre fémeas e machos de individuos da mesma espécie. A
distincao de individuos fémeas e machos de aves € de extrema importancia para
diferentes setores da ecologia, ornitologia e conservac¢do. Contudo, o dimorfismo
sexual nem sempre é aparente a olho nu e, em algumas espécies de aves, pode
ser inexistente. Atualmente, a metodologia mais utilizada para a sexagem no
Brasil € através de técnica de PCR, utilizando primers comerciais, seguida de
corrida em gel de agarose. Apesar dessa técnica apresentar resultados positivos
com custos relativamente baixos por amostra, € necessaria uma equipe técnica
especializada, equipamentos e reagentes onerosos. De maneira alternativa, a
utilizacdo de anticorpos monoclonais para imunossexagem ja é realizada em
algumas espécies de mamiferos. Com auxilio de um anticorpo monoclonal
especifico para o antigeno HY (exclusivo masculino) ligado a fatores de
fluorescéncia, a distincdo do cromossomo sexual de gametas pode ser realizada
de forma répida, segura e eficaz. Com a intencdo de propor uma metodologia
semelhante que pudesse ser utilizada na producédo de um kit rapido de sexagem
para aves, em trabalho anterior, realizamos um levantamento in silico de
proteinas sexo-especifica de aves (usando Gallus gallus) presentes na
membrana celular de células sanguineas. Utilizando ferramentas e plataformas
de bioinformatica, foi identificada uma proteina predita (Qque chamaremos
provisoriamente de proteina SMEFC - "sex-specific marker expressed from the
female chromosome”), ainda nao caracterizada, proveniente do cromossomo W,
com estrutura transmembranar e dominio extracelular preditos. Tal proteina
apresenta baixa homologia com outras estruturas proteicas e uma boa
conservacao entre as espécies de aves. Diante desse cenario, no presente
trabalho foi verificada a presenca do mRNA da proteina SMEFC em amostras
sanguineas de galinhas, através da metodologia de PCR por transcriptase
reversa (RT-PCR). Para isso, utilizaram-se pares de primers especificos para a
sequéncia de mRNA, desenhados previamente. Apesar de inUmeras tentativas
e adaptacbes, os resultados levantados foram inconclusivos, visto que foi
possivel observar um anelamento inespecifico em individuos machos, impedindo
a determinacgédo, dessa forma, de que o mRNA da proteina SMEFC seria sexo-
especifico. Sendo assim, analises futuras com primers mais especificos sé&o
necessarias. Concomitantemente, foi analisada a funcionalidade da sexagem
comercial pelos primers PO, P2 e P8, em comparacédo a metodologia mais usada
gue utiliza apenas o conjunto P2/P8. Foram testadas ndo somente espécies ja
sexadas pelo conjunto dos trés iniciadores como seis novas espécies nao
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testadas anteriormente, segundo a literatura. Por fim, buscando inovar e agir com
sustentabilidade na ciéncia, foram utilizados kits de extracdo de DNA viral
excedentes do periodo da Covid, adaptando a utilizacado na extragdo de DNA do
canhdo de penas das nove diferentes espécies sexadas com 0s primers
PO/P2/P8. O uso do conjunto dos trés iniciadores mostrou um excelente
desempenho na distincdo visual em gel de agarose a 1,5 %, para diferentes
espécies pertencentes a distintos grupos, ressaltando a confiabilidade nos
resultados da sexagem e a conservacao molecular da regido CHD, amplificada.

Palavras-chave: aves; heterogamético; transcrito; preservacao; galinha.
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ABSTRACT

Sexual dimorphism consists of morphological, physiological or behavioral
differences between female and male individuals of the same species. The
distinction of female and male individuals of birds is extremely important for
different areas of ecology, ornithology and conservation. However, sexual
dimorphism is not always apparent to the naked eye and in some bird species,
may be nonexistent. Currently, the most used method for sexing in Brazil is
through the PCR technique, using sets of commercial primers, followed by an
agarose gel electrophoresis. Although this technique provides positive results at
a relatively low cost per sample, it requires a specialized technical team and
expensive equipment and reagents. Alternatively, the use of monoclonal
antibodies for immunosexing is already used in some mammalian species. With
the help of a monoclonal antibody specific for the HY antigen (male exclusive)
linked to fluorescence factors, the distinction of the sex chromosome of gametes
can be achieved quickly, safely and effectively. With the intention of proposing a
similar method that could be used in the production of a fast sexing kit for birds,
in a previous work we carried out an in silico survey of bird sex-specific proteins
(using Gallus gallus) present in the cell membrane of blood cells. Using
bioinformatic tools and platforms, we identified a putative protein (which we will
provisionally call SMEFC - “sex-specific marker expressed from the female
chromosome”), a yet uncharacterized protein coded from the W chromosome,
with a putative transmembrane structure and extracellular domain. This protein
shows low homology with other proteic structures and good conservation
between bird species. Considering this context, in the current study, we verified
the presence of SMEFC protein mRNA in chicken blood samples using reverse
transcriptase PCR (RT-PCR). To this end, we used pairs of specifics primers
designed previously for the mRNA sequence. Despite numerous attempts and
adjustments, the results were inconclusive, since non-specific annealing could be
observed in male individuals, thus not confirming that the mRNA of the SMEFC
protein was sex-specific. Future analyses with more specific primers must be
performed. Concurrently, the functionality of commercial sexing using primers PO,
P2 and P8 was analyzed, in comparison to the most used methodology that uses
only the P2/P8 set. We tested not only species already sexed by the set of three
initiators, but also six new species not previously tested, according to the
literature. Finally, in attempt to innovate and act with sustainability in science,
viral DNA extraction kits surplused from the Covid period were used adapting to
the use on feather calamus DNA extraction from the nine different species sexed
with the PO/P2/P8 primers. The use of the three primers set showed excellent
performance in visual distinction on 1.5% agarose gel for different species
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belonging to different groups, highlighting the reliability of the sexing results and
the molecular conservation of the amplified CHD region.

Keywords: birds; heterogametic; transcript; preservation; chicken.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Aves: Importancia ecoldgica e econdmica

A América do Sul é um territério conhecido por ser o “Continente das Aves”
devido a riqueza e diversidade de espécies na regiao (HAUPT, 2006). Dentre os
paises, Brasil, Coldmbia e Peru sdo aqueles que possuem o maior numero de
espécies, seguido do Equador, Bolivia, Venezuela e Argentina (DEVELEY, 2021). Em
sua 132 edicdo, o Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos (CBRO) registrou 1971
espécies de aves no territorio brasileiro, sendo elas nativas, migrantes reprodutivos
ou sazonais ndo reprodutivos e ocasionais/acidentais (PACHECO, et al., 2021).
Apesar dessa abundancia de espécies de aves presentes no Brasil, muitas delas
estdo em ameaca de extincdo. Segundo dados do Sistema de Avaliacdo do Risco de
Extincdo da Biodiversidade (SALVE), do ICMBIo, 54,5% das aves estdo em estado de
vulnerabilidade, 31,5% em perigo de extincdo e 13,6% criticamente em perigo de
extingdo (ICMBIO, 2024).

Apesar da capacidade que algumas espécies de aves possuem para se adaptar
a novos habitats (BILAL, et al., 2021), algumas situacdes representam as maiores
ameacas a biodiversidade global. Por exemplo, a expansao de terras agricolas e
pastagens € responsavel pelo declinio das populacées de 74% de todas as aves
globalmente ameagadas no mundo, assim como a extragdo seletiva de madeira
(50%), espécies invasoras (39%), caca e captura (35%) e mudancas climaticas
severas (33%) (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2018).

Tanto no ecossistema, quanto para a sociedade humana, as aves
desempenham diversos papéis importantes para manter o equilibrio. Muitas espécies
realizam controle de pragas nos sistemas agricolas, reduzindo infestacdes de insetos,
pequenos mamiferos e passaros granivoros, como também de ervas daninhas,
consequentemente, aumentando os rendimentos das colheitas. Além disso, as aves
sao importantes dispersoras de sementes, promovendo a biodiversidade e também
auxiliando que espécies de plantas se regenerem em areas degradadas. Além disso,
estima-se que mais de 920 espécies de aves distribuidas no mundo, se alimentam de
néctar e acabam por polinizar flores. Adicionalmente, muitas aves contribuem para a
limpeza de ambientes, pois, ao se alimentar de animais mortos, removem residuos,

regulam doencas e ciclam nutrientes. Por fim, também realizam ciclagem de nutrientes
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de ambientes aquaticos para terrestres, ja que aves marinhas depositam nutrientes
para a terra (WHELAN, et al., 2015; MARIYAPPAN, et al., 2023).

Além desses beneficios, estudos comprovam que as aves estéo relacionadas
com o bem estar da sociedade. Na Europa, foi demonstrado que a riqgueza de espécies
de aves esta positivamente relacionada com a satisfacdo com a vida (METHORST, et
al., 2021). A riqueza e abundancia de espécies de aves também estédo ligadas ao
bem-estar pessoal e da vizinhanga de 9 cidades no sudeste da Australia (LUCK, et
al., 2011). Adicionalmente, ouvir 0 canto dos péassaros pode reduzir o estresse
psicolégico (MEDVEDEYV, et al., 2015).

Apesar de sua relevancia, o valor econémico adequado desses servicos para
a agricultura, biodiversidade e ecossistema ainda é debatido. A falta de estudos
concretos para compreender 0S servigcos ecossistémicos e a conscientizacdo da
sociedade sobre esses beneficios prejudica a preservacdo e conservagao desses
animais e seus habitats. Assim, é necessaria uma avaliacdo ampla e profunda acerca
dos beneficios econbmicos que as aves podem gerar, e também entender as
consequéncias do declinio das espécies e a sua extingao, para aumentar o0 apoio as
espécies e se possivel, como sociedade, promover a conservacao (WHELAN, et al.,
2015; MARIYAPPAN, et al., 2023).

No Brasil, algumas acdes legais podem ser tomadas com esse intuito. Uma das
solugdes legais autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) para preservacao das espécies é possibilitar a criacéo
de aves em cativeiros (BRASIL, 2008). Outras acbes também podem ser tomadas,
como designar areas protegidas (publicas e privadas), gerir diretamente as espécies
de aves (intervindo diretamente por meio de manejo de recursos-chave, como
reproducdo, alimentacdo e controle de predadores), ou estimular programas de

educacdo ambiental para apoio publico (DEVELEY, 2021).

1.1.1 Diversidade de aves

Andlises taxondmicas obtidas atraves de diversas metodologias estimam que
existam atualmente entre 10 a 11 mil espécies vivas de aves no mundo, sendo esse
um dos grupos mais abundantes e diversos (STILLER, et al., 2024). Arvores
moleculares disponibilizadas pelo endereco eletrénico BirdTree (sem data) indicam
um total de 9.993 espécies reconhecidas de aves, distribuidas em 158 clados (JETZ,
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etal., 2012). Em outra ferramenta de acesso gratuito denominada Tree of life, baseada
na classificacdo de Sereno (1999), o leitor tem acesso a uma variada gama de
informacdes de grupos e espécies de aves, sendo possivel interagir e desmembrar
cada grupo para uma analise mais detalhada do objeto de estudo (TREE OF LIFE
WEB PROJECT, 1999).

A partir dos avancos no sequenciamento de nova geracdo (NGS), novas
informacdes genéticas e levantamentos sobre a diversidade de aves surgem
diariamente. A figura 1 ilustra a riqueza em espécies e suas relacdes evolutivas com
base em andlises bayesianas, contendo 259 aves de base (PRUM, et al., 2015).

O primeiro grupo observado na parte superior da figura representa o0s
Paleognathae (em cinza, onde encontram-se aves como avestruz e ema), sendo
considerada uma superordem, juntamente com os Neognathae (Neoaves, em cinza
escuro, separados por cinco clados irméaos). Entre eles, em vermelho, observa-se o
clado pertencente aos Galloanserae, onde encontra-se a galinha doméstica Gallus
gallus (G. gallus). Ja nos clados irméaos pertencentes as Neoaves, pode-se observar:
Strisores (em marrom, exemplo: beija-flor), Columbaves (em roxo, exemplo: pombos),
Gruiformes (em amarelo, exemplo: saracuras), Aequorlitornithes (em amarelo, clado
de aves aquéticas) e Inopinaves (em verde, exemplo: corujas e todos o0s
Passeriformes) (PRUM, et al., 2015).

Alguns aspectos associados aos estudos com aves podem gerar dificuldades
para a producdo de arvores filogenéticas, tais como a diversidade de espécies
amostradas, os métodos filogenéticos, as regides genémicas utilizadas e os eventos
evolutivos complexos, como a hibridizacdo antiga (STILLER, et al., 2024), limitando
assim a total compreensao de diversidade e evolucéo entre as linhagens (FENG, et
al., 2020), principalmente das aves modernas (STILLER, et al., 2024). Estudos mais
recentes revelam novas relacdes entre os grupos de aves. No trabalho de Stiller e
colaboradores (2024), uma nova arvore filogenética foi descrita, a partir de dados
obtidos de 63.430 loci intergénicos (regides que apresentam menores forcas de
selecdo), integrando 92% do total de diversidade de familias taxondmicas e
suportando 363 espécies. Na figura 2, observa-se a comparacdo da nova arvore
filogenética (a esquerda) com a arvore filogenética descrita por Prum, et al., 2015 (a
direita) (STILLER, et al., 2024).



Figura 1. Filogenia representativa e ilustrativa da Arvore da Vida de Aves
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Figura 1. Filogenia representativa e ilustrativa da Arvore da Vida de Aves (continuacéo)
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Figura 2. Filogenias comparadas
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Legenda: comparacgdo entre a arvore filogenética de Prum, et al. (2015) (direita) e Stiller, et al. (2024)

(esquerda).

Buscando correlacionar tais arvores filogenéticas descritas, uma das principais
elucidacdes citadas esta associada aos ajustes dos grupos comparando com suas
caracteristicas morfolégicas (STILLER, et al., 2024). Esse ajuste de concordancia
entre a nova topologia e a morfologia dos individuos (STILLER, et al., 2024), auxilia
no entendimento da grande diversidade de espécies, assim como diversidade em
comportamento e dimorfismo (PRUM, et al., 2015; WINK, 2021), demonstrando a
maior explosdo em diversidade e separacdo morfologica associada aos periodos
histéricos (STILLER, et al., 2024).

1. 2 Gonocorismo e dimorfismo sexual em aves

Assim como diversas espécies do reino animal, as aves também apresentam
um comportamento/aspecto denominado gonocorismo: caracteristica individual em
existir como apenas um dos sexos, ou seja, fenbmeno de apresentacdo como
espécime exclusivamente feminina ou masculina (HOLUB & SHACKELFORD, 2022).
Dentro de tal caracteristica, destaca-se a producédo de gametas nos sexos separados,
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havendo assim a necessidade de combinacdo de dois gametas distintos para a
producdo de um individuo. Essas combinacfes genéticas e morfolégicas geram uma
gama de informacdes e abundancia de diversidade, fazendo com que ambos 0s sexos
assumam diferentes espacos dispostos ecologicamente. As diferencas entre os
gametas aplicam-se também em diferentes nichos, ou papeis, ocupados pelos dois
tipos sexuais de individuos da mesma espécie, seja comportamental, social,
morfolégico ou outros (HOLUB & SHACKELFORD, 2022), denominado dimorfismo
sexual (DS) (WINK, 2021).

O DS é um fenébmeno de diferenciacdo morfologica, estrutural, fisioldgica e
molecular entre os sexos bioldgicos de organismos da mesma espécie. Essas
caracteristicas podem ser observadas em diferentes espécies das mais variadas
linhagens animais existentes (LOVICH & GIBBONS, 1990; KOHLRAUSCH, et al.,
2003; AVELAR, 2007; REZENDE-PINTO, 2007; MESQUITA, et al., 2010; MAROCHI,
et al., 2016). O DS surgiu através de um longo processo de desenvolvimento
progressivo de fatores ligados ao sexo e sofreu aprimoramento por meio da selegéo
natural (VALENZUELA, 2009). O dimorfismo pode se apresentar de forma distinta nas
diferentes espécies, abrangendo desde insetos até mamiferos e, ainda, sofrer
alteracdes provocadas pelo ambiente ou em resposta a varias substancias. Sendo
assim, vale ressaltar que tais caracteristicas ndo podem ser consideradas universais,
pois sofrem influéncia de fatores externos (LOVICH & GIBBONS, 1990; BECKER,
2016).

Geralmente, as diferencas entre 0s sexos sdo mais aparentes na morfologia,
sendo a caracteristica mais acometida pelo DS, mas existem caracteristicas
anatdmicas intrinsecas, como a determinacédo do processo estrutural de algum 6rgéo,
ou entdo caracteristicas moleculares, que ndo apresentam expressdo fenotipica
visivel. Também pode-se observar diversidades em tamanho e massa corporal,
vocalizagdo, coloracdo e caracteristicas corporais associadas ao desempenho social
dos individuos, representando uma fascinante manifestacéo da diversidade biologica
(LOVICH & GIBBONS, 1990; AVELAR, 2007; REZENDE-PINTO, 2007; MESQUITA,
et al., 2010; MAROCHI, et al., 2016). Alguns dos exemplos mais memoraveis de DS

sao observados nas aves (figura 3).
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Figura 3. DS morfolégico acentuado
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Fonte: adaptadaé de b“i'(;k'DanieIs,14; Luiza Mallmann, 2020; Patricia Nicoloso, 2022; Rafael Boni,
2022.
Legenda: (A) Anas clypeata; (B) Procnias nudicollis; (C) Rauenia bonariensis.

O DS em aves exibe um papel ecoldgico notério, sendo utilizado como forma
de conquista em processos de acasalamento, reconhecimento de tons na plumagem
indicando parentesco, sobrevivéncia em ambientes de predacdo e estratégias de
forrageamento e caca (DUNN, et al., 2001; VAN DAMME, et al., 2008; IGIC, et al.,
2010; MESQUITA, et al., 2010; MAGGI, 2017). Alguns parametros de DS sao mais
facilmente distinguiveis a olho nu, e, portanto, utilizados para comparagéo entre 0s
sexos de uma determinada espécie. Um exemplo € o tamanho corporal, visto que a
massa corporal feminina pode sofrer variacdes devido aos periodos de oviposicao.
Dongmo e colaboradores (2015), relatando a discussdo de diferencas em massa
corporal entre os sexos de Andropadus latirostris - protdnimo de Eurillas latirostris, ou
seja, primeiro nome legitimo de um taxon (AVIBASE, sem data) - enfatizam que a
analise do comprimento da asa deve ser utilizada como caractere mais confiavel para
distincdo de tamanho corporal, principalmente levando em consideragédo as mudancgas
ocasionadas nos periodos de reproducao. Ainda, os autores destacam que individuos
da mesma espécie podem apresentar DS distinto quando comparados a grupos
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geograficamente separados. No caso de A. latirostris, além do DS aparente em
tamanho corporal dos machos, relacionado a competitividade masculina, os individuos
também se diferem quanto ao tamanho do bico, quando sdo comparadas as duas
regides geograficas de estudo: Camarfes e Gana (DONGMO, et al., 2015).

Apesar do DS ser amplamente difundido entre as espécies de aves, pode-se
considerar ainda o comportamento reprodutivo como um fator de influéncia na selecao
sexual e, consequentemente, no dimorfismo entre os sexos. Ou seja, espécies de
aves que apresentam comportamentos monogamicos geralmente sofrem pressoes de
selecdo sexual menor quando comparadas a espécies de aves ndo monogamicas.
Sendo assim, recursos associados a tamanho corporal, vocalizacdo e plumagem,
podem ser mais evidentes em espécies com maior competicdo associada ao
acasalamento e dispersdo de material genético (DONGMO, et al., 2015; VALCU, et
al., 2023). Um exemplo de ave monogamica que apresenta pouco ou henhum DS é o
grou-comum, de espécie Grus grus (ALONSO, et al., 2019). Essa espécie, com
comportamentos de exclusividade em pares para reproducao, apresenta plumagem
com coloragdo sem distincdo entre os sexos, tendo como DS apenas uma leve
diferenca em relacdo ao tamanho e massa corporal (figura 4A) (ALONSO, et al., 2019).
Ainda que aves com comportamento monogamico apresentem distin¢cdes,
principalmente relacionadas ao tamanho corporal (VALCU, et al., 2023), as variacbes
em plumagem extravagantes estdo majoritariamente associadas a competicdo sexual
por parceiros (DARWIN, 2018; VALCU, et al., 2023). Outro exemplo, séo as araras-
canindé, caracterizadas por comportamentos monogamicos, o qual pode perdurar
todo periodo fértil da vida de cada individuo, contribuindo para o sucesso reprodutivo
da espécie (PEREIRA, et al., 2021). Essa espécie de araras, como muitos outros
Psittacidae, ndo apresenta DS aparente entre o0os sexos, sendo necessaria a
realizacdo de sexagens moleculares, principalmente quando ha intencdo de
reinsercéo desses animais na natureza (PEREIRA, et al., 2021). Enquanto isso, aves
como os tangaras (Chiroxiphia caudata), descritos por seus comportamentos sexuais
nao monogamicos, apresentam um DS mais aparente, 0 que pode ser caracterizado
pela competitividade, onde o macho apresenta dancgas, exibindo sua plumagem e
vocalizagdo para selegéo sexual, realizada pelas fémeas (figura 4B) (BOBATO, 2014).

Aléem desse fator comportamental e social, outros fatores
sociocomportamentais também afetam diretamente o DS de aves, entre eles

destacam-se o comportamento migratério (DONGMO, et al., 2015; VALCU, et al.,
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2023) e padrdes sazonais (REZENDE-PINTO, 2007; THOME, et al., 2007). Fémeas
de Parulidae representam um bom exemplo de adaptacédo nas cores da plumagem
ocasionada pelo comportamento migratorio como uma ferramenta de defesa contra a
predacao que pode ocorrer durante o trajeto percorrido (SIMPSON, et al., 2015).

Algumas espécies, por outro lado, ndo apresentam nenhuma diferenca visivel
entre os individuos dos diferentes sexos (figura 4C) (AVELAR, 2007). Algumas aves,
por exemplo, séo caracterizadas pelo DS inexistente, ou entdo, diferencas nao visiveis
a olho nu, em suas fases imaturas e adultas (AVELAR, 2007; MAGGI, 2017). Como a
capacidade visual de aves se distingue do ser humano, algumas nuances na
coloracdo da plumagem entre os organismos podem nao ser percebidas, dificultando
a distincdo dos sexos desses animais (MAGGI, 2017). Ainda, em algumas espécies,
a diferenca ou especializacdo na coloracdo da plumagem pode ocorrer apenas na
fase adulta, como no caso de Psittacula krameri. Nessa espécie, os machos adultos
apresentam um colar avermelhado ao redor do pescoc¢o, enquanto as fémeas nédo
sinalizam nenhuma marcacéo (SABAT, et al., 2016) (figura 4D). Em casos de auséncia
de DS, ou presenca de dimorfismo ndo visivel a olho nu, existem metodologias que
utilizam raios UV em plumagens para verificar as diferencas entre os sexos (CUTHILL,
et al., 1999). Ainda, técnicas nédo invasivas de identificacdo de canto dos passaros,
separados ou em duetos, podem ser utilizadas com alta confiabilidade, tanto por
audicdo, quanto por analise espectrografica, como no caso do Dendrocygna viduata,
Fulica americana e Streptopelia decaocto, os quais nao apresentam DS visivel
(VOLODIN, et al., 2015) (figuras 4E, 4F e 4G, respectivamente).

Independente do DS externo de machos e fémeas, internamente o sistema
reprodutor é Unico para cada sexo, sendo que o masculino produz espermatozoides
que serdo depositados no corpo da fémea, uma vez que a fecundacédo € interna. As
pesquisas acerca do sistema reprodutor de aves, bem como seu desenvolvimento e
regulacdo molecular, utilizam como seu principal animal modelo a galinha doméstica

(G. gallus), conforme é trazido nos itens a seguir.
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Figura 4. Aves com e sem DS aparente

o7y

Fonte: adaptadas de Ingrid Taylar, 2013; Rodrigo Conte, 2013; Carlos Moura, 2018; Criacdo de
Animais, 2018; Andy Hay/Rspb In Wilder, 2020; Daniel Sosa Ruiz, 2020; BGENET, 2022.
Legenda: (A) Grus grus sem DS; (B) DS em Chiroxiphia caudata com macho & esquerda e a fémea a
direita; (C) casal de Anas fulvigula sem DS; (D) Psittacula krameri com DS; (E) Dendrocygna viduata

sem DS; (F) Fulica americana sem DS; (G) Streptopelia decaocto sem DS.

1.3 O sistema reprodutor das aves
1.3.1 Sistema reprodutor dos machos

O sistema reprodutor de galos (figura 5A) é composto de dois testiculos
dispostos dentro da cavidade abdominal, proximos aos rins (SILVA, 2020). Sao érgaos
ovais, que variam de tamanho segundo a estacao, clima, idade e época reprodutiva
(KONIG, et al., 2016). Eles produzem espermatozoides e hormonios sexuais,
principalmente testosterona. Os espermatozoides produzidos nos testiculos séo

armazenados e maturados nos epididimos (pequenos ductos, representados em rosa
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claro na figura 5A), que estdo conectados diretamente aos testiculos (DA ROCHA
JUNIOR, 2007).

Do epididimo saem os ductos deferentes (figura 5A) (SILVA, 2020), que sao
tubos longos e enrolados, passando ao longo do comprimento do corpo do galo, sendo
o primeiro local de armazenamento de espermatozoides. Esses ductos deferentes
desembocam na cloaca, caracterizada por ser a saida comum tanto para o sistema
reprodutivo como digestivo e urinério das aves (figura 5A) (RUTZ, et al., 2007).

Na extremidade caudal da cloaca, e ndo aparente em repouso, é encontrado
um aparelho copulatério rudimentar (figura 5B), ndo tdo desenvolvido como o de
mamiferos, que ajuda na transferéncia de espermatozoides para a fémea. Essa
estrutura € composta de um falo (figura 5C), que possui um corpo falico mediano e
duas papilas laterais, chamadas de corpos falicos laterais. Para formar uma pequena
erecdo, uma linfa é produzida inchando as papilas. Ainda assim, durante a copula, o
falo ndo penetra na cloaca da galinha, mas esta se abre, expondo a extremidade do
oviduto onde o sémen ¢ depositado (ROMAO, 2011; SILVA, 2020).

