CAPI'TU.LO 5

Protocolos genotipicos para
nematoides gastrintestinais

Simone Cristina Méo Niciura

5.1 Extracao de DNA de larvas e
adultos de helmintos gastrintestinais

A etapa que antecede qualquer procedimento de biologia molecu-
lar consiste na preparacdo e no isolamento de material genético (DNA ou
RNA) puro e de qualidade (AUSUBEL et al.,, 2003) do parasita de interesse.
Diversas técnicas podem ser utilizadas para a extracdo de DNA; no entanto,
a selecao da técnica mais adequada deve ser feita com base no parasita em
estudo e na finalidade de utilizagdo do DNA extraido.

Para a extracdo de DNA de larvas individuais ou em pool, e de adultos
de helmintos gastrintestinais, com vista a procedimentos de genotipagem
por nested-PCR, PCR-RFLP e ARMS-PCR, entre vérios protocolos avaliados,
a extracao com solvente organico (fenol e cloroférmio) mostrou-se a mais
adequada (MELLO et al., 2009).

Assim, o protocolo a seguir descreve as principais etapas para a ex-
tracdo de DNA de larvas e de adultos de helmintos, entre as quais se des-
tacam: a) recuperacao de nematoides e lavagem para a remocao de sal da
cuticula; b) digestdao com proteinase K; c) extracdo de DNA com solvente
organico; e d) avaliagdo da quantidade e da qualidade do DNA extraido.
A preparacao das solugdes-estoque esta descrita no item 11.9.

a) Recuperacao, lavagem e remocao de sal da cuticula de helmintos

Esta etapa destina-se a lavagem dos helmintos para a remogao de
contaminantes e também para a remogao de sal da cuticula, facilitando,
assim, a exposicao do material genético, com o proposito de extrair o DNA.
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Larvas individuais ou em pool

« Apés a coprocultura, coletar de 20 pl a 30 pl de suspensao de
larvas (no maximo 1,000 larvas/mL) (Figura 1). Em seguida, de-
positar em uma placa de Petri,

- Acrescentar a suspensao de larvas 4 mL de agua Milli-Q e 250 pL
de hipoclorito de sodio (com 2,5% de cloro ativo).

+ Manter por 5 minutas, em temperatura ambiente.
« Acrescentar 4 mL de agua Milli-Q 4 placa de Petri.

« Coletar as larvas individualmente, em volume de 2 ul (Figu-
ra 2), ou em pools de 100 larvas {em volume de 250 L), com o
auxilio de um microscopio estereoscopico ou de um microsco-
plo invertido.

« Depositar as larvas individuais em placas de PCR ou em micro-
tubos de 0,5 mL, e as larvas em pool em microtubos de 1,5 mL.

- Congelar e descongelar as placas ou os microtubos que conte-
nham as larvas, por cinco vezes, em nitrogénio liquide.

- Armazenar a -20 °C até os procedimentos de extracao de DNA.

Figura 1. Suspens8o de larvas oblida apds copro-
cuktura.
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Adultos

« Apos a recuperacio dos nemateides adultos do trato gastrin

Figura 2. Colela de farva ndividual sob micros-

testinal dos hospedeiros (item 11.5), incubar por 5 minutos, em
4 mL de agua Milli-0Q, cam 250 pL de hipociorite de sddio {com

2.5% decloro ative) em placa de Patrl,

« Transferir os nematoides adultos para a2 nova placa de Petr que

cantém somente dgua Milli-0 para lavagem,

+ Macerar os nematoides individualmente, em cadinho com pisti-

lo com nitrogénia liquido (Figura 3),
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- Coletar os nemataoides macerados em 250 ul de agua Milli-C e
transferir para um microtubo de 1,5 mL.

« Armazenar a -20 °C até os procedimentos de extracac de DNA.

b} Inicio da extragao de DNA: digestao com proteinase K

Comuo principais companentes utilizados nesta etapa; destacam-se: a
proteinase K, potente enzima proteolitica que promove digestao de células
e tecidos; o EDTA, gue sequestra cations divalentes (Ca’ e Ma®'] e, assim,
inibe a atividade das DNases (enzimas que degradam o DNA); e o detergen-
te SO5, gque solubiliza as membranas e desnatura as proteinas (AUSUBEL
et al, 2003; SAMBROOK, RUSSEL, 2001), Os demais componentes desem-
penham as seguintes fungaes: o Tris-HC| e um tampao que mantém o pH
constante; o NaCl promove precipltacan de proteinas par excesso de ions;
e 0 UTT atua comao agente redutar, que evita a oxidacdo de enzimas e pro
teinas (REGITAND et al, 2007).

Larvas individuais

+ Preparar 10 1L de tampae de digestao (pH 7,5) para cada amostra

Agua Milli-0 - 8.0 pb
Tris-HZIpH 7.5 1M 1 mhd 1.1 ul
ECTApH B.O 0.5M 10 M 0.2 uk
Matl M 50 mM 0,1l
05 20% 2% 1,0l

DTT 1M 40 mi 0,4 uL
Proteinase K 20 mg/mL 0,4 mg/mL 0,2 ul.
Total 10 pL

+ Acrescentar, a cada microtubo ou placa de PCR, 10 pL de tam-
pao de digestao.
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« Homogeneizar suavemente, por inversao.

