PADRONIZACAO DE EXAME DE SEXAGEM MOLECULAR PARA AULAS
DE BIOLOGIA MOLECULAR

Fernanda Mendes Saviani!, Beatriz Ledo Cavalaro?, Marcela Funaki dos Reis3

1 Académica de Biomedicina, Campus Maringd/PR, Universidade Cesumar — UNICESUMAR. fernandam.saviani@gmail.com
2 Académica de Biomedicina, Campus Maring&/PR, Universidade Cesumar — UNICESUMAR. bialeaocavalaro@icloud.com
8 Orientadora, Universidade Cesumar — UNICESUMAR. marcelafunaki@gmail.com

RESUMO

O objetivo deste estudo foi padronizar a técnica de sexagem molecular para utilizacdo em aulas praticas de
biologia molecular possibilitando aos académicos terem acesso a um protocolo padréo ouro de andlise. As
amostras foram coletadas de voluntarios maiores de 18 anos de ambos 0s sexos que aceitaram participar da
pesquisa e assinaram o TCLE. A sexagem molecular foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase -
PCR com os primes Y7/Y8 que identificam o gene DSY14 presente somente no cromossomo Y. Apos a
testagem de pardmetros de reagdo e ciclagem os resultados foram expressos de maneira qualitativa pela
presenca da banda que identifica do gene DSY14 no gel de eletroforese. Assim, os individuos de sexo
masculino apresentam banda positiva e individuos do sexo feminino auséncia desta banda quando observado
o gel de eletroforese. A técnica de sexagem molecular proposta foi padronizada como esperado e
posteriormente ird contemplar a rotina de aulas praticas da disciplina de Biologia Molecular.

PALAVRAS-CHAVE: Aulas préticas; Cromossomos Y; Reacédo em cadeia da polimerase.
1 INTRODUCAO

E a sexagem molecular foi desenvolvida inicialmente para identificacado precoce de
doencas genéticas e posteriormente para identificacdo do sexo de bebes durante a
gestacdo. Assim, Lo et al (1997) confirmaram a presenca de fragmentos de cromossomos
do bebe no sangue materno e desenvolveram primers capazes de identificar de maneira
exclusiva o sexo masculino pela presenca do gene DSY14 presente no cromossomo Y.

Desta maneira, 0 exame de sexagem molecular baseado na identificacdo da
presenca do gene DSY-14 se tornou padrdo ouro na identificacdo precoce do sexo de
bebes durante a gestacdo e de fundamental aprendizagem para académicos na area de
Biologia Molecular. A biologia molecular vem sendo uma ferramenta importante na evolugao
da compreensdo dos mecanismos relacionados a genética contribuindo de forma
significativa no desenvolvimento de novos métodos diagndsticos (Eca 2004).

Para os académicos dos cursos de graduacdao em areas da saude é relevante que
vivenciem em aula a rotina e aplicacdo de exames padréo ouro para que desenvolva a
habilidade técnica fundamental para o exercicio profissional futuro. Como destaca Viviani e
Costa (2010) que consideram as atividades préaticas um recurso ou complemento as aulas
tedricas que proporcionam ao estudante vivenciar a realidade da pratica cientifica e da
pesquisa bem como a reflexdo e discussdo de probleméticas ligada a aula pratica. Nesse
sentido, o objetivo deste estudo foi padronizar o exame molecular de sexagem para
aplicacdo em aulas praticas de Biologia Molecular.

2 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram analisadas amostras de voluntarios do sexo masculino e
feminino a fim de detectar a especificidade dos primers selecionados Y7 e Y8 para
identificacdo do gene DSY14.

Todos os individuos foram orientados e concordaram em participar da pesquisa
assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TLCE aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Unicesumar pelo parecer nimero 4.764.033.
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Os voluntarios participantes do estudo foram conduzidos ao laboratério de Biologia
Molecular da Universidade Cesumar — Unicesumar onde foram orientados quanto a
metodologia de doacdo das amostras sanguineas.