Figura 5. Sistema reprodutivo do galo
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Fonte: adaptadas de King, 2002; Societat Ornitologica Amics Del Vendrell, 2014; Konig, et al., 2016.
Legenda: (A) Esquema do aparelho reprodutivo do galo; (B) Localizagdo mais detalhada do aparelho
copulatério; (C) Falo.
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1.3.2 Sistema reprodutor das fémeas

O sistema reprodutor de galinhas (figura 6A) é altamente eficiente e adaptado
para a producao continua de ovos, sendo um processo ciclico que pode ocorrer quase
diariamente durante o periodo de postura. O sistema reprodutor feminino inclui o
ovario esquerdo, unico funcional nas galinhas adultas (SILVA, 2020), que consiste em
varios foliculos de tamanhos diferentes, contendo os ovdcitos em diferentes estagios
de desenvolvimento. O ovéario se comunica com a cloaca através de um tubo chamado
oviduto, no qual o 6vulo passa até a cloaca. Ele é dividido em varias partes com
funcdes especificas: o infundibulo, com formato de funil que captura o évulo liberado
do ovério e € onde ocorre a fertilizacdo se houver espermatozoides presentes, bem
como a formagdo da calaza (membrana fibrosa, esbranquicada, que auxilia na
estabilizacdo da gema de forma centralizada na clara); o magnum, a parte mais longa
do oviduto que secreta a clara (albumina) do ovo; o istmo, a parte mais curta do
oviduto, que secreta as membranas internas e externas da casca do ovo; o Utero, que
secreta a casca calcéaria do ovo; e a vagina, parte final do oviduto antes da cloaca,
gue tem funcao de transportar o ovo para fora (figura 6B) (FREITAS, et al., 2011).

A cloaca € a camara onde o ovo € expelido pelo corpo da galinha e, como no
macho, serve de saida comum para o sistema reprodutivo, digestivo e urinario. Na
juncdo Utero-vaginal existem glandulas hospedeiras que armazenam
espermatozoides apés a copula, por trés a quatro semanas, permitindo a fertilizacao
de multiplos ovos ao longo do tempo (RUTZ, et al., 2007).

No caso da galinha, sua reproducéo € por ovoviviparidade, ou seja, o embrido
se desenvolve, no inicio, dentro do aparelho reprodutor da fémea e posteriormente é
expelido pela cloaca, completando seu desenvolvimento de 21 dias fora do corpo da
mae (SILVA, 2020).
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Figura 6. Sistema reprodutivo de galinha
A Fémea
ovario

foliculos . 3

Fonte: adaptadas de Societat Ornitologica Amics Del Vendrell, 2014; Veterinary Histology, 2017.
Legenda: (A) Esquema do aparelho reprodutivo da galinha; (B) Oviduto e formag8es de estruturas.

1.3.3 Desenvolvimento do sistema reprodutor das aves

O desenvolvimento do sistema reprodutor das aves € marcado por uma série
de processos bioldgicos que determinam o sexo e influenciam o desenvolvimento das
gbnadas. O mecanismo central que controla o desenvolvimento sexual é
cromossOmico e, diferente dos mamiferos, nas aves o0 sexo € determinado por um
sistema ZW: as fémeas possuem dois cromossomos sexuais diferentes (ZW) e os
machos tém dois cromossomos idénticos (ZZ) (CLINTON & HAINES, 1999). A fémea
heterogamética, com o cromossomo W, desempenha um papel crucial na
determinacado do sexo, enquanto os machos homogaméticos, com a presenca de dois
cromossomos Z, resultam no desenvolvimento masculino (figura 7) (CLINTON &
ZHAO, 2023). Esse sistema de determinacao sexual e os cromossomos Z e W serao
mais amplamente discutidos adiante, no item 1.4.

O sistema reprodutor tem origem no mesoderma intermediario (figura 8A),
semelhante ao sistema urinario, com o qual esta interligado (HIRST, et al., 2018). No
terceiro dia de desenvolvimento, as cristas urogenitais, provenientes do mesoderma
intermediario, se projetam da parede do corpo para a cavidade peritoneal (figura 8B),

formando os ductos mullerianos e os ductos de Wolff entre os dias 4,0 e 4,5. As células
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germinativas primordiais, ou suas células precursoras, que dardo origem aos
gametas, estdo presentes desde o inicio do desenvolvimento do embrido, e sao
provenientes da area pellcida da regido do blastoderme. Elas entram no sistema
vascular e, aproximadamente no dia 3,5, colonizam as gbnadas em formacgéo
(YAMAMOTO, et al., 2007; HIRST, et al., 2018; ROLY, et al., 2020), e la expandem
em numero (figura 8C). Esse ainda é um estagio indiferenciado, sendo indeterminado
se a gbnada se desenvolvera em testiculo ou ovario. No dia 5, a proliferacéo de células
epiteliais, invadindo o estroma mesenquimal, d& origem aos corddes sexuais primarios
(figura 8D). A partir do dia 6, inicia a diferenciacéo sexual das gonadas (BELLAIRS &
OSMOND, 2014; CLINTON & ZHAO, 2023).

Em machos, no quinto dia, os corddes sexuais priméarios formam os corddes
testiculares, e os tubulos de Wolff provenientes do sistema urinario se conectam
formando o rete testis (ou rede testicular) (figura 8E). Essa conexdao ndo ocorre na
fémea. Nos dias 7-8, os ductos mullerianos comecam a degenerar simultaneamente
na direcao caudal-cranial, desaparecendo no dia 12,5 (figura 8F). Além disso, no dia
13 as células germinativas primordiais, dentro das gbnadas, iniciam a divisdo e
diferenciacdo em espermatogodnias (BELLAIRS & OSMOND, 2014; IMAIMATSU, et
al., 2022; TAN, et al., 2024).

Apos o dia 20, os cordBes sexuais primarios, que formam os corddes
testiculares, se canalizam e formam os tubulos seminiferos. Posteriormente, a rede
testicular fornece passagem para os espermatozoides dentro dos tubulos seminiferos
para os tubulos mesonéfricos ou de Wolff, que, por sua vez, formam o epididimo. O
ducto de Wolff ja ndo cumpre a funcéo de ducto excretor e se torna o ducto deferente,
gue transporta os espermatozoides para a cloaca (figura 8G) (BELLAIRS & OSMOND,
2014; MURASHIMA, et al., 2015).

Nas fémeas, as células germinativas primordiais, que entraram nas génadas
por volta do dia 3,5, a partir do dia 10, sofrem morte celular diferencial em ambas as
gonadas, sendo maior na direita, atrofiando o ovario (BELLAIRS & OSMOND, 2014)
(figura 8H). Nos dias 7-8, os corddes sexuais primarios nas fémeas se expandem,
formando a medula do ovario. Outro cordao, o sexual secundario, também proveniente
das células epiteliais, se torna o cortex (figura 8I). No dia 7, as células germinativas

primordiais presentes no cortex se diferenciam em oogonias.
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Figura 7. Determinacdo do sexo em machos homogaméticos e fémeas heterogaméticas
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Fonte: a autora.

Legenda: adultos apresentam 76 cromossomos autossdmicos + dois cromossomos sexuais e geram
gametas contendo 38 cromossomos autossémicos + um cromossomo sexual. A juncdo dos dois
gametas, geram novos individuos.

No dia 8, o ducto mulleriano direito da fémea comeca a degenerar,
desaparecendo no dia 18 (figura J). Por volta do dia 11, o ducto mulleriano esquerdo
na fémea modifica-se em 6stio, regides glandulares e glandula da casca, com fusdo a
cloaca (BELLAIRS & OSMOND, 2014).



Figura 8. Desenvolvimento embrionario do sistema reprodutor
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Fonte: adaptadas de Schoenwolf, et al., 2014.
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Legenda: (A) Corte transversal do embrido em desenvolvimento inicial, mostrando diversas estruturas,
com énfase no mesoderma intermediario; (B) Corte transversal mostrando a posicao da crista

urogenital.
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Figura 8. Desenvolvimento embrionario do sistema reprodutor (continuagéo)
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Fonte: adaptadas de WGBH Educational Foundation, 2001; Gilbert, 2003; Kim & Han, 2018; Tan, et
al., 2024.
Legenda: (C) Migracdo das células germinativas primordiais (CGP) em quatro fases do
desenvolvimento até o estabelecimento nas gdnadas; (D) Localizacdo dos cordfes sexuais primarios;
(E) Formacéo da rete testis envolvendo o tabulo de Wolff e os cord@es testiculares; (F) Degeneracao

caudal-cranial dos ductos mullerianos.
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Figura 8. Desenvolvimento embrionario do sistema reprodutor (continua¢éo)
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Fonte: adaptadas de Cooke & Saunders, 2002; Major & Smith, 2016; Estermann, et al., 2020; Tan, et
al., 2024.

Legenda: (G) Estruturas formadas envolvidas na passagem dos espermatozoides para a cloaca; (H)

Desenvolvimento diferencial das gbnadas (G) femininas, também mostrando o rim mesonéfrico (Ms);

(I) Medula e cortex formados pelos cordfes sexuais primario e secundario; (J) Degeneragéo do ducto

mulleriano direito.
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1.4 Sistemas cromossdmicos de determinacéo sexual

Todo o complexo processo de evolugdo dos cromossomos sexuais levou ao
surgimento de individuos com carga cromossomal diferente entre os dois sexos,
sendo um deles heterogamético (XY ou ZW) e outro, homogamético (XX ou ZZ)
(KAISER & BACHTROG, 2010). Além dos sistemas de determinacéo sexual XY e ZW,
existem outros sistemas que podem influenciar no desenvolvimento sexual do
embrido, ou entdo, mais de um sistema de determinacdo sexual trabalhando em
conjunto, como no caso de alguns anfibios (MALTEMPI, 2017). No presente trabalho,
iremos ressaltar algumas caracteristicas e informacdes relevantes levando em
consideracao apenas os sistemas de determinacdo sexual XY e ZW, visto que s&o 0s

mais estudados para fins de sexagem.

1.4.1 Sistema XY de determinacao sexual

O sistema de determinacdo sexual XY € o0 mais estudado por ser aquele
apresentado pelos mamiferos. Nesse caso, os individuos fémeas apresentam duas
copias do cromossomo X (homogamético), enquanto os individuos machos
apresentam uma coépia do cromossomo X e uma coépia do cromossomo Y
(heterogamético) (SOUZA, 2003). Considera-se, portanto, que o cromossomo X é
caracterizado por conter informacbes relacionadas ao desenvolvimento de
caracteristicas femininas, ao passo que 0 cromossomo Y € associado as
caracteristicas masculinas (SCOTT, 2014). Sabe-se que alguns loci ligados aos
Cromossomos sexuais podem gerar uma expressao distinta de fatores ou antigenos
entre fémeas e machos (MIGNEROT & COELHO, 2016; ROSSETTI, 2016).

Em seu trabalho, Muller (1996) demonstrou, através da rejeicdo de implantes
teciduais entre individuos machos e fémeas, a existéncia de um antigeno denominado
HY (gene Smcy, proveniente do cromossomo Y) em diferentes tecidos de individuos
machos. As fémeas que receberam o transplante sofreram rejeicdes através das
células T citotoxicas ao identificarem o antigeno HY (MULLER, 1996). Adicionalmente,
sabe-se que o antigeno HY é conservado entre diferentes grupos de mamiferos, como
0s humanos, e novas pesquisas envolvendo sua fungao, conservacéo e utilizagéo
para sexagem, vém sendo realizadas (MULLER, 1996; DAMIANI, et al., 2000; MATTA,
2003; SOUZA, 2003).
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No cromossomo Y, encontram-se diferentes genes, ligados ou ndo a
diferenciacdo sexual do embrido. O gene Sry, por exemplo, estad diretamente
associado ao aparecimento de caracteristicas masculinizantes no individuo, e pode
ser considerado um dos fatores principais desse processo (ROSSETTI, 2016). O Sry,
gue comeca a ser expresso nas células pré-Sertoli, € responsavel por ativar a
expressdo do gene SOX9, também importante para o desenvolvimento testicular, e
induz a diferenciacdo de células pré-Sertoli em células de Sertoli. Essas células
passardo por diversas transformacbes, formando os corddes testiculares que
envolvem as células germinativas. Outras cascatas de genes sdo ativadas, como
DMRT1, AMH, SOX8 e 9. Nas gonadas da fémea, com a falta de Sry, outros genes
sao regulados positivamente, como o0 WNT, WNT4 e RSPO1, assim como FOXL2,
TGFB e FST que diferenciam as células da granulosa até o inicio da foliculogénese
(JIMENEZ, et al., 2021; OKASHITA & TACHIBANA, 2021).

1.4.2 Sistema ZW de determinacéo sexual

De forma inversa ao sistema XY de determinagéo sexual, no sistema ZW
observa-se a presenca de dois cromossomos diferentes nas fémeas: uma cépia do
cromossomo Z e uma cépia do cromossomo W (HANDLEY, et al., 2004). Ou seja,
nesse sistema os individuos heterogaméticos sao as fémeas, enquanto os individuos
machos apresentam duas cépias do cromossomo Z (homogamético) (HANDLEY, et
al., 2004). Da mesma forma que nos mamiferos, 0s cromossomos sexuais também
apresentam uma expressao de genes diferente ou um gradiente de expressao distinto
entre os dois sexos (ELLEGREN, 2001). Entretanto, a maior parte dos cromossomos
sexuais Z e W estdo na forma condensada (heterocromatina), porém, possuem
grande importancia na expressdo de cascatas de genes ligados a formacao de
gbnadas e desenvolvimento embrionario (ROSSETTI, 2016). Existem poucos estudos
sobre as caracteristicas e funcionalidades do cromossomo W, e considera-se que a
determinacdo entre os sexos poderia ser realizada através de um gradiente de
concentracdo proveniente do cromossomo Z (WALDRIGUES, 1982; ROSSETTI,
2016). O gene DMRT1, localizado no cromossomo Z, seria 0 mais indicado para a
determinacdo sexual, pois, em comparagdo com o embrido fémea, € expresso em
altos niveis no embrido macho. Com dois alelos, cria-se uma “dose dupla” para que

as gbnadas se desenvolvam em testiculos. Em contrapartida, o cromossomo W, com
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o tamanho reduzido, ndo possui um gene determinante muito claro, portanto, até o

momento, ndo parece ter funcdo nessa determinacdo (CLINTON & ZHAO, 2023).

1.4.3 Os cromossomos Z e W

Segundo dados do NCBI (VERTEBRATE GENOMES PROJECT, 2021), G.
gallus contém 38 pares de cromossomos autossémicos e um par de cromossomos
sexuais (figura 9). Atualmente, esses cromossomos sao caracterizados em 9
macrocromossomos (maiores que 35 Mb na montagem do genoma), incluindo o Z, e
30 microcromossomos (menores que 30 Mb). Desses cromossomos, 28 sao
telocéntricos, e o restante sdo metacéntricos e submetacéntricos (ADEMOLA, et al.,
2020; SMITH, et al, 2023). Ainda, existe uma classificacdo para o0s
microcromossomos de tamanho menor (média 3,9 Mb), conhecidos como
cromossomos dot, que, no caso de G. gallus sdo numerados como: 16, 29, 30, 31, 32,
34, 35, 36, 37 e 38. Eles séo caracterizados pelo alto teor de GC, maior densidade de
genes e um nivel elevado de metilacdo do DNA. Séo frequentemente enriquecidos
com genes de manutencdo celular, conhecidos como genes housekeeping, que
codificam proteinas com funcdes essenciais para o organismo, como o metabolismo,
sintese de proteinas, reparo do DNA, estabilidade genémica e transporte de
moléculas (HUANG, et al., 2023).

No ndcleo celular, os microcromossomos interagem frequentemente entre si
e se agrupam. Consequentemente, eles estdo em menor contato com o0s
macrocromossomos, diminuindo a probabilidade de fusdo com eles (SMITH, et al.,
2023). Devido as caracteristicas de riqueza, de CG e densidade génica, as montagens
gendmicas dos microcromossomos eram complexas e tinham diversas lacunas.
Atualmente, foi possivel identificar essas regides, gracas a utilizacdo de leituras
longas (SMITH, et al., 2023).

Segundo dados encontrados no Ensembl (2024), pode-se contabilizar no
genoma de G. gallus 1.053.332.251 pares de bases. Quanto a contagem de genes,
sao preditos 17.007 genes codificadores, 13.040 genes néao codificantes (sendo 1.089
pequenos genes nao codificantes, 11.946 genes longos nao codificantes e 5 genes
diversos nédo codificantes). Aléem disso, contabiliza-se 61 pseudogenes e 72.689

transcricdes génicas, que podem ou nao codificar uma proteina.
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Figura 9. Cromossomos da G. gallus
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Fonte: Takagi & Makino, 1966; Ensembl, 2024.
Legenda: pares de cromossomos autossdmicos e o par sexual: (A) corado com Giemsa e (B) virtual.

Os cromossomos Z e W também possuem diferencas de tamanho, assim como
o0 X e 0 Y de mamiferos. No caso dos mamiferos, o cromossomo X compreende cerca
de 7% do genoma, sendo um dos macrocromossomos, contrastando com o
microcromossomo W, no caso das aves, que ocupa aproximadamente 1,5%
(CLINTON & HAINES, 1999).

Pouco é conhecido sobre a total constituicdo, funcionalidade dos genes
presentes nos cromossomos sexuais de aves e fatores de determinacéo sexual dos
individuos, devido a numerosa quantidade de regifes repetitivas e/ou conservadas
em heterocromatina (ROSSETTI, 2016). Os cromossomos sexuais podem se
apresentar de formas distintas em diferentes espécies. Por exemplo, 0S cromossomos
sexuais Z e W de aves pertencentes ao grupo das ratitas apresentam muita
similaridade entre si quando comparados a outras aves. Enquanto a maior parte dos
grupos de aves apresentam o cromossomo sexual W com menor tamanho e

predominantemente heterocromatico em comparagdo ao cromossomo Z, as ratitas
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apresentam cromossomos Z e W cariologicamente indistinguiveis ou levemente
distintos (SCHARTL, 2004).

Almejando conhecer melhor a evolugdo e caracteristicas dos cromossomos
de aves, em especial o par de cromossomos sexuais, Marriadassou e colaboradores
(2021) realizaram o sequenciamento do material genético de diferentes espécies do
género Gallus e realizaram andlises filogenéticas com o DNA cromossomal e DNA
mitocondrial. A topologia da arvore filogenética produzida através da analise dos
cromossomos autossdmicos em relagdo aos cromossomos sexuais indicou um
comportamento distinto entre eles em relacédo aos indicativos de evolucao presentes
nesses materiais genéticos, assim como do DNA mitocondrial. Como o0 cromossomo
W e o DNA mitocondrial séo produtos herdados maternalmente, acreditava-se que
ambos apresentavam comportamentos similares filogeneticamente. Entretanto, as
analises sugerem uma maior aproximacao da historia evolutiva do cromossomo W
com 0s cromossomos autossémicos do que com o DNA mitocondrial
(MARRIADASSOU, et al., 2021).

Essa hip6tese pode ser sustentada pela presenca de regides PAR (regides
pseudo-autossémicas) nos cromossomos sexuais, estimadas em 5 Mb de
comprimento em G. gallus. Tratam-se de sequéncias que apresentam homologias
entre 0s pares de cromossomos sexuais (X e Y no caso dos mamiferos, e Z e W no
caso de aves), compartihando genes em ambos o0s sexos. Pela regido PAR
compartilhar genes homologos, € sabido que, durante a meiose, 0S Cromossomos
sofrem recombinacdo nessas porc¢les, auxiliando na manutencdo e integridade
gendmica, segregando corretamente o material genético para as células germinativas
(MARRIADASSOU, et al., 2021). Adicionalmente, o tamanho das regibes PAR é
proporcionalmente distinto nas diferentes espécies de aves (XU & ZHOU, 2020).

O cromossomo Z da galinha é grande e rico em genes, com 82 Mb abrigando
mais de 1000 genes, altamente conservados entre as aves. Por outro lado, o
cromossomo W parece ter se degradado em diversos grupos de aves, resultando em
um tamanho menor, com 55 Mb, composto majoritariamente de sequéncias repetitivas
no DNA, e rico em sitios para as enzimas de restricdo Xhol, EcoR1 e Sspl. Além
disso, € um cromossomo que possui menos genes, e é amplamente heterocromatico
(AYERS, et al., 2013; BELLOT, et al., 2017). A quantidade de genes presentes no
cromossomo W também varia de uma literatura para outra. Pode-se encontrar

trabalhos descrevendo que a galinha possui 28 genes (LIN, et al., 2023) enquanto
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outros contabilizam 36 (RALLABANDI, et al., 2019). Verifica-se que, mesmo em
estudos de transcriptoma, é dificil conseguir estimar a quantidade de genes e
descrevé-los, agregando dificuldades na determinacéo de genes sexo-especificos no
genoma de galinhas (AYERS, et al., 2013).

Assim como a estrutura dos cromossomos sexuais, 0 processo de
determinacdo sexual ndo € claramente entendido. Genes candidatos presentes no
cromossomo W, atuando como determinantes feminilizantes, ainda n&o foram
claramente evidenciados (XU & ZHOU, 2020), mas € possivel encontrar estudos
relacionando alguns genes potenciais para a feminilizacdo de células germinativas
primordiais, como os da familia SMAD (SMAD2W e SMAD7B), HINTW, SUB1W,
KCMF1W e MIER3W (ICHIKAWA, et al., 2022b). Por outro lado, também se acredita
que existam genes pertencentes ao cromossomo Z responsaveis pelo processo
conhecido como dosagem, interferindo como fator fundamental para a determinacgéo
sexual dos individuos (BIRCHLER, 2009; SIGEMAN, et al., 2018; XU & ZHOU, 2019;
CHEN, et al., 2020; XU & ZHOU, 2020; BELLOT & PAGE, 2021).

1.4.4 Hipéteses de superdosagem ou genes sexo-especificos

Apesar do exato mecanismo que regula o desenvolvimento dos 6rgaos sexuais
de aves ser desconhecido, a literatura propde dois mecanismos diferentes: o0 modelo
de gene dominante, sugerindo que um gene especifico no cromossomo W atuaria de
maneira semelhante ao gene Sry nos mamiferos, onde sua expressao desencadearia
o desenvolvimento dos ovarios nas fémeas (ZW) e sua auséncia nos machos (Z2)
resultaria no desenvolvimento dos testiculos (CLINTON & ZHAO, 2023). Por outro
lado, 0 modelo de dose génica (ou superdosagem) propde que a determinacéo do
sexo em G. gallus seria baseada na proporcdo entre o niumero de cromossomos Z e
0 numero de conjuntos de autossomos (BIRCHLER, 2009; JULIEN, et al., 2012;
SIGEMAN, et al., 2018; XU & ZHOU, 2019; CHEN, et al., 2020; XU & ZHOU, 2020;
BELLOT & PAGE, 2021).

Na hipdtese de superdosagem, considera-se que ha um equilibrio de expressao
génica entre os sexos, de forma a compensar a diferenca no numero de cromossomos
entre individuos heterogaméticos e homogaméticos. Ou seja, a fémea possui um
sistema ZW, enquanto o macho possui ZZ. Diferente dos mamiferos, as aves nao

possuem uma inativagdo completa de um cromossomo sexual, assim, ambos sao
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funcionais na regulacdo da expressdo génica. No entanto, a expressdo dos genes
ligados ao Z é parcialmente ajustada, para equilibrar a dosagem entre machos e
fémeas: as fémeas reduzem a expressao dos genes ligados ao Z pela metade,
enguanto a expressdo génica do W (que tem poucos genes funcionais) se ajusta para
complementar a dosagem do Z (JULIEN, et al., 2012; XU & ZHOU, 2020). Ainda, na
fémea, existe uma sequéncia no cromossomo Z, chamada MHM (Male
HyperMethylated), que é hipometilada e os genes adjacentes seriam responsaveis por
essa compensacao, diferente do macho, onde esta regido é hipermetilada resultando
em silenciamento dos genes. O DMRT1, um gene responsavel pela masculinizacao,
fica localizado proximo a essa regido, e estudos sugerem que a hipometilacdo e
expressdo do MHM nas fémeas contribuiria para o silenciamento da expresséo de
DMRT1 nas células gonadais da fémea (figura 10) (HIRST, et al., 2018; SMITH, et al.,
2023). Outro exemplo de como a dosagem pode ser um fator que contribui para a
diferenciacdo sexual é o gene MIER3, localizado no cromossomo W. O nivel de
expressdo do MIER3 em ambos os sexos da galinha é diferente: é significativamente
mais alto nas gonadas femininas em comparacao com as masculinas, influenciando
assim o desenvolvimento gonadal das fémeas (LIN, et al., 2023).

Evolutivamente, é provavel que o0s genes presentes no cromossomo W, que
conferem os fendtipos femininos, essenciais para a sobrevivéncia e reproducao,
sejam mantidos no genoma devido a sensibilidade a dosagem ou manutencao,
enquanto outras variantes que ndo tém uma funcdo essencial, sao eliminadas. Isto €,
em vez de haver presséo seletiva para genes determinantes feminilizantes, a sele¢éo
purificadora mantém uma composicdo génica conservada, que da preferéncia aos
genes essenciais (XU & ZHOU, 2020). Por exemplo, dos 28 genes encontrados no
cromossomo W, nenhum é expresso exclusivamente na fémea, ou seja, apresentam
homologos no cromossomo Z, sugerindo que as funcdes desses genes ndo sao
limitadas ou exclusivas ao desenvolvimento das caracteristicas sexuais femininas
(HIRST, et al., 2017).

Ja na hipdtese de determinacdo sexual através da ativacdo de genes sexo-
especificos, defende-se que haja genes e, consequentemente, caracteristicas, que se
apresentam de forma distinta a depender do sexo molecular, ou seja, do conjunto de
cromossomos sexuais recebidos dos progenitores. Teoricamente, esses genes
desempenhariam papeis especificos bem definidos a depender do sexo, tanto

molecularmente, quanto fisioldgica e comportamentalmente (XU & ZHOU, 2020). Ou
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seja, embora o cromossomo W tenha um papel na determinacdo do sexo feminino, a
feminilizacdo pode ser mais complexa e envolver a interacdo de multiplos genes e
cromossomos (MANK, et al., 2010).

Figura 10. Cromossomos sexuais da galinha
Galo Galinha

Z Z Z W

DMRT1 MHM RNA DMRT1
MHM MHM
(silenciado) (transcrito)

o
=
o
o~

20 Mb

Fonte: adaptada de Hirst, et al., 2018.
Legenda: cromossomos Z e W mostrando o locus MHM e o gene DMRT1.

