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Resumo: O desenvolvimento de uma resposta imune efetiva depende da acgéo
orquestrada de diversos subtipos celulares que atuam tanto na resposta imune inata
guanto adaptativa. Desse modo, é de grande importancia a realizacdo de estudos
sobre o comportamento dessas células em diferentes ragas de bovinos com propdsito
de desenvolver solucdes para animais menos resistentes a agentes infecciosos. Para
o isolamento destas células, é preciso estabelecer protocolos padronizados de coleta
de buffy coat e células mononucleares de sangue periférico (PBMCs), os quais
possam ser utilizados para diferentes racas de bovinos buscando reduzir possiveis
interferentes. Durante a conducdo dos experimentos, foram feitas otimizacGes de
protocolo como a substituicdo de reagentes e adicdo de etapas para que 0S mesmos
fossem padronizados. Por fim, obteve-se dois protocolos que possibilitaram o
isolamento tanto de buffy coat quanto de PBMCs, as quais serdo utilizadas em
analises gendmicas e imunologicas.
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Optimization of methodology for isolation of leukocytes from bovine peripheral
whole blood

Abstract: The development of an effective immune response depends on several cell
subtypes that act on both the innate and adaptive immune responses. It is of great
importance to carry out studies on the behavior of these cells in different breeds of
cattle with the aim of developing solutions for animals that are less resistant to
infectious agents. For the isolation of these cells, it is necessary to establish
standardized protocols for collecting buffy coat and peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs), which could be useful for different breeds of cattle. While conducting the



experiments, protocol optimizations were made, such as replacing reagents and adding
steps to standardize them. Finally, two protocols were obtained that allowed the
isolation of both white cells and PBMCs, which can be used in genomic and
immunological analysis.
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Introducéo

O sangue é composto por soro, hemacias, plaguetas e leucécitos. Este Ultimo
grupo é composto por dois grandes grupos, os polimorfonucleares (neutrdfilos,
eosindfilos, basofilos) e os mononucleares (linfécitos e mondcitos), os quais tém
diferentes funcdes relacionadas a protecdo do organismo frente a patdgenos ou
mesmo a remoc¢do de células inviaveis (Tizard, 2014). Os mondcitos sédo fagécitos
mononucleares que participam de processos como resisténcia microbiana, apoptose,
vigilancia tumoral e manutencdo de tecidos, mas a sua principal funcdo € se
diferenciar em macrofagos teciduais, 0os quais junto com os mondcitos sao capazes de
interligar a resposta imune inata e a adaptativa pela apresentacdo de antigenos
(Sampath et al., 2018).

Visto as fungBes dos mondcitos no combate aos patégenos, sdo necessarios
estudos que avaliem o comportamento dessas células em bovinos de racas zebuinos
e europeias infestados por ecto e endoparasitas. Dessa forma, sera possivel obter
uma solugé@o biomolecular para os animais que tém respostas menos efetivas frente a
esses agentes, como é o0 caso das racas europeias. Além disso, por meio do
isolamento de macrofagos, estudos sobre padrdes de resposta imunolégica de
bovinos de uma forma geral poderdo ser compreendidos mais profundamente.

Sendo assim é de suma importancia estabelecer e otimizar protocolos para
isolamentos dos grupos celulares envolvidos nos processos de defesa. Segundo
Turner et al. (2020), a qualidade das células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) é influenciada por vérios fatores e devido a isso, antes de as utilizar €
preciso validar os métodos de processamento das amostras. Dessa forma, para que
as PBMCs sejam utilizadas em ensaios comparando diferentes grupos genéticos, €
preciso evitar possiveis interferentes que prejudiquem a acuracia das analises. Assim,
0 objetivo desse estudo foi a otimizacdo e padronizacéo de protocolos de isolamento
celular por meio de técnicas de coleta de buffy coat (células brancas) e de PBMCs de
duas ragas de bovinos distintas, as quais serdo utilizadas para analises genémicas e
imunoldgicas.

Material e Métodos

Como protocolo inicial foi utilizado o método empregado por Daibert et al. (2020),
entretanto algumas etapas precisaram ser otimizadas ao longo do desenvolvimento do
projeto. Amostras de sangue periférico foram coletadas por pun¢édo de veia jugular
utilizando tubos a vacuo com EDTA de vacas e bezerros das racas Gir e Holandesa
criados no Campo Experimental José Henrique Bruschi da Embrapa Gado de Leite
(CEUA 8798030820). Para as andlises laboratoriais dessas amostras o0s
procedimentos otimizados foram: a coleta de buffy coat e a coleta de PBMCs para
extracdo de RNA e congelamento de células para futuras analises.