« Incubar a 56 “C overnight, em thermomixer (Figura 4) ou termo-
ciclador,

Figura 4. Thermomixaes para
incubacao sob aglacan

Larvas em pools e nematoides adultos

« Preparar 1,5 mL de tampao de digestao {pH 7,5) para cada amostra

Agua Mill-0 - - 1,29 mL

Trns-HCIpH 7.5 1M 10 mM 15 pl
EOTA pH 8.0 0.5 M 10mM 30 pl
Mol 5 M 561 mikA 15l
505 20% 2% 150 pL
Total - - 1,5 mL

« Acrescentar 1 mL de tampado de digestao a cada microtubo,
« Homogeneizar suavemente, por inversao,

« Centrifugar a 14.000 g, por 5 minutos, a temperatura ambiente.
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+ Remover o sobrenadante e deixar cerca de 50 pl do tampéo no
fundo do microtubo.

+ Homogeneizar o pélete com o tampao de digestao, por inver-
sao.
« Adicionar 0,5 mL de tampéo de digestao.

« Adicionar 20 pL de DTT 1 M (concentracao final de 40 mM), por
microtubo.

- Adicionar 10 pL de proteinase K 20 mg/mL (concentracao final
de 0,4 mg/mL), por microtubo.

+ Homogeneizar por inversao.

+ Incubar a 56 °C overnight, em thermomixer ou termociclador.

) Extracdo de DNA de larvas e de nematoides adultos: extracio
com solvente organico

Na etapa de extracdo de DNA propriamente dita, com a utilizacio
de solventes organicos, os principais componentes empregados sdo: fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico, que levam a desnaturagao e a precipitacio
de proteinas intracelulares e a solubilizagdo do DNA; isopropanol, que pro-
move a precipitacdo e a concentracdo do DNA; e etanol 70%, que remo-
ve sais e pequenas moléculas organicas. Esse método de extracao de DNA
com solvente organico é adequado para a utilizacio em Southern blot, em
reacoes em cadeia da polimerase (PCR) e na construgao de livrarias de DNA
genoémico (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Larvas individuais

+ Aos microtubos incubados overnight em tampéo de digestao,
adicionar 10 pL de solugao de fenol: cloroférmio: dlcool isoami-
lico (25: 24: 1).
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Agitar em vortex por 15 segundos.

Centrifugar a 14.000 g, por 5 minutos, em temperatura ambien-
te, para a separacao das fases (Figura 5).

Transferir a fase aquasa (superior) (cerca de 8 ul), que contem o
DNA, para um novo microtube ou placa de PCR.

Acrescentar igual volume (8 pL) de jsopropanol 100%, em tem-
peratura ambiente.

Inverter o tubo suavemente, por 50 vezes.

Centrifugar a 14.000 g, por 15 minutos, para a obtengao do pe-
lete de DNA.

Descartar o sobrenadante,

Adicionar 10 uL de etanol 70%, em temperatura ambiente, para
a lavagem do pélete de DNA,

Centrifugar a 14.000 ¢, por 5 minutos.

Descartar o sobrenadante,

Deixar o microtube invertido sobre papel-filtro, por 2 2 3 heoras,
para a secagem do pélete de DNA.

Figura 5. Separagao das
duas fases apds a canirn-
fugacac: DNA (superior}
& fanol e outros residuos
{inferior amarala)
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Ressuspender o DNA com 10 ul de agua Milli-Q.

Incubar o DNA a 37 C, por 30 minutas, em thermomixer ou ter-
mocicladaor.

Armazenara -20°C,

Larvas em pools e nematoides adultos

-

Aos microtubos incubados overnight em tampao de digestao,
adicionar 0,5 mL de solugao de fenol: cloreformio: dlcool soa-
millce (25: 24; 1),

Submeter a vortex por 15 segundos.

Centrifugar a 14.000 g, por 5 minutos, em temperatura ambien-
le, para a separacao das fases.

Transferir a fase aquosa (superior) (cerca de 600 1L), que contém
o ONA, para um nove microtubo.

Acrescentar igual velume (600 ul) de isopropanel 100%, em
temperatura ambiente,

Inverter o tubo suavemente, par 50 vezes.

Centrifugar a 14.000 g, por 15 minutos, para a obtencao do
pélete de DNA.

Descartar o sobrenadante,

Adicionar 1 mL de etanol 70% em temperatura ambiente, para a
lavagem do pélete de DNA,

Centrifugar a 14.000 g, por 5 minutos.
Descartar o sobrenadante,

Ceixar o microtubo invertido sobre papel-filtro, por 2 a 3 horas,
para a secagem do pelete.

Ressuspender o DNA, com 20 ul de dgua Milli-Q.

Incubar o DNA a 37 2C, por 30 minutas, em thermomixer ou ter-
mociclador.

