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RESUMO - As técnicas de análise de DNA são importantes 
ferramentas para a iqentificação de. genes que promovem o 
comportamento fenotípico inerente à espécie, e também na 
análise genética das populações. Objetivando a obtenção de 
DNA celular a partir de adultos de Haematobia irritàns, fo
ram testados diferentes protocolos de extração, onde avallou
se a eficiência destes em fornecer material a ser utilizado em . 
futuros estudos envolvendo a técnica de Reação em Cadeia 
da Pollmerase (PCR). Obteve-se a extração de DN~ em apenas 

,~ 

dois protocolos, sendo que, um deles apresentou melhor ren-
dimento após análise por espectrofotometria. Tal resultado 
demonstra que, no caso da espécie H. irritans, a extração do 
DNA genômico através de acetato de potássio, sal utilizado 
para propiciar a precipitação protéica, em detrimento do uso 
de clorofórnio (álcool isoamílico (24: 1)), mostrou-se a opção 
mais adequada. 

PALAVRAS-CHAVE: Haematobia irritans, DNAcelular, ex
tração. 

ABSTRACT - Techniques for DNA analysis, are important 
toais for the identification of genes that promote the behavior 
phenotype inherent to the species, and also for the genetic 
analysis ofthe populations. With the objective ofthe obtaining 
cellular DNA from adults of Haematobia irritans, three 
different extraction protocols were evaluated with respect to 
efficiency in supplying DNA to be used in future studies 
involving the technique of Polymerase Chain Reaction. From 
the tested protocols, only two resulted in cellular DNA, and 
one of them presentes better qualitry, after analysis by 
spectrophometry. These results shaw that, in the case of H. 
irritans, the extraction of cellular DNA through potassium 
acetate, salt used to promote the precipitation of protein, in 
detriment of the use chloroform (isoamyl alcohol (24:1)), 

was the most appropriate option. 
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INTRODUÇÃO 

A espécie Haematobia irritans, 
vulg~ente conhecida como "mosca 
do chifre", é um parasito hematófago 
obrigatório de bovinos com distribui
ção cosmopolita. A mosca do chifre é 
originária da Europa, e foi introduzida 
nos Estados Unidos em 1884, de onde 
se espalhou para os outros países da 
América. Sua presença no Brasil foi ob-

servada por volta de 1976, inicialmen
te, no Estado de Roraíma (Valério & Gui
marães, 1983). A disseminação está re
lacionada com a movimentação de bo
vinos e veículos de transporte prove
nientes de regiões infestadas (Araújo, 
1991). 

sidade de procedimentos onerosos 
para o seu controle (Campbell, 1976; 
Kunz et aI. , 1984). A "mosca do chi
fre", além de ser apontada como trans
missora de patógenos, é considerada 
nos Estados Unidos da América, uma 
das maiores pragas para os bovinos 
(Scholl & Petersen, 1985), sendo res
ponsável por perdas de até 730 milhões 
de dólares anuais (Byford etal., 1992). 
Um dos efeitos prejudiciais da "mosca 

Quando em altas infestações, 
estes dípteros causam elevadas perdas 
econômicas devido à diminuição da 
produção de leite e carne e pela neces-
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do chifre" sobre o gado, é a predispo
sição à infestação pela mosca da bi
cheira, Cochliomyia hominivorax, cau
sada pelas lesões deixadas por suas pi
cadas, além da perda de sangue e a 
irritação dos animais. Esta irritação 
pode reduzir o pastoreio, interferindo 
na ingestão e na assimilação de nutri
entes, devido a perda de energia des
pendida na tentativa de defesa contra 
o ataque das moscas o que geralmente, 
acarreta a redução no ganho de peso 
(Campbell & Thomas, 1992). 

Embora pequena, aproximada
mente metade do tamanho de uma 
Musca domestica, o dano que ela cau
sa deve-se ao grande número de indi
víduos que freqüentemente parasitam 
o mesmo animal. A observação de "nu-

. vens" 'de até 5 mil moscas por animal 
tem sido descrita por diversos autores. 
O sangue, seu único alimento, é obtido 
através de inúmeras picadas diárias, e 
a alimentação estende-se durante as 24 
horas do dia, não havendo, aparente
mente, influência da incidência de luz 
sobre o repasto. Isto explica o epíteto 
específico da mosca em latim, "irri
tans", uma vez que seu efeito principal 
é a irritação causada ao animal infesta
do, deixando-o extremamente agitado, 
prejudicando o seu desempenho nor
mal, além da espoliação sangüínea pro
priamente (Mclintock & Depner, 1954 e 
Harris etal., 1974). 

