
CAPiTULO 5.

Simone Cristina Meo Niciura

5. 1 Extra~ao de DNA de larvas e
adultos de helmintos gastrintestinais

A etapa que antecede qualquer procedimento de biologia molecu-

lar consiste na prepara<;ao e no isolamento de material genetico (DNA ou

RNA) puro e de qualidade (AUSUBEL et al., 2003) do parasita de interesse.

Diversas tecnicas podem ser utilizadas para a extra<;ao de DNA; no entanto,

a sele<;ao da tecnica mais adequada deve ser feita com base no parasita em

estudo e na finalidade de utiliza<;ao do DNA extrafdo.

Para a extra<;ao de DNA de larvas individuais ou em pool, e de adultos

de helmintos gastrintestinais, com vista a procedimentos de genotipagem

par nested-PCR, PCR-RFLP e ARMS-PCR, entre varios protocolos avaliados,

a extra<;ao com solvente organico (fenol e clorof6rmio) mostrou-se a mais

adequada (MELLO et al., 2009).

Assim, 0 protocolo a seguir descreve as principais etapas para a ex-

trac;ao de DNA de larvas e de adultos de helmintos, entre as quais se des-

tacam: a) recuperac;ao de nematoides e lavagem para a remoc;ao de sal da

cuticula; b) digestao com proteinase K; c) extrac;ao de DNA com solvente

organico; e d) avaliac;ao da quantidade e da qualidade do DNA extraido.

A preparac;ao das soluc;6es-estoque esta descrita no item 11.9.

a) Recupera~ao, lavagem e remo~ao de sal da cuticula de helmintos

Esta etapa destina-se a lavagem dos helmintos para a remoc;ao de

contaminantes e tambem para a remoc;ao de sal da cuticula, facilitando,

assim, a exposic;ao do material genetico, com 0 prop6sito de extrair 0 DNA.
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Larvas individuais ou em pool

.Ap6s a coprocultura, coletar de 20 ~L a 30 ~L de suspensao de

larvas (no maxima 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 ~L

de hipoclorito de s6dio (com 2,5% de claro ativo).

.Manter par 5 minutos, em temperatura ambiente.

.Acrescentar 4 ml de agua Milli-Q a placa de Petri.

.Coletar as larvas individualmente, em volume de 2 III (Figu-

ra 2), ou em pools de 100 larvas (em volume de 250 Ill), com 0

auxflio de um microscopic estereoscopico ou de um microsco-

pia invertido.

.Depositar as larvas individuais em placas de PCR ou em micro-

tubas 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, par cinco vezes, em nitrogenio Ifquido.

.Armazenar a -20 °C ate os procedimentos de extra<;ao de DNA.

Figura 1. Suspensao de larvas obtida ap6s copro-
cultura.
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Figura 2. Coleta de larva individual sob micros-
c6pio invertido.

Adultos

.Ap6s a recupera<;ao dos nematoides adultos do trato gastrin-

testinal dos hospedeiros (item 11.5), incubar par 5 minutos, em

4 mL de agua Milli-Q, com 250 ~L de hipoclorito de s6dio (com

2,5% de claro ativo) em placa de Petri.

.Transferir os nematoides adultos para a nova placa de Petri que

contem somente agua Milli-Q para lavagem.

.Macerar os nematoides individual mente, em cadinho com pisti-

10 com nitrogenio Ifquido (Figura 3).

Figura 3. Macera<;:ao de
nematoides adultos em ca-
dinho com pistilo em nitro-
genio liquido.
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.Coletar os nematoides macerados em 250 III de agua Milli-Q e

transferir para um microtubo de 1,5 ml.

.Armazenar a -20 o( ate os procedimentos de extra<;ao de DNA.

b) Inicio da extra~ao de DNA: digestao com proteinase K

Como principais componentes utilizados nesta etapa, destacam-se: a

proteinase K, potente enzima proteolitica que promove digestao de celulas

e tecidos; 0 EDTA, que sequestra cations divalentes (Ca2+ e Mg2+) e, assim,

inibe a atividade das DNases (enzimas que degradam 0 DNA); e 0 detergen-

te SDS, que solubiliza as membranas e desnatura as proteinas (AUSUBEL

et al., 2003; SAM BROOK; RUSSEL, 2001). Os demais componentes desem-

penham as seguintes fun<;6es: 0 Tris-HCI e urn tampao que mantem 0 pH

constante; 0 NaCI promove precipita<;ao de proteinas par excesso de ions;

eo DTT atua como agente redutor, que evita a oxida<;ao de enzimas e pro-

teinas (REGITANO et al., 2007).

Larvas individuais

.Preparar 10 III de tampao de digestao (pH 7,5) para cada amostra

Agua Milli-Q

Tris-HGI pH 7,5

EDTA pH 8,0

NaGI

SDS

DTT

8,0 III

0,1 III1M 10 mM

10mM

50mM

2%

0,5M

5M

20%

1 M

20 mg/mL

0,2 /!L

0,1 /!L

1,0 /!L

0,4 /!L

0,2 /!L

10 /!L

40mM

Proteinase K 0,4 mg/mL

Total

.Acrescentar, a cada microtubo ou placa de PCR, 10 Jll de tam-
pac de digestao.