Armazenar a-20°C.
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d) Avaliacio da quantidade e da qualidade do DNA extraido

Antes de sua utilizacdo, o DNA extraido deve ser avaliado quanto
a quantidade e a qualidade. A avaliacdo do DNA em espectrofotémetro
permite a determinagao tanto da concentracac do DNA quanto de sua
pureza. Em relagao a concentracao, uma solugao com absorbanciaa 260 nm
(A..)igual a 1 contém, aproximadamente, 50 ug/ml de DNA (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001}, A determinacac da razdo entre a A & a absorbancia a
280 nm (A, ): A, /A, permite avaliar a pureza do DNA. Em geral, DNA
de alta pureza possui razao Amjhm superior a 1,8, enquanta a mistura
50% proteina/50% DNA possul razao proxima a 1,5 (AUSUBEL et al., 2003),
Vale ressaltar que essa estimativa € incorreta caso a amostra apresente
quantidade significante de fenol, visto que o pico de absorbancia desse
componente da-se a 270 nm (SAMBROOK; RUSSEL, 2001},

Avaliacao do DNA em espectrofotometro

Varios espectrofotometros podem ser utilizados para a avaliacao
do DNA, destacanda-se, entre eles, o NanoDrop ND-1000 [Figura
&), que possui cobertura de 220 nm a 750 nm e mensura concen-
tracoes de 2 ng/ul a 3.700 ng/ul a partir de pequenos volumes
(de 1 ul a2 ul) (REGITAND et al,, 2007).

Avaliacao do DNA por eletroforese em gel de agarose

A qualidade do DNA extraido também pode ser determinada por
meio da avallacio de sua integridade apos a eletroforese em gel
de agarose. Para tanto, procede-se a eletroforese de 1 pg de DNA
em gel de agarose 1%, com tampao TBE 1x. Apds a coloragdo com
torante de DNA, obiserva-se a integridade do DMA (presenga de
banda unica) em transiluminador UV (Figura 7). O protocolo de
eletroforese para avaliacao da integridade do DNA encontra-se
descrito a sequir,
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Figura 6. Avaliagio do DMNA quanto & quantidade {ngful) e 4 pureza (260/280) em ManoDmop,

- Preparar um gel de agarose a 1%

TBE 1x - 80 mL 100 mL 200 mil
Agarose 1% O.Ag 1.0g 209

» Pesar a agarose em um béquer, acrescentar o TBE 1x e mistu-
rar. Deixar dissolver em micro-ondas até ficar bem transparente,
mas nao permitir a fervura, para evitar a formacgao de bolhas.

+ Acrescentar ao gel, ligeiramente frio, e antes da polimerizacao, o
corante de DNA (brometo de etideo ou Nancy-520). No caso da uti-
lizacao do corante GelRed, acrescentd-lo diretamente s amostras.

Obs.: Para o brometo de etideo, acrescentar 0,5 L de brometo de etideo di-
luide 40x (0,25 pg/uL) a cada 10 mL de gel, ou seja, 4 ul para gel de 80 mL,
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P

Figura 7, ONA inlegro apds alatrofo
rese am gel de agarose 1%, ¢
com GelRed e obsenvac

uminador LIV

g, L ]
1 transi

5 1L para gel de 100 mL e 10 ul para gel de 200 mlL, resultando na concen

tracao die 0,125 g de hrometo/mL de gel, Para o Nancy-520, acrescentar 10

pl para cada 50 ml de gel, ou seja, 16 pbL para gel de B0 mi;

L para ':_.-"I de

100 mL e 40 ul para gel de 200 mL Para o Gelfed, diluir 1 pl do estoque em

500 uL de dgua (1:500), Preparar uma mistura 1;7 de loading e Ge

loading + 2 ul de GelRed) suficiente para o numera de am

Despejar o gel no aparato de eletroforese horizontal e esperar

polimerijzar,
Cobrir o gel e os eletrodos com tampao TBE 1x

Aplicar as amostras no gel de agarose,

Obs.: Para brameto de etideo e Nancy-520, em uma fita de parafilme, colocar
gotas [suhcientes para o numeng de amostras) de 2 pl de loading, acrescentar

1 ug de DMA, completar com agua para volume de 10 gl e aplicar a mistura a

cada poco do gel. Para o GelRed, em uma fita de parafilme, colocar gotas de

4 pl da mistura loading 4 GelRed, acrescentar 1 pg de DNA, campletar com

Agua para volume de 14 pL, misturar e aplicar no ge
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- Separar os fragmentas por eletroforese (90V, 70 mA e 5 W) em
tampao TBE 1x, até a metade do gel.

« Ligar os eletrodos a cuba de eletroforese. Correr o gel da esquer-
da (eletrodo preto - polo negativo) para a direita (eletrodo ver-
melho - polo positivo), em tampéo TBE 1x.

- Observar os fragmentos em transiluminador UV e digitalizar a
imagem do gel (Figura 7).

5.2 Reagao de nested-PCR para amplificagao
de fragmento do gene da [i-tubulina
em Haemonchus contortus

A fi-tubulina € uma proteina monomeérica que, ao ser polimerizada, for-
ma os microtubulos, componentes do citoesqueleto celular, respansavels pe-
las sequintes fungoes: trafego intracelular, absorgdo e secrecao, ancoramento
de receptores de membrana, divisdo celular, arquitetura e migracao celular
(PRICHARD, 2008). A i-tubulina constitui o sitic-alvo de acao dos anti-helmin-
ticos a base de benzimidazol. Assim, o benzimidazol ligado a [i-tubulina impe-
de a sua polimerizacao em microtlibulos e leva os helmintos a morte.

