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Resumo

O presente estudo objetivou desenvolver um protocolo rapido para a extracdo de DNA a partir de
espermatozoides da espécie ovina. Para isso, ejaculados coletados de um carneiro raga Santa Inés adulto e
saudavel foram acondicionados e transportados a 5°C durante 2 horas para serem armazenados a -20°C e
analisados posteriormente. Executaram-se testes de extracdo de DNA em aliquotas de sémen contendo
100, 200, 300 e 400 x 10° espermatozoides / mL. Em seguida, a concentragdo (ng/pL) e pureza
(A260/A280) do DNA isolado foram avaliadas em nanoespectrofotdmetro. A concentracdo e pureza de
DNA extraido foi superior (P < 0,05) quando a maior concentracio espermatica (400 x 10°) foi utilizada.
O protocolo desenvolvido neste estudo foi eficaz para a extragdo de DNA de espermatozoides ovinos.

Palavras-chaves: Extracdo de DNA; DNA; Espermatozoide; Ovino; Carneiro.

Abstract

The present study aimed to develop a rapid protocol for DNA extraction from sheep spermatozoa. For this
purpose, ejaculates collected from a healthy adult Santa Inés ram were packaged and transported at 5°C for
2 hours to be stored at -20°C and analyzed later. DNA extraction tests were performed on semen aliquots
containing 100, 200, 300 and 400 x 10° spermatozoa/mL. Then, the concentration (ng/uL) and purity
(A260/A280) of the isolated DNA were evaluated in a nanospectrophotometer. The concentration and
purity of extracted DNA was higher (P < 0.05) when the highest sperm concentration (400 x 106) was used.
The protocol developed in this study was effective for extracting DNA from ovine spermatozoa.

Keywords: Keywords: DNA extraction; DNA; Spermatozoa; Sheep; Ram.
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O DNA gendmico presente no interior das celulas que compdem os tecidos
organicos pode ser extraido através de métodos enzimaticos manuais ou automatizados
(OLIVEIRA et al., 2007). Para este processo se faz necessario 0 uso de detergentes, sais
e solventes organicos que promovem a lise e a precipitacdo dos componentes celulares,
isolando o DNA (SILVA et al., 2014).

Apesar da grande variedade de protocolos de extracdo de DNA disponiveis
(ALMEIDA et al., 2011; DARBANDI et al., 2017; WARTON et al., 2018), muitos deles
demandam tempo excessivo e alto custo. Além disso, cada célula pode apresentar
peculiaridades que dificultam o processo. Espermatozoides, por exemplo, apresentam
protaminas, proteinas ligadoras do DNA responsaveis pela compactagdo e maior rigidez
do nucleo dessas células (WU et al., 2015). Essa organizacao exclusiva dificulta a acdo
dos detergentes e sais utilizados para a obtencdo de amostras de DNA (SILVA et al.,
2014; WU et al., 2015). Dessa forma, o estudo de novos protocolos de extracdo do DNA
rapidos e de custo reduzido, sdo uma estratégia para o incremento das tecnologias, afim
de superar tais barreiras (ARAUJO; RAMOS; LUIZ, 2009; OLIVEIRA et al., 2007).

Até o momento, estudos prévios realizaram a extracgdo de DNA de
espermatozoides a partir de volumes especificos do ejaculado obtido (DARBANDI et al.,
2017; MANUJA et al., 2010; SILVA et al., 2014). A contribuicdo cientifica deste estudo
consiste em padronizar e propor um novo protocolo de extracdo de DNA baseado no uso
de concentracBes espermaéticas previamente estabelecidas. Dessa forma, um Unico
ejaculado podera ser aproveitado para utilizacdo em diferentes abordagens no campo.
Além disso, este estudo propGe a utilizacdo de um protocolo descrito para células

somaticas, para uso em células ndo somaticas.

2 Material e métodos

Este estudo é uma adaptacao do protocolo de Araujo et al. (2009). Todos 0s
procedimentos seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), cujo desenvolvimento foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Faculdade
Pio Décimo, com namero de registro 32/18.
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2.1 Coleta e processamento de amostras

As amostras de sémen foram coletadas usando eletroejaculador (AUTOJAC
V3) via retal com o animal em estagdo e consciente. Antes da introducdo da sonda, as
sibalas foram removidas da ampola retal para introducdo da mesma. O prepucio foi lavado
com agua corrente e sab&o neutro, e foi realizada a lubrificacdo da sonda e do reto com
6leo mineral. O ejaculado foi transferido para um tubo Falcon de 50 mL, acondicionado
em recipiente isotérmico a aproximadamente 5°C e transportado até o laboratorio.

A concentracdo espermaética (CE) foi mensurada com uma proporcao de
diluicdo de 1: 400 (SILVA; NOGUEIRA; SILVA, 2017). Apés a avaliacdo da CE, o
sémen foi diluido em solugdo fisiolégica a 0,9% em aliquotas a 100 x 10°

espermatozoides / mL e as aliquotas foram armazenadas a - 20 °C até a extragdo do DNA.