Componente [inicial] [final] 1 larva
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.Homogeneizar suavemente, par inversao.

.Incubar a 56 O( overnight, em thermomixer (Figura 4) ou termo-

ciclador.

Figura 4. Thermomixer para
incubac;:ao sob agitac;:ao.

Larvas em pools e nematoides adultos

.Preparar 1,5 mL de tampao de digestao (pH 7,5) para cada amostra

1,29 mL

15 ~L

30~L

15 ~L

150 ~L

1,5mL

Agua Milli-Q

10mM

10mM

50mM

2%

Tris-HGI pH 1,5

EOTA pH 8,0

NaGI

SOS

Total

1M

0,5M

5M

20%

.Acrescentar 1 mL de tampao de digestao a cada microtubo.

.Homogeneizar suavemente, por inversao.

.Centrifugar a 14.000 g, por 5 minutos, a temperatura ambiente.

Componente [inicial] [final] Uma amostra
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.Agitar em vortex par 15 segundos.

.Centrifugar a 14.000 g, par 5 minutos, em temperatura am bien-

te, para a separa<;ao das fases (Figura 5).

.Transferir a fase aquosa (superior) (cerca de 8 Ill), que contem 0

DNA, para um novo microtubo ou placa de PCR.

.Acrescentar igual volume (8 f:.lL) de isopropanol 100%, em tem-

peratura ambiente.

.Inverter 0 tubo suave mente, por 50 vezes.

.Centrifugar a , 4.000 g, par , 5 minutos, para a obtenc;:ao do pe-

jete de DNA.

.Descartar 0 sobrenadante.

.Adicionar 1 0 ~L de etanol 70%, em temperatura ambiente, para

a lavagem do pelete de DNA.

.Centrifugar a 14.000 g, par 5 minutos.

.Descartar 0 sobrenadante.

.Deixar 0 microtubo invertido sabre papel-filtro, par 2 a 3 horas,

para a secagem do pelete de DNA.

Figura 5. Separay80 das
duas rases ap6s a centri-
fugay8o: DNA (superior)
e renal e outros resfduos
(inferior amarela).
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.Ressuspender 0 DNA com 10 f.lL de agua Milli-Q.

.Incubar 0 DNA a 37°(, par 30 minutos, em thermomixer ou ter-

mociclador.

.Armazenar a -20°(.

Larvas em pools e nematoides adultos

.Aos microtubos incubados overnight em tampao de digestao,

adicionar 0,5 mL de solu<;ao de fenol: cloroformio: alcool isoa-

mflico (25: 24: 1).

.Submeter a vortex par 15 segundos.

.Centrifugar a 14.000 g, par 5 minutos, em temperatura ambien-

te, para a separa<;ao das fases.

.Transferir a fase aquosa (superior) (cerca de 600 f.lL), que contem

0 DNA, para urn novo microtubo.

.Acrescentar igual volume (600 f.lL) de isopropanol 100%, em

temperatura ambiente.

.Inverter 0 tuba suave mente, par 50 vezes.

.Centrifugar a 14.000 g, par 15 minutos, para a obten<;ao do

pelete de DNA.

.Descartar 0 sobrenadante.

.Adicionar 1 mL de etanol 70% em temperatura ambiente, para a

lavagem do pelete de DNA.

.Centrifugar a 14.000 g, par 5 minutos.

.Descartar 0 sobrenadante.

.Deixar 0 microtubo invertido sabre papel-filtro, par 2 a 3 horas,

para a secagem do pelete.

.Ressuspender 0 DNA, com 20 f.lL de agua Milli-Q.

.Incubar 0 DNA a 37 DC, par 30 minutos, em thermomixer ou ter-

mociclador.

.Armazenar a -20 DC.



Capitulo 5 Protocolos genotipicos para nematoides gastrintestinais de ruminantes 67

.

d) Avalia~ao da quantidade e da qualidade do DNA extraido

Antes de sua utiliza<;ao, 0 DNA extrafdo deve ser avaliado quanta

a quantidade e a qualidade. A avalia<;ao do DNA em espectrofot6metro

permite a determina<;ao tanto da concentra<;ao do DNA quanta de sua

pureza. Em rela<;ao a concentra<;ao, uma solu<;ao com absorbancia a 260 nm

(A260) igual a 1 contem~ aproximadamente, 50 flg/mL de DNA (SAMBROOK;

RUSSEL, 2001). A determina<;ao da razao entre a A260 e a absorbancia a

280 nm (A280): A26JA280 permite avaliar a pureza do DNA. Em geral, DNA

de alta pureza possui razao A260/ A280 superior a 1,8, enquanto a mistura

50% protefna/50% DNA possui razao proxima a 1,5 (AUSUBEL et al., 2003).