Estudos relacionados à ocorrên
cia, sazonalidade e controle da "mosca 
do chifre" veêm sendo realizados ao 
longo dos anos dentro da parasitologia 
veterinária (palmer et al., 1981; Williams, 
1991; Macedo etal., 2001; Barros, 2002). 
Entretanto, são incipientes os trabalhos 
relacionados à genética das popula
ções e à variação gênica deste parasi
to, tanto no Brasil quanto nos demais 
países latino-americanos. 

Com o advento das técnicas de 
biologia molecular, surgiram diversos 
métodos de detecção de polimorfismos 
de DNA, os quais permitem a obtenção 
de um grande número de marcadores 
cobrindo o genoma do organismo. Tais 

marcadores, denominados "marcado
res moleculares" podem ser utilizados 
em diversas aplicações e são importan
tes ferramentas para a identificação de 
genes que promovem o comportamen
to fenotípico inerente à espécie, e tam
bém na análise genética das popula
ções, estudos evolutivos, ecológicos, 
filogenéticos e taxonômicos (Gasser, 
1999; Lynch & Milligan, 1994; Reineke 
& Zeibitz, 1999). 

Vários procedimentos de extra
ção de DNA de tecido têm sido descri
tos na literatura porém o que se obser
va é que protocolos padrões são utili
zados com algumas modificações, vi
sando resolver problemas referentes à 
espécie. em estudo. Objetivando a ob
tenção de DNA celular através de es
pécimes de H. irritans, foram testados 
diferentes protocolos de extração, onde 
avaliou-se a eficiência destes em for
necer material a ser utilizado em futu
ros estudos envolvendo a técnica de 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
(Dellaporta et al., 1983; Taylor et al., 
1996; Guerrero et al., 1997; Lessinger 
& Azeredo-Espin, 2000). 

A quantificação do DNA ge
nômico baseia-se na propriedade das 
bases aromáticas dos ácidos nuc1éicos 
em absorver radiação ultra-violeta ao 
comprimento de onda de 260 11m. A 
medida da absorvância de 260 11m (A260) 

é utilizada para a determinação da con
centração de ácidos nuc1éicos. A pure
za do DNA pode ser avaliada pela rela
ção A260/ A280, pois as proteínas ab
sorvem radiação ultra-violeta ao com
primento de onda de 280 11m: para o 
DNA puro, o valor desta relação; e de 
1,8, sendo que valores abaixo sugerem 
contaminação protéica, e acima conta
minação por RNA ou fenol (Zaha, 1996). 

MATERlALEMÉTOOOS 

No presente estudo utilizou-se 
indivíduos adultos de H. irritans, con
servados em álcool 70% e mantidos à 
temperatura de congelamento. Para a 
obtenção de DNA genômico, os espé-

Rev. Bras. Med. Vet., v.26, n.4, 2004 

dmes foram divididos em 15 amostras, 
cada qual contendo cinco moscas. Os 
protocolos testados foram obtidos a 
partir de literatura pertinente, seguin
do técnicas descritas por Dellaporta et 
al., 1983; Lessinger & Azeredo-Espin, 
2000 e Taylor et al., 1996, aqui denomi
nados protocolos I, II e m, respectiva
mente. 
Protocolo I: os espécimes foram colo
cados em tubos de polipropileno para 
centrífuga, com capacidade de 1,5 mI, e 
macerados com auxílio de bastão de 
vidro em 160 !lI de solução contendo 
TRIS 100 mM, NaCl60 mM, sacarose 
5% e EDTA 10 mM. Após este procedi
mento, foram adicionados 450 Jll de uma 
segunda solução contendo TRIS 
300mM, SDS 1,25%, sacarose 5% e 
EDTA 10 mM, por tubo. Os tubos fo
ram agitados por inversão e mantidos 
em banho-Maria a 650 C por 30 minu
tos. Após a incubação, adicionou-se 