Entretanto, a existéncia de mutagoes no gene da [i-tubulina diminui
a afinidade de ligagao ao benzimidazol, o que resulta em resisténcia parasi-
taria a esse principio ativo (BEECH et al., 1994), Entre as mutacoes descritas
no isotipo 1 do gene da fi-tubulina, destaca-se uma transversac de timina
(T) em adenina (A) no DNA, que leva a substituicdo de fenilalanina por ti-
rosina no aminoacido 200 (F200Y) e confere resisténcia aos benzimidazois
(KWA et al., 1994, 1995). Assim, os helmintos homozigotos TT (Fen/Fen) e
heterozigotos AT (Fen/Tir) sao suscetiveis ao benzimidazol, enquanto as
homaozigotos AA (Tir/Tir) sao resistentes a ele (ELARD et al,, 1999).

A seguir, serao apresentados os protocolos para a genotipagem do po-
limorfismo F200Y no isotipo 1 do gene da [F-tubulina em H. contortus. Essa



metodologia é uma adaptagdo (GROMBONI et al., 2009; MELLO et al.,, 2009)
dos protocolos descritos por Silvestre e Humbert (2000) e Coles et al. (2006).

Em virtude da pequena quantidade inicial de DNA presente em helmin-
tos, principalmente em larvas individuais, para aumentar as chances de ampli-
ficacdo e de avaliagdo de um fragmento génico, € necesséria a realizacdo de
duas reacdes de PCR consecutivas, no procedimento denominado de nested-
PCR. Na primeira reaco de nested-PCR, sdo utilizados primers mais externos,
que flanqueiam o DNA alvo e geram um produto de amplificagao (amplicon)
maior. Na sequnda reacdo de nested-PCR, o amplicon da primeira reagao € uti-
lizado como DNA molde para primers mais internos e que geram um amplicon
menor. Assim, o produto inicialmente amplificado na primeira reacao de nes-
ted-PCR é reamplificado na segunda reagdo, 0 que aumenta a especificidade
da reacdo. Um esquema da nested-PCR esta demonstrado na Figura 8.

A PCR é um procedimento rapido para a amplificacdo enzimatica
in vitro de um segmento de DNA especifico (DNA alvo ou DNA molde)
(AUSUBEL et al., 2003). Assim como a PCR, a reagao de nested-PCR envolve
a utilizacdo dos mesmos componentes e em concentragdes similares:
tampao (concentragdo de 1x), que mantém constante o pH da reagdo; dNTP

Primer F
12 Nested-
PCR
Primer R
Primer F
22 Nested-
PCR

Primer R

Figura 8. Reag#o de nested-PCR para amplificag&o de um fragmento de DNA alvo
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{mistura equimolar dos desoxirribonucleosideos trifosfato dATP, dTTP, dCTP
e dGTP; de 200 puM a 250 uM), que fornece as bases para a sintese do DNA;
Mg?** (cétion divalente; 1,5 mM), cofator enzimatico; um par de primers (ou
oligonucleotideos iniciadores especificos; de 0,1 uMa 0,5 uM, de cada um)
delimita o DNA alvo da amplificacdo e constitui o sitio de iniciacdo para
a Taq DNA polimerase; Tag DNA polimerase (de 0,5 U a 2,5 U por reagao-
padrdo de 25 ul a 50 pL), enzima que catalisa a sintese de DNA a partir de
um DNA molde; e DNA (15 ng a 100 ng) (SAMBROOK: RUSSEL, 2001).

A reacao de nested-PCR também ocorre em ciclos (de 25 a 40) de am-
plificacao, realizados em um equipamento termociclador. Esses ciclos sdo
compostos pelas etapas de: desnaturacio (de 94 °C a 95 C, por 30 segundos
a 1 minuto), abertura da fita dupla de DNA; anelamento de primers (de 3°C a
5 °C abaixo da temperatura de melting dos primers), ligagdo dos primers a fita
de DNA molde; e extensio (de 72 °C a 78 °C, por 1 minuto, a cada produto de
1.000 bp), sintese enzimatica do DNA (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A seguir, estdo descritos os protocolos da primeira e da segunda
reacoes de nested-PCR para a amplificacio de um fragmento do gene da
B-tubulina em H. contortus.

a) Primeira reacao de nested-PCR

Freparar 20 uL do mix da primeira rea¢do de nested-PCR por

amostra

Componeit RN ¢ iiet FEHIE et U
Agua - - 14,00 pL
Tampao 10x 1,0x 2,00 uL
Primer 36F 10 uM 0,25 uM 0,50 uL
Primer 961R 10 uM 0,25 uM 0,50 L

dNTP 20 mM 0,2 mM 0,20 uL

MgCl, 50 mM 1,5mM 0,60 puL

Taq DNA polimerase 5,0 U/ulL 0,05 U/uLou1U 0,20 pL

DNA 2,00 pl

Total - . 20,00 L
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- Adicionar 18,0 pL do mix + 2,0 uL de DNA extraido (referente a
0,2 larva individual, 5 larvas em pool ou 0,1 nematoide adulto) a cada
pogo da placa de PCR, que constituem reagao de PCR de 20,0 L.