Vale ressaltar que essa estimativa e incorreta caso a amostra apresente

quantidade significante de fencl, vista que 0 pica de absorbancia desse

componente da-se a 270 nm (SAM BROOK; RUSSEL, 2001).

Avalia~ao do DNA em espectrofotometro

Varios espectrofotometros podem ser utilizados para a avaliac;ao

do DNA, destacando-se, entre eles, 0 NanoDrop ND-l 000 (Figura

6), que possui cobertura de 220 nm a 750 nm e mensura concen-

trac;6es de 2 ng/~L a 3.700 ng/~L a partir de pequenos volumes

(de 1 ~L a 2 ~L) (REGITANO et al., 2007).

Avalia~ao do DNA par eletroforese em gel de agarose

A qualidade do DNA extrafdo tambem pode ser determinada par

meio da avalia<;:ao de sua integridade ap6s a eletroforese em gel

de agarose. Para tanto, procede-se a eletroforese de 1 I1g de DNA

em gel de agarose 1 %, com tampao TBE 1 x. Ap6s a colora<;:ao com

corante de DNA, observa-se a integridade do DNA (presen<;:a de

banda unica) em transiluminador UV (Figura 7). 0 protocolo de

eletroforese para avalia<;:ao da integridade do DNA encontra-se

descrito a seguir.
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Figura 7. DNA integra ap6s eletrofo-
rese em gel de agarose 1 %, colorac;:ao
com GelRed e observac;:ao em transi-
luminador UV.

5 J.tL para gel de 100 mL e 10 J.tL para gel de 200 mL, resultando na concen-

tra~ao de 0,125 J.tg de brometo/mL de gel. Para 0 Nancy-520. acrescentar 10

J.tL para cada 50 mL de gel, ou seja, 16 J.tL para gel de 80 mL, 20 J.tL para gel de

100 mL e 40 J.tL para gel de 200 mL. Para 0 GelRed, diluir 1 J.tL do estoque em

500 J.tL de agua (1 :500). Preparar uma mistura 1:1 de loading e Gel Red (2 J.tL de

loading + 2 J.tL de Gel Red) suficiente para 0 numero de amostras.

.Despejar 0 gel no aparato de eletroforese horizontal e esperar

polimerizar.

.Cobrir 0 gel e os eletrodos com tampao TBE 1 x

.Aplicar as amostras no gel de agarose.

Obs.: Para brometo de etfdeo e Nancy-520, em uma fita de parafilme, colocar
gotas (suficientes para 0 numero de amostras) de 2 III de loading, acrescentar
1 Ilg de DNA, completar com agua para volume de 10 III e aplicar a mistura a
cada poc;o do gel. Para 0 Gel Red, em uma fita de parafilme, colocar gotas de
4 III da mistura loading + GelRed, acrescentar 1 Ilg de DNA, completar com

agua para volume de 14 Ill, misturar e aplicar no gel.
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Separar os fragmentos por eletroforese (90 V, 70 mA e 5 W) em

tampao TBE 1 X, ate a metade do gel.

Ligar os eletrodos a cuba de eletroforese. Correr 0 gel da esquer-

da (eletrodo preto -polo negativo) para a direita (eletrodo ver-

melho -polo positivoJ, em tampao TBE 1 x.

.Observar os fragmentos em transiluminador UV e digitalizar a

imagem do gel (Figura 7).

5.2 Rea~ao de nested-PCR para amplifica~ao
de fragmento do gene da f3-tubulina
em Haemonchus contortus

A j3-tubulina e uma protefna monomerica que, ao ser polimerizada, for-

ma os microtubulos, componentes do citoesqueleto celular, responsaveis pe-

las seguintes fun<;:6es: trafego intracelular, absorc;ao e secrec;ao, ancoramento

de receptores de membrana, divisao celular, arquitetura e migrac;ao celular

(PRICHARD, 2008). A j3-tubulina constitui 0 sftio-alvo de ac;ao dos anti-helmfn-

ticos a base de benzimidazol. Assim, 0 benzimidazolligado a j3-tubulina impe-

de a sua polimeriza<;:ao em microtubulos e leva os helmintos a morte.

Entretanto, a existencia de mutac;6es no gene da j3-tubulina diminui

a afinidade de ligac;ao ao benzimidazol, 0 que resulta em resistencia parasi-

taria a esse principia ativo (BEECH et al., 1994). Entre as mutac;6es descritas

no isotipo 1 do gene da j3-tubulina, destaca-se uma transversao de timina

(T) em adenina (A) no DNA, que leva a substituic;ao de fenilalanina par ti-

rosina no aminoacido 200 (F200Y) e confere resistencia aos benzimidazois

(KWA et ai" 1994, 1995), Assim, os helmintos homozigotos TT (Fen/Fen) e

heterozigotos AT (Fen/Tir) sao suscetiveis ao benzimidazol, enquanto os

homozigotos AA (Tir/Tir) sao resistentes a ele (ELARD et ai" 1999),

A seguir, serao apresentados os protocolos para a genotipagem do po-

limorfismo F200Y no isotipo 1 do gene da j3-tubulina em H. contortus. Essa
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metodologia e uma adapta<;:ao (GROMBONI et al., 2009; MELLO et al., 2009)

dos protocolos descritos par Silvestre e Humbert (2000) e Coles et al. (2006).

