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3. EXTRACAO DE RNA
Adriana Mércia Guaratini Ibelli
Luciana Correia de Almeida Regitano

Simone Cristina Méo

A analise do RNA pode fornecer informacdes importantes sobre expressao
génica. Para que isto seja possivel, € necessario que seja feito uma purificacao
eficaz do RNA, mantendo sua integridade e qualidade.

Os métodos para isolamento de RNA baseiam-se na lise e na desnaturacao
das células que permitem a liberacao dos acidos nucléicos totais e na presenca de
inibidores que impedem a acéao de ribonucleases (RNAses) (Ausubel, 1987).

A principal dificuldade na extracado de RNA é a presenca de grande
quantidade de ribonucleases (RNAses) estaveis e ativas nos tecidos, que permitem
que o RNA (altamente instavel) seja rapidamente degradado. Desta maneira, a
primeira etapa em todos os métodos de isolamento de RNA apéds a pulverizacdo dos
tecidos, é a exposicao deste material a tampdes de extracdo. Estes apresentam
substancias como o cloreto de litio que auxilia a precipitacdo do RNA e isotiocianato
de guanidina que permite a manutencao do RNA intacto nas etapas posteriores da
extracdo, através da degradacao das ribonucleases endbégenas (Sambrook, 2002).

Atualmente, ha vérios reagentes comerciais como, por exemplo, Trizol
(Invitrogen®) e Brazol (Lab Trade do Brasil®) que possuem em sua composicdo
reagentes combinados, como isotiocianato de guanidina e fenol, possibilitando uma
extracdo de RNA mais rapida que a dos protocolos convencionais e garantindo a

integridade do material (Sambrook, 2002).


https://core.ac.uk/display/45489435?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Protocolos de Biologia Molecular Aplicadas & Producdo Animal 10

E necessaria ainda a adigdo de cloroférmio ao tampao contendo RNA que
solubiliza os lipidios permitindo a sua remocao. Ap6s a centrifugacao, trés fases
poderao ser observadas: uma rosea formada pela presenca do fenol, uma interfase
formada pelo cloroférmio e DNA e uma fase aquosa, onde estara presente o RNA.

A precipitagdo do RNA é feita com um alcool, como por exemplo, o
isopropanol. Nesta etapa, observa-se uma nuvem branca contendo o RNA.
Posteriormente, uma limpeza com alcool permite a retirada de sais que tenham
ainda aderido ao precipitado de RNA (Ausubel, 1987).

Na extracdo de RNA, alguns fatores além da escolha do protocolo utilizado,
sdo extremamente importantes para a obtencdo e a manutencdo do RNA de
qualidade.

Primeiramente, todas as solucdes utilizadas deverdo ser feitas com agua
DEPC (dietilporocarbonato) autoclavada. O DEPC atua inativando RNAses, pois
degrada as histidinas presentes.

Os almofarizes, pistilos, vidrarias e outros utensilios devem ser previamente
esterilizados em estufa a 180 °C por um periodo de quatro horas.

As ponteiras, tubos de polipropilenos devem ser novos e livres de RNAses.

As micropipetas devem ser utilizadas apenas para os procedimentos com
RNA.

A bancada deve ser constantemente limpa com SDS 10% e com etanol 70%
e, se possivel, exclusiva para a manipulacdo de RNA.

E, principalmente, devem ser tomados cuidados com as luvas utilizadas, de
forma a manté-las livres das RNAses, normalmente liberadas abundantemente pelas

secrecdes da pele.
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3.1. Protocolo de Extracao de RNA (adaptado de Chomczynski, 1987)

1. Macerar o tecido em nitrogénio liquido
2. Para cada 50 a 100 mg de tecido adicionar 1 mL de trizol (em tubo de
polipropileno de 1,5 mL). Homogeneizar em vértex
3. Incubar 5 min a temperatura ambiente
4. Acrescentar 200 uL de cloroférmio
5. Agitar vigorosamente com as maos por 15 segundos
6. Incubar durante 5 min a temperatura ambiente
7. Centrifugar a 16.000 xg/4 °C durante 15 min
8. Remover a fase aquosa para tubo limpo
9. Adicionar 500 puL de isopropanol. Homogeneizar com as maos
10. Incubar por 10 min a temperatura ambiente
11.Centrifugar a 13.000 xg/4 °C por 10 min
12.Descartar o sobrenadante
13.Lavar com 1 mL de etanol 75% (feito com agua DEPC)
(Neste ponto, pode armazenar em freezer -20 C por até um ano)
14. Centrifugar a 10.500 xg/4°C por 5 min
15.Secar o pellet durante 15 min a temperatura ambiente
Obs. Nao pode ficar nada de etanol.
16. Ressuspender o pellet em agua DEPC (20 pL a 50 pL)

Obs. Verificar o tamanho do pellet, para avaliar em que volume ressuspender.