Uma etapa inicial foi realizada em comum para os dois procedimentos, a qual
promovia a lise de hemacias. Nesta etapa, as amostras foram centrifugadas a 2.1230
X g por 10 min para que ocorresse a separacao das células. Dentro da capela de fluxo
laminar, coletou-se a camada de buffy coat de todos os tubos e essas células foram
transferidas para um tubo do tipo Falcon de 50 mL. Nas primeiras amostras
acrescentou-se as células 15 mL de tampdao de lise de hemacias (Cloreto de Aménio
0,144 M, Bicarbonato de Aménio 0,01 M), entretanto posteriormente esse reagente foi
substituido pelo tampao de hemolise (bicarbonato de sédio 0,1 M, cloreto de amdnio



0,15 M e EDTA 0,0001 M, pH 7,2) até completar 15 mL. Em seguida, o tubo foi agitado
por inversdo durante 30 seg, aguardou-se 3 min em repouso, depois o tubo foi agitado
novamente por mais 30 seg e deixado em repouso por mais 1 min. Posteriormente
completou-se o volume para 50 mL com PBS 1X (Cloreto de Sdédio 0,137 M, Cloreto
de Potéassio 0,0027, Fosfato de Sodio 0,01 M e Fosfato de Potassio 0,0018 M, pH 7,4)
e as amostras foram novamente centrifugadas a 2.440 rpm por 10 min. Inicialmente o
PBS utilizado era suplementado com 1% de SFB (soro fetal bovino).

Em relagéo a coleta de buffy coat, o pelete obtido foi ressuspendido em 1mL de
PBS. Logo apés, 10 pL dessa solucdo foi homogeneizada com 490 uL de solucdo de
Azul de Tripan. Para a contagem do titulo celular, aplicou-se 10 pL desta diluicdo em
uma camara de Neubauer, onde a contagem foi realizada nos dois quadrantes das
extremidades para que a média do nimero de células fosse obtida. Apds a contagem,
foi realizado o calculo com o objetivo de obter aliquotas com concentragfes de células
de 5 x 105 mL. As amostras foram entdo centrifugadas a 400 x g por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pelete foi ressuspendido em 300 pL de RNAlater
(Ambion, Carlsbad, EUA). As amostras foram mantidas a 4°C por 24 h e,
posteriormente, armazenadas a -20°C até o uso.

Por outro lado, para a coleta de PBMCs, o pelete obtido a partir da etapa inicial foi
ressuspendido em 3 mL de PBS. Em um tubo de 15 mL, primeiramente foram
adicionados 4 mL de Ficoll® Paque Plus (Merck, Darmstadt, Alemanha) e, em seguida,
3 mL das células preparadas foram adicionadas lentamente para evitar a mistura das
solucBes. As amostras foram entdo centrifugadas a 400xg por 40 min com ajuste de
aceleracdo e desaceleracdo lentas. Um anel intermediario contendo os PBMCs foi
observado e transferido para outro tubo jA com 7 mL de PBS. Completou-se o volume
com PBS até 15 mL. As amostras foram centrifugadas a 440 x g por 10 min. Por fim, o
sobrenadante foi descartado e o pelete foi ressuspendido em 1 mL de PBS. A
contagem das células foi realizada em camara de Neubauer seguindo a mesma
metodologia adotada para a contagem e armazenamento do buffy coat. A avaliacdo da
gualidade das amostras sera realizada em etapas posteriores ao presente trabalho e
serd baseada no rendimento de células bem como na viabilidade destas sob
microscopia 6ptica.

Resultados e Discussao

Durante a otimizacao/ padronizacdo foi preciso realizar algumas alteracdes, as
guais foram fundamentais para o isolamento de células viaveis e em estado ideal para
serem utilizadas em analises futuras. Segundo Daibert et al. (2020), o SFB evita que
componentes bioquimicos individuais do soro autélogo interfiram na diferenciagéo
celular. Entretanto, no presente trabalho foi observado que algumas amostras
apresentaram coagulacdo, o que provavelmente era resultado de reacbes com a
albumina presente em altas concentracbes no SFB. Portanto, o PBS passou a ser
utilizado puro, o que néo prejudicou a preservagao das células.

Para a lise celular inicialmente foi utilizada a solucdo de ACK, entretanto foi
preciso substitui-la pelo tampéo de hemdélise o qual continuou garantindo a lise das
hemécias sem comprometer a integridade dos leucécitos. O primeiro protocolo de
coleta de PBMCs era iniciado com o buffy coat diluido em PBS, o que funcionou muito
bem para as vacas (Figura 2A). Contudo, observou-se que no caso dos bezerros o
gradiente com o Ficoll Paque era prejudicado provavelmente devido a diferencas de
volume celular (Figura 2B). Dessa forma, a solugdo encontrada foi a utilizagdo da
solucdo de hemdlise, seguindo dessa forma a mesma etapa inicial de coleta de buffy
coat, o que permitiu com que o gradiente adequado fosse formado (Figura 2C).
Portanto o protocolo ja anteriormente trabalhado foi sendo otimizado a medida que
problemas foram surgindo, o que resultou em amostras integras e adequadas para a
utilizacao em futuras analises.



Figura 1. Gradiente de Ficoll Paque: 1A - vacas, 1B (bezerros sem hemdlise de
heméacias) e 1C (bezerros apds hemolise de hemacias).

Conclusdes

Na literatura h& diversos protocolos descritos, entretanto, cada estudo contém
particularidades que precisam ser consideradas, as quais exigem aperfeicoamentos
constantes com o objetivo de se obter procedimentos bem estabelecidos para a
populacdo estudada. Portanto, foi possivel destacar a importancia do estabelecimento
de protocolos universais para duas racas de bovinos e em diferentes idades. Dessa
forma, o trabalho obteve protocolos com a uniformidade necessaria ao reduzir o
maximo de interferentes, o que possibilitard confiabilidade em futuras analises para o
seguenciamento de RNA.
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