RNAholder
100ml

Cod.# RN-0100N

Descrig¢ao do Produto:

RNAholder ¢é um reagente aquoso, néo
téxico indicado para preservar e estabilizar o
RNA celular de amostras frescas de tecidos
ou células em solugdo, deixando o RNA
intacto mesmo quando nao congelado.

RNAholder elimina a necessidade do
manuseio imediato das amostras ou do seu
congelamento em nitrogénio liquido.
Pedacos de tecidos podem ser colhidos e
submergidos em RNAholder para o
armazenamento destes sem a alteragao da
qualidade e da quantidade do RNA das
amostras. As amostras podem ser
armazenadas congeladas ou néo
congeladas.

Componentes:
RNAholder - 100ml

Armazenamento e Estabilidade

Armazenar o RNAholder em temperatura
ambiente. Este produto tem garantia de 6

meses quando armazenado corretamente.
Se ocorrer precipitagdo do RNAholder,
aquece-lo a 37°C e agitar para re-dissolver.

Descarte do RNAholder

O RNAholder pode ser descartado
seguramente em pias e agua corrente.

Materiais compativeis c/ RNAholder

O RNAholder pode ser utilizado para
preservagdo de RNA de uma ampla
variedade de tecidos, culturas celulares,
bactérias e leveduras. O RNAholder nao é
muito eficiente em tecidos cuja penetragéo
da solugéo é bastante dificultada, como em
tecidos 6sseos e de plantas com excesso
decera.

RNAholder foi testado em uma ampla
variedade de tecidos e células de animais
incluindo cérebro, bacgo, coragéo, figado,
rim, testiculo, pulmao, musculo esquelético
e timo. RNAholder mostrou-se eficiente na
preservagao do RNA de E. coli, Drosophila,
tecidos, cultura celulares, leucdcitos e
alguns tecidos de plantas.

Modo de Uso do RNAholder

Usar o RNAholder apenas em tecidos
frescos. N&o congelar as amostras de
tecidos antes daimersdo no RNAholder.

Antes de imergir as amostras de tecidos no
RNAholder, cortar em pedacos idealmente

ndo maiores que 0,5cm, em qualquer
dimenséo.

Colocar os tecidos cortados em 5 - 10
volumes de RNAholder (5-10ml de
RNAholderpara cada grama de tecido).

A maioria das amostras imersas no
RNAholderpodem ser estocadas por:

1dia 37°C
1semana 25°C
1més 4°C
Tempoindefinido -20°C
Tempoindefinido -80°C

Nao congelar as amostras imersas no
RNAholder imediatamente. Estocar a 4°C
overnight (para permitir que o RNAholder
penetre totalmente no interior das amostras
de tecidos), remover o sobrenadante e
refrigerar a -20°C ou -80°C.

Tecido Animal

RNAholder ndo rompe a estrutura dos
tecidos, desta maneira os tecidos imersos
em RNAholder podem ser removidos da
solugdo e secionados em pequenos
pedagcos e retornados a solugdo de
RNAholder se desejado.

Pequenos 6rgaos como figado, rins e bago
de camundongos podem ser estocados por
inteiro no RNAholder.

Tecidos de Plantas

Tecidos de plantas com barreiras de difusédo
naturais, como folhas com epitélio ceroso,

devem ser rompidas para permitir o0 acesso
do RNAholder no tecido. Porém muitos
tecidos de plantas podem ser imersos por
inteiro no RNAholder.

Cultura de Células

Sedimentar as células seguindo o protocolo
do laboratério. Remover o sobrenadante e
adicionar 5-10 volumes de RNAholder. As
células podem ser lavadas em PBS antes de
re-suspender em RNAholder, se desejado.

Sangue e Plasma

Células brancas do sangue podem ser
preservadas em RNAholder quando
separadas das células vermelhas e do soro,
podendo ser tratadas como cultura de
células. RNAholder ira preservar o RNA de
pequenas quantidades de sangue anti-
coagulado, soro e plasma.

Leveduras

Sedimentar as células de leveduras até 3 x
10° (centrifugar & 12.000 x g por 2 min).
Remover o sobrenadante e resuspender
imediatamente as células em 0,5-1ml de
RNAholder. Células de leveduras podem
ser estocadas em RNAholder por até 8h a
25°C ou por 1 semanaa4°C.