' 150 !lI de acetato de potássio (3M, pR 
5,0) e as amostras foram novamente 
agitadas por inversão e colocadas por 
20 minutos a _200 C. Após'esse perío
do, foram centrifugadas a 13.000 rpm 
por 15 minutos, e o sobrenadante trans
ferido para novo tubo de centrífuga, 
quando adicionou-se igual volume de 
isopropanol. Os tubos foram agitados 
por inversão e mantidos por 5 minutos 
à temperatura ambiente. As amostras 
foram então centrifugadas a 13.000 rpm 
por 10 minutos, e o sobrenadante des
cartado. O DNA precipitado (pellet) foi 
lavado com 500 !lI de etanol 70% por 
tubo e novamente centrifugado a 13.000 
rpm por 5 minutos, sendo sobre
nadante descartado. Após a extração, 
os pellets foram desidratados em ca
pela de fluxo laminar e, após completa
mente secos, foram hidratados em 100 
!lI de tampão TE (TRIS HCl lOmM, 
EDTA 1 mM) e armazenados a -200 C. 
Protocolo fi: Os espécimes foram colo
cados em tubos de polipropileno, com 
capacidade de 1,5 mI, e macerados com 
auxílio de bastão de vidro em 100 !lI de 
NaCl ,100 mM, EDTA 100 mM, TRIS 
mM e SDS 0,5%. As amostras forat'ê 
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então incubadas em banho-Maria a 55° 

C por 3 horas, e após este período adi

cionou-se 2 J.!g de RNase por tubo e 
estes permaneceram a 55° C por 10 mi
nutos. Foram adicionados 100 J.!l de clo

rofórmio: álcool isoanulico (24: 1) e as 
amostras centrifugadas a 13.000 rpm por 

5 minutos. O sobrenadante foi transfe
rido para novo tubo de centrífuga con

tendo 200 J.!l de clorofónnio: álcool isoa
nulico (24: 1) e novamente centrifugou
se as amostras por 5 minutos, sendo 

este procedimento repetido duas vezes. 
Os sobrenadantes obtidos após as 
centrifugações foram transferidos para 

novos tubos ae centrífuga, onde adici
onou-se 400 J.!l de etanol 100%, sendo 

as amostras centrifugadas por .20 mi
nutos a 13.000 rpm. Os pellets de DNA . 

obtidos foram lavados em 500 J.!l de 
etanol 70%, e centrifugados a 13.000 
rpm por 7 minutos, sendo o sobre
nadante descartado. Após a extração, 

os pellets foram secos em capela de flu
xo laminar, e após completamente desi
dratado, o DNA foi ressuspendido em 

100 J.!l de água estéril auto-clavada e 
armazenado a -20° C. 
Protocolo ill: Os espécimes foram co

locados em tubos de polipropileno para 
centrífuga, com capacidade de 1,5 mI, e 
macerados com auxílio de bastão de vi
dro em 200 j..tl de NaCI, 100 mM de EDTA 
100 mM, TRIS l00mMeSDSO,5%,sen

do também adicionado 4 J.!g de pro
tenase K por tubo. As amostras foram 
incubadas em banho-Maria a 5SO C por 
3 horas. Após esse período adicionou
se 2 J.!g de RNase por tubo, e estes per

maneceram a 37° C por 20 minutos. Fo
ram adicionados às amostras 100 J.!l de 
acetato de potássio, e elas permanece
ram por 10 minutos a 55° C. Após este 
período, adicionou-se 100 J.!l de cloro
fórmio, álcool isoanulico (24: 1), sendo 

as amostras centrifugadas a 13.000 rpm 
por 5 minutos. O sobrenadante obtido 
foi transferido para novo tubo de cen

trífuga contendo 200 J.!l de clorofórmio: 
álcool isoanulico (24: 1), seguindo nova 

centrifugação em igual velocidade por 
5 minutos. O sobrenadante obtido foi 
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transferido para novo tubo de centrífu
ga e adicionou-se etanol 100%, em vo

lume correspondente a duas vezes o 
volume do sobrenadante obtido. As 

amostras foram novamente centrifu
gadas por 20 minutos a 13.000 rpm, para 

que se obtivesse a decantação do e
tanol. Os pellets de DNA obtidos fo

ram lavados em 500 J.!l de etanol 70%, e 
centrifugados a 13.000 rpm por 7 minu
tos, sendo o sobrenadante descartado. 

Após a extração, os pellets foram se

cos em capela de fluxo laminar. Após 
completa desidratação, o DNA foi 
ressuspendido em 100 J.!l de água esté
ril autoclavada e armazenada a-20° C. 

A quantificação do DNA ge
nômico obtido nas amostras foi feita 

utilizando-se espectrofotômetro, com 
base na. propriedade da molécula de 
DNA em absorver a radiação ultravio

leta ao comprimento de onda O .. ) de 260 
11M. Para a leitura, foram retirados 10 j..tl 
de cada amostra de DNA e diluídos em 

490 J.!l de água estéril autoclavada e, a 
partir da absorbância obtida, foi possí

vel determinar a concentração de DNA 

em solução (ng/J.!I), utilizando-se a se
guintefórmula: [DNA] =OD 260 x 2500. 

