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OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA
PELA PUNCAO DO TUBERCULO UMERAL DE COELHOS

ACQUIREMENT OF BONE MARROW MONONUCLEAR CELLS
BY PUNCTURE OF THE HUMERUS TUBERCLE OF RABBITS

D. EURIDES', B. J. N. A. OLIVEIRA? L. A. SOUZA?, L. A. F. SILVA?,
C.R. DALECK?, P. M. C. FREITAS*

RESUMO

As células-tronco mesenquimais tém sido isoladas da medula dssea e utilizadas na reparagdo e regeneragdo de defeitos
osteocondrais. O objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia da técnica de colheita da medula 6ssea em 12 coelhos
adultos, machos, da raga Nova Zelandia, com peso entre 3,0 kg a 4,5 kg. Ap6s flexdo da articulagdo escapulo-umeral,
foi inserida no tubérculo umeral uma agulha de bidpsia de Rosenthal heparinizada, sendo aspirados 2,0 mL de medula
6ssea. No isolamento pelo gradiente de densidade Ficoll-pague, obteve-se um rendimento médio de 6,25 x 10° células
mononucleares/mL. A técnica de colheita de medula 6ssea por pungdo do tubérculo umeral demonstrou ser eficaz e de
facil execucgdo, devido ao alto rendimento de células mononucleares isoladas das amostras.

PALAVRAS-CHAVE: Células mesenquimais. Colheita Medula 6ssea. Rendimento. Umero

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-pague gradient density, was achieved a mean vield of 6.25 x 10° 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.

KEY-WORDS: Bone marrow. Harvest. Humerus. Mesenchymal cells. Yield
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INTRODUCAO

As células derivadas da medula 6ssea (MO) Sio
conhecidas como  células-tronco  mesenquimais
(CTM’s) devido a sua alta capacidade de replicagdo e
diferenciagio em diversas linhagens celulares como
osteogénica, condrogénica, adipogénica, tenogénica e
miogénica (BRUDER et al., 1998).

Nos seres humanos, a MO ¢ a principal fonte das
células mesenquimais. Entretanto, essas vém sendo
isoladas de diversos locais do organismo como
musculo esquelético e derme (YOUNG et al., 2001),
tecido adiposo (ZUK et a., 2001), membrana sinovia
(DE BARI et d., 2001), endotélio e subendotélio da
veia umbilical e safena (COVAS et a., 2003, 2005) e
cordio umbilical (YU et al., 2004). Ainda, os rins
(ALMEIDA-PORADA et a., 2002), a medula 6ssea
vertebral (AHRENS et al., 2004), a cartilagem articular
(ALSALAMEH et al., 2004), as vilosidades coriénicas
da placenta (IGURA et da., 2004), o ligamento
periodontal (SEO et ., 2004) e o pulmio (SABATINI
et al., 2005) sdo citados como fontes ricas em CTM’s.

Experiéncias vém sendo realizadas na tentativa de
desenvolver procedimentos eficazes em defeitos
osteocondrais do joelho, os quais Sio de dificil
reparacdo. Dessas técnicas, o transplante de células-
tronco da MO no local da lesio tém demonstrado
sucesso na regeneragdo da cartilagem em coelhos
(OLIVEIRA, 2009, SOUZA, 2009, YANAI et a.,
2005, IM et a., 2001), cies (BRUDER et al., 1998) e
ratos (NISHIMORI et al., 2006), quando comparado
a0s outros procedimentos.

Em coelhos, a MO pode ser obtida pela pungao da
cristailiaca (DEL CARLO et al., 2003), bem como do
fémur (YANAI et d., 2005) e do tubérculo umeral
(OLIVEIRA, 2009, SOUZA, 2009). As CTM’s sio
utilizadas na reparacio e regeneragio de tecidos devido
a0 seu potencial clonogénico, ou seja, sua capacidade
de diferenciagdo em varios tipos celulares em resposta
a fatores de sndizagdo mediada por citocinas
(FRIEDENSTEIN et a., 2002). Sao facilmente
colhidas da MO e por serem isoladas e inoculadas no
proprio paciente, elimina a possibilidade de rejeicdo.
Além disso, a colheita de células adultas ndo provoca
controvérsias no que diz respeito aos aspectos éticos e
legais (WANG et d., 2004).

Devido a capacidade de auto-renovagdo,
proliferagdo e diferenciagio em diversas linhagens
fenotipicas, as células mesenquimais sdo consideradas
promissoras nos métodos de terapia celular. Apds o
isolamento e cultivo em ambiente controlado Sio
utilizedas no tratamento de doencas hematopoiéticas e
osseas, como a osteogénese imperfeita (BAKSH et al.,
2004). O efeito terapéutico das CTM’s esta relacionado
com sua capacidade de interagir e sobreviver em
tecidos-alvos  distintos por longos  periodos
(MINGUELL & ERICES, 2006). Além disso, se
proliferam rapidamente e originam células-filhas
capazes de substituirem células doentes do organismo
(BANFI et a., 2000). O objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia da técnica de colheita da medula
ossea do tubérculo umeral de coelhos para a obtengdo
de células mononucleares (CMN’s).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 coelhos higidos com idade
entre 12 e 15 meses, machos, da raga Nova Zelandia,
com peso entre 3,0 e 4,5 kg, para colheita da MO e
isolamento da fragdo de CMN’s. Os animais foram
submetidos a0 mesmo manejo, alojados em gaiolas
individuais recebendo agua a vontade e ragdo
comercial balanceada. Para redlizagio  deste
experimento, o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica de Experimentagio Animal/UFU, sob o protocolo
041/08, parecer 060/08.