Em virtude da pequena quantidade inicial de DNA presente em helmin-

tos, principal mente em larvas individuais, para aumentar as chances de ampli-

fica<;ao e de avalia<;ao de um fragmento genico, e necessaria a realiza<;ao de

duas rea<;6es de PCR consecutivas, no procedimento denominado de nested-

PCR. Na primeira rea<;ao de nested-PCR, sac utilizados primers mais externos,

que flanqueiam 0 DNA alvo e geram um produto de amplifica<;ao (amp/icon)

major. Na segunda rea<;ao de nested-PCR, 0 amp/icon da primeira rea<;ao e uti-

lizado como DNA molde para primers mais internos e que geram um amp/icon

menor. Assim, 0 produto inicialmente amplificado na primeira rea<;ao de nes-

ted-PCR e reamplificado na segunda rea<;ao, 0 que aumenta a especificidade

da rea<;ao. Um esquema da nested-PCR esta demonstrado na Figura 8.

A PCR e um procedimento rapido para a amplificac;ao enzimatica

in vitro de um segmento de DNA especffico (DNA alvo ou DNA molde)

(AUSUBEL et al., 2003). Assim como a PCR, a reac;ao de nested-PCR envolve

a utilizac;ao dos mesmos componentes e em concentrac;6es similares:

tampao (concentrac;ao de 1 x), que mantem constante 0 pH da reac;ao; dNTP

1" Nested-
PCR

2" Nested-
PCR

Figura 8. Rea98o de nested-PCR para arnplifica980 de urn fragrnento de DNA alvo
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lmlsTura equlmolar dos desoxirribonucleosfdeos trifosfato dATp, drIP, dCTP

e dGTP; de 200 j:.tM a 250 j:.tM), que fornece as bases para a sfntese do DNA;

Mg2+ (cation divalente; 1,5 mM), cofator enzimatico; um par de primers (ou

oligonuc/eotfdeos iniciadores especfficos; de 0,1 j:.tM a 0,5 j:.tM, de cada urn)
delimita 0 DNA alvo da amplificac;ao e constitui 0 sftio de inidac;ao para

a Taq DNA polimerase; Taq DNA polimerase (de 0,5 U a 2,5 U par reac;ao-

padrao de 25 j:.tL a 50 j:.tL), enzima que catalisa a sfntese de DNA a partir de

um DNA molde; e DNA (15 ng a 100 ng) (SAM BROOK; RUSSEL, 2001).

A reac;ao de nested-PCR tambem ocorre em dc/os (de 25 a 40) de am-

plificac;ao, realizados em um equipamento termodc/ador. Esses cic/os sac

compostos pelas etapas de: desnaturac;ao (de 94 °C a 95 °C, par 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), ligac;ao dos primers a fita

de DNA molde; e extensao (de 72 °C a 78 °C, par 1 minuto, a cada produto de

1.000 bp), sfntese enzimatica do DNA (SAM BROOK; RUSSEL, 2001).

A seguir, estao descritos os protocolos da primeira e da segunda

reac;6es de nested-PCR para a amplificac;ao de um fragmento do gene da

j3-tubulina em H. contortus.

aJ t'rlmeira rea~ao de nested-PCR

preparar 20 III do mix da primeira reac;:ao de nested-PCR par

amostra

10x

10 J.1M

10 J.1M

20mM

50mM5,0 

U/J.1L

14,00 J.lL

2,00 J.lL

0,50 J.lL

0,50 J.lL

0,20 J.lL

0,60 J.lL

0,20 J.lL

2,00 J.lL

20,00 J.lL

1,Ox

0,25 jlM

0,25 jlM

0,2mM

1,5mM0,05 

U/jlL ou 1 U

Agua

Tampao

Primer 36F

Primer 961 R

dNTP

MgCI2Taq 

DNA polimerase

DNA

Total
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.Adicionar 18,0 ~L do mix + 2,0 ~L de DNA extrafdo (referente a

0,2 larva individual, 5 larvas em pool ou 0,1 nematoide adulto) a cada

po<;o da placa de PCR, que constituem rea<;ao de PCR de 20,0 ~L.

.Proceder a seguinte termociclagem:

94°C

"
555

72 

°C

10 min

94°C
-

2min

1 cicio 40 ciclos

Os primers e os respectivos sftios de anelamento na sequencia de DNA

de H. contortus (GeneBank X80046.1) da primeira reac;:ao de nested-PCR, que

gera produto de amplificac;:ao de 926 bp, estao demonstrados na Figura 9.

Figura 9. Primers e sitios de anelamento na sequencia de DNA de Haemonchus contortus da
primeira reac;:ao de nested-PCR.