No galo, genes importantes seriam expressos para o desenvolvimento dos
testiculos, como os DMRT1, HEMGN, AMH, SOX9 e SF-1. Na galinha, alguns genes
sdo fundamentais para a formacdo dos ovarios e conversdao hormonal: FOXL2,
aromatase, 17b-HSD, CAPN5 e GPR56 e HINTW (que bloqueia a funcéo
masculinizante) (BABA, et al., 2018; HIRST, et al., 2018).

1.4.5 Regulacao molecular da diferenciacdo sexual em aves

A diferenciacdo sexual em aves é um processo complexo e altamente regulado,
envolvendo uma interacdo de multiplos fatores genéticos e hormonais (AYERS, et al.,
2013; HIRST, et al., 2018; JIN, et al., 2020). Pouco se conhece sobre a regulacao
desse processo, mas alguns genes ja foram relacionados a diferenciacéo sexual.

Em machos, conforme mencionado acima, o gene DMRT1 localizado no
cromossomo Z é crucial para a diferenciacdo das gonadas masculinas. DMRTL1 atua
como um regulador principal que inicia o desenvolvimento dos testiculos e promove a
expressao de outros genes importantes, como SOX9, AMH e HEMGN (LEE, et al.,
2021). A expressao de SOX9 é necessaria para a formagéo das células de Sertoli. As
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células pré-Sertoli produzem o AMH (horménio anti-Mulleriano), que faz os ductos de
Miuiller, precursores dos ovidutos nas fémeas, regredirem. Ja o gene HEMGN,
expresso depois do DMRT1, mas antes do SOX9, no nucleo das células pré-Sertoli,
possivelmente esti envolvido com a diferenciacdo dos testiculos e induz direta ou
indiretamente a expressao de SOX9 (NAKATA, etal., 2013). Além do DMRT1 e SOX09,
0 gene SF-1 também esta envolvido na diferenciacdo gonadal. SF-1 € importante para
a regulagao da expressédo de genes que controlam a producdo de esteroides e a
formacao das gbnadas (BABA, et al., 2018).

Em fémeas, com a falta de expressdo do DMRT1, as gbnadas mostram uma
diminuicao nos niveis de SOX9 e aumento da expressao da aromatase e FOXL2, que
estdo altamente correlacionadas e tem um papel importante no desenvolvimento e
diferenciacdo do ovario (GOVOROUN, et al.,, 2004; LEE, et al., 2021). Como a
expressdo do FOXL2 ocorre antes da aromatase, alguns autores indicaram a
possibilidade de que o gene FOXL2 regule a aromatase, sendo possivel que exista
um ciclo regulador de feedback entre ambos (HUDSON, et al., 2005), embora outros
autores tenham observado que o FOXL2 néo interfere na expressao de aromatase
(MAJOR, et al., 2019).

A aromatase (CYP19A1) € uma enzima essencial para a conversao hormonal.
Quando expresso, o0 gene da aromatase promove a producao de estradiol nas fémeas
(JIN, et al., 2020), envolvido no desenvolvimento e ativagdo do foliculo primordial
(ZHAO, et al.,, 2017). O gene HINTW também é expresso nas duas gbdnadas
cumprindo o papel de influenciar no desenvolvimento gonadal assimétrico, o préprio
desenvolvimento ovariano e também a diferenciacdo e manutencdo das

caracteristicas sexuais do embrido fémea (SUN, et al., 2023).

1.4.6 Fatores epigenéticos e ambientais

Além dos fatores genéticos, os fatores epigenéticos também desempenham
papéis significativos na determinacdo do sexo e no desenvolvimento gonadal em
aves. Os mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do DNA e modificacOes das
histonas, também regulam a expressdo génica, sem alterar a sequéncia do DNA,
durante a determinacédo do sexo e a diferenciagdo gonadal. Por exemplo, os padrbes
de metilagdo no DNA de G. gallus, em ambos os sexos, sdo semelhantes. No entanto,

existem algumas regides especificas que apresentam diferencas epigenéticas, como
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MHM, hipermetilado em machos e hipometilado nas fémeas, conforme mencionado
anteriormente (SUN, et al., 2019). Modifica¢des pos-transcricionais do mRNA também
sdo importantes alteracdes epigenéticas que influenciam na diferenciacdo das
gbnadas, regulando express@es génicas chave. Por exemplo, niveis elevados de
metilacdo no transcrito estdo associados ao aumento da expresséo de certos genes,
como o SOX9 nas gbnadas masculinas e a aromatase nas gonadas femininas (LI, et
al., 2022b).

J4 uma modificacdo epigenética da proteina de empacotamento de DNA
histona H3, chamada H3K27ac, expressa muito antes do desenvolvimento e
diferenciacdo sexual, é crucial para o desenvolvimento assimétrico das gbnadas
femininas. Os niveis mais elevados de H3K27ac na gbnada esquerda fazem com que
ela se desenvolva em um ovério, enquanto menores niveis na direita geram a sua
atrofia (JIANG, et al., 2022). Essas modificacdes podem ser influenciadas por fatores
ambientais e podem ter efeitos de longo prazo na fisiologia reprodutiva das aves.

Nas aves, a determinacdo sexual é mais ligada a genética, e a temperatura nao
desempenha um papel na determinacdo do sexo em si, como ocorre em algumas
espécies de répteis, como tartarugas e crocodilos (DURANT, 2011), mas pode
influenciar outros aspectos do desenvolvimento sexual e comportamental apés a
determinacao do sexo ter ocorrido (CREWS, 2003). Por exemplo, existe uma relacéo
da temperatura de incubacdo com a mortalidade frequente de determinado sexo. Ja
foi demonstrado que a temperatura de incubacdo em diferentes faixas de 35,0 —
37,0°C influencia significativamente as proporcdes sexuais secundarias, com maior
mortalidade de embrides femininos, onde as temperaturas mais baixas apresentam
maior impacto na mortalidade (DURANT, 2016). De forma semelhante, embrides
incubados de 36,7 - 38,7°C, mostraram que, nas temperaturas mais baixas (36,7°C e
37,2°C) houve uma maior proporcdo de machos desenvolvidos. No entanto, a partir
da temperatura de 37,7°C, a proporcdo de fémeas comecou a aumentar, e a
temperatura de 38,7°C resultou em uma predominancia de fémeas (YILMAZ, et al.,
2011). Esses resultados possibilitam compreender como as altera¢des climaticas e
outros fatores ambientais podem afetar as populac¢des de aves quanto as propor¢des
sexuais (DURANT, 2016).

Mudancas nos niveis hormonais durante o desenvolvimento embrionario, como
a exposicdo a estrogénios ou androgénios exogenos, também podem resultar

diretamente em anomalias no desenvolvimento sexual. Um exemplo é a exposicao a
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inibidores de aromatase em embrides de galinhas, que induziu a reversdo sexual
significativa e anomalias no desenvolvimento gonadal. As galinhas tratadas
apresentavam go6nadas direita semelhantes a testiculos, menores e inférteis,
enquanto a esquerda parecia ovarios ou ovotestes. Nestes Ultimos a superficie se
apresentava de forma irregular, com foliculos de tamanhos variados e alguns
abortivos. O ducto Mulleriano esquerdo foi preservado, mas a parte posterior do ducto
direito ndo. As fémeas tratadas mantiveram um baixo nivel de atividade da aromatase,
mas ainda assim maior que o dos machos (VAILLANT, et al., 2001). De forma
semelhante, a exposi¢ado a androgénios pode resultar em masculinizacao de fémeas.
Adicionalmente, a exposicdo de embribes ao estradiol pode induzir caracteristicas
femininas, mesmo em machos genéticos. Essa exposicao inicial pode ter efeitos
temporarios e ndo permanentes em machos, pois com nove semanas, 0s machos
expostos ao estradiol apresentaram um fendtipo correspondente ao seu genotipo
(BRUGGEMAN, et al., 2002).

1.5 Sexagem

A sexagem caracteriza-se pela definicdo do sexo biolégico (fémea ou macho)
de diferentes individuos de uma mesma espécie (PEREIRA, et al., 2021). Existem
diversos tipos de sexagem. Algumas metodologias utilizam aspectos mais ligados a
morfologia do animal, como as medi¢cbes corporais (MAROCHI, et al., 2016) e
laparoscopia (LEITE, et al., 2022). Os exames de imagem, como tomografia por
ressonancia magnética nuclear (GRANDO, 2002) ou ultrassonografia em tempo real
(SANTOS, et al., 2006) também podem ser utilizados.

Em mamiferos, outros métodos também estdo sendo frequentemente
pesquisados, como a escolha do sexo na producdo de animais de interesse, atraves
da sexagem espermatica, que pode ser realizada por diversas técnicas, como a
citometria de fluxo (SHARPE & EVANS, 2009), imunossexagem (MATTA, 2003),
nanoparticulas magnéticas (DOMINGUEZ, et al., 2018) e Sexed Ultra™ (GONZALEZ-
MARIN, et al., 2018).

Adicionalmente, a sexagem pode ser realizada através de perfil hormonal, uma
vez que a fémea tem elevados niveis de estradiol e os machos, testosterona (DA
SILVA LOPES, 2015), bem como por métodos celulares, por visualizagdo da

cromatina sexual (MOREIRA, 2015) e moleculares, com PCR (reacdo em cadeia da
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polimerase) (IGIC, et al., 2010). Essas diversas técnicas podem ser aplicadas para
diferentes espécies de animais (LOVICH & GIBBONS, 1990; KOHLRAUSCH, et al.,
2003; AVELAR, 2007; REZENDE-PINTO, 2007; THOME, et al., 2007; MAROCHI, et
al., 2016).

1.5.1 Sexagem em aves: Importancia e métodos

A sexagem de animais e, em particular de aves, apresentou um grande
crescimento nos Ultimos anos, seja para linhagens de corte ou para animais
domésticos, auxiliando no manejo, tomadas de decisdes, conservacdo e pesquisa
(OLIVEIRA, et al., 2014; WILLHELM, 2014; SILVA, et al., 2021). Muitas das espécies
gue ndo apresentam um dimorfismo sexual aparente e que séo criadas em cativeiros
requerem um protocolo de sexagem seguro e eficaz, auxiliando na procriagcédo desses
animais e no comércio legal (VIEIRA, et al., 2009). Adicionalmente, o procedimento
auxilia os centros de conservagdo, contribuindo na reproducdo em cativeiro,
possibilitando a formacdo de casais heterossexuais, com posterior soltura ou
reintroducéo na natureza (ANTONIO, et al., 2021).

Com esse intuito, diferentes técnicas de sexagem de aves foram desenvolvidas
a fim de contribuir na conservacéo e pesquisas de campo realizadas por profissionais
da ornitologia. Algumas técnicas de sexagem de aves envolvem laparoscopia,
citogenética, tomografia por ressonéncia magnética, radioimunoensaio (RIA), e LAMP
(Loop- Mediated Isothermal Amplification) (JUNIOR & YAMASHITA, 2001; RASO &
WERTHER, 2004; DIAS, et al., 2006; KANCHANAPHUM, 2018). Entretanto, essas
metodologias apresentam algumas desvantagens como: dano fisico ao animal,
equipamentos onerosos, equipe técnica especializada e impossibilidade de aplicacdo
a larga escala, em campo ou em individuos imaturos (GRANDO, 2002; DIAS, et al.,
2006; KANCHANAPHUM, 2018).

Assim, as metodologias mais utilizadas atualmente envolvem a extragao do
material genético, hibridizacdo de regibes especificas, e amplificacbes por PCR
(CERIT, et al., 2007; STEINER, et al., 2016). O procedimento de PCR €& conhecido
por sua eficacia, rapidez, exatiddo e por ndo gerar riscos biolégicos ao individuo
sexado (CERIT, etal., 2007). Essa técnica baseia-se na identificacdo dos alelos CHD1

(Chromo Helicase DNA-binding gene 1) encontrados nos cromossomos sexuais,
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através de pares de primers especificos (P2/P8, 1237L/1272H ou 2250F/2718R)
(RAMOS, et al., 2021).

A combinacdo dos primers P2 e P8, utilizada desde 1998, por Griffiths e
colaboradores, é responsavel por reconhecer a regido CHD1 de cada cromossomo
(CHD1-Z e CHD1-W), amplificando a porcdo de interesse, que possui tamanho
diferente em Z e em W, o0 que pode ser identificado posteriormente com auxilio de um
gel de agarose, através de bandas distintas. Para individuos machos, apenas uma
banda é visivel (de aproximadamente 300 pb), correspondente a regido CHD1-Z, e
para as fémeas, ha a presenca de duas distintas bandas: uma representando o alelo
CHD1-Z, e outra o alelo CHD1-W (de aproximadamente 400 pb) (JERONIMO, 2016;
PAMULANG & HARYANTO, 2021) (figura 11).

Figura 11. Sexagem por PCR, cromossomo e regido de interesse

macho fémea O’ Q

& | CHDI1-w
G & | CHDI-Z
CHDI1-Z CHDI1-W
pA Z .

(A) (B)

Fonte: adaptada de Jeronimo, 2016.
Legenda: (A) Representacdo dos alelos CHD1 (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 1)
presentes nos cromossomos sexuais de aves. (B) Representacdo do comportamento de bandas
encontradas em gel de agarose, em protocolo de eletroforese, utilizando primers comerciais para
fragmentos CHD1-Z e CHD1-W.

Apesar de muitos estudos utilizarem esses mesmos dois iniciadores para
andlise de sexo molecular de aves (CAKMAK, et al., 2017; KROCZAK, et al., 2021,
PAMULANG & HARYANTO, 2021; PEREIRA, et al., 2021), muitas dificuldades para
a distincdo da amplificacdo dos dois alelos, ocasionadas por tamanhos de introns
muito semelhantes entre os sexos, ainda sdo observadas (HAN, et al., 2009). Para
auxiliar na problematica de sexagem com os iniciadores P2/P8, foi desenvolvido um
PCR multiplex com a presenca de um primer adicional: PO (HAN, et al., 2009). Esse
iniciador produz um amplificado correspondente a ligacéo da sequéncia do gene CHD-
W, em conjunto ao primer P2, mas com 100 pb a mais que o amplificado entre P2-P8,
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0 que torna a visualizacdo em gel mais eficaz. A ligacdo especifica no cromossomo
W é dada devido a uma mutacao no penultimo nucleotideo do primer PO (figura 12).
Essa mutacdo somada a um nucleotideo distinto na sequéncia do cromossomo Z,
impede o anelamento especifico desse primer a regido de interesse, pareando, dessa
forma, apenas na sequéncia correspondente ao cromossomo W, que apresenta o

nucleotideo final idéntico ao do iniciador (HAN, et al., 2009).

Figura 12. Alinhamento de P0/P2/P8
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Fonte: Han, et al., 2009.
Legenda: sequéncia de nucleotideos e posi¢cdo dos primers PO, P8 e P2 de uma regido dos genes
CHD na galinha doméstica ("Gallus") e no tentilhdo-zebra ("Zebra").

Assim, a combinacao PO, P2 e P8 (PO/P2P8) (figura 12) € importante para a
determinacao precisa do sexo em varias espécies de aves, mesmo naquelas onde as
variacfes de tamanho intrénicas sao pequenas ou inexistentes (HAN, et al., 2009),
especialmente em espécies que sdo morfologicamente monomorficas ou que
apresentam dimorfismo sexual apenas em estagios adultos, facilitando assim a coleta
de dados mais precisos sobre as populagdes de aves (CAKMAK, et al., 2017). Apesar
de existirem relativamente poucas aplicacfes realizadas até o momento com esse
conjunto de primers (PO/P2/P8), ha estudos viabilizando essa sexagem para espécies
das familias Anatidae, Phasianidae, Falconidae, Ciconiidae, Accipitridae, Laridae,
Cacatuidae, Strigidae, Caprimulgidae, Picidae, Fringilidae, Corvidae, Spheniscidae,
Struthionidae (HAN, et al., 2009), Columbidae, Psittaculidae, Psittacidae (PASTIU, et
al., 2023), Phaethontidae (NUNES, et al., 2013) pertencentes as ordens Anseriformes,
Galliformes, Ciconiiformes, Falconiformes, Charadriiformes, Psittaciformes,

Strigiformes, Caprimulgiformes, Piciformes, Passeriformes, Sphenisciformes,
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Struthioniformes, Columbiformes, Pelecaniformes (HAN, et al., 2009; NUNES, et al.,
2013; PASTIU, et al., 2023), assim como para diferentes espécies de pinguins
(POLITO, et al., 2012; GORMAN, et al.,, 2014). Entretanto, muitas espécies
pertencentes a esses e outros grupos ainda nao foram testadas com o conjunto dos
trés primers.

Considerando o potencial de aplicacdo do conjunto de primers PO/P2/P8 e a
grande diversidade de aves ainda ndo sexadas por esta metodologia, um dos
objetivos do presente trabalho foi padronizar o uso destes iniciadores e testar sua
aplicacdo em novas espécies/grupos, conforme sera discutido adiante, no capitulo 2.
Adicionalmente, considerou-se a importancia da adequacdo da amostra inicial usada
no processamento (CAKMAK, et al., 2017; KROCZAK, et al., 2021; PAMULANG &
HARYANTO, 2021; PEREIRA, et al., 2021). Como ja aderido por diferentes empresas
de sexagem, assim como descrito em diferentes estudos, as amostras de penas tém
se mostrado uma fonte eficaz para a metodologia de extracdo de DNA total. Conforme
descrito em alguns estudos (POLITO, et al., 2012; CAKMAK, et al., 2017; KROCZAK,
et al., 2021; PAMULANG & HARYANTO, 2021; YIMTRAGOOL & CHANGTOR 2022;
COBANOGLU, et al., 2023; PASTIU, et al., 2023), diferentes regides da estrutura da
pena, apresentam resultados satisfatérios em concentracdo de DNA, para posterior
sexagem, visando dessa forma o bem-estar animal através da coleta de amostras
minimamente invasivas. Entretanto, as metodologias de extracdo do DNA das penas
ainda sdo bastante debatidas e testadas por diferentes protocolos disponiveis
(YIMTRAGOOL & CHANGTOR, 2022; COBANOGLU, et al., 2023). As extracdes
geralmente sao realizadas utilizando-se protocolos especificos que envolvem lise das
amostras através do uso de quimicos (SILVA, et al., 2011), podendo ser associados
a altas temperaturas (ASLAM, et al., 2024), lise mecanica com uso de equipamentos
(TURCU, et al., 2023) e/ou kits comerciais especificos (VUCICEVIC, et al., 2012). No
presente trabalho, buscamos otimizar uma forma de extracdo de DNA visando o

aproveitamento maximo de recursos, conforme sera discuto adiante, no capitulo 2.

1.6 Proteinas de membrana para sexagem e proteina SMEFC - "Sex

Specific Marker Expressed From The Female Chromosome”

Embora eficaz, a técnica de PCR deve ser realizada em laboratério utilizando

equipamentos e reagentes especificos, bem como mé&o de obra especializada. Assim,



50

criadores e conservacionistas dependem de empresas prestadoras deste servico,
geralmente localizadas nos grandes centros, como a Ampligen em Maringa-PR,
Sékula e o Laboratério Veterinaria Preventiva em Curitiba-PR, Anilhas Capri e Nova
Unigen em Séo Paulo-SP, a Tecsa laboratério e o ZooGene em Belo Horizonte-MG.
Amostras de penas devem ser enviadas por correio para a realizacdo da sexagem, o
que dificulta o trabalho no interior do pais e em campo. Assim, o desenvolvimento de
novas tecnologias mais préticas e acessiveis, como por exemplo kits caseiros, se faz
necessario para facilitar o trabalho de pesquisadores e produtores.

Com o avanco nos estudos e desenvolvimento de anticorpos monoclonais, a
imunossexagem de gametas avancou como uma técnica segura, eficaz e rapida
(MATTA, 2003). Trata-se da identificacdo de proteinas presentes em membranas
celulares de apenas um dos sexos da espécie estudada (BRITO, et al., 2018). Um
anticorpo € capaz de reconhecer especificamente o antigeno de escolha e, com
auxilio de coluna magnética, utilizando tampéo e ima (MATTA, 2003), é possivel
realizar a separacao das células contendo a proteina sexo-especifica.

Atualmente, técnicas de sexagem de sémen de diferentes espécies de
mamiferos, incluindo equinos (SOUZA, 2003), caprinos (BRITO, et al., 2021), entre
outros, através da imunossexagem, ja estdo sendo utilizadas para comercializacdo. A
metodologia se baseia na identificacdo do antigeno HY de mamiferos, presente em
diferentes células de individuos masculinos, incluindo os espermatozoides (MATTA,
2003; SOUZA, 2003; VAN TILBURG, et al., 2006). Até 0 momento um antigeno sexo-
especifico ndo foi ainda encontrado em aves, que poderia ser utilizado para
elaboracao de testes rapidos de sexagem por imunocromatografia.

A fim de identificar proteinas com potencial para uso em técnicas de sexagem
rapida, utilizando imunossexagem em testes imunocromatograficos de fluxo lateral,
por exemplo, em trabalho prévio (FABICHAKI, 2021) foi realizado um levantamento in
silico de proteina sexo-especifica para aves (usando como organismo de estudo G.
gallus). Foram consideradas caracteristicas ideais para esta selecdo: proteina
proveniente do cromossomo W; com estrutura predita transmembranar; presenga em
células sanguineas; baixa homologia com outras sequéncias proteicas da mesma
espécie; e alta conservacdo entre diferentes espécies. A partir dessas analises, foi
eleita como melhor candidata uma proteina predita ainda ndo caracterizada (Ensembl:
ENSGALG00000047434; UniProt: AOA3Q2UGW9; NCBI/mRNA: XM_040655274.1),

nomeada provisoriamente SMEFC - "sex specific marker expressed from the female
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chromosome”. Entre as caracteristicas que levaram a eleger a proteina SMEFC como
ideal para posteriores estudos, se destacam o fato de ela ser proveniente do
cromossomo W, possuir estrutura transmembranar e dominio extracelular preditos,
além de haver registros de que seu mRNA foi encontrado em amostras sanguineas
de galinhas fémeas. Adicionalmente, tal proteina apresenta baixa homologia com
outras estruturas proteicas da mesma espécie (no maximo 41,07%) e apresenta uma
boa conservacéo entre diferentes espécies de aves (com porcentagem maxima de
89,9%) (FABICHAKI, 2021). Com base nesses resultados, considera-se que a
proteina SMEFC apresenta grande potencial para estudos adicionais, visando sua
utilizacdo em metodologias de imunossexagem a partir de amostras sanguineas de
aves. Ainda em trabalho prévio, foram desenhados pares de primers especificos para
o mMRNA da proteina SMEFC.

Assim, utilizando as informacg@es levantadas a respeito da proteina SMEFC de
G. gallus nos bancos de dados disponiveis e considerando (i) a escassez de
ferramentas mais praticas para imunossexagem em aves, e (ii) a dificuldade de acesso
a técnicas classicas de sexagem por PCR por criadores e conservacionistas das
regides do interior do pais, no capitulo 1 do presente trabalho buscamos verificar a
presenca do mMRNA do gene SMEFC em células sanguineas de G. gallus, visando o
potencial desta proteina na aplicacdo da imunossexagem de aves. Além disso,
conforme mencionado anteriormente, apesar da literatura trazer bons resultados
relacionados a sexagem com o conjunto de primers PO/P2/P8, muitas espécies e
familias de aves ainda ndo foram testadas. Dessa forma, em seu segundo capitulo, o
presenta estudo busca verificar a viabilidade da realizacdo de sexagem por PO/P2/P8
para nove espécies, sendo seis espécies ndo previamente testadas na literatura,

utilizando um método que visa a sustentabilidade e o bem-estar animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

o Desenvolver técnicas mais acessiveis e eficientes para a sexagem de
aves, através da busca por novas moléculas sexo-especificas e da otimizacdo de

protocolo pré-estabelecido.

2.2 Especificos

a. Verificar a presenca do mRNA de SMEFC de forma sexo-especifica em
células sanguineas de galinha (capitulo 1);

b. Otimizar a extracdo de DNA de aves a partir de amostras de penas de
diferentes espécies de aves (capitulo 2);

c. Otimizar protocolo de sexagem por PCR, utilizando diferentes pares de

primers e espécies de ave, visando a economia de recursos (capitulo 2).
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CAPITULO 1 - ANALISE DA EXPRESSAO DE SMEFC EM CELULAS DO
SANGUE DE G. gallus

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras sanguineas

O presente projeto foi aprovado pela CEUA (Comissdo de Etica no Uso de
Animais) - UNILA, para execucdo dos procedimentos envolvidos (processo
23422.0001086/2023-27). Foram coletados até 2 mL de sangue de seis individuos de
sexo conhecido (G. gallus), sendo eles trés fémeas: Gertrudes, Mafalda e Ginger; e
trés machos: Chicken Little, Heihei e Rocky. A coleta foi realizada através do sistema
vascular das aves (ROCHA, et al., 2020), com o auxilio e supervisdo de profissionais
veterindrios, associados a clinica veterinaria FaunaVet, situada em Foz do Iguacu -
PR, Brasil e em parceria com o criadouro Casa Das Aves, situado em Medianeira -
PR. Para a coleta, foram utilizados tubos de 3 mL contendo anticoagulante EDTA,
realizando homogeneizacdo suave da amostra para evitar coagulacdo do sangue
(ROCHA, et al., 2020). Adicionalmente, para andlises de comparacfes, amostras de
dois individuos (Ginger e Rocky) receberam também um conservador de RNA total
(LifeGuard Soil Preservation - QIAGEN) juntamente com uma por¢cdo do sangue
coletado, em proporcao 1:1 (1 mL de sangue para 1 mL de conservante), além das
amostras sanguineas sem conservador desses mesmos individuos. Todas as
amostras foram entédo levadas ao laboratério, aliquotadas em microtubos com 100 uL,

e armazenadas em refrigeracdo a -20°C.

3.2 Extracdo do RNA total da amostra

Foram utilizados diferentes kits comerciais, assim como adaptacdes, para
testes de qualidade e eficacia na extracdo de RNA total do sangue de aves, sempre
seguindo as orientacdes do fabricante. Para verificacdo da qualidade e quantidade do
RNA total das amostras, foi utilizado o espectrofotometro Nanodrop One da
ThermoFisher, comparando os resultados dos diferentes protocolos empregados.

Imediatamente ap0s o processamento descrito, as amostras foram submetidas a
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sintese de cDNA e, quando houve excedente, este foi armazenado em freezer a -20°
C.