Previamente a0 experimento, o0s coelhos
permaneceram em jgum hidrico e alimentar por um
periodo de duas e quatro horas, respectivamente.
Foram submetidos a antibioticoterapia profilatica com
cefazolina sodica® (30,0 mg/Kg, intramuscular [IM])
30 minutos antes do procedimento, bem como
aplicagio de cloridrato de tramadol®> (2,0 mg/kg,
subcutineo [SC]) para analgesia durante e apds a
colheitada MO.

Como protocolo anestésico, foram administrados
cloridrato de cetamina® (30,0 mg/kg, IM) e o cloridrato
de xilazina® (5,0 mg/kg, IM) em aplicagio tnica. A
pele da regidgo da escapulo-umeral foi submetida a
tricotomia e antissepsia com iodo degermante, alcool e
polivinil-pirrolidona®. Com o animal em decibito
lateral esquerdo e a articulagdo escapulo-umeral
flexionada, foi inserida uma agulha de Rosenthal® de
16G x 15 cm na regido do tubérculo maior do timero,
por meio de movimentos rotacionais. Apds penetragdo
na cortical 6ssea, foram aspirados 2,0 mL da MO em
seringa de 10 mL contendo 0,1 mL de solugdo
fisiologica estéril com heparina sodica’ (5000U/mL)
(Figura 1A e 1B). Durante a colheita, foram realizados
movimentos lentos com a seringa para
homogeneizagdo do sangue 4 heparina, evitando a
formagdo de coagulos. Apds o procedimento, foi
fornecido aos animais uma dose tnica de flunixina
meglumina® (1,0 mg/kg, IM) e esses foram observados
diariamente durante sete dias, para verificar alteragoes
no local da pungéo e na locomogao.

Para isolamento e rendimento das CMN’s foram
utilizados os protocolos anteriormente descritos por
Oliveira (2009) e Souza (2009). A amostra foram
diluidas em 2 mL de solugio tampio’® (PBS) e

! Cezolin. BioChimico. Rio de Janeiro, RJ. Brasil.

2 Tramal. Unido Quimica Farmacéutica Nacional. Pouso
Alegre, MG. Brasil.

3 Cetamin. Syntec. Patrocinio Paulista, SP. Brasil

4 Kensol. Kong. Santana de Parnaiba, SP. Brasil.

® Riodine. Rioquimica Indéstria Farmacéutica. Sdo Jose do
Rio Preto, SP. Brasil.

8 Agulha de Rosenthal . Ecomed Comércio de Produtos
Médicos. Catete, Rio de Janeiro, RJ. Brasil.

" Liquemine. Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos. Rio
de Janeiro, RJ. Brasil.

8 Banamine Injetavel. Schering-Plough Saiide Animal
Indistria e Comércio. Cotia, SP.

° Dulbecco Phosphate Buffered Saline. Invitrogen Brasil. Sio
Paulo, SP. Brasil.
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depositadas sobre o gradiente Ficoll-paque™® com
densidade de 1,077 g/mL, na propor¢do 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
cdmara hemocitométrica de Neubauer.

Figura 1 - Agulha de Rosenthal 16G x 15cm introduzida no
tubérculo umeral  de coelho da raga Nova Zelandia (A) e
aspiragdo da medula 6ssea com seringa de 10mL contendo
0,1 mL de solugio estéril com heparina sédica (5000 UI/mL)

B).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi referido por Quinton (2005) que intervalos
maiores que quatro e cinco horas de restrigdo alimentar
e de 4gua em coelhos podem ocasionar perturbagdo no
transito intestinal, devido ao estreitamento do didmetro
do piloro e incapacidade de relaxamento no momento
do vomito. Contudo, no periodo instituido de duas e
quatro horas para jeum hidrico e solido,
respectivamente, nao foram verificadas alteragdes na
ingestao de alimentos apds o procedimento.

Para colheita de MO de coelhos, Colomé (2007)
utilizou a associagdo de cetamina, midazolan e citrato
de fentanila por via intramuscular, com administracao
volatil de oxigénio e isofluorano. Ja IM et al. (2001),
utilizaram como farmacos a cetamina e a xilazina nas
doses de 50mg/kg e 10mg/kg para aspiragdo da MO da
tibia de coelhos. Neste experimento, apesar da
administragdo da metade da dose citada, a anestesia
dissociativa com cetamina e xilazina e aplicagdao SC de
tramadol demonstrou ser um excelente protocolo
anestésico, fornecendo analgesia eficiente durante a
colheita e apds o procedimento.

