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Nematoides gastrintestinais apresentam mutacoes que os tornam
resistentes a anti-helminticos. Apos a exposicao, a frequéencia dessas
mutacoes aumenta na populagcao e a resisténcia e passada de geracao
para geracao. Metodologias atuais como PCR quantitativo permitem a
deteccao destas mutacoes tanto na populacao de parasitas como em
individuos isolados. A geracao de resultados solidos por tecnicas de
biologia molecular depende essencialmente de extracao de material
genetico em quantidade e pureza adequadas. A extracao foi feita de
“pools” de 20 machos e 20 fémeas adultas de Haemonchus contortus
coletados de ovinos. Os parasitos foram colocados em microtubos
contendo esferas de zirconia/silica e tampao de lise (SDS 0,2 %, EDTA
50 mM, Tris-HCI 50 mM, RNAse 100 ug/mL, Proteinase K 0,4 mg/

mL, pH 8,0). Apos agitacao mecanica, o lisado foi transferido para

um novo tubo e incubado a 56 oC por 1 hora. SDS foi precipitado
com acetato de potassio em gelo e centrifugado (14.000 x g, 15

min, 4° C) para remocao de detritos celulares. O sobrenadante foi
transferido para outro microtubo contendo isopropanol absoluto (1:1,
vol/vol) para precipitacao do DNA e centrifugado. O sobrenadante

foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 500 pL de TE (1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0). No mesmo tubo foi adicionado 500
uL de Fenol/Cloroformio e centrifugado. A fase aquosa contendo

o DNA foi transferida para um novo tubo com isopropanol como
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descrito anteriormente para nova precipitacao e centrifugacao. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 100 yL de
etanol 70% seguido de nova centrifugacao. O sobrenadante foi
descartado e o DNA foi seco a 56 oC. O DNA foi ressuspendido em
25 uL de TE e armazenado a -20 °C. As amostras foram quantificadas
por espectrofotometria ultra-violeta (UV) e a qualidade do DNA
extraido foi determinada por eletroforese em gel de agarose corado
com brometo de etidio e visualizado por transiluminador UV. Como
resultado da extracao, obtiveram-se amostras satisfatorias, pois apos
quantificacao por espectrofotometria observou-se uma concentracao
de DNA igual a 388,65 ng/uL e razao de absorbancia [260/280] igual a
1,85 para femeas, e concentracao de DNA igual a 181,1 ng/pL e razao
de absorbancia [260/280] igual a 1,65 para machos. Além disso, as
bandas observadas no gel atraves do transiluminador UV estavam
integras. Com os resultados obtidos, conclui-se que as tecnicas
utilizadas para extracao de DNA do H. contortus sao satisfatorias para
futuros estudos de biologia molecular.
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