Os kits comerciais utilizados, foram: a) SV Total RNA Isolation System
(PROMEGA); b) NZY Total RNA Isolation kit (NZYTECH); c) Quick-DNA/RNA Viral
MagBead (ZYMO RESEARCH); d) NucleoSpin RNA Isolation (BIOANALYSIS); e)
Quick-RNA Whole Blood (ZYMO RESEARCH); f) Quick-Zol (Trizol) (LUDWIG).
Buscando a otimizacdo dos resultados, por vezes foram incluidas adaptacdes ao
protocolo do fabricante, adicionando passos como a utilizagcdo de DNase, colunas de
afinidade disponibilizados pelos kits citados acima, centrifugacdes (peletizacdo) da
amostra inicial, e/ou tratamentos adicionais de lavagens, totalizando 11 protocolos.
Na tabela 1, pode-se observar os kits utilizados, assim como as adaptacdes

empregadas em cada um deles, enumerando os protocolos para melhor entendimento

dos procedimentos descritos a seguir, bem como dos resultados.

Tabela 1. Protocolos metodologicos

NUMERO DO R
PROTOCOLO KIT ADAPTACAO
1 SV Total RNA Isolation N/A
System (PROMEGA) '
NZY Total RNA Isolation kit
2 (NZYTECH) N/A.
Quick-DNA/RNA Viral
MagBead (ZYMO Protocolo da ZYMO com a adi¢do de um passo
3 RESEARCH) + Adaptacédo final de tratamento com DNase, disponibilizada
com DNase do kit pelos kits mencionados, conforme instru¢des do
PROMEGA e fabricante.
BIOANALYSIS
NucleoSpin RNA Isolation
4 (BIOANALYSIS) N/A.
NucleoSpin RNA Isolation C;entnfugagao inicial da amostra e diminuic&o no
5 (BIOANALYSIS) numero de lavagens da coluna, visando concentrar
melhor a quantidade final de RNA.
Quick-RNA Whole Blood Protocolo para células sanguineas nucleadas
6 (ZYMO RESEARCH) - ) para ce guine '
. disponibilizado pelo fabricante.
Células nucleadas
Quick-RNA Whole Blood Protocolo para células sanguineas iniciando com
7 (ZYMO RESEARCH) - uma centrifugacao prévia de 4000 RPM por 15
Células peletizadas minutos, disponibilizado pelo fabricante.
Quick-RNA Whole Blood Protocolo para células sanguineas nucleadas
(ZYMO RESEARCH) - rotoco’o p sanguineas
8 . disponibilizado pelo fabricante, adicionando uma
Células nucleadas + : ~ e :
o centrifugacao prévia de 4000 RPM por 15 minutos.
peletizacéo
9 Quick-Zol (LUDWIG) N/A
s Protocolo da Ludwig com adicdo de um passo de
10 AS;I?; Zgg SE)%D[\)/Y\IISS)JE passagem pela coluna do kit Quick-RNA Whole
plag Blood (ZYMO RESEARCH) ao final do protocolo do
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limpeza utilizando a coluna | Quick-Zol, buscando retirar impurezas da amostra
do kit da ZYMO. final.

Protocolo da Ludwig com adi¢do de um passo de
passagem pela coluna do kit NucleoSpin RNA
Isolation (BIOANALYSIS) ao final do protocolo do
Quick-Zol, buscando retirar impurezas da amostra
final.

Quick-Zol (LUDWIG) +
Adaptacdo com DNase e
limpeza utilizando a coluna
do kit da BIOANALYSIS.

11

Fonte: a autora.
Legenda: relacao de kits de extracao de RNA e adaptacdes empregadas no processo.

Protocolo 1:

1. Adic&o de 175 uL de RNA Lysis Buffer em 50 uL de amostra descongelada,
seguida de homogeneizacgéo;

2. Adicdo de 350 pL de Tampao de Diluicdo de RNA (RDA, azul). Agitacao
por inversao de 3 a 4 vezes;

3. Aguecimento de 70°C por 3 minutos;

4. Centrifugacdo a 12000 RPM por 10 minutos;

5. Transferéncia do sobrenadante para tubo limpo;

6. Adicdo de 200 pL de etanol a 95% ao lisado clarificado, seguida de boa
homogeneizacéo;

7. Transferéncia de material total para tubo limpo contendo coluna de
afinidade de RNA;

8. Centrifugacdo a 12000 RPM por 1 minuto, seguida do descarte do liquido
filtrado excedente;

9. Adicao de 600 uL de RNA Wash Solution;

10. Centrifugacéo a 12000 RPM por 1 minuto, seguida pelo descarte do liquido
filtrado;

11. Em gelo: adicdo de 40 uL de Yellow Core Buffer + 5 uL MnCI2 + 5 uL DNase
I. Transferéncia dessa solucao diretamente sobre a membrana da coluna;

12. Incubacéo por 15 minutos em temperatura ambiente;

13. Adicdo de 200 uL de DNase Stop;

14. Centrifugagao a 12000 RPM por 1 minuto;

15. Adigéo de 600 uL de RNA Wash Buffer;

16. Centrifugacédo a 12000 RPM por 1 minuto, seguida pelo descarte do liquido
filtrado;

17. Adicdo de 250 uL de RNA Wash Buffer;

18. Centrifugagéo a 12000 RPM por 2 minutos;
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19. Transferéncia da coluna para tubo de coleta novo e livre de RNases;
20. Adicao de 30 uL de RNA-free water;

21. Centrifugagéo a 12000 RPM por 1 minuto;

22. Armazenamento da amostra em -20 °C.

Protocolo 2:

1. Adicdo de 350 uL NR + 3,5 uL B-mercaptoethanol em 100 uL de amostra,
seguida por agitacdo em vortex;

2. Adicdo de 350 uL de etanol 70%, seguida de homogeneizacao;

3. Transferéncia do conteldo total para a coluna azul de afinidade de RNA;

4. Centrifugacéo a 13000 RPM por 30 segundos, seguida pelo descarte do
liquido filtrado;

5. Adicéo de 350 uL de NI;

6. Centrifugacdo a 13000 RPM por 30 segundos, seguida pelo descarte do
liquido filtrado;

7. Adicao de 95 uL de Digestion Mix (90 uL de Digestion Buffer + 10 uL DNase
I) diretamente sobre a membrana da coluna;

8. Incubacédo por 15 minutos a temperatura ambiente;

9. Adicao 200 uL de NWR1;

10. Centrifugacéo a 13000 RPM por 1 minuto, seguida pelo descarte do liquido
filtrado;

11. Adicdo de 600 uL de NWR2;

12. Centrifugacéo a 13000 RPM por 1 minuto, seguida por uma repeticao desse
tépico e descarte do liquido;

13. Transferéncia da coluna para tubo de coleta novo e livre de RNases;

14. Adicdo de 50 uL de RNA-free water;

15. Centrifugagao a 13000 RPM por 1 minuto;

16. Armazenamento da amostra em -20 °C.

Protocolo 3:

1. Adicdo de 100 uL de DNA/RNA Shield em 100 uL de amostra;

2. Adicao de 400 uL de Viral DNA/RNA Buffer, seguida por homogeneizacéo;
3. Adicao de 10 uL de MagBinding Beads, seguida por agitacdo em vortex por

10 minutos;
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4. Transferéncia do tubo para um suporte magnético, e, apés a peletizacao
das beads, descarte do sobrenadante;

5. Adicdo de 250 uL de MagBead DNA/RNA Wash 1, seguida por
homogeneizacéo;

6. Transferéncia do tubo para um suporte magnético, e, apos a peletizacao
das beads, descarte do sobrenadante;

7. Adicdo de 250 uL de MagBead DNA/RNA Wash 2, seguida por
homogeneizagéo;

8. Transferéncia do tubo para um suporte magnético, e, ap0s a peletizacéo
das beads, descarte do sobrenadante;

9. Adicao de 250 uL de etanol 100%, seguida por homogeneizacao;

10. Transferéncia do tubo para um suporte magnético, e, apds a peletizacao
das beads, descarte do sobrenadante;

11. Adicdo de 250 uL de etanol 100%, seguida por homogeneizacéo;

12. Em gelo: (a) adicdo de 40 uL de Yellow Core Buffer + 5 uL MnCI2 + 5 uL
DNase | (Kit PROMEGA) ou (b) adicdo de 95 uL do mix: 10 uL de rDNase + 90 uL
rDNase Buffer (Kit BIOANALYSIS). Transferéncia dessa solucdo diretamente sobre
as beads seguido por homogeneizacao;

13. Incubacao por 15 minutos em temperatura ambiente;

14. Adicéo de (a) 200 uL de DNase Stop (Kit PROMEGA) ou (b) 200 uL de
RAW2 (Kit BIOANALYSIS) seguida por homogeneizagéao;

15. Transferéncia do material total para tubo limpo livre de RNase;

16. Transferéncia do tubo para um suporte magnético, e, apds a peletizacéo
das beads, descarte do sobrenadante;

17. Secagem das beads em bloco de aquecimento a 30 °C por 10 minutos;

18. Adicdo de 30 uL de RNase-Free Water, homogeneizando bem;

19. Transferéncia do tubo para um suporte magnético, e, apds a peletizacao
das beads, transferéncia do sobrenadante para tubo limpo livre de RNases;

20. Armazenamento da amostra em -20 °C.

Protocolo 4.
1. Adicdo de 350 uL de RA1 + 3,5 uL de B-mercaptoethanol em 100 uL de
amostra, seguida por agitacdo em vortex;

2. Transferéncia da mistura total na coluna com filtro violeta;
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3. Centrifugacdo a 10390 RPM por 1 minuto;

4. Descarte do filtro e adicdo de 350 mL de etanol 70% na solucéo filtrada em
tubo limpo, seguida de duas agitacdes em vortex por 5 segundos;

5. Transferéncia da mistura para a coluna de afinidade de RNA (azul);

6. Centrifugacdo a 10390 RPM por 30 segundos;

7. Descarte de sobrenadante e transferéncia da coluna para tubo limpo;

8. Adicao de 350 uL de MDB;

9. Centrifugacédo a 10390 RPM por 1 minuto;

10. Adicdo de 95 uL do mix de DNase (10 uL de rDNase + 90 uL rDNase
Buffer), diretamente sobre a membrana da coluna;

11. Incubacéo de 15 minutos a temperatura ambiente;

12. Adicdo de 200 uL de RAW?2;

13. Centrifugacdo a 10390 RPM por 30 segundos, seguida pelo descarte do
liquido filtrado;

14. Adigcéo de 600 uL de RAS;

15. Centrifugacdo a 10390 RPM por 30 segundos, seguida pelo descarte do
liquido filtrado;

16. Adicdo de 250 uL de RA3;

17. Centrifugacédo a 10390 RPM por 30 segundos, seguida pelo descarte do
liquido filtrado;

18. Transferéncia da coluna para um tubo limpo, livre de RNase;

19. Adicdo de 40 uL de RNase-free Water,

20. Centrifugacao a 10390 RPM por 1 minuto;

21. Armazenamento da amostra em -20 °C.

Protocolo 5:

1. Centrifugacdo prévia da amostra total em 4000 RPM por 15 minutos;
seguida pelo descarte do sobrenadante;

2. O protocolo seguiu 0s mesmos passos a partir do item 1 do protocolo 4,

com excecao da realizacao dos itens 16 e 17.

Protocolo 6:
1. Adicdo de 1 mL de DNA/RNA Shield (1x) em 50 uL de amostra, seguida

por agitagcdo em vortex;
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2. Centrifugacao para diminuicdo de espuma formada,;

3. Adicdo de 800 uL de PK Digestion Buffer e 20 uL de Proteinase K,
homogeneizando suavemente por 5 minutos;

4. Incubagao por 30 minutos a 55 °C;

5. Adicao de 1870 uL de Isopropanol, seguida por agitacdo em vortex;

6. Transferéncia do material total para a coluna IlICG (verde);

7. Centrifugacdo a 12130 RPM por 30 segundos, seguida do descarte do
liquido filtrado;

8. Transferéncia da coluna para um tubo limpo, livre de RNases;

9. Adicao de 200 uL de RNA Recovery Buffer;

10. Centrifugacéo a 12130 RPM por 30 segundos, seguida do armazenamento
em tudo limpo, livre de RNase do liquido filtrado;

11. Verificacdo da quantidade de volume total e adicdo do mesmo volume em
etanol 100%;

12. Transferéncia da mistura para a coluna IC (branca);

13. Centrifugacdo a 12130 RPM por 30 segundos, seguida do descarte do
liquido filtrado;

14. Adicdo de 400 uL de RNA Wash Buffer;

15. Centrifugacdo a 12130 RPM por 30 segundos, seguida do descarte do
liquido filtrado;

16. Adicdo de 40 uL do mix DNase | (5 uL de DNase | + 35 uL de DNA Digestion
Buffer), diretamente sobre a membrana da coluna;

17. Incubacéo por 15 minutos a temperatura ambiente;

18. Adicdo de 400 uL de RNA Prep Buffer;

19. Centrifugacdo a 12130 RPM por 30 segundos, seguida do descarte do
liquido filtrado;

20. Adicao de 700 uL de RNA Wash Buffer;

21. Centrifugacao a 12130 RPM por 2 minutos, seguida do descarte do liquido
filtrado;

22. Adicao de 400 uL de RNA Wash Buffer;

23. Centrifugagdo a 12130 RPM por 1 minuto, seguida do descarte do liquido
filtrado;

24. Transferéncia da coluna para um tubo limpo, livre de RNase;

25. Adicao de 15 uL de RNase-free Water,
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26. Centrifugacao a 12130 RPM por 1 minuto;

27. Armazenamento da amostra em -20 °C.

Protocolo 7:

1. Centrifugacdo prévia de 200 uL de amostra total em 4000 RPM por 15
minutos, seguida pelo descarte do sobrenadante;

2. Adicdo de 300 uL de DNA/RNA Shield (1x);

3. Adicao de PK Digestion Buffer + 15 uL de Proteinase K;

4. Incubacao de 30 minutos em 55 °C, seguida por agitacdo em vortex;

5. Centrifugacdo a 15000 RPM por 2 minutos, transferindo o sobrenadante
para tubo limpo livre de RNases;

6. Verificacdo da quantidade de volume total e adicdo do mesmo volume em
RNA Recovery Buffer, seguida de homogeneizacao;

7. Transferéncia do conteudo total para a coluna IlICG (verde);

8. Centrifugagao a 12130 RPM por 30 segundos, transferindo o sobrenadante
para tubo limpo livre de RNases;

9. O protocolo seguiu 0s mesmos passos a partir do item 11 do protocolo 6.

Protocolo 8:

1. Centrifugacdo prévia de 200 uL de amostra total em 4000 RPM por 15
minutos, seguida pelo descarte do sobrenadante;

2. Adicdo de 1 mL de DNA/RNA Shield (1x);

3. O protocolo seguiu 0s mesmos passos a partir do item 2 do protocolo 6.

Protocolo 9:

1. Adicdo de 1 mL de Quick-Zol a 100 uL de amostra, seguida de
homogeneizacgao;

2. Incubacé&o durante 10 minutos a temperatura ambiente (RT °C);

3. Adicao de 0,2 mL de cloroférmio, seguida de agitacao;

4. Incubacdo por 5 minutos a RT °C;

5. Centrifugacdo durante 15 minutos a 13000 RPM a 4 °C;

6. Transferéncia da fase aquosa contendo o RNA para um tubo novo,

inclinando ambos os tubos em 45 ©, para evitar danos ou desperdicio da amostra;
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7. Adicdo de 0,5 mL de isopropanol a fase aquosa separada seguida de
agitacdo em vortex;

8. Incubacgédo por 10 minutos a RT °C;

9. Centrifugagao durante 10 minutos a 12000 RPM a 4 °C;

10. Descarte do sobrenadante;

11. Ressuspensao do pellet em 1 mL de etanol 75% gelado. Agitacdo em
vortex, seguida de centrifugacéo por 5 minutos a 11000 RPM a 4 °C;

12. Descarte do etanol;

13. Secagem do pellet de RNA a RT °C por aproximadamente 10 minutos;

14. Ressuspensao do pellet em 20 uL de agua livre de RNase;

15. Incubacdo em bloco de aguecimento por 10 minutos a 55 °C para melhor
homogeneizacédo do pellet em agua;

16. Armazenamento em freezer a -20 °C.

Protocolo 10:

1. O protocolo seguiu 0s mesmos passos a partir do item 1 ao 10 do protocolo

9

2. Ressuspensdo do pellet em 1 mL de etanol 75% gelado. Agitacdo em
vortex;

3. O protocolo seguiu 0s mesmos passos a partir do item 12 do protocolo 6.

Protocolo 11:

1. O protocolo seguiu 0s mesmos passos a partir do item 1 ao 10 do protocolo
9;

2. Ressuspensédo do pellet em 1 mL de etanol 75% gelado. Agitacdo em
vortex;

3. O protocolo seguiu 0s mesmos passos a partir do item 5 do protocolo 4.

3.3 Sintese de cDNA e RT-PCR

Para realizacédo da sintese de cDNA das amostras, foram testados dois kits. O
primeiro kit testado foi o iScript Select cDNA Synthesis (BIO-RAD). Conforme

instrucdes do fabricante, inicialmente foram adicionados 4 uL de 5X iScript Select
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Reation, somado de 2 uL de Random primer ou Oligo DT primer, seguido do volume
necessario para a concentracao de cerca de 500 ng de amostra de RNA, adicionando
mais 1 uL de iScript Reverse Transcriptase e complementando a reagcdo com RNA-
free Water para uma solugéo total de 20 uL de reacéo. Foram realizados testes prévios
usando os distintos primers disponibilizados pelo fabricante: Random e Oligo DT, os
quais tém por caracteristica o alinhamento de forma distinta nas moléculas de RNA
presentes na amostra. Os Oligos DT primers sao responsaveis pelo anelamento nas
regides de cauda Poli A das moléculas de mRNA, desse modo, amplificando a fita
complementar apenas das moléculas de mRNA (NAM, et al., 2002). J& os Random
primers, tém por caracteristica alinhamentos aleatorios nas diferentes moléculas de
RNA, amplificando a fita complementar de todas as moléculas de RNA presentes na
amostra, ndo especificamente dos mMRNA (NARDON, et al., 2009). Ficou estabelecido
gue os primers Random seriam utilizados nos experimentos, por terem apresentado
melhores resultados (dados ndo mostrados neste trabalho).

Adicionalmente, foi testado o kit GoTaq 2-step RT-gPCR System (PROMEGA).
Conforme instrugcdes do fabricante, foram utilizados 2 uL de RNA (cerca de 500 ng),
adicionando 1 uL de Oligo primer e 1 uL de Random primer, seguido de 4 uL de
GoScript™ 5X Reaction Buffer, somando 2 uL de MgCI2, 1 uL de PCR Nucleotide Mix,
0,5 uL de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, seguido de 1 uL de
GoScript™ Reverse Transcriptase.

Para identificacdo da regido especifica do mMRNA de interesse, foi utilizado
inicialmente o PAR 1 de primers, seguido por testes com o PAR 8 cujas sequéncias e
caracteristicas estéo disponiveis na tabela 2, conforme descrito por Fabichaki (2021).
Como controle positivo, foi eleito o gene G6PDH (Al981686) (tabela 2), conforme
descrito por Slawinska, et al., 2021 e De Boever, et al., 2008.

Quatro kits de PCR foram testados para amplificacdo do material genético
descrito acima: a) GoTaq G2 colorless Master Mix (PROMEGA), onde, conforme
instrugcdes do fabricante, foram utilizados 5,5 uL de RNA-free Water, somado a 1 uL
de cada primer (Forward + Reverse), seguido de 5 uL de cDNA e 12,5 uL de GoTag®
G2 Colorless Master Mix, 2X; b) NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTECH), onde,
conforme instru¢cdes do fabricante, foram utilizados 5,5 uL de RNA-free Water,
somado a 1 uL de cada primer (Forward + Reverse), seguido de 5 uL de cDNA e 12,5
uL de NZYTaq Il 2x Green Master Mix; ¢) QIAGEN OneStep RT-PCR, onde, conforme

instrucdes do fabricante, foi utilizado 1,5 uL de cada primer (Forward + Reverse), mais
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1 uL de dNTP, somado a 5 uL de 5X QIAGEN One Step Buffer, seguido de 1 uL de
Enzyme Mix, mais o volume suficiente para uma concentracdo de 500 ng de RNA,
completando 25 uL de reacéo total com RNA-free Water; e d) Class Five Hot Start Taq
DNA Polimerase (NEOBIO) onde, conforme instru¢des do fabricante, foram utilizados
17,5 uL de RNA-free Water, somado a 1 uL de cada primer (Forward + Reverse),
seguido de 1 uL de cDNA, 5 uL de 5X ClassFive Buffer e 0,5 uL de Class Five Hot
Start Taqg DNA Polimerase.

Tabela 2. Pares de primers

Proteina Pares de primers m Tamanho do
P (°C) Amplicon

Proteina .

SMEEC Forward primer 1 GAGAGAGCGGAACCTGAACC 20 60.11 278 pb
PAR 1 Reverse primer 1 GGCTAATGAGCTCTCGGCTT 20 59.89

Proteina .

SMEEC Forward primer 1 AGAGAGCGGAACCTGAACCC 20 61.55 530 pb
PAR 8 Reverse primer 1 AGTACACTTGGATCCGGCAA 20 59.02 P
G6PDH Forward primer 1 CGGGAACCAAATGCACTTCGT 21 61.75 122 pb

Reverse primer 1 GGCTGCCGTAGAGGTATGGGA 21 63.44 P

Fonte: adaptada de Fabichaki, 2021.
Legenda: primers para o mRNA da proteina SMEFC, obtidos pelo NCBI e primer housekeeping. Tm:
temperatura média de anelamento para realizacao dos testes para cada fita dos pares de primers.

Para os testes em termociclador (EVEN, modelo Thermal cycler T960), foram
utilizados os seguintes processamentos:

Para os kits da PROMEGA e NZYTECH: primeiro ciclo de desnaturacao: 94 °C
por 3 minutos, seguido por testes de 30, 35 ou 40 ciclos de: a) Anelamento: XX
(variaveis tabela 3) por 30 segundos; b) Amplificacdo: 72 °C por 50 segundos, e c)
Desnaturacéo: 94 °C por 20 segundos. Em seguida, uma ciclagem final de: a)
Anelamento: XX (varidveis tabela 3) por 1 minuto; b) Amplificacdo: 72 °C por 10
minutos, e c) Estabilizacdo: 4 °C por 24 horas.

J4, para o kit da QIAGEN, foi realizada transcricdo reversa a 50 °C por 30
minutos, seguida da desnaturacédo da transcriptase a 95 °C por 15 minutos. Apos,
seguiram-se 35 ciclos de: a) Anelamento: XX (variaveis tabela 3) por 45 segundos; b)
Amplificacdo: 72 °C por 1 minuto, e c) Desnaturagéo: 94 °C por 45 segundos. Em
seguida, uma corrida final de: a) Anelamento: XX (variaveis tabela 3) por 1 minuto; b)
Amplificagdo: 72 °C por 10 minutos, e c) Estabilizacdo: 4 °C por 24 horas.
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Diversos testes com diferentes temperaturas de anelamento para os pares de
primers foram realizados, como demonstra a tabela 3. Adicionalmente, testes

modificando a quantidade de ciclos no protocolo de PCR também foram realizados.

Tabela 3. Gradientes de temperaturas
PRIMERS TEMPERATURAS TESTADAS (°C)
PAR 1 49,5 | 51,0 | 53,0 | 55,0 | 57,0 | 59,5 | 60,0 | 61,3 | 63,0 | 64,5 67,7
PAR 8 48,0 | 50,1 | 52,1 | 54,8 | 56,3 | 58,1 | 60,1 | 62,0 -
G6PDH 57,0 | 58,0 | 61,0 | 62,5 | 63,2 | 63,8 | 64,0 | 64,4 | 64,5

Fonte: a autora.
Legenda: temperaturas testes para anelamento dos diferentes pares de primers para cDNA.

O protocolo final estabelecido foi utilizando o kit de cDNA da BIO-RAD, com 0s
Random primers, somado ao kit de PCR da PROMEGA, com a programagado no
termociclador correspondendo a 35 ciclos e com as temperaturas de anelamento para
PAR 1 (53 °C), Par 8 (NAO DEFINIDO) e G6PDH (64 °C).

3.4 Eletroforese em gel

Para analise dos resultados obtidos através da amplificacdo por RT-PCR
descrita anteriormente, foi produzido gel de agarose a 1,5% (dissolvido em TBE 1X:
TRIS 0,13 M (pH 7,6), &cido bérico a 45 M e EDTA a 2,5 mM).

Apbs testes com intercalantes (Blue green — NOVA BIOTECNOLOGIA; Blue
green - LGC BIOTECNOLOGIA,; gel red — SIGMA; Cybr Green - THERMO FISHER),
e diferentes quantidades de amplicon (tabela 4), ficou definida a utilizacéo de 5 uL de
amplicon ou marcador de peso molecular de 100 bp (LUDWIG) + 3 uL de Blue Green
(NOVA BIOTECNOLOGIA) para a aplicagcado das amostras em cada poco. O gel foi
entdo submerso em TBE 1X e submetido a tensédo de 100 V por 2H e 15 minutos, em
cuba de eletroforese (LOCCUS, modelo LPS 4000V). Tal protocolo foi definido apés
testes de otimizagéo, que incluiram variaveis de voltagem, tempo de corrida, volume
de amostra e intercalante utilizado (tabela 4). O padrdo de bandas foi analisado em
transiluminador UV (LOCCUS, modelo L-pix EX e LOCCUS, modelo L-PIX).
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Tabela 4. Variaveis da eletroforese
PARAMETRO VARIAVEIS

Voltagem da corrida de
eletroforese

Tempo de corrida de
eletroforese

Volume de amostra total
em cada poc¢o

60 V 80V 100V 120V - -

1:40H 2:00 H 2:15H 2:20H 2:30 H 2:40 H

1uL 2 uL 3uL 5uL 7 uL -

Fonte: a autora.
Legenda: parametros e seus diferentes testes realizados durante o protocolo de eletroforese.

