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Resumo: O figado é responséavel pela regulacdo do metabolismo animal e producao de proteinas
do sistema imune, sendo o estudo de suas vias essencial para o entedimento de processos como
sinalizacao intracelular e andlise de rotas metabdlicas. Para tal, foi desenvolvida uma metodologia
de isolamento e cultivo primario de hepatdcitos bovinos in vitro. Hepatdcitos foram isolados de
figado bovino pelo método enzimatico sem perfusdo com colagenase tipo IIl. O método de
exclusado por Azul de Trypan foi usado para determinar o rendimento total de células e a taxa de
sobrevivéncia dos hepatdécitos cultivados na auséncia de matriz, em placas recobertas com
coldgeno ou gelatina. RNA foi extraido das células isoladas, quantificado com Nanodrop e a
qualidade foi analisada através do Bioanalyzer. Os resultados apontaram um rendimento de cerca
de 1,7x10° células vidveis/g de figado onde hepatdcitos bovinos apresentaram maior integridade
morfolégica quando cultivados em monocamada de gelatina , com uma média de viabilidade de
52,5%. A quantidade e integridade do RNA também foram superiores nesta configuracdo de
matriz. O estabelecimento de um protocolo de cultivo de hepatécitos bovinos serd uma
ferramenta Gtil para estudos de metabolizacdo de drogas, imunomodulacdo e sinalizacdo
intracelular impactando sobre a agilidade em testes e obtencdo de novos fdrmacos para o campo
veterinario.
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Development of a novel methodology for bovine hepatocyte culture in vitro for
molecular and biochemical studies

Abstract: The liver is responsible for the regulation of animal metabolism and production of
immune system proteins, so studying its signaling pathways is vital for the understanding of
metabolic routes. In order to develop a methodology for metabolic pathways analysis, the
isolation and primary hepatocyte culture was studied. Hepatocytes were isolated from a bovine
liver using the non-perfusion enzymatic digestion method with collagenase type Il. The trypan
blue exclusion method was used to determine total cell number and the survival rate of
hepatocytes. RNA was extracted from the isolated cells, quantified with Nanodrop
spectrophotometer and quality was assessed on Bioanalyzer. Results showed that the gelatin
monolayer presented higher cell viability, with an average hepatocyte viability of 52,5 % and
1,7x10°% viable cells/g of liver. RNA quantification and integrity were also higher with the gelatin
monolayer configuration, making it the most adequate matrix for hepatocyte culture. Therefore
this is a simplified procedure for the isolation and culture of functional and viable hepatocytes
may be applied for in vitro studies in veterinary field.
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Introducao
O figado é um orgao essencial para regulacao do metabolismo (ZHANG; LI et al., 2012)
sendo a principal fonte de fatores de complemento e proteinas de fase aguda em mamiferos



(MOSHAGE, 1997). O isolamento e cultivo de hepatécitos sdo amplamente usados para avaliar a
farmacocinética de drogas, sinalizacao intracelular, citotoxicidade, transporte e metabolismo de
lipidios, regulacao hormonal e imunidade inata em estudos in vitro em modelo murino e humanos.
No entanto, para a espécie bovina, é necessario o estabelecimento de metodologias que atendam
os pré-requisitos de viabilidade, integridade morfolégica e molecular para que esses estudos
possam ser conduzidos com maior reprodutibilidade. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho é
estabelecer uma metodologia para o isolamento e cultivo de hepatécitos bovinos com alta
viabilidade e condicdes adequadas para estudos de biologia molecular e metabolismo celular
aplicado ao desenvolvimento de novos fdrmacos na area agropecudria.

