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RESUMO: o RNA ¢é um polimero de nucleotideos, normalmente em cadeia simples. As funcdes do
RNA variam de acordo com a sua classe e podem atuar no processamento de proteinas. Com o avango
biotecnoldgico e questdes de evolucdo, tornou-se importante o estudo do RNA, e conservar essa
molécula preservando sua viabilidade, tem sido um desafio, é necessario que as amostras sejam
manipuladas cuidadosamente, para que os resultados dos estudos da molécula ndo fiquem
comprometidos, por isso é necessario atentar-se quanto a extracdo e conservacdo do RNA, para o
sucesso da técnica empregada. O objetivo deste estudo € analisar e comparar a concentracdo e
integridade do RNA armazenado em -70°C e -20°C em um periodo de 60 dias. Utilizamos amostras de
figado de ave, do qual o RNA foi extraido com o protocolo do reagente Trizol®, e armazenado 10
amostras de RNA em -70°C e 10 amostras em -20°C durante 60 dias. Os resultados de concentragdo e
relacBes 260/280 e 260/230 das amostras foram determinados por espectrofotometria, que apresentou
RNA de qualidade, porém contaminado por substancia organica, possivelmente por fenol ja que nédo
houve purificacdo das amostras. A integridade da molécula foi determinada por eletroforese em gel de
agarose 2%, onde identificaram bandas bem definidas e claras em ambas as amostras conservadas em -
70°C e -20°C. Concluimos que tanto a temperatura de -70°C e -20°C sao ideais para conservacdo deste
acido nucléico.

Palavras-chave: Extracdo de RNA, Trizol reagente, Temperatura de conservacdo de RNA

ABSTRACT

RNA is a polymer of nucleotides, usually in a single chain. The functions of RNA vary according to
their class and can act in the processing of proteins. With the advancement of biotechnology and
evolution issues, it has become important to study RNA, and to preserve this molecule while preserving
its viability, has been a challenge, it is necessary that the samples be handled carefully, so that the
results of the molecule studies do not remain compromised, so it is necessary to be careful about the
extraction and conservation of RNA, for the success of the technique employed. The objective of this
study is to analyze and compare the concentration and integrity of RNA stored at -70 ° C and -20 ° C
over a period of 60 days. We used bird liver samples from which the RNA was extracted with the
Trizol® reagent protocol, and stored 10 samples of RNA at -70 ° C and 10 samples at -20 ° C for 60
days. The results of concentration and 260/280 and 260/230 ratios of the samples were determined by
spectrophotometry, which presented RNA of quality, but contaminated by organic substance, possibly
by phenol since there was no purification of the samples. The integrity of the molecule was determined
by 2% agarose gel electrophoresis, where well defined and clear bands were identified in both samples
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stored at -70 ° C and -20 ° C. We conclude that both the temperature of -70 ° C and -20 ° C are ideal for
the conservation of this nucleic acid.

Keywords: RNA extraction, Trizol reagent, RNA storage temperature.

1. INTRODUCAO

O RNA (&cido ribonucleico) é um polimero de nucleotideos, normalmente em cadeia simples,
em que cada nucleotideo é formado por uma base nitrogenada, uma ribose e um agrupamento fosfato.
As funcbes do RNA variam de acordo com a sua classe e podem atuar no processamento de proteinas
(LEONTIS; WESTHOF, 2001).

Com o avanco biotecnoldgico e questdes de evolucdo, tornou-se importante o estudo do RNA
gereando uma grande quantidade de conhecimentos em biologia molecular. Existem virus, como o HIV,
que possuem apenas RNA como material genético, e o estudo dessa molécula pode fornecer mais
esclarecimentos sobre a fase de ativacdo do virus (MELO et al., 2010; SOLA et al., 2012).