Com a finalidade de verificar a 
qualidade do DNA obtido a partir dos 
protocolos testados, foi feita uma cor

rida eletroforética, sendo que as amos
tras fossem diluídas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Esse partir dos protocolos tes
tados, obteve-se a extração de DNA ge
nômico apenas nos protocolos I e II, 
sendo que os melhores rendimentos, 

após a espectrofotometria, foram ob
servados no protocolo I (Figura 1). 

Esse resultado demonstra que, 
no caso da espécie H. irritans, a extra
ção do DNA genômico através de 
acetato de potássio, sal utilizado para 
propiciar a precipitação protéica, assim 
como o uso de álcool isopropílico, mos

trou-se uma boa opção que, para esta 
espécie, o DNA na presença do sal e 
do isopropanol formou um precipitado, 

freqüentemente visível, que pôde 

sedimentado por centrifugação, a; 
hidratado em tampão TE, foi. qu 
tificado ao comprimento de onda de : 

11m e, baseando-se na absorbância • 
tida, calculou-se a concentração I 

amostras em ng/J.!1 (Figura 2). A pur. 
das preparações contendo DNA 
analisada através da relação entre 

leituras realizadas ao comprimento 

onda de 260 11m e 280 11m (Figura 
pois, enquanto os ácidos nucléicos 

sorvem luz ao comprimento de onda 
260 11m, as proteínas absovem luz 
comprimento de onda de 280 11m; 

sim a relação A
2
rJ A

280 
nos dá um pa 

metro para a avaliação da qualidade ( 

preparações de DNA já que valores D 

nores que 1,8 revelam contaminação 
DNA por proteína. Com o protOC( 
utilizado, obteve-se o DNA em se 
ção com baixa contaminação protéic 

A precipitação de ácidos ) 
cléicos através do uso de etanol é 1 

para concentrar soluções de DNA p( 
na presença de concentrações relati· 

mente altas de cátions monovalent 
o etanol induz a transição estrutural 
molécula do ácido nucléico, promovI 

do a precipitação da solução (Eickbl 
& Moudrianakis, 1978). O uso de etaJ 
absoluto baseia-se na propriedade 
álcool em modificar estruturalment

molécula dos ácidos nucléicos a fim 
promover sua precipitação, sendo q 
as posteriores lavagens do DNA pre 
pitado com etanol 70% visam a d. 
salinização do DNA, pois a maioria ( 
sais e pequenas moléculas orgânü 

são solúveis em etanol 70%. Outl 
sais como o cloreto de sódio, acet 
de potássio e acetato de amônia ta 
bém são capazes de induzir a precipi 

ção de ácidos nucléicos, porém são fi. 
difíceis de serem removidos do preci; 
tado contendo o DNA devido à s 
baixa solubilidade em etanol 7C 
(Ausubel et aI., 1998). 

A maior eficiência do protoc< 
I de extração de DNA genômico em fI 

necer maiores quantidades de DN 
assim como um precipitado menos cC' 
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taIlÚnado tanto por proteínas como por 
RNA, talvez seja uma conseqüência do 
uso da sacarose no processo de ma

ceração dos espécimes, que por aumen-

0.60 
.;;: 

0,50 .::: 
<:J 

E - 0,40 
o :: 

.s <::> 0,30 
o \C ... N 0,20 
Ü C": 
<:J 
c.. 0.10 
'" ~ 

0,00 

tar a osmolaridade da solução, conse
guiu promover uma melhor desidrata
ção celular, sendo que, a adição de 

acetato de potássio com posterior in-

o Protocolo I 

f5lJ P J'otocololl 

3 5 7 9 II 13151719 

Amostras 

Figura 1: Quantificação do DNA genômico de H. irritans obtido pelos diferentes protocolos 
utilizando-se espectrofotômetro ao comprimento de onda de 260 11m. 
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Figura 2: Concentrações de DNA genômico de H. irritaI/S. obtidas !,,~los ciiferen:cs protocolos, 
expressas em ng/).Ll. 
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cubação das amostras a -20°C também 
propiciou a eficiente precipitação das 
proteínas, diminuindo a contaminação 

protéica. A precipitação do DNA extra
ído, mesmo que em baixa concentração 

na solução, foi favorecido pela incuba
ção a-20°C, pois baixas temperaturas 
favorecem a precipitação dos ácidos 

nucléicos, e proporcionam uma boa re
cuperação do DNA (Ausubel et aI., 
1998). 

Após a extração das amostras 
de DNA genômico das diferentes po
pulações de H. irritans, o mesmo foi 
submetido à eletroforese em gel de 

agarose a 1 %, onde se observou a qua
lidade do DNA (Figura 4). 
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