3.5 Analises de bioinformatica

3.5.1 PCR virtual

Visando verificar a possibilidade de anelamentos inespecificos gerados através
dos testes com os primers desenhados em trabalho anterior, foram realizadas analises
de PCR virtual. O protocolo utilizado seguiu 0s mesmos passos das analises
desenvolvidas por Fabichaki (2021). Foi utilizado o site NCBI (National Center for
Biotechnology Information), e pesquisado pelo ID do mRNA de interesse para o
presente estudo (XM_040655274.1). Na pagina de descri¢ao, a direita, foi selecionada
a ferramenta “Pick Primers”, onde foi carregada uma nova pagina, com espacos para
preenchimento das sequéncias de primer forward e primer reverse. Ao adicionar essas
informagdes com os primers correspondentes ao PAR 1, por exemplo, foram retirados
dois nucleotideos de cada iniciador: o primeiro nucleotideo do primer forward e o
altimo nucleotideo do primer reverse (indicado pelas setas na figura 13). Apds
carregar os resultados obtidos, agora correspondentes ao alinhamento dos primers
com 19 nucleotideos, foram analisadas as sequéncias de alinhamentos inespecificos
e, a cada nova analise, diminuindo um nucleotideo a mais, até chegar a um primer

com apenas 15 nucleotideos.
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Figura 13. Analise de PCR virtual para os primers PAR 1

PCR Template : PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq d is preferred) @ (I enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record eferred) @ Coie

[XM_0406552741 XM_040655274 1 ‘

Or, upload FASTA file Escolher ficheiro | Nenhum ficheiro selecionado | O Upload FASTA file | Escolner ficheiro | Nenhum ficheiro selecionado

Primer Parameters \‘ Primer Parameters
Use my own forward primer | BAGAGAGGGGAACCTGAACC | @] Use my own forward primer [ GAGAGAGCGGAACCTGACC @
(5'->3' on plus strand) - e (5'->3' on plus strand)
Use my own reverse primer (5= [ GGCTAATGAGCTCTCGGCTT |@ [Use my own reverse primer (5'- ‘ GGCTAATGAGCTCTCGGC ‘0
>3' on minus strand) d >3' on minus strand) :

Fonte: a autora.
Legenda: (A) Seta indica o nucleotideo proveniente do primer Forward que foi retirado para analise.
(B) Seta indica o nucleotideo proveniente do primer Reverse que foi retirado para andlise.

3.5.2 BLAST

Para verificar a similaridade entre a sequéncia alvo de interesse e o0s
anelamentos inespecificos gerados a partir da diminuicdo de nucleotideos (simulando
uma degradacéo e/ou anelamento inespecifico em extremidade oposta a extenséo da
Taq Polimerase), foram gerados BLASTs entre todas as sequéncias encontradas.
Para tal, foi utilizada a ferramenta BLAST entre nucleotideos, disponivel pelo NCBI
(conforme protocolo de FABICHAKI, 2021). Ao selecionar a opgao “Align two or more
sequences” (apontado na figura 14), € gerado um novo espaco para inser¢cao da
sequéncia de andlise. Foi usado o primeiro quadro para 0 mRNA da proteina SMEFC
e 0 segundo, para as sequéncias com anelamentos inespecificos.

Figura 14. Andlise de BLAST entre sequéncias
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear Query subrange ©
From
To
Or, upload file Escolher ficheiro | Nenhum ficheiro selecionado @

b Title
Enter a descriptive title for your BLAST search @

Align two or more sequences @

Enter Subject Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ Clear Subject subrange ©
From |
To |
Or, upload file Escolher ficheiro | Nenhum ficheiro selecionado ©

Fonte: a autora.
Legenda: tela de apresentacdo da ferramenta BLAST disponibilizada pelo NCBI. (A) Seta indica a
opcéo para alinhamento entre duas ou mais sequéncias de interesse.



67

4 RESULTADOS

4.1 Primeiro bloco de experimentos — Protocolo 1 de extracdo de RNA e

primers PAR 1

4.1.1 Extracdo de RNA de fémeas e sintese de cDNA

As analises iniciais foram realizadas com sangue de duas fémeas de G. gallus
(Gertrudes e Mafalda), e utilizacdo dos protocolos 1 e 2 para extracdo de RNA. A partir
dos resultados observados em NanoDrop (tabela 5), o protocolo 1 foi eleito como o

mais eficiente, e 0 RNA extraido a partir dele foi utilizado para sintese de cDNA.

Tabela 5. Teste com kits de extracdo de RNA

KIT DE EXTRACAO Concentracao (ng/pL) A260/280 A260/230
Protocolo 1 (Gertrudes) 35,0 1,97 0,29
Protocolo 1 (Mafalda) 134,7 1,87 1,05
Protocolo 2 (Gertrudes) 21,3 1,45 0,28
Protocolo 2 (Mafalda) 5,9 0,82 0,27

Fonte: a autora.
Legenda: resultados obtidos através do equipamento NanoDrop One, apds extracdo de RNA total de
amostras sanguineas.

4.1.2 Padronizacéao do protocolo de PCR

Utilizando o cDNA sintetizado, foram iniciados os experimentos para testar os
primers SMEFC PAR 1 (tamanho esperado do amplicon de 278 pb) e primer
housekeeping G6PDH (tamanho esperado do amplicon de 122 pb, segundo DE
BOEVER, et al., 2008) e estabelecer o melhor kit de PCR para a amplificacdo. Foram
testados os kits GoTaqg G2 colorless Master Mix (PROMEGA) e NZYTaq Il 2x Green
Master Mix (NZYTECH). Considerando a informagéo fornecida pelo fabricante dos
primers, a primeira temperatura de anelamento testada foi 57°C. Conforme pode ser
observado na figura 15, foi encontrada uma banda para SMEFC na altura esperada,
utilizando ambos kits de PCR. Entretanto, os primers controles (G6PDH)
aparentemente ndo se anelaram a sequéncia de interesse na temperatura de 57 °C
em nenhum dos casos. Devido a presenca de uma banda mais visivel, o kit GoTaq

G2 colorless Master Mix (PROMEGA) foi escolhido para dar continuidade aos testes.



68

Figura 15. Teste dos kits de PCR

Promega NZYTECH
MEF PDH
P e SMEFC  GGPDH

2000
1500

1000
00
00
00
00

400

300
200

100

Fonte: a autora.

Legenda: resultados obtidos em gel de eletroforese a 1,5% para amostras de sangue de fémea,
contendo primers SMEFC PAR 1 e G6PDH, e PCR realizado com kits da Promega e NZYTECH. (+)
amostras contendo DNA. (-) controles negativos.

Buscando adequar o anelamento e amplificacdo do par de primers controle
(G6PDH), foram em seguida testadas algumas temperaturas (conforme tabela 3 na
secdo de Materiais e Métodos), tendo sido eleita a temperatura de 64°C como a mais

eficiente, e usada a partir de entdo (figura 16).

Figura 16. Teste com temperaturas de amplificacdo para SMEFC

FEMEA G6PDH FEMEA 49,5 °C FEMEA 53,0 °C
Ladder (pb) + - + - + -

Fonte: a autora.
Legenda: resultado do gel de eletroforese a 1,5% para amostras de sangue de fémea, contendo

primers SMEFC PAR 1 (a 49,5 e 53,0°C) e G6PDH. (+) amostras contendo DNA. (-) controles negativos.

Apos alguns problemas com contaminagdes e dificuldades de reproducédo dos
resultados, optou-se pelo teste de um novo gradiente de temperatura para o
anelamento do PAR 1 da proteina SMEFC, tendo sido testadas diversas temperaturas
(conforme tabela 3). Notou-se que a amplificagdo estava ocorrendo em uma faixa de

temperatura entre 49,5 a 53 °C (figura 16).
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4.1.3 Testes com amostras de machos

Uma vez estabelecido o melhor protocolo para extracdo de RNA, sintese de
cDNA e PCR em fémeas, foi realizada coleta e extracdo de RNA de dois individuos
machos (Chicken Little e HeiHei) (tabela 6).

Tabela 6. Extracdo de RNA de machos

INDIVIDUO Concentragédo (ng/pL) A260/280 A260/230
CHICKEN LITTLE 88,0 1,94 1,82
HEIHEI 51,8 1,94 1,55

Fonte: a autora.
Legenda: resultados obtidos através do equipamento NanoDrop One, apds extracdo de RNA total de
amostras sanguineas.

Considerando que os melhores resultados de alinhamento para fémeas foram
observados entre 49 e 53°C, o primeiro teste realizado com machos e fémeas foi feito
em uma temperatura intermediaria (51°C) (figura 17). Porém, a andlise do gel
demonstrou que os individuos machos apresentaram anelamento inesperado,
exibindo uma banda de aproximadamente 200-300 pb, semelhante ao tamanho

esperado para o anelamento de fémeas (figura 17).

Figura 17. PCR com machos e fémeas e 51°C para anelamento

FEMEA MACHO
G6PDH SMEFC G6PDH SMEFC
Ladder (pb) + % + " + 5 + %
0

Fonte: a autora.
Legenda: resultado do gel de eletroforese a 1,5% para amostras de sangue de fémea e macho,
contendo primers SMEFC PAR 1 e G6PDH. (+) amostras contendo DNA. (-) controles negativos.

Ap6és investigacédo bibliogréfica, verificou-se que temperaturas maiores tendem
a gerar maior especificidade de anelamentos, porém temperaturas muito altas
impedem anelamentos, enquanto temperaturas baixas geram anelamentos
inespecificos (DE BOEVER, et al., 2008; CAKMAK, et al., 2017). Assim, foi realizada
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nova tentativa, utilizando a temperatura de 53°C (figura 18), porém também foi
observada uma banda fraca para as amostras de macho, presente na mesma altura
correspondente as bandas dos individuos fémeas. Quantidades diferentes de ciclos
de PCR também foram testadas, porém sem sucesso (dados ndo mostrados). Por se
tratar de uma banda fraca, o pouco material proveniente do PCR nao constituia

guantidade suficiente para um sequenciamento da amostra.

Figura 18. PCR com macho e fémea em 53°C para anelamento

FEMEA MACHO
G6PDH SMEFC G6PDH SMEFC
Ladder (pb) + - + - + - + =

2000
1500

1

(=]

0

Fonte: a autora.
Legenda: resultado do gel de eletroforese a 1,5% para amostras de sangue de fémea e macho,
contendo primers SMEFC PAR 1 e G6PDH. (+) amostras contendo DNA. (-) controles negativos.

4.1.4 Andlises de bioinforméatica

Visando investigar a presenca de uma banda fraca em amostras de machos no
PCR com primers para SMEFC, julgou-se necessério realizar novas analises de
bioinformética. Para isso, foi inicialmente realizado um PCR virtual com a sequéncia
de mRNA de SMEFC e o par de primers PAR 1 utilizados nos testes laboratoriais,
porém retirando um nucleotideo de cada iniciador (como descrito no tépico 3.5.1), para
verificar a possibilidade de alinhamento inespecifico. Como resultado, observou-se
anelamentos inespecificos do PAR 1 de primers SMEFC com 19 nucleotideos (figura
19). As sequéncias foram entdo verificadas, através de BLAST entre elas e a
sequéncia de interesse (MRNA da proteina SMEFC), e apenas a primeira apresentou
100% de anelamento. Aparentemente essa sequéncia com 100% de compatibilidade
€ uma coépia da sequéncia de mRNA da proteina SMEFC, pois apresenta a mesma
sequéncia, representando possivelmente uma duplicacdo dos bancos de dados do
NCBI (figura 19).
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Figura 19. Resultado de PCR virtual utilizando primers SMEFC

Sequence (5->3' Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity
Forward primer AGAGAGCGG Plus 19 2377 2395 59.02 5789 200
Reverse primer GGCTAATGAGCTCTCGGCT Minus 19 2653 2635 5925 5789 600
Product length 77
Products on intended targets
M 2741 PREDICTED: Gallus gallus transcription factor 4-like (LOC121108224), mRNA
product length = 277
Forward primer 1 AGAGAGCGGAACCTGAACC 19
Template 2377  Juseieiien e Sesine e e 2395
Reverse primer 1 GGCTAATGAGCTCTCGGCT 19
Template Q083 i e e e 2635
Products on potentially unintended templates .
>XM_046934441.1 PREDICTED: Gallus gallus transcription factor 4-like (LOC121108224), mRNA
t length = 2
d primer 1 AGAGAGCGGAACCTGAACC 19
SATT cnrwieivimiiomn i mraie e 2395

Fonte: a autora.
Legenda: seta preta indica a sequéncia idéntica & sequéncia do mRNA de SMFC, contendo todos os
mesmos parametros. Setas vermelhas indicam a sequéncia com anelamento inespecifico e o tamanho
de amplicon correspondente.

Apesar de as outras sequéncias nao apresentarem alinhamentos perfeitos com
o mMRNA de interesse, uma comparacao entre os tamanhos do comprimento dos
amplicons produzidos em cada um dos anelamentos inespecificos revelou que, um
dos potenciais produtos (PREDICTED: Gallus gallus RTF1 homolog, Pafl/RNA
polymerase Il complex component (RTF1)), proveniente do cromossomo 5, apresenta
um amplicon de 273 pb, tamanho similar ao observado nos experimentos com machos
(figura 19). Portanto, hipotetizou-se que um anelamento inespecifico do primer PAR 1
em machos pode estar amplificando o mMRNA proveniente deste outro gene, o que
explicaria a presenga de uma banda fraca nas amostras masculinas e em altura muito
similar a banda feminina esperada (contendo 278 pb).

Assim, optou-se pela utilizagdo de um novo par de primers, uma vez que outros
trés pares haviam sido desenhados em trabalho prévio (tabela 2, no topico 3.3)
(FABICHAKI, 2021). Para definicdo do par mais especifico, realizou-se as mesmas
analises virtuais com outros pares de primers, e considerou-se que o0 conjunto de

primers PAR 8 apresenta melhor compatibilidade com a sequéncia desejada e menor
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probabilidade de anelamento inespecifico (tabela 7), sendo compativel com outras

sequéncias apenas quando retirados 4 nucleotideos de cada um dos iniciadores.

Tabela 7. PCR virtual com primers para sequéncia SMEFC

PARES DE Quantidade de nucleotideos Alinhamentos Tamanho do
PRIMERS FOR REV inespecificos amplicon
20 (100%) 20 (100%) NO 278
>XM_046936343.1
XM_004937174.5 1712
19 19
>XM_046919695.1 273
PAR 1 + 19 VARIANTES
18 18 >XM_040656816.1 214 E 208
>XM_040671878.2 1955
17 17 + 3 VARIANTES
>XM_040656816.1 213 E 207
20 (100%) 20 (100%) NO 359
>XM_040658092.2 597
>XM_425565.8
>XM_046936343.1
>XM_004937174.5 2091
19 19 >XM_046899151.1 811
>XM_046920670.1 804
+ 7 VARIANTES
>NM_001031381.3 237
COM A PARC')PRIA 432
SEQUENCIA
>XM_040658092.2 596
>XM_425565.8
>XM_040671666.2 111
18 18 >NM_001031381.3 235
PAR 2 >XM_046936343.1 2089
>XM_004937174.5
>XM_046923946.1 1260
>XM_046898447.1
+ 4 VARIANTES 1264
>XM_046899151.1 809
COM A PAROPRIA 431
SEQUENCIA
>XM_040670579.2 3750
>XM_040670578.2 3720
17 17 >XM_046923946.1 1259
>XM_046898447.1
+ 4 VARIANTES 1263
>XM_046899151.1 807
>NM_001031381.3 233
20 (100%) 20 (100%) NO 553
PAR 3
19 19 >XM_040667963.2 3323

>XM_040698161.2
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>XM_046943167.1 1547
>XM_046906542.1 526
>XM_040685305.2 033
18 18 + 4 VARIANTES
>XM_040648897.2 036
>XM_040648896.2
>XM_040685305.2 932
+ 3 VARIANTES
17 17
>XM_040648897.2 035
+ 4 VARIANTES
20 20 NO 530
19 19 NO i
PAR 8 18 18 NO -
17 17 NO -
SXM_040674142.2
16 16 SXM_421749.8 101

Fonte: a autora.
Legenda: analise in silico dos primers PAR 8. Resultados obtidos através da plataforma NCBI.

4.2 Segundo bloco de experimentos — Novos protocolos de extracdo e

primers PAR 8

Considerando a aquisicdo de um novo par de primers (PAR 8), foi necessario
iniciar um novo bloco de experimentos para definir a temperatura de anelamento. Além
disso, as amostras de RNA e cDNA haviam praticamente se esgotado. Outro fator
complicador foi o término de ambos os kits de extracdo de RNA utilizados nos
protocolos 1 e 2, e havia poucos recursos para obtencdo de novo kit. Portanto, foi
realizado levantamento bibliografico para estabelecer qual o melhor método de
extracdo de RNA a partir de sangue de aves, e iniciou-se uma bateria de testes para
verificar a melhor forma de realizar o RT-PCR para as préoximas analises. Na literatura,
um estudo comparando trés métodos de extracdo concluiu que o kit Quick-RNA Whole
Blood (ZYMO RESEARCH) seria 0 mais apropriado para extracdo de RNA de sangue
de ave (KOMINI & BOUNAS, 2022), e, portanto, esse kit foi adquirido com a verba
restante. Em adi¢c&o, outros kits e reagentes foram emprestados para testes.

Um dos protocolos testados foi utilizando kit de RT-PCR de apenas um passo
(QIAGEN ONE STEP RT-PCR). Apesar de tentativas de alteracdo em diversas
varidveis (concentracdo de primer, dNTP, temperatura, quantidade de ciclos), os
resultados para essa metodologia apresentaram, em sua maioria, contaminagdes nos

controles negativos.
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Seguindo o procedimento inicial, testou-se os protocolos de 3 a 11 (conforme
tabela 1 da secdo de Materiais e Métodos) para extracdo de RNA, seguido de sintese
de cDNA e PCR utilizando os kits e primers controle, ja padronizados previamente.
Entretanto, em nenhuma das tentativas obteve-se sucesso.

Supondo que o fracasso nas adaptacdes de protocolos de extracdo de RNA do
sangue total de aves era devido ao tempo de armazenamento das amostras
sanguineas em congelador, foi realizada uma nova coleta de sangue de um individuo
macho (Rocky) e um individuo fémea (Ginger) de G. gallus. Para cada um dos
individuos, foram coletados 2 mL de sangue, sendo 1 mL acrescido de conservante
de RNA (LifeGuard Soil Preservation — QIAGEN) e armazenado em tubo com EDTA,
enquanto o outro 1 mL de sangue foi armazenado apenas com EDTA. Apos a
obtencado de novas amostras sanguineas, novas tentativas de extracao de RNA foram
realizadas utilizando os protocolos 4, 6, 7, 8, 9 e 10.

Adicionalmente, buscando otimizar a quantidade inicial de células para a
extracdo, incluiu-se um passo de centrifugacao prévia das amostras, para formar um
pellet de células. Também foram incluidos tratamentos adicionais de limpeza com
tampdes e tratamentos com DNase. Apesar de todos os procedimentos testados
terem resultado em amostras com valores de concentracdo de RNA detectaveis por
NanoDrop (conforme tabela 8), todas as tentativas de RT-PCR realizadas apés a
extracdo também foram sem sucesso, inclusive para os testes utilizando o primer
controle, G6PDH.

Tabela 8. Quantidade e qualidade de RNA total extraido de sangue de G. Gallus por diferentes

protocolos
PROTOCOLOS CONCENTRAGCAO (ng/ulL) A260/280 A260/230
Protocolo 3 3,50 1,75 0,08
Protocolo 3 4,60 2,48 0,25
Protocolo 4 8,30 2,37 0,91
Protocolo 4 7,00 2,14 0,66
Protocolo 4 14,70 2,15 1,09
Protocolo 4 21,50 2,08 1,04
Protocolo 4 20,40 2,07 1,15
Protocolo 4 20,20 2,10 1,08
Protocolo 4 98,82 2,09 1,73
Protocolo 4 13,80 2,15 0,69
Protocolo 4 9,40 2,07 0,69
Protocolo 5 8,20 2,29 0,69
Protocolo 6 49,30 2,06 2,01
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Protocolo 6 19,10 1,98 1,79
Protocolo 6 23,00 1,95 1,01
Protocolo 6 24,60 2,03 1,59
Protocolo 6 18,90 1,85 1,28
Protocolo 6 16,50 1,91 1,13
Protocolo 6 60,00 2,02 1,77
Protocolo 6 29,60 1,99 1,45
Protocolo 6 16,60 1,90 1,16
Protocolo 7 40,70 1,91 1,94
Protocolo 7 298,90 1,87 2,26
Protocolo 7 1104,00 1,88 2,42
Protocolo 7 548,30 1,89 2,42
Protocolo 7 282,59 1,87 2,27
Protocolo 7 36,68 1,94 1,83
Protocolo 7 80,19 1,89 2,08
Protocolo 7 18,75 1,88 1,25
Protocolo 7 19,53 1,86 1,54
Protocolo 7 280,00 1,87 2,30
Protocolo 8 49,70 1,97 1,84
Protocolo 8 218,00 2,05 2,09
Protocolo 9 285,08 1,83 0,84
Protocolo 9 123,60 1,90 1,45
Protocolo 10 9,10 1,81 0,69
Protocolo 10 29,60 1,85 1,71
Protocolo 10 15,10 1,66 0,85
Protocolo 11 20,20 1,92 0,80

Fonte: a autora.

Legenda: resultados obtidos através de NanoDrop. Em preto: Resultados das amostras sanguineas
SEM conservante de RNA. Em vermelho: Resultados das amostras sanguineas COM conservante de
RNA.

Abaixo, pode-se observar também uma relacdo de dispersédo dos valores de
concentracdo de RNA obtidos entre todos os protocolos testados (tabela 8),
analisando sua concentragdo em relacdo aos valores de pureza do parametro
A260/280, visto que valores proximos a 2,00 indicam amostras mais puras, enquanto
valores dispersos, indicam contaminacao por proteinas (graficos 1 A e B). De acordo
com os resultados, o melhor protocolo para extracdo permaneceu sendo o protocolo
1, onde, apesar das concentragcdes nao serem tdo altas como o protocolo 7, as
amostras extraidas se mantiveram em uma faixa de razdo A260/280 mais préxima a
2,00, como desejado. Ainda que o protocolo 4 também apresente valores préximos a
2,00 de A260/280, este apresentou concentracbes de DNA total inferiores quando
comparado ao protocolo 1.
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Novamente, por constatar que nenhum dos resultados de PCR apresentavam
bandas nos géis de agarose, mesmo com valores de extracdo de RNA altos e razdes
consideradas de amostras puras, algumas hipéteses foram levantadas: a) a enzima
para producdo de cDNA néo estava funcionando adequadamente. Foi entdo testado
outro kit para a producdo de um novo cDNA (GoTaq 2-step RT-gPCR System -
PROMEGA), sem sucesso; b) a Polimerase néo estava funcionando. Testes usando
amostras de DNA e também substituicdo por outra polimerase (Class five Hot Start
Taq DNA Polimerase - NEOBIO) também nao demonstraram resultados positivos; c)
o0 RNA extraido estava em grandes quantidades, porém degradado; d) as amostras
extraidas pelo protocolo 1 poderiam estar contaminadas com DNA, o que explicaria
0s anelamentos apenas com os produtos provenientes do protocolo 1. Porém, além
da utilizacdo de DNases em todos os protocolos utilizados, ao realizar testes com a
utilizacdo de DNA + primer housekeeping (G6PDH), foi observado um anelamento
inespecifico (com tamanho de banda superior a esperada com RNA, entre 900 - 1000
pb), indicando que o primer G6PDH tem a capacidade de se anelar em molécula de
DNA, além de RNA, entretanto produzindo uma banda de tamanho muito diferente
(dados ndo mostrados). Esse fato deve-se pelo alinhamento de cada um dos primers
em uma regido diferente de dois éxons, ou seja, cada iniciador se alinha numa
sequéncia de um éxon diferente, contendo intron entre eles (OLIAS, et al., 2014). O
tamanho superior da banda produzida utilizando DNA indica que, nas amostras
anteriores, testadas com cDNA, ndo houve contaminagdes com DNA gendmico, pois
nao foi observada banda nesta altura do gel. Esse resultado sugere que as
amplificacGes obtidas pelo primer controle nas amostras que observamos nas figuras
15, 16, 17 e 18, se tratavam de cDNAs puros, validando também o anelamento obtido
pelo PAR 1. Ou seja, acredita-se que ndo houve contaminacédo de DNA gendmico nas
amostras anteriores das quais obteve-se resultados positivos, portanto essa
problematica foi descartada ao analisar as hipéteses de ndo anelamento com o0s
primers PAR 8.

Apos os inumeros testes realizados para extracdo de RNA sem sucesso, e com
o término do kit para sintese de novo cDNA, foi realizada uma Uultima tentativa,
utilizando amostras remanescentes de cDNA armazenadas, provenientes de extragao
realizada com o protocolo 1 de sangue de fémeas. Felizmente, foram obtidos
resultados positivos com o primer housekeeping, sem contaminacgao aparente (dados

nao mostrados). Com isso, o primer PAR 8 (SMEFC) foi ressuspendido e testado em
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gradiente de temperaturas (tabela 3 da secdo de Materiais e Métodos). Entretanto,
nenhuma banda foi observada no procedimento de eletroforese realizado, indicando
alguma das opcodes: a) ndo ha presenca de RNAm de SMEFC em sangue de fémeas
de G. gallus; b) a integridade do RNA/cDNA esta comprometida ou c¢) o gradiente de

temperatura realizado nao foi satisfatorio para o anelamento dos primers PAR 8.

Gréfico 1. Dispersdo dos dados de extracdo de RNA conforme protocolos
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Fonte: a autora.
Legenda: (A) Protocolos 1 a 5; (B) Protocolos 6 a 11.
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5 DISCUSSAO

5.1 Genoma de G. gallus e seus desafios

O desenvolvimento de novas tecnologias para sexagem de aves € importante
pois teria papel em diferentes frentes de interesse da ornitologia, auxiliando néo
somente no processo de sexagem para diferentes aves em si, como facilitando o
procedimento no dia a dia de conservadores, pesquisadores e comerciantes. No
presente trabalho, buscamos caracterizar uma molécula com potencial uso em
imunossexagem. A ideia de um kit caseiro de sexagem seria possivel caso alguma
molécula diferencialmente expressa em tecidos (especialmente o sangue) de fémeas
e machos fosse identificada. Em estudos prévios, elencamos a proteina predita
SMEFC (Ensembl: ENSGALG00000047434; NCBI/mRNA: XM_040655274.1) como
candidata por supostamente ser codificada por um gene presente no cromossomo W,
exclusivo de fémeas de aves. Adicionalmente, segundo nossas andlises, aparenta ter
dominio transmembrana e estar presente na membrana celular de células do sangue
de galinha.