55°C
"

558

72°C

55 s

>giI897752IembIX80046.11 H.contortus TUB-1 gene exons 3,4,5,6,7

TCACCCATGTTTCTTTATTGGAAATGTATGTGCGGTCGTTCTTCAGGAGGCAAGTATGTTCCA
CGTGCTGTTCTTGTTGATCTCGAGCCTGGAACGATGGACTCCGTTCGTTCTGGACCGTATG
GACAGCTnTCCGTCCAGATAATTACGTGTTTGGCCAGTCAGGAGCGGGTAACAATTGGGC
GAAGGGCCACTATACTGAGGGAGCCGAGCTAGTTGATAACGTATTAGACGTTGTCCGCAAA
GAAGCTGAAGGTTGTGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAATTTACAGCTTCAACTT
TGATGTGTGAATACATTTCAATTCGTGCTCAGGGCTTCCAATTGACGCATTCACTTGGAGGA
GGCACTGGATCTGGAATGGGCACTTTGTTAATTTCAAAAATTCGTGAAGAGTACCCTGATA
GAATTATGGCTTCGTTCTCCGTTGTTCCATCACCCAAGGTGAGATCGTGTTAATCTTTGCTT
TnTCCT AAA TT GT G T A TTTGAA TT ACTT A TCCTCA TGAAGA T CCAAGTTGAAA T AA GTCTCAC

CACCTGTAAACATGTGAAAGGAAGATGTnTAAGGTATCCGACACTGTCGTAGAACCCTACAA
TGCTACCCTTTCCGTCCATCAACTGGTAGAGAACACCGATGAAACATTCTGTATTGACAACGA
AGCTCTGTATGATATCTGCTTCCGCACTTTGAAACTCACAAATCCAACCTATGGAGATCTCA
ACCACCTTGGTAATTGTTATTACACTTACTAAAGTATACTTAGACCIIIIIICATGCTGAAAATG
TGCAATTGAAGTGTCTGTCACAATGTCTGGTGTCACGACCTGCCTTCGATTCCCTGGACAGC
TGAATGCTGATCTTCGCAAGTTAGCCGTGAACATGGTTCCATTCCCTCGTCTTCACTTCTTCA
TGCCCGGTnTGCTCCACTGTCTGCAAAGGGTGCTCAAGCATATCGCGCTTCGACAGTTGC
TGAGCTTACACAGCAAGTACGCCCATTACTCTTTATAGCATAGTGATTCAAAATTACAGCCACC
CATATTCTTAGATGTTCGATGCAAAGAACATGATGGCTGCCTGTGATCCTCGCCATGGACGT
TATCTTACGGTCGCTGCTATGTTCCGTGGTCGTATGAGCATGCGAGTGAGTATTTTTA
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b) Segunda rea~ao de nested-PCR

.Preparar 20 ~L do mix da segunda rea<;ao de nested-PCR par

amostra

Agua 15,00

2,00

0,50

0,50

0,20

0,60

0,20

1,00

10x 1,Ox

0,25 11M

0,25 11M

0,2mM

Tampao

Primer PN3s

PrimerPN4s

10 ~M

10 ~M

20mM

50mM 1,5mMMgCI2

Taq DNA polimerase

Primeira nested-PCR

Total

5,0 U/I1L 0,05 U/I!L au 1 U

20,00 ~L

Depositar 19,0 ~L de mix + 1,0 ~L do produto da primeira rea<;ao

de PCR em cada po<;o de uma nova placa, constituindo rea<;ao

de PCR de 20,0 ~L.

.Proceder a seguinte termociclagem:

94 °C 94°C

'\
558

72°C

~
72°C

"

'" .54 °C /

55 s

'"

10 min

2min

1 cicio 40 ciclos .

AS primers e os respectivos sftios de anelamento na sequencia de

DNA de H. contortus da segunda reac;:ao de nested-PCR, que gera produto

de amplificac;:ao de 772 bp, estao demonstrados na Figura 10.

ilL

ilL

ilL

ilL

ilL

ilL

ilL

ilL
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PN3s:
PN4s:

>giI897752IembIX80046.11 H.contortus TUB-1 gene exons 3.4,5,6,7
TCACCCATGTTTCTTTATTGGAAATGTATGTGCGGTCGTTCTTCAGGAGGCAAGTATGTTCCA