Conservar as amostras de acidos nucléicos, ou seja, preservar sua viabilidade, tem sido desafio
atual; para isso sdo necessarios métodos de manutencdo, estocagem e conservacao amostras (SOLA et
al., 2012). Néo existe um protocolo universal que determine a eficiéncia da estocagem e preservagédo do
RNA a longo prazo. E necesséario que as amostras sejam manipuladas cuidadosamente, para que os
resultados dos estudos da molécula de RNA ndo fiquem comprometidos. E comum a degradacéo do
RNA, por hidrdlise, pela acdo de ribonucleases (RNAses); as ribonucleases sdo muito estaveis. Sua
atividade esta associada a temperatura no qual é exposta, sendo inativada sob temperatura muito baixa
(BORGES, 2014). Alguns autores preconizam armazenar 0 RNA em -70°C e -20°C, sendo mais comum
a -70°C (SOLA, 2012). Porém ja foi constatada a degradacdo do RNA armazenado, durante oito meses,
a-80°C (OLIVIERI et al., 2014).

O objetivo deste trabalho, frente aos resultados conflitantes encontrados na literatura, é analisar e
comparar a concentracdo e a integridade do RNA armazenado em -70°C e -20°C, em um periodo de
estocagem de 60 dias.

2. MATERIAL E METODOS
A amostra utilizada para o0 método foi figado de ave (Gallus gallus domesticus) adquirido
comercialmente, macerado em nitrogénio liquido e armazenado a -70° C durante 30 dias. A extragéo
seguiu a metodologia indicada na bula do reagente Trizol®, que inclui a homogeneizagéo, seguido pelo

isolamento, separacdo de fases, precipitacdo, lavagem e ressuspensdo do RNA em &gua nuclease free.
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A integridade do RNA extraida foi verificada em gel de agarose 2% e a determinacdo da
concentragéo foi feita por espectrofotometria no NanoDrop 1000®. As amostras foram estocadas em -
20° C e -70° C por 60 dias. Apbs este periodo as mesmas foram descongeladas e novamente a
integridade e concentracdo foram mensuradas.

A andlise estatistica dos dados foi realizada nos programas Microsoft Excel® (graficos e
estatisticas descritivas) e MiniTab® (inferéncia estatistica). Na inferéncia estatistica utilizamos o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5, pois as amostras ndo possuiam

distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-Sminorff).

3. RESULTADOS

Apo6s o descongelamento das amostras, armazenadas em um periodo de 60 dias, foram
comparados os resultados das concentracdes e relacdes 260/280 e 260/230, obtidos no Nanodrop®.

A solucdo inicial do dia 0, apresentou concentracdo meédia de 2299,4+242,0 ng/uL
(260/280=1,91+0,06, 260/230= 0,87+0,05), enquanto as amostras armazenadas em um periodo de 60
dias em -20°C apresentou a concentracdo média de 2245,4+155 ng/uL (260/280= 1,91+0,07,
260/230=0,90+0,08) e em -70°C apresentaram, a concentracdo de 2218,2+54 ng/uL (260280=
1,91+0,04, 260/230= 0,89+0,03). A amostra 9, armazenada a -20°C, secou durante o periodo de

estocagem.

Tabela 1- Concentracdo, relagcdo 260/280 e 260/230 da solugdo-mée (dia 0) e das amostras armazenadas
a -20°C e -70°C, durante 60 dias.
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Concentragio (ng/ul) Relagao (260/280) Relacao (260/230)
Amostras Dia 60 Dia 60 Dia 60
Dia0  -20°C  -70°C  Dia0 -20°C -70°C Dia0 -20°C -70°C
1 21589 21067  2261.5 1.92 1.94 1.93 0.86 0.88 0.86

rJ

22247 20601 22516 1.91 1.94 1.92 0.84 0.86 0.89

3 23415 20878 21146 1,93 1,93 1,95 0.86 0,86 0.89

4 24148 20721 2363 1,93 1.93 1.89 0,88 0.86 0.9

5 24381 21334 24681 1.93 194 1.82 0.8% 088 0.96

6 20073 20802 21942 1,75 1.94 1.91 1.02 0,81 088

7 21042 21628 22043 1.93 1.94 1.9 0.88 0.88 0.9

8 21184 25426 21219 1.93 1.91 1,93 0.84 0.95 0.85

2 2159 21043 1.93 1.4 0.85 0.88

10 22092 31021 21169 1.94 1,72 1.93 0.85 1,09 0.87
Mediana 2217 2106,7 21993 193 1.94 1.93 .86 .88 .89
Meédia 22994 22455 22182 191 191 191 087 0.9 089
Desvio Padvio 242 3491 1204 0,06 0,07 0,04 005 0.08 003

Coef. de variacio (%) 105 155 54 297 3,76 1,94 6.06 92.06 339

Ap06s mensurar a concentracdo e relagdo 260/280 e 260/230, foi analisada a integridade das
amostras armazenadas, comparando com a amostra inicial do dia 0. Ndo se observou na comparacédo da
solucdo inicial com as amostras armazenadas a -20°C e -70°C sinais de degradacdo do DNA e observa-
se as sub-unidades 28S e 18S.

