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1. INTRODUCAO

Os fatores produzidos pelos o6citos e demais células foliculares
desempenham papéis importantes na regulacéo das funcfes ovarianas (revisado
por JUENGEL et al., 2018) e, ao contrario do controle enddcrino da reproducéo,
ainda ndo estdo bem estabelecidos. Estudos sobre o desenvolvimento folicular e
ovulacdo muitas vezes avaliam a expressao génica das células da granulosa (CG)
(ROVANI et al., 2017). Entretanto, ap6s a aspiracdo folicular para obtencédo das
CG, é frequente a presenca de eritrécitos e coagulos, que dificultam a extracao de
RNA e prejudicam a qualidade das amostras.

Diversas séo as possibilidades para coleta e processamento das células da
granulosa anteriormente a extracdo de RNA. Dentre as alternativas podemos
citar: utilizacdo de tampdo de lise de células sanguineas; coleta em reagente
especifico para extracdo de RNA ou armazenamento em tampao de preservacao
de RNA, como o RNA later. Portanto, o objetivo do presente estudo foi determinar
0 protocolo de coleta de células da granulosa mais adequado para estudos de
expresséo génica, utilizando o modelo bovino. Uma metodologia apropriada para
esse tipo de experimento pode facilitar os estudos para melhorar a compreenséo
da funcdo ovariana, especialmente quanto a regulacdo de genes envolvidos no
processo ovulatorio.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica me
Experimentacdo Animal da UFPel. ApOds a aspiracdo folicular e centrifugacéo,
foram separados o fluido folicular (FF) e o pellet de células foliculares. Com o
objetivo de testar metodologias de coleta para serem utilizadas em estudos de
expressao génica, as amostras foram distribuidos aleatoriamente em cinco
protocolos distintos: Grupo controle: Pellet celular puro no nitrogénio liquido (NL2;
controle; n=4); Grupo Trizol: as amostras (n=3) foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado, e o pellet ressuspenso em 250 pl de Trizol®; Grupo
tampao de lise de eritrécito (TLE-R7757): as amostras (n=5) foram centrifugadas,
o0 sobrenadante descartado, e foi adicionado 200 pyL de tampao (R7757 Sigma®
Aldrich) ao pellet de células, realizada a homogeneizacdo com pipetador e, apos,
adicionou-se 1000 pL de salina (NaCl 0,9%) sobre o pellet com o buffer e foi
realizada a centrifugacdo. Posteriormente, foi retirado o sobrenadante do pellet
celular formado e este foi ressuspenso em 200 uL de Trizol®; Grupo tampéao de
lise de eritrocitos CSH: as amostras (n=3) foram centrifugadas e o sobrenadante
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foi descartado. Apds, o pellet formado foi ressuspenso em 1,5 mL do tampéo de
lise celular de eritrocitos “Red Blood Cell Lysis Buffer, (2006)” descrito pelo Cold
Spring Harbor. ApGs incubacéo (5 min a temperatura ambiente), foi realizada nova
centrifugagédo por 5 min. O sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspenso em
200 pL de Trizol®; Grupo RNA later: as amostras (n=5) foram centrifugadas e o
sobrenadante descartado. Apds, foi ressuspenso o pellet celular em 200 pL de
solucéo de NaCl 0,9% e novamente centrifugado por 3 min. O pellet ressuspenso
em 200 pL de RNA later (R0O90 Sigma® Aldrich). Todas as amostras foram
armazenadas em nitrogénio liquido, exceto as do grupo RNA Later, que foram
armazenadas a -20°C até a extracdo de RNA. A quantificacdo do RNA extraido e
avaliacdo da pureza, foi realizada através de espectrofotometro, considerando a
taxa de absorcao da relacdo OD260/0D280.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Da mesma forma como observado em estudos anteriores do nosso grupo,
as células foliculares coletadas e armazenadas imediatamente em NL2 (grupo
controle), embora tenham sido extraidas da mesma forma que nos demais
grupos, ndo apresentaram quantidade de RNA satisfatorio para expressao génica.
E provavel que a presenca de células sanguineas e coagulo tenham prejudicado
a acao dos reagentes utilizados na extracdo. Da mesma forma, uma das amostras
tratadas diretamente no reagente especifico para a extracdo de RNA (Trizol),
também ndo apresentou niveis detectaveis de expressdo de trés genes de
referéncia e, portanto, as amostras do grupo Trizol ndo foram analisadas. E
possivel que a adoc¢do de protocolos mais atuais, que minimizam a presenca de
contaminantes, possibilite uma melhor qualidade de RNA conforme sugerem Toni
et al. (2018).

Para evitar a coagulacdo e induzir a ruptura das células sanguineas, foram
utilizados dois tampdes de lise de eritrécitos. Foi possivel observar que o
tratamento dos pellets celulares com os tampdes de lise possibilitou uma melhor
extracdo de RNA, obtendo-se quantidade e pureza adequadas para as analises
moleculares. Também foi possivel observar que os genes de referéncia 18S rRNA
e RPL19 foram expressos antecipadamente quando foram utilizados os tampdes
de lise em comparacdo com a utilizacdo de RNA later. Ja a utilizacdo de RNA
later possibilitou a obtencdo de quantidade adequada de RNA para o estudo de
expressao génica, entretanto, as amostras apresentaram expressao dos genes de
referéncia mais tardia em relacdo aos demais grupos. E possivel que, apesar
deste produto ser indicado para preservar a qualidade do RNA, ndo impede a
formacao de coagulos.

4. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que o tratamento das células da
granulosa, apos aspiragéo folicular, com tampé&o de lise de eritrécitos possibilita
uma melhor qualidade de RNA extraido para estudos de expressdo génica. A
utilizacdo de uma metodologia apropriada pode facilitar os estudos para melhorar
a compreensao da regulacdo de genes envolvidos no processo ovulatério.
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