CGTGCTGTTCTTGTTGATCTCGAGCCT~~TGGACTCCGTTCGTTCTGGACCGTATG
GACAGCTTTTCCGTCCAGATAATTACGTGTTTGGCCAGTCAGGAGCGGGTAACAATTGGGC
GAAGGGCCACTATACTGAGGGAGCCGAGCTAGTTGATAACGTATTAGACGTTGTCCGCAAA
GAAGCTGAAGGTTGTGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAATTTACAGCTCAACTTT
GATGTGTGAATACATTTCAATTCGTGCTCAGGGCTTCCAATTGACGCATTCACTTGGAGGA
GGCACTGGATCTGGAATGGGCACTTTGTTAATTTCAAAAATTCGTGAAGAGTACCCTGATA
GAATTATGGCTTCGTTCTCCGTTGTTCCATCACCCAAGGTGAGATCGTGTTAATCTTTGCTT
TTTTCCT AAA TT GTGT A TTTGAA TT ACTT A TCCTCA T GAAGA TCCAA GTT GAAA T AAG TCTCAC
CACCTGTAAACATGTGAAAGGAAGATGTTTTAAGGTATCCGACACTGTCGTAGAACCCTACAA
TGCTACCCTTTCCGTCCATCAACTGGTAGAGAACACCGATGAAACATTCTGTATTGACAACGA
AGCTCTGTATGATATCTGCTTCCGCACTTTGAAACTCACAAATCCAACCTATGGAGATCTCA
ACCACCTTGGTAATTGTTATTACACTTACTAAAGTATACTTAGACCTTTTTTCATGCTGAAAATG

CTGAATGCTGATCTTCGCAAGTTAGCCGTGAACATGGTTCCATTCCCTCGTCTTCACTTCTT
CATGCCCGGTTTTGCTCCACTGTCTGCAAAGGGTGCTCAAGCATATCGCGCTTCGACAGT
TGCTGAGCTTACACAGCAAGTACGCCCATTACTCTTTATAGCATAGTGATTCAAAATTACAGC
CACCCATATTCTTAGATGTTCGATGCAAAGAACATGATGGCTGCCTGTGATCCTCGCCATGGA
CGTTATCTTACGGTCGCTGCTATGTTCCGTGGTCGTATGAGCATGCGAGTGAGTATTTTTA

Figura 10. Primers e sitios de anelamento na sequencia de DNA de Haemonchus contortus da
segunda rea98o de nested-PCR.

0 produto de amplifica<;:ao par nested-PCR do fragmento do gene

da J3-tubulina sera destinado a identifica<;:ao da especie de helminto, ap6s

digestao com enzima de restri<;:ao (PCR-RFLP), e a genotipagem do pol i-

morfismo F200Y par ARMS-PCR.

5.3 PCR-RFLP para identifica~ao da especie de helminto

A sigla RFLP, que significa "polimorfismo no comprimento de frag-

menta de restri<;ao': provem do ingles restriction fragment length polymor-

phism. A PCR-RFLP consiste na amplifica<;ao de uma sequencia de DNA par

PCR, seguida pela digestao do produto amplificado com uma enzima de

restri<;ao (endonuclease de restri<;ao), que reconhece e cliva uma sequen-

cia espedfica de bases em uma molecula de DNA. Como os polimorfismos

eliminam ou criam sftios de restri<;ao para a enzima, eles podem ser identifica-

dos ap6s a eletroforese, par meio das diferen<;as de tamanho dos fragmentos

gerados pela digestao (AUSUBEL et al., 2003).
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duto da segunda rea<;ao nested-PCR com a enzima de restri<;ao Rsal,

meio da tecnica de PCR-RFLP, conforme protocolo descrito a seguir.

a) PCR-RFLP: protocolo de digestao

.Preparar 2 III de mix de RFlP para cada amostra

Agua Milli-Q

Tampao

Rsal

Total

1,1

0,8

0,1

2,0

10x

10 U/I!L

1x

1U

Realizar a digestao de 6 ~L do produto da segunda rea<;:ao de

nested-PCR com 2 ~L da mistura de digestao (1 U da enzima Rsal).

Incubar a 37 DC, par 3 haras.

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

A visualizac;:ao dos produtos de digestao da PCR-RFLP e a identifi-

cac;:ao da especie de helrninto podern ser feitas ap6s eletroforese em gel de

agarose a 2,5%, segundo protocolo descrito a seguir.

.Preparar urn gel de agarose a 2,5%

TBE 1x 100 mL

Agarose 2,5g

.Pesar a agarose em urn bequer, acrescentar 0 TBE 1 x e mistu-

rar. Deixar dissolver em micro-ondas ate ficar bem transparente;

evitar a fervura para nao formar bolhas.

J.lL

J.lL

J.lL

J.lL
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.Acrescentar 0 corante de DNA ao gel (brometo de etfdeo ou

Nancy-520) ou as amostras (Gel Red), da mesma maneira como foi

descrito no item 5.1, para eletroforese de DNA em gel de agarose.

.Despejar 0 gel no aparato de eletroforese horizontal, aguardar a

polimerizac;:ao e cobrir 0 gel e os eletrodos com tampao TBE 1 x.

.Aplicar as amostras e 0 padrao de tamanho (ladder) ao gel de

agarose a 2,5%..Separar 

os fragmentos par eletroforese e observar em transilu-

minador UV.