A maioria dos estudos com colheita de MO nao
relatam sinais de claudicagdo ou outras alteragdes apds
puncdo e aspiragio medular (OLIVEIRA, 2009,
SOUZA, 2009, IM et a., 2001). No periodo de
observagdo de sete dias, ndo foram constatados Sinais
de hematomas subcutineos e infecgdes dsseas, bem
como alteragdes locomotoras no membro submetido &
puncdo. A técnica de pungdo no tubérculo umeral, pela
flexdo da articulagdo escapulo-umeral com o animal
em decibito lateral, permitiu a exata localizagdo do
ponto de pungio, facilitando a introdugdo da agulha de
Rosenthal na cortical ossea.

Durante a colheita de MO, existe a possibilidade de
coagulagdo da amostra quando ndo se utilizam solugdes

19 Fj coll-paque Plus. Amersham Biosciences. Sio Paulo, SP.
Brasil.

anticoagulantes, como a heparina. A formagdo de
coagulos ¢ considerada desfavoravel, pois a agregacdo
plaquetaria pode ocasionar o aprisionamento de
CMN’s e, consequentemente, leva a reducdo 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
agregacdo das células vermelhas (AMERSHAM
BIOSCIENCES, 2002).

Muschler et a. (1997) avaliaram a influéncia no
rendimento de células a partir do volume aspirado da
MO de humanos, e utilizaram como diluente a heparina
sodica (1000 U/mL) e o PBS, obtendo sucesso no
isolamento celular. Neste trabalho, realizou-se o
mesmo método de dilui¢do citado por Muschler et &.
(1997). Nesse estudo, acreditamos que a
homogeneizagdo das amostras com solugdo de heparina
(5000 U/mL) e tampao PBS impediram a formagdo de
coagulos, 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° células/mL (Figura 2). A média
celular encontrada foi ligeiramente superior a 5 x 10°
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° células/mL isoladas da MO
de coelhos. Presume-se que as diferencas nos
protocolos de isolamento podem interferir no
rendimento celular final, aém do que a quantidade de
células obtidas por aspirados podem variar de acordo
com o individuo, como verificado nesse estudo (Tabela
1). Além disso, o nimero total de CMN’s isoladas do
tubérculo umeral é considerado expressivo, podendo
este ser um loca de predilegio para a obtengdo de
aspirados de MO de coelhos.

Figura 2 - Fotomicrografia optica da cimara de Neubauer
mostrando as CMN’s isoladas da medula 6ssea. As células
viaveis (setas pretas) e invidveis (seta amarela) sdo contadas
para obter o rendimento total de CMN’s. Barra: 100um.
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Tabela 1 - Resultados individuais de rendimento de CMN’s
isoladas de coelhos da raga Nova Zelandia, a partir da coleta
de 2,0 mL de medula 6ssea.

CELULAS
ANIMAIS .
(x 10°céls/mL)

3,84
6,80
7,92
5,40
4,16
6,00
5,98
5,90
6,50
5,94
6,64
12 9,92

© 00 N O 0o b W DN B

[
= O

MEDIA 6,25

A guantidade de CTM representa uma fragdo muito
pequena, em torno de 0,001-0,01% da populagdo total
das CMN’s da medula (PITTENGER et al., 1999).
Acredita-se que a quantidade de células isoladas seja
proporciona ao volume de MO aspirada e, no presente
estudo, mesmo coletando 2,0 mL de MO se obteve uma
atafragdo de células. Muschler et al. (1997) aspiraram
2,0 e 4,0 mL de MO e cbservaram uma média de 2,85
x 10" e 1,75 x 10’ CMN’s/mL, respectivamente.
Concordando com nosso estudo, os autores observaram
altos rendimentos celulares a partir de pequenos
volumes de MO, e concluiram que esta quantidade ja é
necessaria para se realizar o transplante terapéutico.

A grande preocupagdo acerca dos fatores de
sucesso e insucesso dos procedimentos de cultura
celular tem relagdo com o namero de células obtidas
nas colheitas, sua diferenciacdo e viabilidade nos meios
utilizados (PEREIRA et al., 2008), principamente,
quando se trata das células com potencial reparador, as
chamadas células-tronco mesenquimais (PROCKOP et
al., 2003). As pesquisas atuais relacionadas a fragdo de
células tém apontado intimeras possibilidades para a
reparagio tecidual e melhoria dos processos
regenerativos, quando essas Sio transplantadas em
nimero igual ou superior a 2 x 10° (SUTER et 4.,
2004). Contudo, a forma de colheita de MO realizada
nesse estudo permite a aguisicio de um expressivo
nimero de CMN’s, podendo proporcionar efeitos
terapéuticos benéficos na regeneragdo de tecidos.

CONCLUSOES

A técnica de colheita de medula 6ssea por puncgio
do tubérculo umeral de coelhos se demonstrou eficaz e
exequivel, ndo ocasionando efeitos deletérios ao animal
doador. O procedimento permite uma correta colheita

de amostras medulares, o que favorece o isolamento e a
obtencdo de um expressivo rendimento de células
mononucleares.
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