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RESUMO 

 

As células-tronco mesenquimais têm sido isoladas da medula óssea e utilizadas na reparação e regeneração de defeitos 

osteocondrais. O objetivo desse estudo foi avaliar a eficiência da técnica de colheita da medula óssea em 12 coelhos 

adultos, machos, da raça Nova Zelândia, com peso entre 3,0 kg a 4,5 kg. Após flexão da articulação escápulo-umeral, 
foi inserida no tubérculo umeral uma agulha de biópsia de Rosenthal heparinizada, sendo aspirados 2,0 mL de medula 
óssea. No isolamento pelo gradiente de densidade Ficoll-paque, obteve-se um rendimento médio de 6,25 x 10

6 células 

mononucleares/mL. A técnica de colheita de medula óssea por punção do tubérculo umeral demonstrou ser eficaz e de 

fácil execução, devido ao alto rendimento de células mononucleares isoladas das amostras.  
 

 

PALAVRAS-CHAVE: Células mesenquimais. Colheita. Medula óssea. Rendimento. Úmero 
 

 

 

 

 

 

SUMMARY 

 

Bone marrow derived-mesenchymal stem cells have been isolated and used for osteochondral defects regeneration and 
repair. The aim of this study was evaluate the efficiency of bone marrow harvest technique using twelve adult male 
New Zealand rabbits, with weight between  3.0 kg to 4.5 kg. After shoulder joint flexion, a heparinized Rosenthal 
biopsy needle was inserted through the humeral tubercle and further aspiration of 2.0 mL bone marrow. In the isolation 
with Ficoll-paque gradient density, was achieved a mean yield of 6.25 x 106 mononuclear cells per milliliter. The bone 
marrow harvest technique by puncture of the humerus tubercle was easily accomplished and effective, due to high yield 
of isolated mononuclear cells of samples. 
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INTRODUÇÃO 

 

As células derivadas da medula óssea (MO) são 

conhecidas como células-tronco mesenquimais 
(CTM�s) devido a sua alta capacidade de replicação e 

diferenciação em diversas linhagens celulares como 

osteogênica, condrogênica, adipogênica, tenogênica e 

miogênica (BRUDER et al., 1998). 
Nos seres humanos, a MO é a principal fonte das 

células mesenquimais. Entretanto, essas vêm sendo 

isoladas de diversos locais do organismo como 
músculo esquelético e derme (YOUNG et al., 2001), 

tecido adiposo (ZUK et al., 2001), membrana sinovial 
(DE BARI et al., 2001), endotélio e subendotélio da 

veia umbilical e safena (COVAS et al., 2003, 2005) e 
cordão umbilical (YU et al., 2004). Ainda, os rins 

(ALMEIDA-PORADA et al., 2002), a medula óssea 

vertebral (AHRENS et al., 2004), a cartilagem articular 
(ALSALAMEH et al., 2004), as vilosidades coriônicas 

da placenta (IGURA et al., 2004), o ligamento 
periodontal (SEO et al., 2004) e o pulmão (SABATINI 

et al., 2005) são citados como fontes ricas em CTM�s. 
Experiências vêm sendo realizadas na tentativa de 

desenvolver procedimentos eficazes em defeitos 
osteocondrais do joelho, os quais são de difícil 

reparação. Dessas técnicas, o transplante de células-
tronco da MO no local da lesão têm demonstrado 

sucesso na regeneração da cartilagem em coelhos 

(OLIVEIRA, 2009, SOUZA, 2009, YANAI et al., 
2005, IM et al., 2001), cães (BRUDER et al., 1998) e 

ratos (NISHIMORI et al., 2006), quando comparado 
aos outros procedimentos.  

Em coelhos, a MO pode ser obtida pela punção da 

crista ilíaca (DEL CARLO et al., 2003), bem como do 

fêmur (YANAI et al., 2005) e do tubérculo umeral 

(OLIVEIRA, 2009, SOUZA, 2009). As CTM�s são 

utilizadas na reparação e regeneração de tecidos devido 

ao seu potencial clonogênico, ou seja, sua capacidade 

de diferenciação em vários tipos celulares em resposta 

a fatores de sinalização mediada por citocinas 

(FRIEDENSTEIN et al., 2002). São facilmente 

colhidas da MO e por serem isoladas e inoculadas no 
próprio paciente, elimina a possibilidade de rejeição. 