+ Proceder a seguinte termociclagem:

94 °C a4 2C
. T2°%C T2
2 min 558 \ 55 C ’
/ 558 10 min
55 =
b 1 ciclo 4 # 40 ciclos +————

Os primers e os respectivos sitios de anelamento na sequéncia de DNA
de H. contortus (GeneBank X80046.1) da primeira reacao de nested-PCR, que
gera produto de amplificacao de 926 bp, estao demonstrados na Figura 9.

36F; S-TCGTTCTTCAGBAGGCAAGT-I (Primer farward)
961R: 5 -TGCAGACAGTGGAGCAMAAL- Y (Prmer reversa)

=il 89T T 52 emb|X80046. 1| H.conlorus TUB-1 gene exons 34567

TCACCCATGTTTCT TTATTGGAAATGTATGTGCGGTCATTOTTCAGEAGGLAAGTATGTTCCA
COTGCTGTTCTTGTTGATCTCGAGCCTGGAACGATGGACTCOGTTCGTTCTGGACCGTATG
GACAGCTTTTCCGTCCAGATAATTACGTGT TTGRCCAGTCAGGAGC GGG TAACAATTGGEE
GAAGGGCCACTATACTGAGGGAGCCOAGCTACT TGATAACGTATTAGACGTTGTCCGUAAA
GAAGCTGAAGGT TGTGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAATTTACAGCTTCAACTT
TGATGTGTGAATACATTTCAAT TCGTGLTCAGGGETTCCAATTGACGCATTCACTTGLAGGA
GGCACTGGATCTGGAATGGGLACTTTGTTAATTTCAAAAATTCGTGAAGAGTACCCTGATA
GAATTATGGCTTCGTTCTCCGT TGTTCCATCACCCAAGGTGAGATCGTGTTAATCTTTGCTT
T T AAATTGTGTATTTGAATTACTTATCCTCATGAAGATCCAAGTTGAAATAAGTCTCAC
CACCTGTAMMCATGTGAAAGGAAGATGTTT TAAGGTATCCGACACTGTCGTAGAACCCTACAA
TGCTACCCTTTCCGTCCATCAACTGGTAGAGAACACCGATGAMACATTCTGTATTGACAACGA
AGCTCTGTATGATATCTGCTTCCGUACTT TGAAACTCACAAARTCCAACCTATGGAGATCTCA
ACCACCTTGGTAATTGTTATTACACTTACTAAAGTATACTTAGACCTTTTTTCATGCT GAAAATE
TECAAT TGAAGTGTCTGTCACAATGTCTGGTGTCACGACCTGCCTTCGATTCCCTGOACAGT
TGAATGLTGATCTTCGCAAGTTAGLCGTGAACATGGTTCCATTCCCTOGTCTTICACTTCTTCA
TGCCCGGTTTTGCTCCACTGTCTGCAAAGGG TGO TCAAGCATATCGEGCTTCGACAGTTGE
TGAGCTTACACAGCAAGTACGCCCATTACTCTTTATAGCATAGTGATTCAAAATTACAGCCACC
CATATTC T TAGATGTTCGATGLAAAGAACATGATGGL TG TGTGATCCTCGCCATGGACGT
TATCTTACGGTCGCTGCTATGTTCCGTGETCGTATGAGCATGCGAGTGAGTATTTTTA

Figura 9. Prirars & sitios de anelamenio na sequéncia de DNA de Hasmonchus contorfus da
primeaira reacao de nested-FCR
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b) Segunda reacao de nested-PCR
+ Preparar 20 uL do mix da segunda reagao de nested-PCR por

amostra

- componente el TR I
Agua = 2 15,00 pl -
Tamp&o 10 1.0x 2.00 pl
Prmear PN3s 10 p 0,25 uM 0,50 pl
Primer PNds 10 uM 0.25 uM 0,50 ul
dNTH 20 mia 0.2 mmM 020 ul
MaCl, 50 mm 1,5 mM 0,80 ul

Tag DNA polimerase 5.0 Wipl 0,05 Wl ou1U 0,20 ul
Primaira nested-PCH B - 1,00 L

Total - - 20,00 uL

« Depositar 19,0 L de mix + 1,0 ulL do produto da primeira reagao
de PCR em rada poco de uma nova placa, constituindo reacio
de PCR de 20,0 pL.