Figura 1- Bandas de RNA corridas em gel de agarose 2%.

Dia 0 Dia 60: -20°C Dia 60: -70°C

288

[LAY

4. DISCUSSAO
A metodologia do Trizol® possui baixo custo e extracdo do RNA eficaz em amostras frescas ou
mantidas a -70°C; estas condi¢des aplicam-se as amostras desse estudo, que foram armazenadas por 30
dias antes da extracdo do RNA (GOUVEIA et al, 2001). Outro fator importante para a extracdo do RNA
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¢ a temperatura em que a mesma ocorre; observou-se que RNA extraido nas temperaturas de 4°C e
temperatura ambiente apresentam concentra¢es maiores, do que aquele extraido a -20°C. O protocolo
utilizado no presente estudo extraiu 0 RNA com as amostras em contato com gelo, ou seja, em uma
temperatura proxima de 0°C e adequada a extracdo (AYALA-RAMIREZ et al, 2013).

As amostras armazenadas a -70° e -20°C, durante 60 dias, ndo apresentaram concentracfes
diferentes quando comparadas entre si e & extraida no dia 0 (p>0,05). Tanto as amostras de -70° e -20°C
se mantiveram na meédia padrdo da relacdo 260/280, ou seja, RNA livre de proteinas, e segundo 0s
dados da relacdo 260/230 houve contaminacdo, possivelmente por conta do fenol, reagente utilizado
para separar RNA das proteinas, pois ndo houve purificacdo das amostras(ND- 1000 Spectrophotometer
v3.3 User’s Manual, 2006). O RNA estava integro nas amostras armazenadas nas diferentes
temperaturas, demostrando que ndo houve degradacdo das amostras em ambas as temperaturas, apesar
da literatura preconizar que a temperatura de -20° ndo inibe a atividade das RNAses (MELO et al.,
2010).

Em outra pesquisa, que também foi utilizado o protocolo do Trizol®, porém modificando a
metodologia, as amostras foram armazenadas a -80°C e ndo houve resultados satisfatorios na
concentracdo; ja o protocolo do reagente Pure Link Plant RNA Reagent® obteve resultado satisfatorio
também em -80°C. Esses estudos demonstram que a metodologia deve ser seguida conforme
recomendac0es do fabricante, fato comprovado com as concentracfes de RNA obtidas em nosso estudo
(NAGASHIMA et al., 2013).

Um estudo que extraiu RNA de folhas de Passiflora edulis, coma metodologia do Trizol®, em
temperatura ambiente constatou que houve degradacdo do RNA ribossdmicos, mas ndo do RNA
mensageiro. Isso mostra que as subunidades do RNA ribossdémico s&o bons indicadores da integridade
do RNA, pois sdo mais sensiveis a degradacdo (LUZ; PRETTI; BATITUCCI, 2014). Por isso podemos
afirmar que as nossas amostras, extraidas em uma temperatura préxima de 0°C, estavam integras apds

conservagao em -20°C e -70°C, pois as subunidades ribossémicas ndo estavam degradadas.

5. CONCLUSAO
Tanto as amostras de -70°C e -20°C apresentaram moléculas de concentracdo e integridade
significativamente inalteradas, tendo em vista seu periodo de armazenamento de 60 dias. Houve
contaminacgdo das amostras, possivelmente por fenol ja que ndo houve purificacdo, o que néo alterou a
qualidade do RNA, pois o gel de integridade evidenciou bandas definidas para ambas as temperaturas.
As moléculas de RNA extraidas pelo Trizol®, podem ser armazenadas tanto em -70°C e -20°C sem

alterar a concentragéo e integridade das mesmas.
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