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RESUMO

A medula 6ssea ¢ uma das fontes de células precursoras em individuos adultos e sua obteng¢ao
pode ser realizada por meio de puncao aspirativa. O estudo teve por objetivo avaliar a técnica
de puncao de medula dssea e definir um protocolo para isolamento das células mononucleares
de equinos. Doze equinos adultos foram submetidos a pun¢do de medula 6ssea. Apos
separacdo da fracdo mononuclear por gradiente de densidade, foi realizado o teste de
viabilidade celular, verificando-se uma média de 86,9% viabilidade. Com o dominio da
técnica serd possivel implementar a terapia celular em equinos, tanto em experimentos,
quanto nas aplicagdes clinico-terapéuticas.

Palavras-chave: fragdo mononuclear, célula tronco, pungdo aspirativa, medula 6ssea, equino.

PROTOCOL OF ISOLATION OF EQUINE MONONUCLEAR CELLS FROM BONE
MARROW

ABSTRACT

In adults, the stem cells are found at the bone marrow and their isolation could be accessed by
aspiration technique. This experiment aimed to evaluate the bone marrow aspiration technique
and define a protocol for isolation of equine mononuclear cells. Twelve horses were
submitted to bone marrow aspiration. After isolation of mononuclear cells by density
gradient, the cell viability was determined obtaining a media of 86.9% of viable cells.
According to the more knowledge obtained, the stem cell harvest experiment and clinical
approach can be implemented in this specie.
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PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEADAS DE LA
MEDULA OSEA DE EQUINOS

RESUMEN

La médula 6sea es una de las fuentes de estas células precursoras en individuos adultos y su
aislamiento puede ser realizado en equinos mediante puncion por aspiracion. Este
experimento tiene por objetivo estudiar la técnica de puncion de medula 6sea y definir un
protocolo para la separacion de las células mononucleares de equinos. Doce equinos fueron
sometidos a la puncion de la médula. Después de la separacion de la fraccion mononuclear
mediante gradiente de densidad, fue realizada la prueba de viabilidad celular, donde se
verificé un promedio de 86,9% de células viables. Con el dominio de la técnica sera posible
implementar la colecta y obtencion de las células troncales para la terapia celular en equinos,
tanto experimentalmente, como en las aplicaciones clinico-terapéuticas.

Palabras-clave: fraccion mononuclear, célula tronco, puncion por aspiracion, médula Osea,
equino.

INTRODUCAO

As células tronco sdo genericamente definidas como células indiferenciadas capazes
de se auto-renovar e podem ainda se diferenciar em linhagens e tipos celulares especificos (1).

Atualmente, os avancos médicos demonstram um interesse crescente na utilizagao das
células-tronco no tratamento de doengas degenerativas e naquelas que apresentam respostas
lentas ou insatisfatérias aos tratamentos tradicionais, sendo esta drea denominada de terapia
celular. Assim, se busca regular o processo de regeneragdo de células e tecidos lesados por
meio do implante de células tronco (2).

Das células tronco adultas ja estudadas, as mesenquimais possuem ampla capacidade
de diferenciagdo, sendo denominadas de pluri ou multipotentes, podendo se diferenciar em
0sso, cartilagem, tendao, ligamento, musculo e células gordurosas, e sdo obtidas de diversas
fontes de tecido conjuntivo, como da medula 6ssea, gordura, musculo, cartilagem, osso
trabecular e tenddes (3).

Os tratamentos com células-tronco na medicina equina utilizam-se de implantes
autdlogos destas células, empregadas clinica ou experimentalmente, tendo como principal
destaque a sua aplicacdo no tratamento de tendinites (4, 5), que constituem uma das principais
lesdes musculo-esqueléticas do cavalo atleta (6, 7).

Em equinos, diversas fontes celulares podem ser consideradas; porém o uso tem se
limitado a obtengdo das células de medula 6ssea e tecido adiposo, devido a facilidade de
coleta, baixa incidéncia de lesdo do local manipulado e possibilidade de coleta no individuo
adulto (8). O esterno ¢ o local de escolha para a aplicacdo da técnica, pois a atividade
hematopoiética persiste por toda a vida do animal, e ¢ recoberto por pouca massa muscular e
de cortical delgada, facilitando o acesso a medula 6ssea.

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a pun¢do do esterno para a obtengdo de
amostras de medula o6ssea, definir um protocolo de isolamento da fragdo mononuclear
adequado a espécie e a avaliagdo da porcentagem de viablidade das células em equinos
adultos.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Unesp, Campus de Botucatu, durante o ano de 2007, sendo
aprovada pela CAmara de Etica em Experimentacio Animal (parecer niumero 18/2006). Foram
utilizados 12 equinos clinicamente sadios, com idade de 4 a 7 anos, machos e fémeas, sem
raca definida e com peso entre 350 a 450kg.