Para extracdo de DNA foi utilizado o método de salting-out proposto por Gaaib,
Nassief e Al-Assi (2011). A quantificacdo do DNA extraido foi realizada de maneira indireta
em eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo seguindo o protocolo
adaptado de Kanbe et al. (2002). A amplificacdo do gene DSY14 utilizou a metodologia
proposta por Lo et al. (1998), com modificacdes, onde foi realizada pela reacdo em cadeia
da polimerase — PCR com o primers Y7 (CATCCAGAGCGTCCCTGGCTT) e Y8
(CTTTCCACAGCCACATTTGTC). As condictes de ciclagem também foram padronizadas
seguindo os protocolos de Semercilo et al. (2007) e Mustafa et al. (1995). Apos a
amplificacéo foi realizada nova eletroforese em gel de 2,5% de agarose para confirmacao
do sexo masculino pela presenca do amplicon de 198 pb.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A padronizagdo de exames moleculares é necesséaria devido as condi¢cdes de
equipamentos e reagentes que variam de laboratorio para laboratério. Nesse sentido, a
partir de um protocolo definido é importante testar diferentes condi¢bes para padronizar o
protocolo completo. Na sexagem molecular € identificada a presenca do gene DYS14 no
sangue materno e por isso se torna um exame menos invasivo e considerado de baixo risco
ao bebe. Neste exame a gestante a partir da 8% semana de gestacdo apresenta fragmentos
de cromossomos do bebe na corrente sanguinea e com isso & possivel realizar a
identificacdo molecular do sexo.

Neste estudo, apds a extracdo de DNA ocorreu a quantificacdo para avaliacdo da
guantidade, pureza e integridade para garantir a qualidade da PCR. Estes parametros
relacionados a extracdo de DNA s&o fundamentais, pois a qualidade do produto da
extracao, ou seja, 0 DNA garante o sucesso da amplificac&o e evita e geracao de resultados
falso-positivos e negativos (ARAUJO et al., 2021).

Seguindo o protocolo adaptado de Lo et al. (1998) houve amplificacéo do gene para
o sexo esperado (FIGURA 1), sem presenca de inibidores de reacdo mostrando qualidade
tanto do processo de extragcdo de DNA quanto da reacédo de PCR (DIAS et al., 2012). No
entanto, houve presenca amplificacdo inespecifica indicando problemas na ciclagem
durante a amplificacdo no termociclador (HAAS, TORRES; 2016). A amplificacado
inespecifica é caracterizada pela amplificacdo de regiées que ndo sédo alvos determinados
pelos primers e ocorrem devido ao ajuste de temperaturas ndo ideais ao anelamento destes
primers.

Figura 1: Amplificacao inespecifica. L: ladder 100 pb , 1: amostra de DNA gen6mico XY, 2: amostra de DNA
gendmico XX com amplifica¢des inespecificas, 3: controle negativo
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Nesse sentido, uma nova condicdo de ciclagem com 42 ciclos foi testada, porém
também resultando em amplificacéo inespecifica. Assim, foram conduzidos mais dois testes
com 30 e 35 ciclos de reacao de PCR com temperaturas diferentes, sendo que em 35 ciclos
houve a amplificacéo do alvo de DNA esperado e sem as amplificacdes inespecificas como
mostra a Figura 2.

Figura 2: Amplificacdo esperada do gene DSY14. L: ladder de 100 pb, 1: amostra de DNA genomico XX, 2:
amostra DNA gendmico XY.

A amplificagdo do alvo esperado esta relacionada a revelacdo de uma banda de 198
pb que identifica 0 sexo masculino, pois os primers Y7 e Y8 anelam no gene DYS14
localizado no cromossomo Y que é exclusivo do sexo masculino. Desta maneira 0 exame
de sexagem molecular é facilmente interpretado, pois quando ocorre a presenca da banda
no gel de eletroforese ela corresponde ao sexo masculino e auséncia de banda ao sexo
feminino.

A padronizagdo do exame de sexagem molecular realizada neste estudo fui
concluida em todas as suas etapas desde a extracdo de DNA a emissao do resultado de
maneira confiavel. Com isso espera-se futuramente incluir este exame padrdo ouro nas
rotinas de aulas praticas de Biologia Molecular oferecendo aos académicos da Unicesumar
a oportunidade de aliar o conhecimento teorico a prética do futuro exercicio profissional.

4 CONCLUSAO

Neste estudo foi realizada a padronizacao do exame de sexagem molecular proposta
por meio da identificacdo do gene DSY14 presente no cromossomo Y exclusivo para
individuos do sexo masculino. A padronizagdo realizada conseguiu seguir corretamente
todos os parametros fundamentais para exames moleculares com qualidade desde a
extracdo de DNA, PCR e resultados seguros quanto a nao geragao de falsos-positivos ou
negativos. Assim, € esperado futuramente incluir este exame como pratica em aulas de
biologia molecular.
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