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Avaliacao de dois métodos para
extracao de RNA total de células da
granulosa de fémeas suinas
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A extracio de RNA rtoral exige maiores cuidados que aqueles dedicados 4 extragio de DNA, devido a sua menor
estabilidade e susceptibilidade A degradagio por RNAses. A qualidade do material de RNA inicial rem grande impacto
nas anilises subseqiientes, Nesse trabalho foram testadas duas diferentes réenicas de extragio de RNA de células da
granulosa de ovirios de fémeas suinas, com o objetivo de compari-las para otimizagio e utilizagio em posteriores andlises
laboratoriais. Foram coletadas amostras do liquido folicular de trés porcas de alta ¢ trés de baixa prolificidade. Para cada
amostra foram coletadas células da granulosa por pungio e aspiragio folicular. Foi realizada a contagem do niimero de
células para ajustar ao volume de reagentes requeridos nos protocolos. Apds a aspiragio, as cclulas da granulosa foram
peletizadas por centrifugagio do liquido folicular, lavadas em PBS 1X ¢ ressuspendidas no mesmo reagente para extragio
do RNA por meio dos seguintes protocolos: com Trizol (Invitrogen) e com o RNeasy Mini Kit (Qiagen); para ambos
os protocolos foi realizado o tratamento com DNase do RNA rotal extraido. O RNA roral obrido foi quantificado

por especroforometria e sua qualidade foi verificada em gel de agarose 1,2%. Nos dois métodos um agente caorrépico

(oi urtilizado para lisar ¢élulas ¢ inativar RNases endégenas. O reagente trizol rompe as células e separa o RNA de
contaminantes por meio da utilizagio de agentes desnaturantes e inibidores de RNAse. O Kit RNeasy Mini é baseado
na ligagao seletiva do RNA a uma membrana de silica-gel. O RNA extraido com Trizol apresentou concentrago e razio
de absorvancia (A, /A,,) média de 89,6 ng/pl ¢ 1,89 respectivamente. A extragao com Kit RNeasy Mini utilizando
tratamento com DNase apresentou concentracio média de 10,35 ng/pl e razio média de 2.01, O mérodo de extracio

de RNA com Trizol mostrou-se mais eficiente, pois apresentou maior concentragio ¢ razio (A, JA ) dentro dos
limites de pureza recomenddveis.

Apoio financeiro: FAPEMIG, FINEP, CAPES e CNPq.
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