Extracdo de RNA de Haemonchus contortus
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INTRODUCAO O Haemonchus contortus ¢ um nematoide que parasita o trato
gastrointestinal de pequenos ruminantes, estes parasitas sdo hematofagos e seus efeitos
nos hospedeiros sdo variaveis, dependendo da idade, grau de resisténcia e nutrigdo. Sua
elevada fecundidade leva a rapida contaminacdo de pastagens com larvas e consequente
alto indice de infecgdo. A constante perda de sangue causada pela infeccdo de H.
contortus pode resultar em anemia, anorexia, reducdo no peso corporal, apatia e morte.
O controle das helmintoses é baseado principalmente no uso de anti-helminticos, porém
0 estudo do material genético desses parasitas através de técnicas moleculares €
fundamental para se ampliar o conhecimento sobre as bases genéticas da resisténcia
anti-helmintica bem como dos mecanismos de sobrevivéncia do parasita frente
diferentes niveis de resisténcia dos hospedeiros. OBJETIVOS Obter amostras de RNA
total de isolados de Hemonchus contortus em situacdes de interesse (exposicdo a anti-
helminticos e a hospedeiros resistentes e suscetiveis ao parasita) para caracterizacdo de
transcriptoma através de sequenciamento de proxima geracdo e determinar um conjunto
de genes expressos relacionados ao parasitismo e a resisténcia aos anti-helminticos.
METODOLOGIA A extracdo de RNA total de parasitas fémeas de H. contortus
congelados foi realizada utilizando maceragdo em nitrogénio liquido e Trizol para lisar
as células. Além disso, foram utilizados cloroférmio e isopropanol para separar as fases
e precipitacdo de RNA total, respectivamente. As amostras extraidas foram
quantificadas por espectrofotometria e analisadas por eletroforese em gel de agarose a
1,5% corado com brometo de etidio para verificar a integridade das bandas de RNA
ribossémico 28S e 18S. O experimento foi realizado de acordo com as normas do
comité de ética da Embrapa Caprinos e Ovinos/Universidade Estadual Vale do Acaral
(protocolo 026.12). RESULTADOS E DISCUSSAO As extracdes de RNA total foram
satisfatorias, observando-se através da eletroforese em gel de agarose a presenca de
bandas ribossomais integras. O RNA total extraido foi analisado e quantificado por
espectofotometria obtendo-se uma média de concentracdo de [RNA] igual a 288,5 ng/ul
e média de razdo de absorbancia [260/280] igual a 2,085. CONCLUSAO As amostras
de RNA extraidas foram suficientes em qualidade e quantidade para serem submetidas
ao sequenciamento do transcriptoma.