- Proceder a sequinte termociclagem:

84 "C 84 *C
2 T2
2 min 553 5400
555 10 min
55s
b 1 ciclo 4 # 40 ciclos +——-——

Os primers e os respectivos sitios de anelamento na sequéncia de
DNA de H. contortus da segunda reacao de nested-PCR, que gera produto
de amplificagao de 772 bp, estac demonstrados na Figura 10.
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3G-3 (Primer forward)
-3’ (Primer reverse)

>i|8O7T 752 [emb| XB0046. 1| H contortus TUB-1 gene exons 3.4.56.7
TcnccCATGTrr::Trrm-rGWTGTATGTGGGG_WATGTTCCA

GACAGCH‘HGGETCGAGATAAWACGTGTTTGG[}CAGTLAGGAGCGGG TAACAATTGGGE
GAAGGGLCACTATACTGAGGGAGCCGAGCTAGTTGATAACG TATTAGACGTTGTCCGTAAM
GAAGCTGAAGGTTGTGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAATTTACAGCTCAACTTT
GATGTGTGAATACATTTCAATTCGTGCTCAGGGCTTCCAATTBACGCATTCACTTGGAGGA
GGCACTGGATCTGGAATGGGCACTTTGTTAATTTCAAARATTCGTGAAGAGTACCCTGATA
GAATTATGGCTTCGTTCTCCGTTETTCCATCACCCAAGGTGAGATCSTGTTAATCTTTGETT
TTTTCCTAAATTGTGTATTTGAATTACTTATCCTCATGAAGATCCAAGTTGAAATAAGTCTCAC
CACCTGTAAACATGTGAAAGGAAGATGTTTTAAGG TATCCGACACTGTCGTAGAACCTTAGAA
TGCTACCCTTTCCGTOOATCAAC TEGTAGAGAACACCGATGAAACATTC TG TATTGACAACGA
AGCTCTGTATGATATCTGC T TCCGCACTTTSAMMCTCACAAATCCAACCTATGGAGATCTCA
ACCACCTTGGTAATTGTTATTACACTTACTAAAG TATACT TAGACCTTTTTTCATGC TGAAAATG
TGCAATTGAAGTGTCTGTCACAATGTCTGGTGTCH ITCGATTC
CTGAATGCTGATCTICGCAAGT TAGCCGTGAACATGGTTCCATTCCCTCGTCTTCACTTCTT
CATGCCCGRITIIGCICCACTGTICTGCAAAGGGTGCTCAAGCATATCGCGCTTCGACAGT
TGCTGAGOTTACACAGCAAGTACGCOCATTACTCTTTATAGCATAGTGATTCARAAAT TACAGE
CACCCATATTCTTAGATGTTCGATGCAAAGAACATGATGGCTGCCTGTGATCCTCGCCATGEA
CETTATCTTACGGTCGCTGLTATGT TCCGTGGTCGTATGAGCATGLGAGTGAGTATTTTIA

Figura 10. Primers e sitios de anelamento na sequéncia de DNA de Hasmonchus conforfus da
seqgunda reacso de nested-PCR

O produto de amplificacao por nested-PCR do fragmento do gene
da f-tubulina sera destinado a identificacao da espécie de helminto, apos
digestio com enzima de restricao (PCR-RFLP), e & genotipagem de poli-
morfismo F200Y por ARMS-PCR.

5.3 PCR-RFLP para identificacao da espécie de helminto

A sigla RFLP que significa "polimorfismo no comprimento de frag-
mento de restricac’, provém do inglés restriction fragment length polymor-
phism. A PCR-RFLP consiste na amplificacao de uma sequéncia de DNA por
PCR, sequida pela digestac do produto amplificade com uma enzima de
restricao (endonuclease de restricao), que reconhece e cliva uma sequeén-
cia especifica de bases ern uma molécula de DNA. Corno os polimorfismnos
eliminam ou criam sitios de restricdo para a enzima, eles podem ser identifica-
dos apds a eletroforese, por meio das diferencas de tamanho dos fragmentos
gerados pela digestao (AUSUBEL et al., 2003).
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Polimorfismos no gene da fi-tubulina que permitem a identificacao
da espécie de helminto podem ser avaliados por meio da digestdo do pro-
duto da segunda reacac nested-PCR com a enzima de restricao Rsal, por
meio da técnica de PCR-RFLP, conforme protocolo descrito a seguir.

a) PCR-RFLP: protocolo de digestiao
« Preparar 2 ul de mix de RFLP para cada amaostra

Agua Milll-C - - 1,1 uL
Tampéo 10x 1% 0,8 ul
Rsal 10 Wil 1w 0,1 ul
Total - - 20 L

- Realizar a digestao de 6 ul do produto da segunda reagao de
nested-PCR com 2 pL da mistura de digestao (1 U da enzima Rsal).

= Incubar a 37 °C, por 3 horas.

b) PCR-RFLP: protocolo de eletroforese em gel de agarose

A visualizacao dos produtos de digestao da PCR-RFLP e a identifi-
cacao da espécie de helminto podem ser feitas apds eletroforese em gel de
agarose a 2,5%, segundo protocolo descrito a seguir.

+ Preparar um gel de agarose a 2,5%

+ Pesar a agarose em um béquer, acrescentar o TBE 1x e mistu-
rar. Deixar dissolver em micro-ondas até ficar bem transparente;
evitar a fervura para nao formar bolhas.
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- Acrescentar o corante de DNA ao gel (brometo de etideo ou
Mancy-520) ou as amostras (GelRed), da mesma maneira como foi
descrito noitem 5.1, para eletroforese de DNA em gel de agarase.

- Despejar o gel no aparato de eletroforese horizontal, aguardar a
polimerizacao e cobrir o gel e os eletrados com tampae TRE 1x.