Além disso, a colheita de células adultas não provoca 

controvérsias no que diz respeito aos aspectos éticos e 

legais (WANG et al., 2004).  
Devido à capacidade de auto-renovação, 

proliferação e diferenciação em diversas linhagens 

fenotípicas, as células mesenquimais são consideradas 

promissoras nos métodos de terapia celular. Após o 

isolamento e cultivo em ambiente controlado são 

utilizadas no tratamento de doenças hematopoiéticas e 

ósseas, como a osteogênese imperfeita (BAKSH et al., 

2004). O efeito terapêutico das CTM�s está relacionado 

com sua capacidade de interagir e sobreviver em 
tecidos-alvos distintos por longos períodos 

(MINGUELL & ERICES, 2006). Além disso, se 

proliferam rapidamente e originam células-filhas 
capazes de substituírem células doentes do organismo 

(BANFI et al., 2000). O objetivo deste trabalho foi 
avaliar a eficiência da técnica de colheita da medula 

óssea do tubérculo umeral de coelhos para a obtenção 

de células mononucleares (CMN�s). 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram utilizados 12 coelhos hígidos com idade 

entre 12 e 15 meses, machos, da raça Nova Zelândia, 

com peso entre 3,0 e 4,5 kg, para colheita da MO e 
isolamento da fração de CMN�s. Os animais foram 

submetidos ao mesmo manejo, alojados em gaiolas 
individuais recebendo água à vontade e ração 

comercial balanceada. Para realização deste 

experimento, o projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética de Experimentação Animal/UFU, sob o protocolo 

041/08, parecer 060/08.  
Previamente ao experimento, os coelhos 

permaneceram em jejum hídrico e alimentar por um 

período de duas e quatro horas, respectivamente. 

Foram submetidos à antibioticoterapia profilática com 

cefazolina sódica
1 (30,0 mg/Kg, intramuscular [IM])             

30 minutos antes do procedimento, bem como 
aplicação de cloridrato de tramadol

2 (2,0 mg/kg, 
subcutâneo [SC]) para analgesia durante e após a 

colheita da MO. 
 Como protocolo anestésico, foram administrados 

cloridrato de cetamina3 (30,0 mg/kg, IM) e o cloridrato 
de xilazina4 (5,0 mg/kg, IM) em aplicação única. A 

pele da região da escápulo-umeral foi submetida à 

tricotomia e antissepsia com iodo degermante, álcool e 

polivinil-pirrolidona5. Com o animal em decúbito 

lateral esquerdo e a articulação escápulo-umeral 
flexionada, foi inserida uma agulha de Rosenthal6 de 
16G x 15 cm na região do tubérculo maior do úmero, 

por meio de movimentos rotacionais. Após penetração 

na cortical óssea, foram aspirados 2,0 mL da MO em 

seringa de 10 mL contendo 0,1 mL de solução 

fisiológica estéril com heparina sódica
7 (5000U/mL) 

(Figura 1A e 1B). Durante a colheita, foram realizados 
movimentos lentos com a seringa para 
homogeneização do sangue á heparina, evitando a 

formação de coágulos. Após o procedimento, foi 

fornecido aos animais uma dose única de flunixina 

meglumina8 (1,0 mg/kg, IM) e esses foram observados 
diariamente durante sete dias, para verificar alterações 

no local da punção e na locomoção. 
Para isolamento e rendimento das CMN�s foram 

utilizados os protocolos anteriormente descritos por 
Oliveira (2009) e Souza (2009). A amostra foram 
diluídas em 2 mL de solução tampão