2.2 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA foi realizada em capela de fluxo laminar, limpa com
alcool 70% e exposta a radiacao ultravioleta por 15 minutos antes do procedimento. As
amostras de sémen diluidas nas concentragdes de 100 x 10° espermatozoides x mL foram
descongeladas em temperatura ambiente. Para a obtencdo das diferentes concentracdes
(100, 200, 300 e 400 x 10°), o volume de 1 mL dos tubos foi adicionado em um Gnico e
centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos em centrifuga ndo resfriada, removendo-se o
sobrenadante para obtencdo do pellet contendo os espermatozoides. Posteriormente, 0s
pellets em cada tubo foram lavados e centrifugados trés vezes a 5.000 x g por 5 minutos
em 1 mL de solucdo tampéo fosfato salino (PBS) estéril 1x (DARBANDI et al., 2017).
Apos a Ultima lavagem removeu-se o sobrenadante e 100 uL de &gua ultrapura foi
adicionada.

Para a extragdo de DNA seguiu-se as etapas descritas por Aradjo et al. (2009)
com o tempo de homogeneiza¢do em vortex modificado para 3 minutos em todas as
etapas do processo; o tempo de banho seco modificado a 60°C apds adicdo de SDS foi
modificado para 3 horas e, finalmente, o volume da solucédo de precipitacdo proteica
modificado para 500 pL.

2.3 Analise da concentracédo e pureza do DNA
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Aliquotas contendo DNA extraido foram avaliadas quanto a concentracao e
grau de pureza em nanoespectrofotdmetro (Thermo Scientific® NanoDrop Lite). Para
isso, foi utilizado 2 pL da suspensao contendo DNA de cada tubo. Todas as aliquotas de

DNA extraidas foram medidas em dez repeticGes.

2.4 Analise estatistica

Para estimar as diferencas entre concentracdo e pureza do DNA, teste
ANOVA foi utilizado seguido de um modelo aditivo linear misto. Comparacdes de
médias foram aplicadas quando observou-se diferenca significativa (P < 0,05) utilizando
teste de Tukey. As analises foram realizadas utilizando software estatistico R e 0s

resultados apresentados como média * erro padréo da média.

3 Resultados e Discussao

Ao comparar a qualidade do DNA de diferentes concentragbes de
espermatozoides, observou-se que a concentracdo de DNA foi maior (P < 0,05) quando
utilizada a maior concentracio de espermatozoides (400 x 10%). Por meio da
espectrofotometria ndo foi possivel detectar DNA isolado quando foram utilizados 100
milhGes de espermatozoides, e menor concentracdo foi obtida (P < 0,05) quando foram
utilizados 200 milhdes de espermatozoides. A pureza do DNA nao diferiu (P > 0,05)

quando 300 ou 400 milhdes/mL de espermatozoides foram usados (Tabela 1).

Tabela 1. Média + erro padréo de concentracédo (ng / L) e pureza (A260 / A280) do DNA
extraido sob diferentes concentragdes espermaticas (CE)

CE x 108 Concentracédo (ng/pL) Pureza (A260/A280)
100 / /
200 0.970 £ 0.021° 1.485 + 0.045°
300 2.480 +0.110° 1.651 + 0.035%
400 4.570 + 0.0372 1.659 + 0.0142

ng/uL: nanogramas por microlitro; A260/A280: razdo de absorbancia do DNA isolado. Médias
* erro padréo seguido por letras diferentes na mesma coluna diferem.

Este estudo avaliou pela primeira vez a eficacia de um protocolo descrito para
extracdo de DNA de sangue total bovino, adaptado com eficécia para a extracdo de DNA

de espermatozoides. Apresentando uma nova perspectiva a ideia de que protocolos para
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células somaticas ndo funcionam com células ndo somaticas (DARBANDI et al., 2017).
Nossos resultados de concentracao diferem do que foi obtido em alguns estudos
(MANUIJA et al., 2010; SILVA et al., 2014) estes, entretanto, avaliaram a eficacia de kits
comerciais ou usaram reagentes de alto custo, como proteinase K. Nosso objetivo foi
avaliar um protocolo ndo comercial e com reagentes de uso em rotinas de laboratoério de
biologia. Apesar disso, a pureza do DNA obtida em nosso estudo ¢ semelhante a pureza
obtida ap6s o uso do reagente comercial TRIzol (MANUIJA et al., 2010), Kit DNeasy
®

Blood and Tissue

al,, 2014).

, € superior a um método utilizando Kit resina Chelex-100® (SILVA et

4 Consideracoes Finais

A utilizacdo de maiores concentracbes de espermatozoides podem, por
conseguinte, aumentar a concentracdo de DNA extraido usando o presente protocolo.
Nossos resultados sdo satisfatorios, trazendo uma nova perspectiva para a eleigdo de
concentracdes espermaticas adequadas para esta finalidade. Protocolos para extracdo de

DNA de celulas somaticas podem ser usados em células ndo somaticas.
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