Apesar dos indicios, a proteina ainda é apenas predita, ou seja, anotada
usando métodos de predicdo genética. A montagem de genomas gera como resultado
uma sequéncia longa de DNA, organizada por reconstrucdo computacional a partir da
leitura de sequéncias menores. A partir da montagem, realiza-se a anotacdo deste
genoma, onde softwares especificos buscam por informacdes biologicamente
relevantes nesta longa sequéncia, como por exemplo regibes supostamente
codificantes (EKBLOM & WOLF, 2014). Uma boa anotacdo depende diretamente de
uma boa montagem, e sempre havera erros no processo.

A galinha doméstica € o terceiro animal modelo mais utilizado em pesquisa
cientifica (figura 20), segundo um levantamento de 2021, realizado através da
plataforma PubMed (<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/>) (FLORES-SANTIN &
BURGGLEN, 2021). A utilizagdo de G. gallus como modelo animal em diversas
pesquisas inclui algumas vantagens, como: a sua longa historia e utilizagdo como
modelo de pesquisa; disponibilidade de diferentes racas com caracteristicas de
interesse e, além disso, sua grande eficacia como animal de producdo, gerando
grandes quantidades de carne e ovos. No entanto, sua utilizagdo também apresenta

desvantagens. A intensa selecao artificial a qual a galinha foi submetida levou a perda



79

de diversidade genética e ao desenvolvimento de respostas fisiolégicas que podem
nao ser representativas de aves em geral (FLORES-SANTIN & BURGGLEN, 2021).

Figura 20. Animais modelo em citacdes do PubMed
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Fonte: adaptada de: Flores-Santin & Burgglen, 2021.
Legenda: associacdo entre diferentes modelos de estudos gen6micos e quantidade de citacdes
disponiveis pela plataforma PubMed, em Maio de 2021.

No caso de estudos gendmicos, o avanco de ferramentas e tecnologias, além
da producdo de bancos de dados com informacBes genéticas disponiveis
gratuitamente, levaram ao aumento no desenvolvimento e interesse de pesquisadores
em relacdo aos estudos com galinhas (CHENG & BURT, 2018). Além do frango de
corte representar um importante alimento para a sociedade atual, outros estudos
genéticos, principalmente envolvendo o desenvolvimento embrionario, fizeram com
que G. gallus ganhasse um importante papel como animal modelo ndo mamifero
(ANTIN & KONIECZKA, 2005; ICHIKAWA, et al., 2022a). Tais estudos auxiliaram em
diversas pesquisas para diferentes areas, ndo somente avicolas, tornando a galinha
um dos animais modelos mais vidveis e com um grande desenvolvimento na anotagéo
do genoma e na caracterizacdo do transcriptoma (ANTIN & KONIECZKA, 2005;
CHENG & BURT, 2018).

Existem mais de 20 sites de acesso gratuito, como Ensembl
(<https://www.ensembl.org/index.html>), NCBI (<https://www.ncbi.nim.nih.gov/>),
AvianNet (<http://www.chicken-genome.org/>), Centro de Sequenciamento Gendémico
da Universidade de Washington (WUGSC)

(<http://genome.wustl.edu/projects/chicken/>), Universidade da Califérnia em Santa
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Cruz (UCSC) (<https://[genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?db=caeRem2>), entre
outros, que apresentam diversos dados do genoma de G. gallus, variando quanto a
estrutura dos dados fornecidos, linguagens de programacao e outros bancos de dados
associados (ANTIN & KONIECZKA, 2005). Além disso, € possivel encontrar diversas
informacdes relatadas em diferentes estudos 6micos, envolvendo desenvolvimento de
varios tecidos embrionarios, transcriptoma ou montagens de cromossomos artificiais
bacterianos (BAC), utilizando G. gallus como animal modelo (ANTIN & KONIECZKA,
2005; CHENG & BURT, 2018).

A primeira montagem do genoma da galinha foi publicada em 2004 (HILLIER,
et al., 2004), e, desde entdo, diversas novas versdes buscaram aprimorar as
informacdes (figura 21). Por exemplo, duas montagens de genoma que sao utilizadas
como referéncia atualmente sdo a GRCg6a, criada pelo Genome Reference
Consortium (GRC) em 2018, e a bGalGall.mat.broiler. GRCg7b (ou GRCg7b), a mais
atual, lancada pelo Projeto Genoma de Vertebrados (VGP), em 2021 (HUANG, et al.,
2023). Entretanto, a montagem GRCg6a foi recentemente removida do banco de
dados do NCBI, o que geralmente ocorre devido a problemas encontrados durante o
processamento padrédo de anotacdo do genoma, como erros de qualidade nos dados

ou atualizacdes significativas (NCBI, 2024a; 2024b).

Figura 21. Algumas das montagens do genoma de G. gallus

GenBank RefSeq Name Level Date Action

GCA_000002315.5 GCF_000002315.6 GRCgba Chromosome Mar 27,2018
GCA_000002315.5 GCF_000002315.5 GRCgba Chromosome Mar 27, 2018
GCA_000002315.4 n/a GRCg6 Chromosome Feb 2,2018
GCA_000002315.3 GCF_000002315.4 Gallus_gallus-5.0 Chromosome Dec 16, 2015
GCA_000002315.2 GCF_000002315.3 Gallus_gallus-4.0 Chromosome Nov 22, 2011
GCA_000002315.1 GCF_000002315.2 Gallus_gallus-2.1 Chromosome Nov 1, 2006
GCA_000002315.1 GCF_000002315.1 Gallus_gallus-2.1 Chromosome Nov 1, 2006

Fonte: NCBI, 2024a.

Mesmo sendo um modelo de grande importancia econdmica e para a pesquisa,
0 genoma da galinha ainda apresenta diversas lacunas, devido as dificuldades
associadas ao seu estudo, como a grande proporcdo de GC em algumas regides do
genoma das aves, as regifes ricas em repeticbes e a negligéncia de estudos e
analises dos microcromossomos ricos em genes, levando a perdas de informacdes
nos sequenciamentos (WEISSENSTEINER & SUH, 2019; PIEGU, et al., 2020). Ainda
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gue a galinha domeéstica seja a representacao de ave com maior informacao genética
em bancos de dados disponiveis online, novos estudos de gendémica, transcriptoma e
proteoma se fazem necessérios para complementarizacdo dos dados e robustez dos
resultados obtidos (CHENG & BURT, 2018; DU & GUO, 2022). Adicionalmente,
atualizacbes nesses sistemas sdo realizadas frequentemente, conforme o
desenvolvimento de novas publicacdes de materiais e/ou pesquisas, com intuito de
melhorar a montagem do genoma desse animal modelo. Cada site/pagina de banco
de dados contém links de acesso as outras paginas, formando uma rede de troca de
informacBes, porém nem sempre esses bancos de dados sdo atualizados
concomitantemente, gerando inconsisténcias quando sdo comparadas sequéncias de
dois ou mais bancos de dados (RODRIGUES, 2023), o que dificulta os estudos.

O presente trabalho foi realizado a partir de estudos in silico prévios
(FABICHAKI, 2021), que utilizaram a versao entdo disponivel do genoma (GRCg6a).
Entretanto, com a nova atualizagdo (GRCg7b), os dados para SMEFC foram
removidos e j4 ndo sdo encontrados na plataforma Ensembl, sendo possivel ainda
visualizar as sequéncias correspondentes na plataforma NCBI. Isso pode significar
inconsisténcias nas montagens do genoma e/ou a inexisténcia do transcrito antes
encontrado através de algoritmos do software, dado que pode ser averiguado
realizando as andlises de presenca/auséncia do mRNA em questdo e posterior
sequenciamento, em amostras da espécie estudada. Buscando elucidar essas
questdes, nosso grupo atualmente esta realizando a atualizacdo das analises in silico
utilizando diferentes bancos de dados, incluindo a nova montagem do genoma de G.
gallus (GRCg7b), e espera-se encontrar mais informacdes a respeito de SMEFC que
possam auxiliar no seu estudo como potencial gene sexo-especifico proveniente do
cromossomo W.

Um estudo recente (RALLABANDI, et al. 2019), avaliando por RT-PCR a
expressao de 36 genes relacionados ao cromossomo W, encontrou um conjunto de
nove genes expressos exclusivamente em fémeas de G. gallus, em varios estagios
de desenvolvimento, no sistema reprodutivo da ave. Sete desses genes foram
encontrados ativos no dia embrionario 6 (E6): NIPBLL, MIER3L, LOC100859467
(RASA1), RPL17L, LOC100859602, LOC107055424 (ZNF-532L) e LOC107055441.
Trés genes foram encontrados expressos durante a eclosao: LOC100859602, NIPBLL
e LOC107055429. Por fim, trés desses genes encontravam-se expressos em adultos:
CHDB1, LOC100859602 e NIPBLL. Observou-se que o LOC100859602 foi
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constantemente expresso em todos os trés estagios de desenvolvimento (figura 22-
A). Esses genes foram anotados utilizando técnicas in silico e a ferramenta UCSC
genome browser (figura 22-B), buscando identificar genes especificos feminilizantes
provenientes do cromossomo sexual que auxiliam na determinacao sexual e gonadal
em diferentes etapas do desenvolvimento (RALLABANDI, et al., 2019).

Figura 22. Expressédo de genes sexo-especificos e genes do cromossomo W
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Fonte: adaptada de Rallabandi, et al.,2019.
Legenda: (A) Resultado de RT-PCR sobre a expresséao especifica dos sexos, analisando os testiculos
(T) e ovarios (O) em varios estagios de desenvolvimento - dia embrionario 6 (E6), ecloséo e adulto; (B)
Localizacao dos genes especificos femininos e genes homoélogos em Z.

Dessa forma, observando o estudo de genes expressos de maneira sexo-
especifica, acredita-se que € possivel que a proteina SMEFC realmente seja expressa
dessa mesma forma. Entretanto, ainda que o PAR 1 de primers para SMEFC tenha
indicado sua possivel expressdao em fémeas, a presenca de uma banda fraca em
machos apontou para um potencial alinhamento inespecifico, que impediu a
conclusao definitiva. Esse alinhamento inesperado também pode estar relacionado ao
sequenciamento pobre das aves, que acaba por manter desconhecidas as
informagdes de determinados cromossomos, como discutido acima. Apesar dos testes
de BLAST realizados previamente (FABICHAKI, 2021) ndo apontarem homologias
com outros genes, é possivel que haja genes similares em cromossomos diferentes,
como o Z, ainda nao claramente descritos na literatura ou na montagem do genoma
nas plataformas atuais. Nessas analises péde-se observar, por exemplo, que, até

mesmo proteinas como a FAF, descrita por Ayers e colaboradores (2012) por sua
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expressdo gonodal feminina e sem homologias aparentes, apresentaram novas
homologias com o cromossomo Z (77,33%, segundo FABICHAKI, 2021), na
montagem do genoma disponibilizada pelo NCBI no momento da analise (GRCg6a).

Para contornar o problema encontrado com o uso do PAR 1, verificando a
confiabilidade do uso de dados de plataformas online e a presenca ou auséncia de
sequéncias homologas ao SMEFC em amostras sanguineas, foi decidido por
recomegar as investigagdbes com um novo par de primers (PAR 8). Entretanto, nos
deparamos com um novo desafio: o proprio RNA.

5.2 Extracdo de RNA e suas dificuldades

A molécula de RNA caracteriza-se por sua instabilidade, ocasionada por se
tratar de uma fita simples de facil degradacéo, especialmente quando em contato com
enzimas, como as RNases. Ainda, na classe dos RNAs, h&a algumas separacdes por
categorias de funcionalidade, como o0s RNAs mensageiros, transportadores,
ribossomais, microRNAs, entre outros (GUO, et al., 2022; LI, et al., 2022a). Todo esse
conjunto de moléculas encontra-se no interior celular, seja no ndcleo ou no citoplasma
(LI & GUO, 2022; ROLBAND, et al., 2022). Com isso, ao realizar a extracdo de RNA
total de qualquer tipo de amostra utilizando um kit comercial, entende-se que o
material extraido se trata ndo somente do RNA de interesse para o estudo, nesse caso
o mMRNA, como também o conjunto de todas as outras classes de RNAs presentes na
amostra bruta.

Ademais, por se tratar de uma molécula instavel, ao realizar a extracao,
agregados a extragdo podem agir como contaminantes ou causadores de degradacao
da molécula de interesse, fazendo com que a molécula de estudo esteja presente pos
extracdo, porém com niveis de degradacbes que interferem diretamente na
amplificacdo posterior realizada por PCR (KIM, et al.,, 2022), sendo a principal
molécula causadora de degradacdo, a RNase (FATTORINI, et al., 2020).

As RNases sao ribonucleases presentes no nucleo e no citosol, que degradam
as moléculas de RNA em nucleotideos, controlando assim a quantidade de RNA na
célula. Aléem do papel na regulacdo do metabolismo do RNA intra ou extracelular,
essas enzimas também possuem atividade antiviral, antibacteriana e antifingica, bem
como envolvimento com proliferacdo celular, prevencao de apoptose, entre outros

(SUN, et al., 2022). Essas RNAses podem realizar suas funcbes sozinhas ou em
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complexos de degradacdo de RNA, reciclando nucleotideos e até mesmo
decompondo RNAs aberrantes, que produziriam proteinas prejudiciais ao individuo. A
degradacdo do RNA pelas RNases é influenciada por diversos fatores, como a
sequéncia/estrutura dos RNAs, presenca de ribossomos durante a traducao (que
podem proteger os loci vulneraveis), alteracédo da estrutura do RNA por helicases que
modificam sua acessibilidade as RNases, entre outros. As RNAses podem ser
classificadas em endonucleases, que clivam dentro da cadeia de &cido nucleico, e as
exonucleases, que removem nucleotideos a partir das extremidades das cadeias de
acido nucleico (ARRAIANO, et al., 2010).

Para pesquisas que envolvem RNA, algumas medidas devem ser tomadas para
ndo haver contaminacdo da amostra, como: utilizar pipetadores automaticos
exclusivos para manipulacdo de RNA, além de pontas de pipeta descartaveis com
filtro e tubos de microcentrifuga livres de RNase; autoclavar vidrarias e plasticos para
manipular o RNA, além de preparar solucdes, tampdes, agua tratada com inibidores
como DEPC (pirocarbonato de dietila); usar detergentes e solugdes de H202 (3%) para
limpar dispositivos de eletroforese, seguido de um enxadgue com &agua tratada com
DEPC; armazenar solu¢cdes em aliquotas pequenas e descarta-las apés o uso para
evitar contaminagcdo cruzada; evitar usar materiais ou solucées que tenham sido
usados para outros propdsitos no laboratorio; utilizar DEPC para inativar tracos de
RNase em soluc¢des, vidraria e plasticos; inibidores proteicos de RNase também séo
recomendados durante a extracdo e purificagcdo de RNA; trocar frequentemente as
luvas para evitar contaminacgao e estar atento a contaminacao de partes do corpo que
podem entrar em contato com equipamentos e superficies de trabalho (GREEN &
SAMBROOK, 2019).

Mesmo tomando todos os cuidados necessarios durante a extracdo e
manipulacdo da amostra de RNA, para analise da quantidade e qualidade do RNA
presente apos a extracao, verificando assim sua integridade, algumas técnicas podem
ser empregadas. No presente trabalho, a metodologia de quantificacéo e qualificacédo
disponivel para aplicacdo se tratava do espectrofotbmetro NanoDrop One, capaz de
analisar amostras de DNA, RNA e proteinas em diferentes comprimentos de ondas,
detectando compostos com volumes baixos de amostras, contendo bons custos e
eficacia.

Os parametros de absorbancia A260/A280 e A260/230 detectados pelo

Nanodrop podem sinalizar possiveis contaminacdes em amostras de extracdo de RNA
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total, sejam elas ocasionadas por proteinas, DNA ou compostos organicos. Para a
extracdo de RNA total segundo diretrizes obtidas nos manuais do espectrofotbmetro
NanoDrop One, os valores esperados, caracterizando uma solucao pura em RNA, sé&o
de ~2,00 para A260/A280 e para A260/A230. Valores inferiores ao estabelecido,
normalmente estdo relacionados a contaminacdo pelo tampdo utilizado para a
estabilizacdo da amostra, porém espera-se que essa alteracdo nao interfira nos
proximos passos de producdo de cDNA e realizacdo de PCR (LIU, et al., 2015;
OHASHI, et al., 2017; DA SILVA JUNIOR, et al., 2018). Nesse caso, 0s protocolos que
melhor se aproximaram aos parametros esperados foram os protocolos 1, 6, 7 e 8.
Entretanto, mesmo em altos valores de concentracdo obtidos ap0s a extracao (por
exemplo com o protocolo 7), se a amostra estiver constituida por moléculas com alto
grau de degradacé&o, ndo haveria anelamento com os primers.

A extracdo da molécula de RNA em si ja € um procedimento que demanda
muito cuidado e sensibilidade em cada passo, e esse fator se agrava ainda mais
quando associamos a dificuldade da amostra selecionada para a andlise (KIM, et al.,
2022).0 sangue de aves contém hemécias nucleadas, ou seja, ao contrario de
mamiferos que apresentam globulos vermelhos sem nulcleo em sua fase
especializada, em aves, assim como em alguns répteis, essas células possuem
ndcleos mesmo em suas fases maduras (KIM, et al., 2022). A presenca do nudcleo
também impacta na presenca de outras moléculas, como as nucleases, que
influenciam diretamente na condicdo do RNA da amostra (KOMINI & BOUNAS, 2022).
Além de um maior numero de diferentes tipos de RNAs presentes na amostra de
sangue de aves, o que pode interferir diretamente devido a interacdes entre essas
moléculas (ZHANG & GUO, 2022), enzimas que apresentam capacidades
degradadoras também influenciam ndo somente na quantidade de RNA acessivel
para extracdo, como também na qualidade dessas moléculas. Adicionalmente,
destaca-se a variabilidade de expressao genética entre os individuos, fazendo com
que possa haver também diferentes niveis de expressdes genéticas entre 0s
individuos da mesma espécie, interferindo nas quantidades de RNAs disponiveis nas
amostras estudadas (KIM, et al., 2022).

Diferentes estudos que utilizaram esse mesmo tipo de amostra também
discutem a dificuldade na padronizacdo de um protocolo 6timo qualitativa e
guantitativamente, relacionando a dificuldade associada a caracteristica do sangue de
aves (LIU, et al., 2015; KIM, et al., 2022). Adicionalmente, existe uma dificuldade
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associada ao armazenamento e acondicionamento das amostras (LIU, et al., 2015,
KOMINI & BOUNAS, 2022). Liu e colaboradores (2015) relatam que a eficiéncia do
RNA proveniente de células nucleadas decai imediatamente apds a coleta da amostra,
principalmente se mantida em temperatura ambiente, sem o uso de estabilizadores
ou entdo acondicionada de forma errada. Com isso, observa-se a necessidade de
realizar, ndo somente uma aliquotagem ideal das amostras, como também a coleta
em periodos relativamente curtos, evitando assim o congelamento excessivo e a
degradacgéo. Ainda, existem estudos demonstrando que o congelamento dessas
amostras em -20 °C por determinado periodo de tempo se torna mais viavel do que
guando comparado ao congelamento em -80 °C (KIM, et al., 2022).

Adicionalmente, €é desencorajado 0 descongelamento e congelamento
consecutivo de uma aliquota, o que pode acarretar na modificacdo das estruturas
celulares ocasionadas pela formacdo de cristais de agua ao ser submetido a
temperaturas muito baixas (LIU, et al., 2015). Apesar deste procedimento ter sido
evitado durante o processamento do material coletado, destacamos aqui um problema
técnico encontrado em meio aos procedimentos: mais de uma vez, houve a
necessidade de desligamento do fornecimento de energia elétrica no Campus no qual
as amostras estavam acondicionadas, levando ao aumento relativo de temperatura, o
gue também pode ter influenciado diretamente na qualidade das moléculas de estudo.
Com isso, podemos concluir que a associacéo das dificuldades inerentes em realizar
a extracdo de moléculas de RNA com qualidade somada aos pontos acima
mencionados, pode ter resultado na obtencdo de quantidades/concentracdes
relativamente altas da molécula, porém provavelmente com sua integridade
comprometida. Existem alguns métodos capazes de verificar a integridade do RNA
(ou RIN - RNA Integrity Number) da amostra, como o0 equipamento Bioanalyzer, que
gera um valor de RIN através de um dispositivo de eletroforese microfluidica utilizando
marcacao da fita com corantes de fluorescéncia e analisando assim a sua integridade
(KIM, et al.,, 2022; ICHIKAWA, et al., 2022b). Entretanto, ndo dispomos de tal
equipamento para fazer essa avaliacado. De forma alternativa, analises de integridade
da amostra pura de RNA em gel de agarose também foram realizadas, todas sem
sucesso (dados ndo mostrados).

O kit de extracdo de RNA também é um interferente na quantidade e qualidade
da extracdo. Segundo Komini & Bounas (2022), o kit da ZYMO, utilizado nos

protocolos 6, 7 e 8 do presente projeto, seria a melhor opgéo para a extragao de RNA
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especificamente para esse tipo de amostra: sangue nucleado de aves. Porém, através
da analise dos nossos resultados, podemos observar que o kit da PROMEGA,
utilizado no protocolo 1, promoveu uma melhor extragdo do material de RNA total, ndo
pela sua concentracdo, mas sim pela sua qualidade, gerando resultados
supostamente positivos quando submetidos ao protocolo de PCR utilizando os primers
de estudo. Em contrapartida, os protocolos 2 e 3 do presente projeto geraram 0sS
piores resultados para nossas amostras. Apesar do uso do kit Quick-DNA/RNA Viral
MagBead gerar bons valores de concentracdo e pureza nas amostras de DNA
(conforme sera discutido no capitulo 2), tal resultado ndo foi encontrado quando
associado ao uso de Dnases, buscando pela extracdo do RNA. Da mesma forma, o
kit referente ao protocolo 2, NZY Total RNA Isolation kit, ndo apresentou condi¢des
favoraveis para a extracdo de RNA de qualidade quando associado as amostras
sanguineas de aves.

Apesar da metodologia de extracdo de RNA ter sido otimizada, a falta de
reagentes ao final do projeto impediu que todos os testes necesséarios com o PAR 8
de primers fossem realizados. Foi possivel apenas realizar testes iniciais em busca
da melhor temperatura de anelamento, ainda sem sucesso. Esse valor é gerado
através da férmula de Wallace, realizado considerando a quantidade de ligacdes CG
(citosina-guanina), devido ao fato de apresentarem ligacdes triplas e portanto, serem
mais estaveis em suas quebras e/ou anelamentos (LIU, et al., 2015). Além disso,
outros fatores incluindo buffers, pH, agentes desnaturantes, comprimento da molécula
e condicdes de armazenamento, assim como o tempo armazenado, também podem
influenciar na temperatura de anelamento dessas moléculas (LIU, et al., 2015), sendo
necessarios ainda testes futuros para estabelecer se o PAR 8 sera capaz de indicar a
expressao sexo-especifica de SMEFC.
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6 CONCLUSAO

Apos todos os testes realizados no presente trabalho, foi possivel verificar que
o protocolo 1 de extragdo de RNA a partir de amostras de sangue de G. gallus
(utilizando o kit SV Total RNA Isolation System - PROMEGA) foi o mais eficiente para
as analises de RT-PCR. Verificou-se que a melhor temperatura de anelamento para o
par de primers controle (G6PDH) foi de 64°C (amplicon com ~200-150 pb; amplicon
esperado de 122 pb). Para o PAR 1 de SMEFC, o alinhamento em fémeas foi possivel
em uma faixa de 49 a 53°C, tendo sido observados resultados até 57°C (amplicon
com ~250-300 pb; tamanho esperado em 278 pb). Para machos, o PAR 1 apresentou
uma banda fraca com temperaturas de alinhamento de 51 e 53°C (amplicon com
~250-300 pb), indicando um possivel alinhamento inespecifico, possivelmente do
cromossomo 5 (amplicon esperado de 273 pb), impedindo a concluséo definitiva de
expressdo de SMEFC exclusivamente feminina. Alternativamente ao PAR 1, o PAR 8
de SMEFC n&o mostrou alinhamento nas temperaturas testadas (entre 48 e 62°C).
Testes futuros com o PAR 8 ou outros pares de primers, ou ainda diretamente com
anticorpos para SMEFC, poderéo ser empregados para verificar a possivel expressao
de SMEFC exclusivamente em células sanguineas de fémeas, indicando-a como

potencial proteina para testes de imunossexagem de aves.
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CAPITULO 2 - SEXAGEM MOLECULAR CONVENCIONAL EM AVES,
NOVAS APLICACOES E PERSPECTIVAS

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA total, foram utilizados dois tecidos: sangue
proveniente das mesmas coletas descritas no item 3.1 do capitulo 1; e calamos
de penas, provenientes de individuos de diferentes espécies e idades, conforme
disponibilidade do fornecedor (Criadouro Casa Das Aves — Medianeira — PR).
Utilizou-se entdo trés diferentes kits comerciais para a extracao, todos seguindo
as instrucdes dos fabricantes, sendo dois para amostras sanguineas, e um para

amostras de calamo de penas, conforme descrito abaixo.

3.1.1 Amostras sanguineas

O DNA proveniente das amostras sanguineas de G. gallus foi extraido
utilizando dois procedimentos distintos. No primeiro deles, foi aplicado o kit Geno
Plus Genomic DNA Extraction Miniprep System (VIOGENO). Conforme
instrucdes do fabricante, foram utilizados 20 uL de amostra inicial, adicionados
180 uL de tampéo de lise (Lysis Buffer), seguido de homogeneizacdo. Em
seguida, foram adicionados 20 uL de proteinase K e a amostra foi levada ao
vortex por 20 segundos. Em temperatura de 60 °C, as amostras foram incubadas
durante 1 hora, sendo homogeneizadas com vortex a cada 12 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 300 uL de tampé&o Fx Buffer e a solucéo
submetida ao vortex, seguido de adi¢cao de 200 uL de etanol 100 % e novamente
levado ao vortex. Toda essa mistura foi inserida na coluna de afinidade para DNA
e centrifugada a 8000 RPM durante 2 minutos, seguido do descarte do filtrado.
Apods, foram adicionados 500 uL de WS Buffer e centrifugado por 2 minutos a
10000 RPM, seguido de adi¢ao de 500 uL de WS Buffer e centrifugagédo por 2
minutos a 10000 RPM. Para eluicdo do material genético contido na coluna de
afinidade, a coluna foi transferida para um tubo limpo, livre de DNases, e

acrescentados 100 uL de agua livre de Dnase aquecida em 70 °C, sendo
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incubado por 5 minutos, para entédo ser submetido a centrifugagcéo a 10000 RPM
por 2 minutos. O armazenamento das amostras foi realizado a -20 °C.

