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A possibilidade de degradacdo enzimatica de amostras de RNA faz com que haja
necessidade de métodos adequados de armazenamento e de extracdo dessa molécula.
Dessa maneira, ha busca por métodos alternativos de armazenamento e de transporte,
mais seguros e menos dependentes de energia elétrica do que os métodos atuais. O
objetivo deste projeto foi comparar a qualidade e a integridade de RNA extraido de
tecidos armazenados em RNAlater’ e de tecidos crioliofilizados, e adaptar um método
alternativo de armazenamento e de transporte de amostras de RNA. O estudo envolveu
a avaliacdo de cinco métodos, com quatro repeticdes. Em cada repeticéo foi utilizado 1
g de tecido intestinal de quatro bovinos. Dessa quantidade, 500 mg foram divididos em
duas partes: metade foi mergulhada em 3 mL de RNAlater’ e mantida em freezer a —
20°C, e a outra parte foi crioliofilizada e mantida em temperatura ambiente livre de
umidade. O RNA foi extraido dos 500 mg restantes e dividido em cinco aliquotas iguais.
Essas aliquotas foram armazenadas de cinco formas: por crioliofilizacdo, em solucao de
FORMAzol’ a -20°C, em solugdo de FORMAzol’ a 4°C, em &gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) em freezer a —80°C e em etanol a 75% em freezer a —80°C.
Ap6s dez dias, 0 RNA dos tecidos armazenados em RNAlater’ e dos crioliofilizados foi
extraido. O RNA estocado foi processado e ressuspendido em 50 ?L de agua tratada
com DEPC. A quantidade foi avaliada por espectrofotometria e a qualidade do RNA foi
observada em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (5 pg/ml). As
amostras de RNA estavam integras antes de serem estocadas. O RNA de tecido
armazenado em RNAlater’ resultou em média da razdo de absorbancia (260/280) de
1,92 e em média de concentracdo de 1.636 ng/?L. ApGs o armazenamento do tecido
crioliofilizado, a média da razdo 260/280 do RNA foi de 1,86 e a meédia de
concentracdo, de 2.073 ng/?L. A comparacdo visual das cinco formas de
armazenamento de RNA, observando-se a intensidade luminosa das bandas de 18S e
de 28S em gel de agarose a 1%, permitiu concluir que apenas as amostras
armazenadas a —80°C em solucdo aquosa sofreram degradacdo no periodo avaliado.
Os métodos de armazenamento das amostras em agentes quimicos foram eficazes.
Porém, embora sejam dependentes de aparelhos menos sofisticados e de custo menor,
esses métodos ainda sdo dependentes de energia elétrica. Ja as amostras liofilizadas e
depois reidratadas em agua livre de RNAse permaneceram integras e apresentaram
aspecto semelhante ao das amostras nao liofilizadas; esse resultado indica que este
pode ser um método eficaz tanto para 0 armazenamento quanto para o transporte de
amostras de RNA, pois néo requer o uso de energia nesses procedimentos.