9 (PBS) e 

                                                
1 Cezolin. BioChimico. Rio de Janeiro, RJ. Brasil. 
2 Tramal. União Química Farmacêutica Nacional. Pouso 

Alegre, MG. Brasil. 
3 Cetamin. Syntec. Patrocínio Paulista, SP. Brasil 
4 Kensol. Kong. Santana de Parnaíba, SP. Brasil. 
5 Riodine. Rioquímica Indústria Farmacêutica. São Jose do 

Rio Preto, SP. Brasil. 
6 Agulha de Rosenthal. Ecomed Comércio de Produtos 

Médicos. Catete, Rio de Janeiro, RJ. Brasil. 
7 Liquemine. Produtos Roche Químicos e Farmacêuticos. Rio 

de Janeiro, RJ. Brasil. 
8 Banamine Injetável. Schering-Plough Saúde Animal 

Indústria e Comércio. Cotia, SP. 
9 Dulbecco Phosphate Buffered Saline. Invitrogen Brasil. São 

Paulo, SP. Brasil. 
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depositadas sobre o gradiente Ficoll-paque10 com 
densidade de 1,077 g/mL, na proporção de 2:1. As 

amostras foram centrifugadas a 495 g durante 30 
minutos a 15°C. Em seguida, as CMN�s foram 

removidas, coradas com azul de tripan e contadas em 
câmara hemocitométrica de Neubauer. 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Agulha de Rosenthal 16G x 15cm introduzida no 
tubérculo umeral   de coelho da raça Nova Zelândia (A) e 

aspiração da medula óssea com seringa de 10mL contendo 

0,1 mL de solução estéril com heparina sódica (5000 UI/mL) 

(B). 
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foi referido por Quinton (2005) que intervalos 
maiores que quatro e cinco horas de restrição alimentar 

e de água em coelhos podem ocasionar perturbação no 

trânsito intestinal, devido ao estreitamento do diâmetro 

do piloro e incapacidade de relaxamento no momento 
do vômito. Contudo, no período instituído de duas e 

quatro horas para jejum hídrico e sólido, 

respectivamente, não foram verificadas alterações na 

ingestão de alimentos após o procedimento. 
Para colheita de MO de coelhos, Colomé (2007) 

utilizou a associação de cetamina, midazolan e citrato 
de fentanila por via intramuscular, com administração 

volátil de oxigênio e isofluorano. Já IM et al. (2001), 

utilizaram como fármacos a cetamina e a xilazina nas 

doses de 50mg/kg e 10mg/kg para aspiração da MO da 

tíbia de coelhos. Neste experimento, apesar da 
administração da metade da dose citada, a anestesia 

dissociativa com cetamina e xilazina e aplicação SC de 

tramadol demonstrou ser um excelente protocolo 
anestésico, fornecendo analgesia eficiente durante a 

colheita e após o procedimento.  
A maioria dos estudos com colheita de MO não 

relatam sinais de claudicação ou outras alterações após 

punção e aspiração medular (OLIVEIRA, 2009, 

SOUZA, 2009, IM et al., 2001).  No período de 

observação de sete dias, não foram constatados sinais 
de hematomas subcutâneos e infecções ósseas, bem 

como alterações locomotoras no membro submetido á 

punção. A técnica de punção no tubérculo umeral, pela 

flexão da articulação escápulo-umeral com o animal 
em decúbito lateral, permitiu a exata localização do 

ponto de punção, facilitando a introdução da agulha de 

Rosenthal na cortical óssea.  
Durante a colheita de MO, existe a possibilidade de 

coagulação da amostra quando não se utilizam soluções 

                                                
10 Ficoll-paque Plus. Amersham Biosciences. São Paulo, SP. 

Brasil. 

anticoagulantes, como a heparina. A formação de 

coágulos é considerada desfavorável, pois a agregação 

plaquetária pode ocasionar o aprisionamento de 

CMN�s e, consequentemente, leva a redução no 

rendimento de células durante o processo de 

isolamento. Contudo, esse processo pode ser evitado 
diluindo-se inicialmente o sangue em heparina e PBS, 
aumentando assim o rendimento celular e reduzindo a 
agregação das células vermelhas (AMERSHAM 