AS sftios de reconhecimento da enzima de restri<;:ao Rsal (GT / AC) no pro-

duto de amplifica<;:ao da segunda rea<;:ao de nested-PCR da sequencia de DNA

de H. contortus estao demonstrados na Figura 11. A enzima Rsal reconhece dais

sftios de restri<;:ao no produto de amplifica<;:ao de 772 bp da segunda rea<;:ao de

nested-PCR, 0 que gera, ap6s eletroforese em gel de agarose, 0 padrao de ban-

das de restri<;:ao de 440 bp, 185 bp e 147 bp em H. contortus (Figuras 11 e 12).

Sitio de reconhecimento da enzima de restri~ao Rsal: 5'-GT/AC-3'
>giI897752IembIX80046.11 H.contortus TUB-1 gene exons 3,4,5,6,7

TCACCCATGTTTCTTTATTGGAAATGTATGTGCGGTCGTTCTTCAGGAGGCAAGTATGTTC
CACGTGCTGTTCTTGTTGATCTCGAGCCTGGAACGATGGACTCCGTTCGTTCTGGACCGTA
TGGACAGCTTTTCCGTCCAGATAATTACGTGTTTGGCCAGTCAGGAGCGGGTAACAATTGGG
CGAAGGGCCACTATACTGAGGGAGCCGAGCTAGTTGATAACGTATTAGACGTTGTCCGCAA
AGAAGCTGAAGGTTGTGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAATTTACAGCTTCAACT
TTGATGTGTGAATACATTTCAATTCGTGCTCAGGGCTTCCAATTGACGCATTCACTTGGAG
GAGGCACTGGATCTGGAATGGGCACTTTGTTAATTTCAAAAATTCGTGAAGAGTACCCTGA
TAGAATTATGGCTTCGTTCTCCTTGTTCCATCACCCAAGGTGAGATCGTGTTAATCTTTGCTT
TTTTCCTAAATTGTGTATTTGAATTACTTATCCTCATGAAGATCCAAGTTGAAATAAGTCTCAC
CACCTGTAAACATGTGAAAGGAAGATGTTTTAAGGTATCCGACACTGTCGTAGAACCCTACAA
TGCTACCCTTTCCGTCCATCAACTGGTAGAGAACACCGATGAAACATTCTGTATTGACAACGA
AGCTCTGTATGATATCTGCTTCCGCACTTTGAAACTCACAAATCCAACCTATGGAGATCTCA
ACCACCTTGGTAATTGTTATTACACTTACTAAAGTATACTTAGACCTTTTTTCATGCTGAAAATG
TGCAATTGAAGTGTCTGTCACAATGTCTGGTGTCACGACCTGCCTTCGATTCCCTGGACAG
CTGAATGCTGATCTTCGCAAGTTAGCCGTGAACATGGTTCCATTCCCTCGTCTTCACTTCTT
CATGCCCGGTTTTGCTCCACTGTCTGCAAAGGGTGCTCAAGCATATCGCGCTTCGACAGT
TGCTGAGCTTACACAGCAAGTACGCCCATTACTCTTTATAGCATAGTGATTCAAAATTACAGC
CACCCATATTCTTAGATGTTCGATGCAAAGAACATGATGGCTGCTGTGATCCTCGCCATGGA
CGTTATCTTACGGTCGCTGCTATGTTCCGTGGTCGTATGAGCATGCGAGTGAGTATTTTTA

Figura 11. Sitios de restrigao (GTAC) da enzima Rsal em fragmento do gene da f3-tubulina em
Haemonchus contortus.
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440 bp

185bp
147 bp

Figura 12. Padrao de band as (440 bp,
185 bp e 147 bp) em H. contortus, ap6s
digestao do produto de amplificayaO da
segunda rea9ao de nested-PCR com a
enzima de restri9ao Rsal e eletroforese
em gel de agarose a 2,5%.

Ladder

100bp

5.4 ARMS-PCR para genotipagem do polimorfismo
F200Y no isotipo 1 do gene da lJ-tubulina em
Haemonchus contortus e diagn6stico de
resistencia parasitaria

A sigla ARMS, que significa amplification refractory mutation system, e

traduzida como "sistema de amplifica<;:ao par muta<;:ao refrataria': A ARMS-

PCR e uma ferramenta de genotipagem de polimorfismos de nucleotideo

unico (SNP) e constitui, ao mesmo tempo, uma rea<;:ao de PCR multiplex, ja

que sac utilizados mais de dais primers, e uma rea<;:ao de PCR alelo-espedfica,

uma vez que e posslvel amplificar e diferenciar urn alelo do SNP do outro.

0 principia da ARMS-PCR consiste na utilizac;:ao, na rnesrna reac;:ao de

PCR, de quatro primers (YE et al., 2001), dais primers externos (forward e re-

verse) controles e dais primers internos especfficos: urn primer forward, que

se liga a urn alelo, e urn primer reverse, que se liga ao outro alelo.



Capitulo 5 Protocolos genotfpicos para nematoides gastrintestinais de ruminantes 79

~.

Na Figura 13, esta demonstrado um esquema de rea<;ao de ARMS-

PCR para a genotipagem do polimorfismo F200Y (transversao T >A) no iso-

tipo 1 do gene da j3-tubulina em H. contortus.