Para o segundo procedimento, foi utilizado o kit NZY Tissue gDNA
Isolation kit (NZYTECH). Conforme instru¢des dos fabricantes, foram utilizados
200 uL de amostra inicial, sendo adicionados 25 uL de proteinase K e 200 uL de
tampéo NL Buffer. Seguiu-se com a homogeneizacdo em vortex e incubacao a
56 °C durante 13 minutos, sendo, em seguida, adicionados 210 uL de etanol
100% e homogeneizado por vortex. Transferiu-se toda a mistura para uma
coluna de afinidade de DNA e centrifugado por 1 minuto a 13000 RPM.
Descartou-se o filtrado e foram adicionados 500 uL de tampdo NWI sobre a
coluna, com posterior centrifugacdo a 13000 RPM por 1 minuto. Novamente foi
descartado o filtrado e adicionados 600 uL de tampao NW2, seguido de
centrifugacdo por 1 minuto a 13000 RPM, sendo descartado o liquido filtrado.
Para melhor secagem da coluna de afinidade, foi realizada uma nova
centrifugacéo por 2 minutos a 13000 RPM e entdo a coluna foi transferida para
um tubo limpo, livre de DNases. Adicionou-se 100 uL de solugéo NE (aquecido
a 70 °C) e foi centrifugado a 13000 RPM por 2 minutos. A amostra final coletada
foi armazenada em freezer a -20 °C.

Ao final realizou-se a quantificacdo de DNA extraido, assim como 0s
parametros de pureza de todas as amostras, utilizando o Nanodrop One da
ThermoFischer.

3.1.2 Amostras de calamos de pena

Foi realizado um levantamento bibliografico de espécies de aves
disponiveis para a obtencdo de amostras e que, ao mesmo tempo, ainda nao
haviam sido testadas para a sexagem utilizando os primers PO/P2/P8. As
espécies eleitas para o teste foram: Aix galericulata (marreco-mandarim, familia
Anatidae), Agapornis roseicollis (agaporne, familia Psittaculidae), Melopsittacus
undulatus (periquito-australiano, familia Psittacidae), Platycercus eximius
(rosella, familia Psittacidae), Erythrura gouldiae (diamante-de-gould, familia
Estrildidae) e Saltator similis (trinca-ferro, familia Thraupidae) (figura 23). Além
do valor comercial intrinseco associado as espécies eleitas mencionadas acima,

destacando-as como individuos de alta relevancia para estudo, comércio e
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interesse local, cinco das seis novas espécies escolhidas ndo apresentam
dimorfismo sexual (apenas a espécie marreco-mandarim difere-se visualmente
entre fémea e macho), enfatizando dessa forma a necessidade de estudos de
sexagem molecular associados a essas espécies. Adicionalmente, também
foram utilizadas espécies j4 sexadas com o conjunto de primers, como controle
positivo: Psittacula krameri (ring neck) (PASTIU, et al., 2023), G. gallus
domesticus (garnizé) e Nymphicus hollandicus (calopsita) (HAN, et al., 2009)
(figura 23). Nos testes iniciais de extracdo de DNA de penas, com o controle
positivo de ring neck, foram realizadas as extra¢gdes de seis distintos individuos
com testes cegos (apenas o responsavel do Criadouro Casa das Aves tinha
conhecimento dos sexos de cada individuo, previamente identificados pelos

nameros de anilhas/identificagcdes particulares).

Figura 23. Ordens e espécies analisadas
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Fonte: Adaptado de STILLER, et al., 2024.
Legenda: esquematizacao e ilustracdo das ordens e espécies de todas as aves testadas com
PCR multiplex.

Foram utilizadas de trés a cinco penas de cada individuo, sendo no
minimo um macho e uma fémea para cada espécie citada acima. Por se tratarem
de individuos de espécies e idades distintas, algumas amostras de penas
apresentavam maior quantidade de sangue em seus bulbos (também conhecida
como canhéo, regido interna ao calamo das penas, onde se encontram vasos

vasculares), enquanto outras apresentavam calamos contendo bulbos mais
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secos. As penas coletadas foram armazenadas em sacolas plasticas
transparentes estéreis e transportadas em temperatura ambiente diretamente
para o laboratorio no JU-UNILA, para posteriores analises.

Com auxilio de um bisturi estéril, realizou-se a secc¢ao de cada calamo de
pena, obtendo-se pedacos com diametros de cerca de 1 mm, que foram
armazenados em microtubos e destinados a pesagem. Em seguida, as
amostras, previamente identificadas, foram submetidas ao protocolo de extracdo
de DNA, utilizando o kit Quick-DNA/RNA Viral MagBead da ZYMO RESEARCH.
Apesar deste kit ser indicado para a extragdo de DNA viral de amostras de
tecidos moles, utilizado principalmente na época do COVID, buscou-se executar
a sustentabilidade na ciéncia, adaptando-o para o presente projeto. Conforme
instrugdes do fabricante, foram adicionados 200 uL de DNA/RNA Shield e 5 uL
de Proteinase K, homogeneizado e incubado por 15 minutos a temperatura
ambiente, seguido da adi¢cao de 400 uL de tampéao Viral DNA/RNA, e submetido
a homogeneizacdo. Apos, foram adicionados 10 uL de MagBinding Beads,
seguido por agitacdo em vértex por 10 minutos. O tubo foi entdo transferido para
um suporte magnético, e, ap0s a peletizacdo das beads, descartou-se o
sobrenadante. Adicionou-se 250 uL de solu¢cdo MagBead DNA/RNA Wash 1,
seguido por homogeneizacdo e transferéncia do tubo para um suporte
magnético, onde, apés a peletizacdo das beads, descartou-se 0 sobrenadante.
Foram adicionados 250 uL de solucdo MagBead DNA/RNA Wash 2, seguido por
homogeneizacéao e transferéncia do tubo para um suporte magnético, onde, apds
a peletizacdo das beads, descartou-se o sobrenadante. Em seguida, foram
adicionados 250 uL de etanol 100%, seguido por homogeneizacdo e
transferéncia do tubo para um suporte magnético, onde, ap0s a peletizacdo das
beads, descartou-se o sobrenadante. Novamente, foram adicionados 250 uL de
etanol 100%, seguido por homogeneizacdo. Foi entéo realizada a transferéncia
do material total para tubo limpo livre de Dnase, seguido da transferéncia do tubo
para um suporte magnético, onde, apos a peletizacdo das beads, descartou-se
o0 sobrenadante. Por fim, foi realizada a secagem das beads em bloco de
aquecimento a 55 °C por 10 minutos, e adicionados 30 uL de DNase-Free Water,
seguido por homogeneizacdo e transferéncia do tubo para um suporte
magnético, onde, apds a peletizacéo das beads, foi armazenado o sobrenadante

em tubo limpo livre de DNase. ApOs extracdo e ressuspensao do material
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genético em agua livre de DNase, as amostras foram quantificadas e qualificadas

através do aparelho Nanodrop One entdo armazenadas em freezer a -20 °C.

3.2 Sexagem convencional por PCR

Inicialmente, foram realizados testes com dois diferentes kits de enzimas
de PCR: a) GoTaqg G2 colorless Master Mix (PROMEGA); conforme instrucdes
do fabricante, foi utilizado 1 uL de cada primer (P2 e P8), acrescido de 500 ng
de DNA, 12,5 uL de GoTag® G2 Colorless Master Mix, 2X e agua livre de DNase
para completar os 25 uL de solucédo; b) NZYTaqg Il 2x Green Master Mix
(NZYTECH); conforme instrucdes do fabricante, foi utilizado 1 uL de cada primer
(P2 e P8), seguido de 500 ng de DNA, 12,5 uL de NZYTaq Il 2x Green Master
Mix e &gua livre de DNase para completar os 25 uL de solugdo. Apos analises,
padronizou-se o uso do Mix proveniente da fabricante PROMEGA para todas as
conseguintes sexagens.

As analises de sexagem convencional foram realizadas com as amostras
sanguineas de G. gallus, utilizando os pares de primers descritos por Griffiths, et
al., (1998) e Cerit, et al., (2007) (P8 (5'-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3') e P2
(5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3"), seguindo o protocolo descrito pelos
autores. Para o primeiro teste, as amostras foram submetidas ao processo de
amplificagéo por PCR: primeiro ciclo de desnaturagéo: 94 °C por 1 minuto e 30
segundos. 30 ciclos de: (a) anelamento: 48 °C por 45 segundos; (b) amplificacéo:
72 °C por 45 segundos; (c) desnaturacdo: 94 °C por 30 segundos. Uma corrida
final de: (a) anelamento: 48 °C por 1 minuto; (b) amplificagdo: 72 °C por 5
minutos. Estabilizag&o: 4 °C por 24 horas.

Em seguida, foi realizada eletroforese em gel, a 1,5%, com tampao TBE
1X e marcador de peso molecular de 1000 pb. Para cada pogco do gel de
eletroforese, foram aplicados 5 uL de Xilol + 2 uL de gel red + 5 uL de produto
de PCR ou marcador de peso molecular. Foram testadas diferentes voltagens e
tempos para padronizagéo do protocolo, além de terem sido incluidos controles
negativos, sem adicao de DNA.

Como nao obtivemos sucesso, foram feitas adaptagbes ao protocolo
original através de atualizacao da literatura (HIDAYAT, et al., 2021; KROCZAK,
etal., 2021; PAMULANG & HARYANTO, 2021). Assim, novos parametros foram
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determinados para a PCR, conforme segue: primeiro ciclo de desnaturacao: 94
°C por 3 minutos. 35 ciclos de: (a) desnaturacdo: 94 °C por 20 segundos; (b)
anelamento: 48 °C por 30 segundos; (c) amplificacdo: 72 °C por 50 segundos.
Uma corrida final de amplificagéo: 72 °C por 10 minutos e estabilizag&o 4 °C por
24 horas.

Apos o procedimento, o resultado foi analisado por gel de agarose a 1,5%,
utilizando tampédo TBE 1X com corrida de 100 V por 100 minutos. Segundo a
literatura, os fragmentos esperados deveriam possuir cerca de 300 pb para a
regido CHD-Z e 400 pb para a regiao CHD-W (PAMULANG & HARYANTO,
2021). Levando em consideracao esse valor, foi optado pela utilizacdo do padréo
de bandas de 100 pb. Adicionalmente, outras variaveis, como concentracfes
diferentes de gel de agarose, diferentes temperaturas de ciclagem ou tempo de
corrida de eletroforese foram testadas. Todos os diferentes parametros utilizados
podem ser observados na tabela 9. Adicionalmente, foi utilizado o primer PO (5'-
ATTGAGTTGGAACCAGAICA-3'), (HAN, et al., 2009), juntamente com o
conjunto de primers P2/P8 (chamado daqui em diante de PCR multiplex,

incluindo os trés primers).

Tabela 9. ParAmetros testados para PCR e corrida de eletroforese

PARAMETRO Variaveis
Temperatura de 48°C | 501°C | 51°C 52 oC 55 °C
anelamento
Concentracédo do gel 1,5% 3%
de agarose

Voltagem da corrida
de eletroforese

Tempo de corrida de
eletroforese

Volume de amostra
total em cada poco

60 V 80V 100 V 120 vV

1:40H | 2200H | 2220H | 2230 H | 2250H | 3:00H | 3:20H

1uL 2 uL 3uL 5uL 7 uL

Fonte: a autora.
Legenda: diferentes pardmetros foram testados para padronizacdo do protocolo de sexagem
convencional de aves.

Finalmente, a padronizacdo do procedimento de PCR para ambos o0s
conjuntos de primers (P2/P8 ou PO/P2/P8) ficou definida seguindo os seguintes
padrdes: primeiro ciclo de desnaturacdo: 94 °C por 3 minutos. 35 ciclos de: (a)
desnaturacao: 94 °C por 20 segundos; (b) anelamento: 48 °C por 30 segundos;

(c) amplificagéao: 72 °C por 50 segundos. Uma corrida final de amplificacdo: 72
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°C por 10 minutos e estabilizacdo 4 °C por 24 horas. Apos testes com diferentes
intercalantes de DNA (Blue Green — NOVA BIOTECNOLOGIA,; Blue Green - LGC
BIOTECNOLOGIA; Gel Red — SIGMA; Cybr Green - THERMO FISHER), e
diferentes quantidades de amplicon (tabela 9), para visualizacédo dos resultados
do processo de PCR, foi padronizado a corrida em gel de agarose a 1,5%, a 100
V durante 2 horas e 15 minutos, no sistema de eletroforese LPS-4000V
(LOCCUS), utilizando em cada poco: 5 uL de amostra + 3 uL de Blue Green
(NOVA BIOTECNOLOGIA), e marcador de peso molecular de 100 pb (LUDWIG).
O padréo de bandas foi analisado em transiluminador L-Pix EX (LOCCUS).
Apos padronizacao do protocolo de PCR para as amostras de sangue de
G. gallus, utilizando o conjunto dos trés iniciadores acima citados, estendeu-se
a técnica para as analises de DNA extraido a partir de calamo de penas das
diferentes espécies de aves. Para critérios de comparacao e verificagdo do sexo
molecular dos individuos selecionados para analise, foi realizada a sexagem
com os dois métodos para as mesmas amostras de DNA provenientes do calamo

de penas: com os primers P2/P8, e com os primers PO/P2/P8.
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4 RESULTADOS

4.1. ExtragcOes de DNA Total proveniente de amostras de sangue de
G. Gallus

Com o intuito de dar inicio aos testes de sexagem molecular convencional
em aves, abrangendo espécies e grupos ainda ndo analisados, inicialmente,
foram testados dois kits de extracdo de DNA total para as amostras sanguineas
coletadas anteriormente (amostras obtidas de um individuo fémea - Gertrudes):
Geno Plus Genomic DNA Extraction Miniprep System (VIOGENE) e NZY Tissue
gDNA Isolation kit (NZYTECH) (resultados na tabela 10).

Tabela 10. Testes de kits de extracdo

KIT DE EXTRACAO Concentracédo (ng/pL) A260/280 A260/230
VIOGENE (GERTRUDES) 56,9 1,87 1,85
NZYTECH (GERTRUDES) 10,7 1,22 0,33

NZYTECH (MAFALDA) 13,7 1,32 0,68

Fonte: a autora.
Legenda: resultados obtidos através do equipamento NanoDrop One, apds extracdo de DNA
total de amostras sanguineas.

Andlises ao espectrofotbmetro NanoDrop One demonstraram que a
extracao utilizando o kit da VIOGENE foi mais eficiente (tabela 10), tendo esse
kit sido escolhido para as analises posteriores, que incluiram a extracao a partir
de sangue de mais um individuo fémea (Mafalda) e dois machos (Chicken Little
e HeiHei) de G. gallus (tabela 11).

Tabela 11: Extracdo de DNA com kit VIOGENE

INDIVIDUO Concentracé&o (ng/pL) A260/280 A260/230
MAFALDA 44,0 1,39 0,56
CHICKEN LITTLE 36,6 1,57 0,86
HEIHEI 39,8 1,68 1,11

Fonte: a autora.
Legenda: resultados obtidos através do equipamento NanoDrop One, ap0s extracdo de DNA
total de amostras sanguineas.

4.2 PCR e eletroforese em gel para a sexagem convencional com os

primers P2 e P8

Para a realizacdo do processo de PCR na sexagem convencional, foram

inicialmente utilizadas amostras de sangue de fémea e testados dois Kits
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distintos, usando os primers P2 e P8, sendo eles: GoTaq® G2 Colorless Master
Mix (PROMEGA) e NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTECH) (figura 24),
seguindo todas as instru¢des dos fabricantes.

Apbs diversos ajustes nos padrdes de corrida, pode-se observar uma boa
separacao das bandas do marcador de peso molecular, e a presenca de apenas
uma banda nas colunas 1 e 3 (amostras de PCR contendo DNA). Entretanto,
esperava-se que as amostras com DNA apresentassem 2 bandas distintas, visto
que o material genético era pertencente a um individuo fémea (Gertrudes). Ja as
colunas 2 e 4 (amostras negativas) ndo apresentaram nenhum residuo ou banda,

indicando auséncia de contaminacao no processo de PCR (figura 24).

Figura 24. Teste de kits de PCR com primers P2/P8

PROMEGA NZYTECH
Ladder (pb) + - + .

Fonte: a autora.
Legenda: resultado eletroforese 1,5%, utilizando primers P2/P8. (+) amostras contendo DNA;
(-) controle negativo.

Uma nova andlise literaria foi realizada, buscando identificar o fator
limitante ao aparecimento da segunda banda. Segundo Kroczak, et al., em seus
trabalhos de 2021 e 2022, os fragmentos resultantes da amplificag&o utilizando
primers P2 e P8 podem apresentar tamanhos muito proximos, sendo, portanto,
recomendada a utilizacdo de géis de agarose mais concentrados, como de 3%.

Foi entdo realizada nova corrida, dessa vez em gel 3%, e, como resultado,
foi observada a presenca de duas bandas para a fémea, correspondentes aos
amplicons com cerca de 340 e 360 pb, conforme o esperado (CAKMAK, et al.,
2017) (figura 25).
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Figura 25. Teste dos diferentes kits em gel de agarose mais concentrado

PROMEGA NZYTECH
Ladder (pb) + - + -

2000
1500

1000

i
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Fonte: a autora.
Legenda: resultado eletroforese 3%, utilizando primers P2/P8. (+) amostras contendo DNA,; (-)
controle negativo.

Porém, buscando replicar tais resultados com outros individuos, néo foi
obtida a separacao de bandas nas fémeas. Foram realizadas discussdes e novas
tentativas alterando variaveis como quantidade de amostra (amplicon) de cada
poco, capacidade das grandezas (W e mA) da fonte de eletroforese, assim como
tempo e voltagem de cada corrida. Adicionalmente, novas revisdes bibliograficas
foram realizadas, buscando otimizar e replicar os resultados de sexagem
molecular convencional. Porém nenhum desses fatores auxiliou na eficacia do
protocolo. Portanto, foi decidido pela aquisicdo de um novo primer: PO. Seguindo
as analises, foram testadas diferentes temperaturas de PCR para a amplificacédo
do DNA, juntamente com o conjunto de primers PO/P2/P8. Por fim, foi realizada
uma eletroforese e constatou-se que as melhores temperaturas para a producao
das diferentes bandas no individuo feminino ficaram entre a faixa de 48 °C a
51 °C, pois foi possivel verificar que esse conjunto de primers é capaz de anelar
e amplificar em diferentes temperaturas (figura 29). Foram realizados testes com
as amostras de DNA dos quatro individuos de G. gallus disponiveis: “Gertrudes”,
“‘Mafalda” (duas fémeas), “Chicken Little” e “HeiHei” (dois machos). Como
resultado, foi verificada a presenca de uma banda forte em machos (com cerca
de 500 pb) e duas bandas para fémeas: uma banda fraca (com cerca de 500 pb)
e uma banda forte (com cerca de 600 pb) (figura 26). Dessa forma, foi
padronizada a sexagem molecular convencional utilizando DNA proveniente de

amostras de sangue de G. gallus.
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Figura 26. Padronizacéo do protocolo PCR multiplex para sangue de G. gallus
FEMEA 48 °C MACHO 48 °C FEMEA 51°C MACHO 51°C

Ladder (pb) + 2 + 2 + 2 + “

Fonte: a autora.
Legenda: resultados eletroforese 1,5%, primers PO, P2 e P8. (+) amostras contendo DNA; (-)
controle negativo.

4.3 Extracdo de DNA proveniente do calamo de penas de aves de

diferentes espécies

Para testes do DNA total extraidos a partir de amostras do calamo de
penas, foram utilizados, inicialmente, os controles positivos de ring neck
(Psittacula krameri) (PASTIU, et al., 2023), testando o kit Quick-DNA/RNA Viral
MagBead da ZYMO RESEARCH, utilizado em protocolos de deteccdo de
amostras de COVID. Como pode-se observar nos resultados detalhados na
tabela 12, o protocolo foi validado para esse tipo de experimento, apresentando
valores satisfatorios para o prosseguimento dos testes.

Para a extracdo do material genético das penas coletadas, alguns
parametros foram avaliados, como: sexo previamente conhecido, peso total das
penas segmentadas, quantidade de sangue presente no canhao das penas e 0s
valores de quantidade e qualidade de DNA, disponibilizados pelo Nanodrop One.

Na tabela 12, pode-se observar os dados obtidos e a relacdo de individuos

testados.
Tabela 12. Parametros de extracdo de DNA de cdlamo de penas
Espécie Sexo Peso das | Quantidade | Concentracéo A A
P penas (g) | de sangue DNA (ng/uL) 260/280 | 260/230
Trinca-ferro F 0,0209 | Penas secas 26,8 1,53 0,05
(Saltator similis) | 0,0077 | Penas secas 17,3 1,45 0,68
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F | 00440 Pir;ar‘lzl‘jgm 318,9 2,01 1,79
Bastante
Rosellas-eximius F 0,1866 sangue 1.372,8 1,95 1,71
(Platycercus b
eximius) M | 00544 enas com 417,0 1,85 0,29
sangue
Diamante-de- F 0,0359 | Penas secas 328,3 1,91 0,83
gould (Erythrura
gouldiae) M 0,0352 [ Penas secas 213,7 1,84 0,83
Pouco
Agaporne F 0,0046 sangue 306,1 1,97 0,29
(Agapornis =
roseicollis) M | 00739 | "ENascom 598,0 1,94 1,09
sangue
Periquito- F | oos30 | Bastane 011,7 1,91 1,09
australiano sangue
(Melopsittacus Penas com
undulatus) M | 00679 sangue 1.061,9 1,87 1,71
Marreco- F 0,0603 Pe”;sc ;gper 41,4 1,71 0,63
mandarim (Aix 5
galericulata) M | 00794 |"ENasSUpEr 34,0 1,65 0,07
secas
2(1) | o1120 | Penascom 536,9 0,55 0,61
sangue
Penas com
Calopsitas ?(2) | 0,4045 sangue 709,4 1,84 0,63
(Nymphicus 5
hollandicus) | 2 (3) | 0,1336 enas com 2421 1,82 0,31
sangue
2(4) | o0,1411 | Penascom 986,5 1,83 0,63
sangue
Garnizé F 0.0473 Penas super 746 181 059
(Gallus gallus) ' secas ' ’ '
? Bastante
(0097) - sangue 936,9 1,95 1,42
? Bastante
(1998) - sangue 746,1 1,98 2,09
? Bastante
Ring Neck (1949) - sangue 1.738,8 2,04 1,68
(Psittacula > Bastanto
krameri : -
) (0118) sangue 1.082,5 2,37 1,98
? Penas com
(1997) - sangue 103,9 1,67 0,40
? Penas com
(0112) i sangue 66.9 1,97 021

Fonte: a autora.

Legenda: resultados obtidos no processamento e extracao de DNA total de cdlamo de penas de
diferentes espécies, através do equipamento NanoDrop One. M: macho; F: fémea; ?: sexo

desconhecido.

Observou-se que calamos de penas contendo maior quantidade de

sangue resultaram em melhores concentracbes e qualidades do DNA obtido

(gréfico 2). Penas mais secas tiveram valores baixos de materiais genéticos
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isolados e maiores taxas de contaminacao, indicado pelo valor de A260/230
(contaminacdes por proteinas) e A260/230 (contaminagdes por compostos
organicos). A idade dos individuos analisados também foi um fator que
influenciou os resultados, sendo que animais mais jovens apresentaram maiores
quantidades de DNA extraido, considerando o maior volume de sangue presente
no calamo das penas, ainda que se tratavam de penas menores, comparadas

aos individuos adultos (dados ndo mostrados).

Gréfico 2. Relacdo entre quantidade de sangue e concentracdo de DNA total (ng/uL

Relag¢ao entre quantidade de sangue
e concentragao DNA (ng/ulL)
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Fonte: a autora.
Legenda: gréafico de dispersdo onde: eixo x representa a quantidade de sangue (ng/uL); eixo y
representa a concentracdo total de DNA em cada amostra, onde: (0) penas super secas; (1)
penas secas; (2) penas com pouco sangue; (3) penas com sangue; (4) penas com bastante
sangue.

Para ser possivel a visualizacdo de correlacdo entre a quantidade de
sangue presente nos calamos das penas, e os valores e concentragdo de DNA
total e contaminacdes relacionadas, foi desenvolvida uma escala numeérica
crescente representando um gradiente de quantidade de sangue presente nos
bulbos onde: (0) representam as penas mais secas (super secas) extraidas, (1)
representam penas secas, (2) representam penas com pouco sangue, (3)
representam penas com sangue, e (4) representam as penas com calamos

contendo bulbos repletos de sangue (bastante sangue). Sendo assim, foi
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possivel elaborar uma correlacdo entre os valores de quantidade de sangue em
cada calamo, com os valores finais de concentracao de DNA total das amostras
a partir da extracdo pelo kit da ZYMO RESEARCH (gréafico 2), permitindo a
identificacéo visual dos dados gerados e a relagao proporcional da quantidade
de sangue com o aumento na concentracio de DNA total extraido. E possivel
verificar que ha uma relacao direta entre a quantidade de sangue disponivel no

calamo e a quantidade de DNA extraido.

4.4 PCR com conjunto de primers PO/P2/P8 para as amostras de DNA

de penas das diferentes espécies eleitas

Testou-se inicialmente o protocolo com duas das espécies controle (ring
neck e calopsitas, com sexos desconhecidos) (HAN, et al., 2009) (figura 27). Em
ambas as espécies, observou-se em fémeas duas bandas claramente
separadas, uma com cerca de 550 a 600 pb e outra com cerca de 700 pb,
enguanto machos apresentaram apenas uma banda com cerca de 550 a 600 pb.
Posteriormente, foram comparados os resultados obtidos com a relagdo sexual
dos individuos com o Criadouro Casa das Aves, onde obteve-se 100% de

correspondéncia.

