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Amostras de RNA com elevado grau de pureza e integridade sao necessdrias em diversos métodos de andlise da expressao
génica. Em virtude da possibilidade de degradagao enzimdtica, métodos eficazes de extragio e armazenamento dessas
amostras sao necessirios. Existem hoje no mercado reagentes que permitem a extragao e a purificacio de RNA de
diversas amostras, com rapidez e eficiéncia, pois contém simultaneamente desnaturantes, como o isotiocianato de
guanidina, que impedem a agio enzimdtica, e solventes orginicos que isolam o RNA do DNA e das proteinas. O
objetivo deste projeto foi comparar a qualidade e integridade de RNA extraidos a partir de tecidos armazenados em
RNAlater® e de tecidos crioliofilizados, e testar diferentes métodos de armazenamento para conservacio de RNA. Foram

feitas quatro repetigdes, utilizando 1g de tecido intestinal de bovino de quatro animais diferentes. 500 mg de tecido
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foram divididos em duas partes iguais, uma foi mergulhada em 3mL de RNAlater® e mantida em freezer—20° C, ¢ a

outra, crioliofilizada e mantida em temperatura ambiente livre de umidade. O RNA foi extraido dos 500 mg restantes,

sendo dividido em cinco aliquotas iguais que foram estocadas usando cinco diferentes condigoes de armazenamento:
crioliofilizagao; solugdo fomazol® a —20°C, solugao formazol® a 4°C, 4gua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)
em freezer —80°C e etanol 75% em freezer —80°C. Apés 10 dias, o RNA dos tecidos armazenados em RNAlater® e

crioliofilizados foi extraido. Os RNAs estocados foram ressuspendidos em 50pL de dgua DEPC. A quantidade foi

avaliada por espectrofotometria e a qualidade dos RNAs foi observada em gel de agarose 1% corado com brometo de

etidio (5 pg/ml). As amostras de RNA mostraram-se integras antes de serem submetidas & armazenamento, nio sendo

observada degradacio no gel de agarose. As raz6es RNA:proteinas variaram de 1,79 a 1,98 indicando alto grau de pureza

de RNA. No armazenamento do tecido em RNAlater®a leitura 260nm teve média de 0,409 com desvio padrao de 0,159
e a concentragao, média de 1636ng/pL, com desvio padrio de 636,96. No armazenamento do tecido crioliofilizado, a
leitura 260 teve média de 0,518 com desvio padrio de 0,1254 e a concentragio média de 2073ng/pL com desvio padrio
de 421,7. A comparagio visual dos cinco diferentes métodos de armazenamento de RNA, observando-se a intensidade
luminosa das bandas 18S e 28S em gel de agarose 1%, permitiu concluir que apenas as amostras armazenadas a —80°C
em solucio aquosa sofreram degradacio no periodo avaliado. As amostras liofilizadas e depois reidratadas em dgua
livre de RNAse permaneceram integras, apresentando aspecto semelhante ao das amostras nao liofilizadas, indicando
que, além da utiliza¢io de agentes desnaturantes com o formazol® e o RNAlater®, este pode ser um método utilizado

na conservacao de amostras de RNA.
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