AleloA

Alelo T

""C",'C,

Primer RIT:

PCRL
~---FControle

296 bp

IT

146 bp

Figura 13. Amplificay80 do polimorfismo F200Y (T > A) no gene da j3-tubulina em Haemonchus
contortus por ARMS-PCR.

0 protocolo de ARMS-PCR para genotipagem do polimorfismo F200Y

(transversao T > A) no isotipo 1 do gene da j3-tubulina em H. contortus esta

descrito a seguir.

a) ARMS-PCR: protocolo de rea~ao

.Preparar 10 III do mix da rea<;:ao de ARMS-PCR para cada amos-

tra.
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Ph3:
RIT: -~ ." ,..,'~. '~'~'-- , """U"'~~~~I

Polimorfismo T > A: I susceptive/; I: resistente.
Padrao de bandas: Contro/e: 296 bp; Resistente: 198 bp; Susceptive/: 146 bp.

>giIB97752IembIXBOO46.11 H.contortus TUB-1 gene exons 3,4,5,6,7

TCACCCATGTTTCTTTATTGGAAATGTATGTGCGGTCGTTCTTCAGGAGGCAAGTATGTTCCA-
CGTGCTGTTCTTGTTGATCTCGAGCCTGGAACGATGGACTCCGTTCGTTCTGGACCGTATG-
GACAGCTTTTCCGTCCAGATAATTACGTGTTTGGCCAGTCAGGAGCGGGTAACAATTGGGC-
GAAGGGCCACTATACTGAGGGAGCCGAGCTAGTTGATAACGTATTAGACGTTGTCCGCAAA-
GAAGCTGAAGGTTGTGATTGCCTTCAGGTACTGACTTCATCAACAATTTACAGCTTCAACTT-
TGATGTGTGAATACATTTCAATTCGTGCTCAGGGCTTCCAATTGACGCATTCACTTGGAGGA-
GGCACTGGATCTGGAATGGGCACTTTGTT.AATTTr.AAAAATTCGTnlJ.lJ.~lJ.~TlJ.r.r.r.T~ATA~lJ.-

CTTGGTAATTGTTATTACACTTACTAAAGTATACTTAGACCTTTTTTCATGCTGAAAATGTGCA-
AI IGTCACGACCTGCCTTCGATTCCCTGGACAGCTGAA-

TGCTGATCTTCGCAAGTTAGCCGTGAACATGGTTCCATTCCCTCGTCTTCACTTCTTCATGCC-
CGGTTTTGCTCCACTGTCTGCAAAGGGTGCTCAAGCATATCGCGCTTCGACAGTTGCTGAG-
CTT ACACAGCAAGT ACGCCCA TT ACTCTTT A T AGCA T AGTGA TTCAAAA TT ACAGCCACCCA TAT -

TCTTAGATGTTCGATGCAAAGAACATGATGGCTGCCTGTGATCCTCGCCATGGACGTTATCTTA-
CGGTCGCTGCTATGTTCCGTGGTCGTATGAGCATGCGAGTGAGTATTTTTA

Figura 14. Primers e respectivos sitios de anelamento na sequencia de DNA de Haemonchus
contortus para rea98o de ARMS-PCR, genotipagem do polimorfismo F200Y (T > A) no gene da
j3-tubulina e determina98o da resistencia parasitaria.

b) ARMS-PCR: eletroforese em gel de agarose e genotipagem

para diagnostico da resistencia parasitaria

Para a visualizac;:ao dos produtos de amplificac;:ao da reac;:ao de ARMS-

PCR, a genotipagem das amostras quanta ao polimorfismo F200Y no iso-

tipo 1 do gene da j3-tubulina e a determinac;:ao da resistencia parasitaria,

proceder a eletroforese das amostras em gel de agarose a 2,5%, conforme

descrito anteriormente.

AS indivfduos homozigotos resistentes (AA ou RR) apresentam ban-

das de 296 bp e 198 bp; os homozigotos susceptfveis (TT ou 55), de 296 bp

e 146 bp; e os heterozigotos susceptfveis (AT ou R5), de 296 bp, 198 bp e
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15). Assim, de acordo com 0 padrao de bandas observado, e -

Ideterminar 0 gen6tipo (A A, TT ou AT) dos indivlduos e 0 estado de'ia 

parasitaria (resistente ou susceptlvel).

to 

resistente (gen6tipo AA, RR ou Tir/Tir): 296 bp e 198 bp.to 
susceptivel (gen6tipo TT, 88 ou Fen/Fen): 296 bp e 146 bp.

>to susceptivel (gen6tipo AT, R8 ou Fen/Tir): 296 bp, 198 bp e 146 bp.

Padrao de bandas ap6s eletroforese para a determina9ao do gen6tipo de helmintos
,rnorfismo F200Y (AA, TT ou AT) e do estado de resistencia parasitaria: resistente (RR)

lei (88 e R8).