Para o armazenamento das leveduras por
longo tempo, incubar as células em
RNAholder por 1h. Centrifugar a uma
velocidade acima de 12.000 x g por 5
minutos, remover o sobrenadante e
refrigerara-80°C.



Bactérias

RNAholder é bacterioestatico ou seja,
colénias de bactérias ndo crescem na
presenga do RNAholder, permanecendo
intactas. E. coli estocada em RNAholder
pode permanecer por 1 més a 4°C sem que
aqualidade do RNA seja alterada.

Estocagem das amostras em
RNAholder

Estocagem a-80°C

Amostra preservadas em RNAholder e
congelada a -80°C pode permanecer
estocadas por tempo indeterminado.
RNAholderira congelar a-80°C.

Nao congelar diretamente a -80°C as
amostras imersas no RNAholder, incubar a
4°C overnight, permitindo a penetragao total
do RNAholder no interior das amostras e
logo apés refrigerar a-80°C.

Para acelerar o tempo de descongelamento
é recomendado remover o tecido ou as
células do RNAholder antes de ser
congelado a-80°C.

As amostras podem ser descongeladas a
temperatura ambiente e refrigeradas
novamente sem que ocorra alteragdes
significantes da integridade do RNA.

Estocagem a-20°C

Amostras preservadas em RNAholder ndo
serdo congeladas quando refrigeradas a
-20°C, porém cristais poderao ser formados.
As amostras podem permanecer estocadas

por tempo indeterminado quando
refrigeradas a -20°C.

Nao congelar diretamente a -20°C as
amostras imersas no RNAholder, incubar a
4°C overnight, permitindo a penetragéo total
do RNAholder no interior das amostras e
logo ap6s refrigerar a-20°C.

As amostras podem ser descongeladas a
temperatura ambiente e refrigeradas
novamente sem que ocorra alteragbes
significantes da integridade do RNA.

Estocagem a 4°C

Amostras podem ser estocadas a 4°C por 1
més sem que ocorra degradagdes
significantes do RNA.

Estocagem a 25°C (temp. ambiente)

Muitos tipos de amostras podem ser
estocadas a 25°C em RNAholder por 1
semana sem que ocorra perdas
significantes da qualidade do RNA. ORNA é
parcialmente degradado apds 2 semanas
deincubagao a 25°C.

Estocagem a 37°C

RNA isolado de amostras e estocados em
RNAholder a 37°C permanece intacto por
até 24 horas, mas €& parcialmente
degradado ap6s 3 dias de incubagéo.

Isolamento do RNA de Amostras em
RNAholder

Remocgao do RNAholder das amostras

Tecidos

Remover o tecido do RNAholder e
submergir em uma solucdo de lise.
Homogeneizar o tecido apds a submersao
na solugdo de lise/desnaturante.

Células

Existem duas opg¢bes para o isolamento do
RNA de células estocadas em RNAholder:

a. Remogdo do RNAholder antes da
extragdo:

Devido a grande densidade do RNAholder,
grandes forgas centrifugais sao requeridas
para sedimentar as células armazenadas no
RNAholder. Geralmente, as células tornam-
se menos fragil quando estocadas em
RNAholder, podendo ser centrifugadas a
altas velocidades (em torno de 5000 x g),
sem que ocorra a lise destas. Como a
resisténcia das células variam muito de tipo
para tipo, & recomendavel testar a
velocidade de centrifugagéo ideal para cada
linhagem de células. Alternativamente
pode-se diluir o RNAholder adicionando o
volume igual de PBS gelado (ou outra
solugdo tampéo) imediatamente antes da
centrifugagao para diminuir a densidade da
solugéo, podendo entdo ser centrifugado a
velocidades de centrifugagéo normais.

b. Extracdo do RNA das células no
RNAholder:

Solugdes de extragdo de RNA como o fenol
podem ser utilizadas para purificar o RNA de
células em suspensdo em RNAholder. Isto
pode ser realizado adicionando 10 volumes
de solugdo fenol acido nas amostras de
células e proceder normalmente seguindo o
protocolo do laboratério.
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Uso apenas para pesquisa
N&o utilizar para procedimentos
diagnésticos