+ Aplicar as amostras e o padrao de tamanho (fadder) ao gel de
agarose a 2,5%,

« Separar os fragmentos por eletroforese e observar em transilu-
minador V.

Os sitlos de reconhecimento da enzima de restricao Asal (GT/AC) no pro-
duto de amplificacao da sequnda reacao de nested-PCR da sequéncia de DNA
de H. contortus estao demonstrados na Figura 11. A enzima Rsal reconhece dois
sitios de restricao no produto de amplificacao de 772 bp da segunda reacao de
nested-PCR, o que gera, apos eletroforese em gel de agarose, o padrao de ban-
das de restricao de 440 bp, 185 bp e 147 bp em H. contortus (Figuras 11e 12).

Sitier de reconhenimento da enzima do restrigio Rsal 5'-;’?{_‘3‘_&-3'
=0l [BRTT 52 emb| X80046 1| H rontortus TUB-1 gene exons 34567

TCACCCATGTTTCT T TAT TGBAAATGTATGTGCGGICGTTCTTCAGGAGGUAAGTATETTE
CACGTGRTGTTCT TGTTGATC TEGAGCC TGGAACGATGGACTCCGTTCETTC TRoACCGTA
TGEACAGCTT T T CGTCCAGATAAT TACG TG T T TGGCCAGTCAGGAG GG TAACAATTGGE
CEAAGGGCCACTATACTGAGGGAGCCGAGU TAGTTCATAACGTATTAGACSTTGTCOOCAA
AGAAGTGAAGGT TG TGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAATTTACAGCTTCAACT
TTGATCTGTGAATACAT T TLAATTCGTGCTCAGGGLTTCCAATTGACGCATTCACT TGGAG
GAGBCACTGGATCTGEAATGGGCACTTTETTAATTTCAAAAAT TCGTHAAGABTABCCTGA
TAGAAT TATGGETTCGTTETCCT TG T TCCATCACCCAAGGTGAGATCGTGTTAATCTTTGOTT
TT T TAAAT TG TG TAT T TCAATTACTTATC CTCATCAAG AT CAAG T TCAAATAAGTCTCAL
CACCTGTAACAT G TEAAAGGAAGATGT T TTAAGGTATCCGACACTGTCGTAGAACCCTACAA
TGECTAC T T TG ToCATCAACT GG TAGAGAACACCGATGAAACAT TC TETATTGACAACGA
AGCTCTGTATGATATCTGCTTCCGCACTTTGAAACTCACAAANTCCAMCCTATGGAGATCTCA
ACCACCTTGETAAT TG T TAT TACAC T TACTAAAG TATAC T TAGACC TTI T T ATGCTCAARATS
TGCAATTGAAGTGTETETCACAATGTCTOGTATCACGACCTGOCTTCGAT TCCCTROAC AL
CTGAATGCTGATOTTCGLAAGTTAGCOGTEAACATGETTCLATTCCCTRGTC TTCACTTCTT
CAT GO GG T T IS TCCACTOT LT Gt AAA GG TaC TCAAGCATATCGCGCTTCOACAGT
TGETGAGCTTACACAGCAAGTACGCCCATTACTC TTTATAGCATAG TGAT TCAAAATTACAGE
CACCCATATTCTTAGATG T TCGATGCAAAGAACAT GATGGETGCTGTEATCC TCGECATGGA
CETTATCTTACGGTCGC TGO TATG T TCCGTESTCGTATGAGCATGCGAGTGAGTATTTTTA

Figura 11, Sitios de resticio (GTAC) da enzima Bgal em fragmento do gane da [Hublling em
Hasmongchus confous.
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5.4 ARMS-PCR para genotipagem do polimorfismo
F200Y noisotipo 1 do gene da B-tubulina em
Haemonchus contortus e diagnostico de

resisténcia parasitaria

A sigla ARMS, gue significa amplification refractory mutation system, e
traduzida como "sisterna de amplificacao por mutacao refrataria’ A ARMS-
PCR é uma ferramenta de genotipagem de polimorfismos de nucleotidac
unico (SNP) e constitui, ao mesmo tempo, uma reacao de PCR multiplex, |4
que sao utilizados mais de dois primers, e uma reacdo de PCR alelo-especifica,
uma vez que e passivel amplificar e diferenciar um alelo do NP do outro.

O principio da ARMS-PCR consiste na utilizacao, na mesma reacao de
PCR, de quatra prirners (YE et al., 2000), dais primers externas (forward e ré
verse| controles e dois primers internos especificos: um primer forward, que
se liga a um alelo, e um primer reverse, que se liga ao outro alelo.
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Na Figura 13, estd demonstrado um esquema de reacao de ARMS-
PCR para a genotipagem do polimorfismo F200Y (transversdo T >A) no iso-
tipo 1 do gene da B-tubulina em H. contortus.

Alelo A

-
Primnr'?ﬂ

Alele T rememememore— — — 4 4  — —— ——————
e — ey

Primer RIT Primer RO |

Figura 13. Amplificagdo do polimorfismo F200Y (T > A) no gene da B-tubulina em Haemonchus
contortus por ARMS-PCR.

