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Andlise da expressdo génica para identificacdo de subpopulacfes funcionais de células
Natural Killer uterina de camundongos.

Maria Gabriela F. Mulato*, Aureo T. Yamada.

Resumo

Os linfécitos natural killer (NK) presentes no Gtero gestante de humanos e alguns roedores como ratos e camundongos
desempenham func¢des criticas para o sucesso da gestacdo. Em camundongos, a distribuicdo e morfologia destas
células no ambiente uterino variam de acordo com o desenvolvimento da gestacéo sugerindo a ocorréncia de subtipos
funcionais. O presente trabalho busca identificar as variacbes das expressdes génicas destes subtipos
morfologicamente distinguiveis distribuidas na regido do MLAp (agregado linféide do mesométrio associado a gestacao)
por meio da microscopia de dissec¢do a laser em preparados histolégicos de Utero gestante de camundongos
submetidos a citoquimica de lectina DBA (Dolichos biblorus). Desta analise busca-se estabelecer a correlacéo

morfofuncional das subpopula¢bes das células natural killer uterinas (UNK) relacionado com a gestacéo.
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Introducéo

Estudos funcionais realizados com camundongos
geneticamente modificados e in vitro de uNK isoladas
confirmam a secrecdo de diversos mediadores como IFN-
v, VEGF, PIGF, angiopoeitina-2, TGF-f e TNF-a, que
auxiliam a homeostase do ambiente uterino relacionado
com a gravidez"®. Presume-se que esta diversidade
funcional seja relacionado com os subtipos morfolégicos
de uNKs que apresentam distribuicdo preferencial na
regido denominada MLAp (mesometrlal limphoid agregate
associated to pregnancy) Contudo, se estes subtipos
morfologicos localizados em &reas diferentes tém funcdes
diferentes permanece como questao aberta na biologia da
reproducdo. Assim, este estudo busca inicialmente
aprimorar os métodos de preservacdo do RNA total e
identificar a diferencas de expressBes génicas dos
subtipos morfolégicos das uNK de camundongos obtidos
através da técnica de LCM (Laser capture microdissection)
e avaliar as respectivas expressdes génicas por meio de
microarranjo de RNA.

Resultados e Discusséo
Identificagdo dos subtipos morfolégicos de células
uNK de camundongos. A lectina DBA marca
seletlvamente as células uNK de camundongos no Utero
gestante (Fig 1)
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Figura 1. Cltoqwmlca de lectina DBA/peroxidase no
Utero de 9dg. Localizagdo das células uNKs no MLAp (a)
distribuidas no endométrio e miométrio (b-d). Detalhe dos
subtipos de células uNK, pequena e agranular do
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miométrio (e) e endométrio (f); grande com granulos
citoplasmatico do endométrio decidualizado (g) e néo
decidualizado  (h) miométrio  (Mi);  endométrio
decidualizado (ED); regido anti-mesometrial (AM); regido
mesometrial (M).

Adequacdo do processamento destinado ao
isolamento de RNA. Os procedimento de preservacao
tanto da morfoldgica quanto da integridade do RNA
(acetona, etanol, metanol e suas combinagbes 1:1, 1:2,
2:1) combinados com o RNAlater ndo resultam na boa
histolégica, particularmente das células uNK. A melhor
preservacdo foi obtida com PAXGene (PreAnalytiX 2013)
que preservou a afinidade da lectina DBA para o
reconhecimento das células uNK (Fig 2). A microdissecc¢ao
destes subtipos morfolégicos das células uNK pelo LCM
estdo em andamento.

Figura 2. C|tqu|m|ca de Iectlna DBA/Texas Red de
DAPI ao microscopio de fluorescéncia do Utero gestante
processado com PAXGene, identifica os subtipos de
células uNKs (setas) pequenas, agranulares (a) e
granulares (b) do miométrio-MI e; as grandes,
agranulares (c) e granulares (d) do endométrio
decidualizado-ED.

Conclusoes
Os subtipos morfolégicos de células uNK identificaveis
pela lectina DBA foram mantidos pelo processamento
com PAXgene, em protocolo otimizado para preservagao
do RNA. Este é um importante avan¢o para padronizar a
microdissecc¢édo de subtipos celulares pelo LCM e decifrar
a especificidade funcional dessas células por meio da
avaliacao dos seus transcriptomas.
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