BIOSCIENCES, 2002).  
Muschler et al. (1997) avaliaram a influência no 

rendimento de células a partir do volume aspirado da 

MO de humanos, e utilizaram como diluente a heparina 
sódica (1000 U/mL) e o PBS, obtendo sucesso no 

isolamento celular. Neste trabalho, realizou-se o 
mesmo método de diluição citado por Muschler et al. 
(1997). Nesse estudo, acreditamos que a 
homogeneização das amostras com solução de heparina 

(5000 U/mL) e tampão PBS impediram a formação de 

coágulos, influenciando positivamente no rendimento 

final de CMN�s.  
O isolamento das CMN�s com gradiente de 

densidade Ficoll-paque demonstrou um rendimento 
médio de 6,25 x 10

6 células/mL (Figura 2). A média 

celular encontrada foi ligeiramente superior a 5 x 106 
células/mL constatada por Yanai et al. (2005) e 

superior a obtida por IM et al. (2001), que encontraram 
em média 3,4 ± 1,5 x 10

6 células/mL isoladas da MO 

de coelhos. Presume-se que as diferenças nos 

protocolos de isolamento podem interferir no 
rendimento celular final, além do que a quantidade de 

células obtidas por aspirados podem variar de acordo 

com o indivíduo, como verificado nesse estudo (Tabela 

1). Além disso, o número total de CMN�s isoladas do 

tubérculo umeral é considerado expressivo, podendo 

este ser um local de predileção para a obtenção de 

aspirados de MO de coelhos.  
 

 

[DE1] 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Fotomicrografia óptica da câmara de Neubauer 

mostrando as CMN�s isoladas da medula óssea. As células 

viáveis (setas pretas) e inviáveis (seta amarela) são contadas 

para obter o rendimento total de CMN�s. Barra: 100ìm. 
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Tabela 1 - Resultados individuais de rendimento de CMN�s 

isoladas de coelhos da raça Nova Zelândia, a partir da coleta 
de 2,0 mL de medula óssea.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A quantidade de CTM representa uma fração muito 

pequena, em torno de 0,001-0,01% da população total 

das CMN�s da medula (PITTENGER et al., 1999). 

Acredita-se que a quantidade de células isoladas seja 

proporcional ao volume de MO aspirada e, no presente 
estudo, mesmo coletando 2,0 mL de MO se obteve uma 
alta fração de células. Muschler et al. (1997) aspiraram 
2,0 e 4,0 mL de MO e observaram uma média de 2,85 

x 107 e 1,75 x 107 CMN�s/mL, respectivamente. 

Concordando com nosso estudo, os autores observaram 
altos rendimentos celulares a partir de pequenos 
volumes de MO, e concluíram que esta quantidade já é 

necessária para se realizar o transplante terapêutico. 

A grande preocupação acerca dos fatores de 

sucesso e insucesso dos procedimentos de cultura 
celular tem relação com o número de células obtidas 

nas colheitas, sua diferenciação e viabilidade nos meios 

utilizados (PEREIRA et al., 2008), principalmente, 
quando se trata das células com potencial reparador, as 

chamadas células-tronco mesenquimais (PROCKOP et 
al., 2003). As pesquisas atuais relacionadas à fração de 

células têm apontado inúmeras possibilidades para a 

reparação tecidual e melhoria dos processos 

regenerativos, quando essas são transplantadas em 

número igual ou superior a 2 x 10
6 (SUTER et al., 

2004). Contudo, a forma de colheita de MO realizada 
nesse estudo permite a aquisição de um expressivo 

número de CMN�s, podendo proporcionar efeitos 

terapêuticos benéficos na regeneração de tecidos. 
 

CONCLUSÕES 

 

A técnica de colheita de medula óssea por punção 

do tubérculo umeral de coelhos se demonstrou eficaz e 

exequível, não ocasionando efeitos deletérios ao animal 

doador. O procedimento permite uma correta colheita 

de amostras medulares, o que favorece o isolamento e a 
obtenção de um expressivo rendimento de células 

mononucleares.  
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