O protocolo de ARMS-PCR para genotipagem do polimorfismo F200Y
(transversdo T > A) no isotipo 1 do gene da B-tubulina em H. contortus esta
descrito a seguir.

a) ARMS-PCR: protocolo de reacao

- Preparar 10 uL do mix da reacdo de ARMS-PCR para cada amos-
tra.
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3 {Primer forward para resisténcia)
RIT 5-CAGAGCTTCGTTGTCAATACGGA-3 (Frimar revarse para suscephibiiidade)

Polimarfismao TrA."I', suscaptival, i. resistanta,
Padrio de bandas: Contrple. 286 hp, Resisfents’ 198 bp; Susceplive!; 146 bp

»ql|887 752 |emb|X80046.1| H.contortus TUB-1 gene exons 3,4.56,7

TCACCCATGT T TCT T TAT T GGAAAT GTATGTGCGGICG T TCTICAGGAGGCAAGTATGTTCCA-
CoTECTGETTCTTSTTGATCTCGAGCCTaGAACCATGEACTCEATTCaTICTEGACLGTATS-
GACAGCTTTTCCGTCCAGATAATTACG TG TTTGGCCAGTCAGGAGCGGGTAACAATTGGEC-
GAAGGOCCACTATACTGAGGGAGCCEAGCTAGTTGATAACGTATTAGACGTTGTCCGCAAA-
GAAGCTGAAGGTTETGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAAT T TACAGCTTCAACTT-
TEATGTETCAATACATTTCAATTCETGCTCAGEGETTCCAATTGACGCATTCACTTGGAGGA-
GOCACTGGATCTGGAATGGGCACTTTGTTAATTTCAAAAATTCGTGAAGAGTACCCTGATAGA-
ATTAT GG TCGT T TG TTGTTCCATCACCCAAGGTGAGATCGTGTTAATCTTTGETTTTT-
TCCTAAATTGTGTATTTGAATTACTTATCC TCATEAAGATCCAAGTT

-&.TGT GAAAGGAAGATGTT T TAAGGTATCCGACACTGTOGTAGAACCLTACAAT G-

TACCCTTTCCGTeCATCAA B TS EREE Y C TG TATTGACAACGAAG-
CTCTGTATGATATCTGCTTCCGCACTTTGAAACTCACAAATCCAACCTATGGAGATCTCAACCAC-
CTTGEGTAATTGTTAT TACACTTACTAAAGTATACTTAGACCTTTTTTCATGC TGAAAATGTGCA-

A GTCACGACCTGCCTICGATICCCTGGACAGCTGAA-
TGCTGATCTTCGCAAGTTAGCCGTGAACATGGTTCOATTCCCTCGTCTTCACTTCTTCATGOC-
CEGTTITGCICCACTIGTCIGCANGGGTGCTCAAGCATATCGCGETTCGACAGTTGETGAG-
CTTACACAGCAAGTACGCCCATTACTCTTTATAGCATAGTGATTCAAAATTACAGCCACCCATAT-
TCTTAGATGTTCOATGCAAAGAACATGATGECTECCTGTEATCCTCACCATGRACGTTATETTA-
CEGTCGCTGCTATETTCCGTGGTUGTATGAGCATGCGAGTRAGTATTTTTA

Figura 14. Primers @ respectivos sitios de anglamento na sequéncia de DNA de Heemonchus
conlortius para raatao de ARMS-PCR, genotipagem do polimorfismo F200Y (T = A) no gene da
p-tubulina & determinagio da resisténcia parasitaria

b) ARMS-PCR: eletroforese em gel de agarose e genotipagem
para diagnéstico da resisténcia parasitaria

Para a visualizagao dos produtos de amplificacao da reagao de ARMS-
PCR, a genotipagem das amostras quanto ao polimorfismo F200Y no iso-
tipo 1 do gene da -tubulina e a determinacao da resisténcia parasitaria,
proceder a eletroforese das amostras em gel de agarose a 2,5%, conforme
descrito anteriormente,

Os individuos homozigotos resistentes (AA ou RR) apresentam ban-
das de 296 bp e 198 bp; os homozigotos susceptiveis (TT ou 55), de 296 bp
e 146 bp; e os heterozigotos susceptiveis (AT ou RS), de 296 bp, 198 bp e
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146 bp (Figura 15}, Assim, de acordo com o padrao de bandas observado, é
possivel determinar o gendtipo (AA, TT ou AT) dos individuos e o estado de
resisténcia parasitaria (resistente ou susceptivel),

Gandtipos = .

Hemozigoto resistente (gendtipo AA. RR ou TinTir) 286 bp & 198 bp
Homozigote susceptivel (gendtipe TT. 55 ou Fen/Fan); 266 tp & 146 bp.
Heterozigoto susceptivel (genotipo AT. RS ou Fen/Tirl 296 tp. 198 bp & 146 bp

Figura 15. Padrao de bandas apis elelroloress para & detarminagso do gendtipo de helmintos
para o polimorfismo F200Y (A4, TT cu AT) e do estads de resisténcia parasiléria; rasistents (RR)
B suscaptivel (55 e RS),