Figura 27. PCR dos controles positivos usando os primers PO/P2/P8 e 48°C de anelamento
Ladder (pb) 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fonte: a autora.
Legenda: resultados de eletroforese em gel a 1,5%. Observa-se 6 individuos ring neck (colunas
1-6), sendo fémeas: duas bandas claramente separadas (1, 3, 4, 6); machos: apenas uma banda
(2, 5); e quatro individuos de calopsita onde: fémeas contém duas bandas separadas (7 € 9) e
machos com apenas uma banda (8 e 10).

Em seguida, foram realizados os mesmos testes para as demais espécies
propostas, caracterizadas por ndo apresentarem informacfes de sexagem com
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PO/P2/P8 disponiveis na literatura. Para as espécies de agaporne, rosella,
periquito-australiano, e diamante-de-gould, todos os individuos fémeas
apresentaram duas bandas segregadas aparentes (figura 28). Ja os machos
dessas mesmas espécies, apresentaram apenas uma banda, conforme o
esperado (figura 28). Ao comparar os diferentes resultados obtidos com os dados
do criador de aves que disponibilizou as amostras, foi possivel observar 100%
de correspondéncia da sexagem por caracteristicas de dimorfismo sexual de
cada animal com seu sexo molecular. J& para as espécies de trinca-ferro,
marreco-mandarim e garnizé, nenhum resultado foi obtido, ou seja, ndo foi
observada nenhuma banda para o individuo macho e nem para a fémea. Os
resultados negativos podem ser devido a: (a) baixo valor de DNA total extraido
associado ao tipo de amostra testada (calamo queratinizado e sem presenca de
sangue); (b) valores de A260/230 baixos, sugerindo contaminagcdo por
compostos organicos, ou seja, baixa qualidade de extracdo; (c) temperatura de
anelamento inadequada para as espécies testadas. De fato, as penas desses

individuos eram mais antigas e apresentavam-se muito secas.

Figura 28. Diferentes espécies testadas para PCR multiplex

Ladder{ph) 4 2 3 4 5 6 7 8
2000
1500
1000
900
Fonte: a autora.

Legenda: resultados em gel de eletroforese a 1,5%, primers PO, P2 e P8, 48°C de anelamento.
Colunas: (1) Rosella fémea; (2) Rosella macho; (3) Periquito fémea; (4) Periquito macho; (5)
Diamante-de-gould fémea; (6) Diamante-de-gould macho; (7) Agapornis fémea; (8) Agapornis
macho.

Em nova tentativa de extracéo, foi obtida amostra de uma fémea de trinca-
ferro mais jovem, apresentando maiores concentra¢des de sangue no calamo da
pena, o que, consequentemente, gerou valores de DNA mais concentrados apés

a extracdo (tabela 12, terceiro individuo de Saltator similis). Para verificar a
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hipotese de temperatura de anelamento inadequada, foi realizado o mesmo
protocolo ja estabelecido, porém incluindo um novo gradiente de temperatura
entre 48 a 55 °C (figura 29). Como é possivel observar na figura 29, esse teste
indicou que o anelamento ocorreu nas trés temperaturas testadas, incluindo
48°C usada previamente, indicando que a caracteristica da pena coletada (mais
secas ou com maior presenca de sangue), e consequentemente a concentragao
e gqualidade do DNA extraido, foi o fator limitante para a primeira amplificacdo

gerada pelos primers PO/P2/P8.

Figura 29. Gradiente de temperatura em amostra de S. similis fémea
FEMEA 48 °C FEMEA 50,1°C FEMEA 55 °C
Ladder (pb) + =

+ - + -
2000 F —— T —— “

1500

Fonte: a autora.
Legenda: resultados em gel de eletroforese a 1,5%, primers PO, P2 e P8. (+) amostras contendo
DNA; (-) controle negativo.

Por fim, foi realizada uma comparacdo com as mesmas amostras de DNA
analisadas acima (figura 28) com PCR multiplex, porém, dessa vez, amplificando
apenas com os primers P2 e P8, sem a adi¢cdo do primer PO. A figura 30 mostra
os resultados de sexagem de rosella, periquito-australiano, diamante-de-gould e
agaporne, onde é possivel notar que as duas bandas esperadas para as fémeas
usando apenas os primers P2 e P8 sdo de dificil distincdo, uma vez que se
encontram apenas levemente separadas, mesmo apos longo periodo de corrida
(CAKMAK, et al.,, 2017). Observou-se ainda que as bandas aparentes para
ambos 0s sexos de todas as espécies se apresentaram com peso/tamanho
molecular muito similar, dificultando a diferenciacdo entre fémea e macho.
Assim, conclui-se que a utilizacdo do primer PO em associagdo com 0s primers
P2/P8 facilita e auxilia, de forma visual, a caracterizacdo do sexo molecular de

aves de diferentes espécies e grupos, sugerindo sua aplicagdo como ferramenta
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de sexagem molecular, tornando os resultados mais confiaveis, mesmo para
espécies ja sexadas pelo método tradicional (P2/P8). Além disso, ressalta-se
que o kit para extracdo de DNA préprio para DNA de virus, excedente dos
tempos de COVID, pode ser utilizado para a extracdo de DNA de cédlamos de

penas, focando na sustentabilidade e aproveitamento maximo de recursos.

Figura 30. Resultado de PCR realizado com DNA de diferentes espécies sem adi¢&o do primer
PO

Ladder (pb) 1 2 3 4 5 6 7 8

Fonte: a autora.
Legenda: resultados em gel de eletroforese a 1,5%, primers P2 e P8. Colunas: (1) Rosella
fémea; (2) Rosella macho; (3) Periquito fémea; (4) Periquito macho; (5) Diamante-de-gould
fémea; (6) Diamante-de-gould macho; (7) Agapornis fémea; (8) Agapornis macho.
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5 DISCUSSAO

5.1 Utilizacdo de DNA para sexagem de G. gallus com os primers P2
e P8

Diferentemente da molécula de RNA, o DNA é formado por hélices em fita
dupla, descoberto a partir de difracéo de raios X, por Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins (DA SILVA, 2010). Sendo assim, o DNA tem por caracteristica uma maior
estabilidade quanto a degradacéo e desnaturacao em diferentes matrizes, o que
€ crucial para a manutencao e replicacdo das informacgdes genéticas (OLIVEIRA,
et al., 2004). Portanto, € possivel perceber uma maior facilidade quanto a
extracdo desse tipo de molécula em diferentes amostras, resultando em
melhores valores de concentracdo e qualidade. Da mesma forma como foi
realizado no capitulo 1, a extracdo inicial de DNA ocorreu a partir de amostras
sanguineas de G. gallus. Como as células sanguineas de galinhas sé&o
nucleadas (KIM, et al., 2022), o DNA pode ser encontrado em maior volume e de
maneira mais estavel, com maior facilidade para extracdo (KIM, et al., 2022),
como foi possivel verificar pelos valores de extracdo, quantificacao e qualificacédo
da molécula de DNA obtidos no presente trabalho. Além disso, destaca-se a
capacidade de estabilizacdo da molécula congelada apés extracdo, que pode
ser armazenada a -20 °C durante meses (YIMTRAGOOL & CHANGTOR, 2022).
Alguns estudos relatam que a molécula de DNA é capaz de permanecer estavel
em temperatura ambiente por alguns dias, ndo implicando na capacidade de
utilizacao posterior (OLIVEIRA, et al., 2002). De fato, devido a sua estabilidade
estrutural, é sabido que o DNA sobrevive por muitos anos, inclusive no solo sem
preservacao de fossil, tendo ja sido utilizado para sequenciamento de DNA de
espécies de plantas e animais ja extintas ha milhares de anos (WILLERSLEV, et
al., 2003).

Atualmente, a forma mais eficaz para a sexagem de aves por PCR ainda
se trata da identificacédo de regides especificamente contidas nos cromossomos
sexuais Z e W. Com a falta de achados de genes sexo-especificos, e sabendo
gue existem maiores estudos e testes para o gene CHD1 em aves, esse alvo
ainda continua sendo o mais utilizado, com diversos conjuntos de primers, como:
2550F/2718F (CAKMAK, et al., 2017; YIMTRAGOOL & CHANGTOR, 2022);
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CHD1F/CHD1R (CAKMAK, et al., 2017); P2/P8 (GRIFFITHS, et al., 1998;
CAKMAK, et al.,, 2017, HIDAYAT et al.,, 2021; KROCZAK, et al.,, 2021,
PAMULANG & HARYANTO, 2021); 1237L/1272H (RAMOS, et al.,, 2021;
PEREIRA et al., 2021). Devido a gama de estudos relacionados a utilizacdo dos
primers P2 e P8, com aplicacOes realizadas desde 1998, por Griffiths e
colaboradores, até a atualidade, contemplando uma ampla distribuicdo dos
testes em diferentes espécies de aves (CAKMAK, et al., 2017, HIDAYAT et al.,
2021; KROCZAK, et al., 2021; PAMULANG & HARYANTO, 2021), este conjunto
de iniciadores foi eleito para as anélises do sexo molecular das aves no presente
estudo.

Apesar do procedimento ter sido padronizado, a observacao de bandas
distintas € dificil, e por vezes, ndo foi possivel, como ja relatado por outros
autores (HAN, et al., 2009). Segundo Griffiths e colaboradores (1998), espera-
se a separacao de duas bandas no individuo fémea, sendo elas com tamanhos
variados entre 316 a 419 pb, a depender da espécie (CAKMAK, et al., 2017).
Entretanto, mesmo seguindo todos os padrdes de PCR e eletroforese, utilizados
nesse e outros estudos, ndo houve resultado satisfatorio para padronizar o
protocolo de tal forma, especialmente devido a necessidade de um tempo
elevado de corrida em gel, o que acabou por superaquecer o tampao de corrida,
e possivelmente desnaturar e degradar, pelo menos parcialmente, as amostras.
Tentativas de resfriar a cuba de corrida ndo foram eficientes para solucionar este
problema.

Por se tratar de galinha doméstica, as bandas esperadas podem sofrer
mudancas devido a mutacbes em regibes de introns menos conservados
(GRIFFITHS, et al., 1998). Kroczak e colaboradores (2021), por exemplo,
relatam uma diferenca de apenas 17 pb entre os alelos amplificados dessa
espécie, dificultando a visualizacdo da separacdo no resultado de eletroforese.
Em diferentes espécies, esses resultados de amplificacdes podem ter entre 10
a 80 pb de diferenca entre os alelos Z e W, o que dificulta ainda mais a separacéo
de bandas (PAMULANG & HARYANTO, 2021). Assim como nos trabalhos
citados acima, os resultados do presente trabalho sinalizam uma baixa diferenca
entre os introns dos alelos W e Z na linhagem testada. Essa dificuldade

encontrada estd em acordo com as probleméticas envolvendo a sexagem



108

molecular convencional de aves (HAN, et al.,, 2009; CAKMAK, et al., 2017;
PEREIRA et al., 2021).

5.2 Utilizag&o do primer PO

Uma vez que ja possuiamos no laboratorio o par de primers P2 e P8, e
considerando as informacdes dos demais primers descritos, optou-se como
melhor opcéo, pela aquisigdo do primer PO. A partir de amostras de sangue de
G. gallus, no presente trabalho a utilizagdo do conjunto de trés primers resultou
em duas bandas claramente distinguiveis. Notou-se que a banda mais baixa
apresenta cerca de 500 pb, enquanto a banda superior, em torno de 650 a 700
pb. Na literatura, descreve-se que o primer PO é responsavel por produzir uma
banda com 100 pb a mais quando comparada ao transcrito resultante dos
primers P2/P8 (HAN, et al., 2009). Nas analises obtidas, pode-se observar uma
diferenca maior no tamanho molecular entre as duas bandas (de 150 a 200 pb).
Apesar de ndo se tratar de grande diferenca, essa pode estar associada as
mutacdes pontuais na espécie estudada e/ou linhagem eleita, como discutido no

tépico acima.

5.3 Utilizacdo de amostras de penas para extracdo de DNA

Com a padronizacéo do protocolo de sexagem molecular com o conjunto
de trés primers, foi realizado estudo para definir novas espécies a serem
sexadas, bem como a possibilidade de outro tipo de fonte de DNA. Os seguintes
pontos foram considerados: (a) aves de pequeno porte apresentam pouco
conteudo total de sangue, o que dificultaria a amostragem por tecido sanguineo
e representaria risco para a vida dos individuos estudados; (b) bem-estar animal
no procedimento de coleta; (c) amostras que apresentem quantidades
significativas de DNA,; (d) amostras que se apresentem estaveis para transporte
ate o laboratorio; (e) amostras de facil acesso para criadores/pesquisadores e/ou
conservadores. Conforme descrito em alguns estudos (POLITO, et al., 2012;
CAKMAK, et al., 2017; KROCZAK, et al., 2021; PAMULANG & HARYANTO,
2021; YIMTRAGOOL & CHANGTOR 2022; COBANOGLU, et al., 2023; PASTIU,
et al.,, 2023), foi eleita a utilizacdo de penas para o presente estudo,
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considerando a facilidade e eficacia nas analises de extracéo e utilizagdo do DNA
para posteriores testes.

As penas de aves sao constituidas por diferentes regides (figura 31) e se
apresentam de formas distintas em diferentes partes do corpo do individuo,
podendo haver regides onde ndo ha plumagem (FOTH & RAUHUT, 2020).
Apesar da morfologia da pena sofrer alteracdes, sempre sdo mantidos alguns
aspectos estruturais em comum, sendo eles: calamo, raque, barbas e barbulas
(SILVA, 2020).

Figura 31. Estruturas das penas

Bulbo/Cachao

Calamo

Barbulas

Fonte: adaptado de Silva, 2020.
Legenda: esquematizagdo das regiées morfologicamente distintas em penas de aves. A regido
vermelha destacada representa o bulbo, onde encontram-se maiores concentracfes de vasos
sanguineos.

O calamo, constituido pelo bulbo/canhdo somado as regides
queratinizadas e armacéao de revestimento (figura 31), corresponde a estrutura
de insercdo na pele, servindo como uma ancora entre pele e pena, com
caracteristica oca e contato indireto em uma malha muscular, sendo nutrido com
grande namero de vasos vasculares (FOTH & RAUHUT, 2020; YIMTRAGOOL
& CHANGTOR, 2022). Ao contrario dos calamos, as ragues ndo apresentam
caracteristica oca em seu interior, mas sim uma medula esponjosa com células
medulares (FOTH & RAUHUT, 2020). Yimtragool & Changtor (2022)
apresentaram dados consistentes de analises quanto a eficacia da extracao de

DNA e sexagem molecular atraves da extracao de diferentes partes da pena.
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Visando o bem-estar animal e o aprimoramento das técnicas de sexagem de
aves, os autores extrairam DNA tanto do calamo, quanto da raque e barbas, para
posterior sexagem (YIMTRAGOOL & CHANGTOR, 2022). As concentragcfes de
DNA, assim como sua qualidade e garantia de sexagem assertiva foram
superiores em amostras de DNA provenientes do calamo. Essa foi a regido eleita
para o procedimento de extracdo de DNA no presente trabalho. As espécies
selecionadas para os testes posteriores foram eleitas de acordo com a literatura
e a disponibilidade do Criadouro Casa das Aves.

Apés a coleta das penas, consultou-se alguns estudos que analisam o
desenvolvimento do melhor método de extracdo de DNA, para aplicacdo de
analises moleculares utilizando o calamo de penas (YIMTRAGOOL &
CHANGTOR, 2022). Segundo Yimtragool & Changtor (2022), uma melhor
extracdo do material genético total é realizada através do protocolo de lise
enzimatica com diferentes reagentes e sete dias de agitacdo, enquanto que
Cobanoglu e colaboradores (2023) descrevem um maior rendimento de
qualidade e quantidade utilizando protocolos de kits comerciais. Buscando agir
com sustentabilidade, inovando na forma de gestdo de insumos e aderindo a
quimica verde na tentativa de diminuicdo de descarte de reagentes e compostos
quimicos, foi sugerida a reutilizacdo dos kits de extracdo de DNA/RNA,
adquiridos para testes diagnésticos e excedidos do tempo de COVID. Apesar de
se tratar de um kit com foco na extracao de material genético viral, esse foi capaz
de isolar boas quantidades de DNA presentes na amostra, sem distincdo de
organismos ou espécies. Vale ressaltar também, que tal kit de extracao tém por
caracteristica a analise de amostras liquidas ou tecidos moles: plasma, soro,
urina, células em meio de cultura, sangue, saliva, células em suspensao, swabs
e amostras de biépsia (segundo o fabricante: ZYMO RESEARCH). Como as
amostras eleitas para as andlises tratavam-se de tecidos duros, onde néo
haveria uma dissolucéo prévia, optou-se pela fragmentacédo mecanica de cada
calamo analisado em pequenas partes (PASTIU, et al., 2023), para aumentar a
superficie de contato dos reagentes inclusos no kit em relagcdo a amostra total.
O procedimento se mostrou eficiente e suficiente para as analises de sexagem

molecular.
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Apesar da efetividade na metodologia, pode-se observar que a extracdo

de DNA total das amostras pode sofrer interferéncias devido a alguns parametros

gue influenciam diretamente na quantidade e qualidade da amostra, sendo eles:

a)

b)

d)

Idade do individuo: individuos mais velhos apresentam calamos mais
secos (queratinizados), com pouca ou nenhuma presenca de vasos
sanguineos em seu interior, enquanto penas frescas apresentam
melhores resultados quando comparado a penas secas (YIMTRAGOOL
& CHANGTOR, 2022).

Porte da espécie e estrutura das penas: dependendo da espécie (como
os trinca-ferros) o porte do animal é inferior, contendo poucas gramas e,
consequentemente, penas muito pequenas. Nesses casos, para a coleta,
priorizou-se 0 bem-estar animal, ndo excedendo o maximo de 5 penas.
Contudo, por se tratar de animais pequenos com plumagem pequena, 0
peso da amostra, a area de contato e consequentemente a concentracao
de DNA foi drasticamente inferior (COBANOGLU, et al., 2023);
Quantidade de sangue nas penas: cdlamos contendo maior contetdo
sanguineo disponibilizaram maior concentracao de DNA total na extracao.
Assim como a quantidade de penas retiradas (peso total), a
presenca/auséncia ou até mesmo a intensidade do aparecimento de
sangue nessas amostras afetou diretamente, de forma positiva, na
concentracdo e qualidade do DNA extraido;

Condicdes e tempo de armazenamento: amostras acondicionadas em
locais ideais e com pouco tempo entre coleta e extracdo de DNA
apresentaram melhores valores e maior pureza no resultado final
(COBANOGLU, et al., 2023).

5.4 Sexagem molecular utilizando conjunto de primers PO/P2/P8 a

partir de penas de novas espécies

A sexagem por PCR utilizando os primers PO/P2/P8 e material extraido

de penas com kit de extracdo de DNA de COVID apresentou anelamento para

ambos 0s sexos nas espécies de rosella, periquito, diamante-de-gould e

agapornis, que correspondem a grupos distintos, separados majoritariamente

em duas ordens: Psittaciformes e Passeriformes. Além disso, também foi
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possivel obter anelamento para uma fémea de trinca-ferro, pertencente a ordem
Passeriformes. Nenhuma dessas espécies citadas haviam sido sexadas
anteriormente por esse método, segundo levantamento literario. Adicionalmente,
destaca-se que as espécies diamante-de-gould e trinca-ferro pertencem a duas
diferentes familias dentro da ordem Passeriformes (Estrildidae e Thraupidae,
respectivamente), para as quais nao ha relatos de sexagem pelo conjunto dos
trés iniciadores. As bandas resultantes para essas espécies apresentaram 0s
mesmos comportamentos e caracteristicas dos testes realizados com G. gallus,
assim como para 0s controles positivos: ring neck e calopsita. Além disso, ainda
gue as espécies utilizadas como controles positivos sejam ambas da ordem de
Psittaciformes (HAN, et al., 2009; PASTIU, et al.,, 2023), estas pertencem a
familias distintas: Psittaculidae e Cacatuidae.

Psittacopasserae é um clado de aves que inclui as ordens Passeriformes
e Psittaciformes (SANGSTER, et al.,, 2022). Os Passeriformes sdo 0s mais
diversos, com uma grande variedade de espécies em diferentes habitats e
distribuicdo global, sendo também a ordem com o maior nimero de espécies
ameacadas. Ja os Psittaciformes ocupam o quarto lugar em diversidade e o
segundo em numero de espécies ameacadas (MILLER & FOWLER, 2015;
OLAH, et al., 2016). A reducéo populacional de ambos os grupos é notavel,
causada por diversos fatores, como a perda de habitat decorrente da agricultura,
explorac@o madeireira e desenvolvimento urbano, além da captura motivada por
razdes culturais, esportivas, comerciais e de subsisténcia, frequentemente
associada a atividades ilegais devido as cores exuberantes, canto, inteligéncia e
capacidade de imitar sons (OLAH, et al., 2016; SOUTO, et al., 2017). A maioria
das espécies de Psittaciformes ndo apresenta caracteristicas visuais distintas
entre machos e fémeas, e a determinacdo do sexo € essencial para auxiliar em
programas cientificos, de reprodugdo, conservacdo e reintroducdo dessas
espécies (KROCZAK, et al., 2021).

Por fim, destaca-se a analise comparativa entre as sexagens por primers
PO/P2/P8 e a sexagem apenas com 0s primers P2/P8 demonstrada no presente
trabalho. Cakmak e colaboradores (2017) relatam que, comparando a sexagem
molecular com a utilizacdo de trés distintos pares de primers (CHD1F/CHDI1R,
2550F/2718R e P2/P8), o PCR com P2/P8 foi o que apresentou pior
desempenho avaliando os resultados das 77 espécies estudadas, quando
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comparado aos demais conjuntos de primers, com taxa de sucesso de apenas
50,9%, relacionando as dificuldades encontradas as mesmas discutidas acima.
Porém, em nossos estudos, foi possivel aumentar o sucesso de sexagem com a
utilizacdo do iniciador PO em conjunto aos demais, confirmando a resolugao para
a sexagem com a utilizacdo do PCR multiplex mesmo para espécies que
apresentam introns com pouca diferenca nos tamanhos entre os alelos W e Z.
Ao relacionar as figuras 26, 27 e 29 do presente trabalho, observa-se uma
grande melhoria e facilidade de distincdo sexual para todas as espécies quando
0s trés primers séo usados, sugerindo este método como o mais indicado para

a sexagem dessas espécies.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo do primer PO em associacdo aos primers P2/P8 facilita e
auxilia, de forma visual, a caracterizacdo do sexo molecular de aves de
diferentes espécies e familias de forma robusta e eficaz. Ressalta-se que a
melhor temperatura de anelamento observada para as diferentes espécies
estudadas foi de 48 °C, abrangendo a amplificacao eficaz de diferentes grupos
de aves. Os resultados observados sugerem sua aplicagdo como ferramenta de
sexagem molecular das novas espécies ainda ndo sexadas pelo PCR multiplex:
rosella (P. eximius), periquito (M. undulatus), diamante-de-gould (E. gouldiae),
agaporne (A. roseicollis) e o trinca-ferro (S. similis). Destaca-se aqui as duas
novas familias incluidas nos testes de PCR multiplex: Estrildidae e Thraupidae.
Ainda, buscando enfatizar a importancia do bem-estar animal em estudos na
ciéncia, ressalta-se a eficacia da extracdo de DNA com qualidade satisfatéria a
partir de amostras de penas de diferentes espécies, mesmo com amostragens
menores, contendo menor peso e/ou volume. Quanto ao tipo de amostra
utilizada, nota-se que apenas penas velhas e com maior quantidade de material
queratinizado apresentaram valores insuficientes para o tipo de analise
realizada. Adicionalmente, salienta-se que os kits para extracao de DNA de virus,
excedentes dos tempos de COVID, podem ser aplicados para esse tipo de
procedimento utilizando penas de aves. Apesar de inUmeros estudos anteriores
descreverem a necessidade de alto processamento das amostras de calamos
de penas, o presente trabalho destaca a simplificacdo do tipo de extracdo
realizada, buscando sempre a sustentabilidade e aproveitamento maximo de

recursos na pesquisa.
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8 ANEXOS

Anexo A — Certificado Comissao de Etica no Uso de Animais

190452023, 16:06 hitps:iisig.unia.edu brisipacprotoco aldacumentofdocumento_visualizacao. jsimprimirstrueddDoc=T 31335

MINISTERIO DA EDUCACAD
UNTVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRACAD LATING-AMERICANA
COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS

CERTIFICADO N® 2 f 2023 / CEUA (10.01.05.19.05)

N° do Protocols: NAG PROTOCOLADOD

Foz Do Iguagu=-PR, 13 de abril de 2023.

COMISSAQ DE ETICA N0 USC DE ANIMALS - UNILA

Certificamos que a proposta intitulada "AMNALISE DA PRESENCA DO mANA DE PROTEINA SEXO ESPECIFICA
FEMIMINA, EM CELULAS SANGUINEAS DE AVES®- protocolado sob o processo n® 23422.001086/2023-
27, sob a responsabilidade do docente Carla Vermeulan Carvalho Grade - que envolve a produgiao,
manulengio efou utilizaghe de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (excsto o
homerm), para fins de pesquisa dentifica ou ensino Mui- encontra-se de acordo com o8 preceibos da Lei n?
11.794, de B de Outubre, de 2008, do Decrete n® G.599, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pely Conselho Macional de Controle da Experimentagdo Animal (COMCEA), fol aprovada pela
Comissde de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Integracie Latinoamericana

(LINILA), na reunido do dia 26 de janeiro de 2023,

Vigéncia do projeto

Abril/2023 a marge de 2025

Espécie/Linhagem Aves
MNlUmero de animais 10
Peso/Idade Varidveis
Sexo Amboz
Origem Tutorcs/responsaveis

(Assinado digitaimente am 13/04/2023 13:38 )
FLAVIO LUTZ TAVARES
PROFESSOR DO MAGISTERID SUPERIOR
ILACYIN (10,01, 060304}

Matricula; 1655645

Processo Associado: 23422.001086/2023=-27

Visualize o docurmento griginal em bhttps:/ /sig.unila.edu,br/ public/documentos findex.jsp
informando sew ndmero: 2, ano: 2023, tipo: CERTIFICADO, data de emissao: 1370472023 e 0
cadigo de verificacio: bfeaa?e5f3

hittps:fisinunila.adu.brisipaciprotocolo'documaninid cocumanito_visualizacas sfYimprimirsrnsadidDoc=T53333

Fonte: a autora.
Legenda: Para o desenvolvimento do presente projeto, houve a aprovagéo para uso de amostra
animal, expedida pela comisséo de ética no uso de animais da UNILA.
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