Material e Métodos

Isolamento e cultivo dos hepatocitos: O lobo caudal foi excisado do figado bovino em abatedouro
local (Fripai, Juiz de Fora — MG) e armazenado em gelo até o regresso a Embrapa Gado de Leite
(Juiz de Fora - MG). Para o isolamento de hepatécitos, foram utilizadas aproximadamente 15
gramas de tecido que foi fragmentado com uma tesoura em solucao de tampao fosfato salino
(PBS; Amresco, Cleveland, Ohio, EUA) e incubados com uma solucdo de colagenase 0,05%
(Worthington Industries, OH, EUA), a 37° por 15 minutos. Apds incubacdo a colagenase foi
inativada com soro fetal bovino (SFB 10%), as células filtradas com auxilio de um ce// strainer de
70 um (Corning, New York, USA) e centrifugadas a 50 g por 5 minutos a 20 °C com posterior
descarte do sobrenadante. As células foram submetidas a um gradiente de Percoll (densidade
1,124 g/MI; GE Health Care, Little Chalfont, UK). O pellet formado foi ressuspendido em 12,5
mL de PBS 1x, transferido para um tubo contendo e 1,2 de DMEM (4,5 g/L glicose;
ThermoFisher, MA, EUA) e centrifugado a 500 g por 15 min. O anel de hepatdcitos foi lavado em
30 mL de meio HBSS+SFB 10% e as células ressuspendidas em meio DMEM/F12 +SFB 10%
para andlise do rendimento e viabilidade por Azul de Tripan 0,85% (Casa da Quimica, Brasilia,
Distrito Federal, Brasil) em Camara de Neubauer com auxilio de microscdpio invertido. Foram
plaqueadas 2,5x10° células por poco em 05 configuracdes de matriz: monocamada de gelatina
2%, monocamada de coldgeno 300 ug/mL, sanduiche de gelatina 2%, sanduiche de colageno
300 ug/mL e sem matriz. Para preparo da matriz em sanduiche, as células ndo aderentes foram
retiradas ap6s 24h de cultivo e depois a segunda camada foi adicionada. Os hepatécitos foram
mantidos por 7 dias a 37 °C em estufa com umidade controlada e 5% de CO, sendo feitas 3
trocas de meio ao longo deste periodo. As analises estatisticas foram feitas usando 7-way
ANOVA, no Prism 6 (GraphPad Software Inc, NC, EUA).

Extracdo do RNA: A extracdo do RNA foi realizada com a metodologia do TRIzol™ (Invitrogen, CA
EUA). Basicamento, o meio de cultura foi retirado e 300 puL deTRIlzol foram adicionados a cada
poco. O lisado foi centrifugado e a fase clara adicionou-se 60 puL de cloroférmio, seguido por
incubacéao e centrifugacao (12.000 g por 5min). Foram adicionados 2 puL de glicogénio e 150 pL
de isopropanol a fase aquosa obtida, que foi entdo incubada e centrifugada. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 300 pL de etanol 75%, centrifugado e deixado para
secar por 15 minutos. Por fim, o pellet foi suspenso em 20 uL de d4gua RNAse free e incubado
em banho maria a 55 °C por 10min. O RNA extraido foi quantificado no Nanodrop 1000
(ThermoFisher, MA, EUA) e a qualidade foi analisada com o uso do equipamento de eletroforese
capilar Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, CA, EUA), que calcula a integridade através de
um algoritmo (RIN) e o classifica numa esclca de 1 a 10, onde 1 correponde @ RNA muito
degradado e 10 altamente integro.

Resultados e Discussao

A viabilidade celular avaliada pela colaragcdo com Azul de Trypan demonstrou maior
eficiéncia com a dupla camada de coldgeno (sanduiche) e a monocamada de gelatina (Figura 1).
O total de células vidveis com a monocamada chegou a 1,7x10° células/g de figado, com uma
média de 52,2% de viabilidade. A quantificacdo de RNA e qualidade também foram maiores no
cultivo com monocamada de gelatina (Figura 2). Apesar da proximidade do RNA /ntegrity Number
(RIN) médio entre as amostras de cultivo de monocamada de gelatina e sem ECM, nota-se maior
degradacdo na amostra sem matriz (Figura 2, destacado em vermelho).
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Figura 1. Viabilidade de hepatécitos bovinos isolados e cultivados in vitro com cinco
configuracoes diferentes de matriz apés 24h de cultivo. No eixo y: Viabilidade de hepatécitos
calculada pela divisao do nimero de células vidveis pelo nimero total de hepatdcitos contados na
camara de Neubauer. No eixo x: configuracdes de matriz utilizadas. *T-test, p < 0,05.
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Figura 2. Integridade do RNA extraido de hepatécitos bovinos. Gel capilar de amostras
cultivadas: sem ECM (linhas 1 a 4), com monocamada de gelatina (linhas 5 a 8) e sanduiche de
gelatina (linhas 9 a 12). Em destaque, bandas das subunidades de rRNA 28S (seta verde), 18S
(seta laranja) e bandas de degradacdo do RNA (box vermelho). A quantificacdo e RIN calculado
para cada amostra também estd apresentado no extremo inferior da figura.

Conclusdes
Foi estabelecido um protocolo de cultivo de hepatécitos bovinos com alta viabilidade e qualidade
de material genético para estudos de metabolizacdo de drogas, imunomodulacdo e sinalizacéo
intracelular de bovinos in vitro.
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