As pungdes de medula 6ssea foram realizadas com os animais mantidos em estagao e
contidos em tronco. Os animais foram sedados com xilazina 10% na dose de 0,5 mg/kg pela
via intravenosa e tricotomia foi realizada na regido do esterno. Apos a identificagdo da 5
esternebra por meio da ultra-sonografia, a anestesia local foi realizada com a aplicagdo de 15
mL de lidocaina sem vasoconstrictor no tecido subcutaneo e musculatura.

A puncio de medula 6ssea foi realizada por meio da introdugao de uma agulha modelo
Komiyashiki, de calibre 8 gauge e 15 cm de comprimento, no sentido ventro-dorsal
perpendicular & pele. Uma vez atingida a medula dssea, retirou-se o mandril e realizou-se a
aspiracdo com seringa descartavel de 20 mL, contendo 1 mL de heparina sdédica (5000
Ul/mL). Uma pequena aliquota dessa amostra foi colocada em uma placa de Petri para a
avaliagdo macroscopica, sugerindo a origem medular da amostra. O procedimento de
aspiragao foi repetido com outra seringa de 20 mL, contendo também 1 mL de heparina.

A amostra foi diluida em solucdo salina tamponada com fosfato (Dulbecco's Eagle's
Modificado - DPBS) e filtrada em equipo de transfusdo, para remo¢ao dos agregados
celulares. Em seguida, o filtrado foi delicadamente depositado em Ficoll e centrifugado a
500g por 30 minutos a temperatura ambiente, visando a separa¢do dos constituintes por
gradiente de densidade. Ap0s a centrifuga¢do, formou-se um halo esbranqui¢ado (Figura 1A)
rico na fracdo mononuclear da medula 6ssea, entre o plasma e a por¢ao contendo os
eritrocitos com Ficoll. Este halo foi separado, diluido em DPBS e novamente centrifugado
300g por 10 minutos. Esta operagdo foi repetida por mais uma vez, a fim de se retirar
totalmente o Ficoll.

A fracdo mononuclear foi submetida ao teste de viabilidade celular por exclusdao do
azul de tripan (0,2%) (Figura 1B). O estudo de viabilidade foi realizado em microscopio
optico, fazendo-se a contagem de células mortas coradas e células integras ndo coradas.

Figura 1. A: Formacdo do halo esbranquicado (seta) contendo células mononucleares. B:
Teste de viabilidade celular com azul de tripan. Seta vermelha indica célula nao viavel; setas
amarelas mostram células viaveis. Botucatu — SP, 2007.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume total das amostras da medula 6ssea obtidas com as duas seringas de cada
animal foi de 10 a 12 mL, sendo que na analise macroscopica em placa de Petri foram
observadas caracteristicas como consisténcia gelatinosa, presenga de agregados celulares,
granulos (espiculas) e globulos de gordura.

O volume da fragdo mononuclear ap6s o isolamento variou de 0,5 a 0,7 mL. Por meio
do teste de viabilidade celular por exclusdo do corante azul de tripan (0,2%), observou-se uma
média de 86,9% de células viaveis (Tabela 1).

Tabela 1. Valores individuais e média das porcentagens da viabilidade celular de amostras
obtidas por puncdo de medula dssea e submetidas ao teste por exclusdo do corante azul de
tripan 0,2% em 12 eqiiinos. Botucatu — SP, 2007.

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Média

Y%decelulas 76 82 74 95 90 92 8 92 8 90 82 95 86,9

viaveis

Foi observado que a realizagdo da puncdo com contencdo mecanica em tronco
associada com a sedagdo e a anestesia local foi de baixo custo se considerados os materiais e
farmacos utilizados. O procedimento com os eqiiinos em apoio quadrupedal diminuiu
possiveis riscos inerentes a anestesia geral.

A aparéncia macroscopica das amostras foi caracterizada por sangue com goticulas de
gordura e presenga de pequenos granulos acinzentados (espiculas). Entretanto, a consisténcia
gelatinosa da amostra, especialmente da primeira aliquota, e sua tendéncia a formagao de
pequenos agregados celulares, mesmo na presenca do anticoagulante, ndo havia sido relatada
na literatura. Caracteristicas essas relacionadas com a grande quantidade de substancias
tromboplésicas presentes na medula ossea.

Todos os animais foram submetidos a pun¢do de apenas um local, € do volume total
das amostras (10 a 12 mL) obtiveram-se, ap6s o processamento, cerca de 0,5 mL de fra¢do
mononuclear, considerado suficiente para a aplicacdo, por exemplo, na maioria das lesdes
tendineas de eqiiinos. Nao se observou vantagem ao se coletar grandes volumes, pois as
células progenitoras concentraram-se nos primeiros mililitros de sangue medular (1).

A utilizagdo da heparina sédica similarmente ao proposto por Smith e Webbon (9),
proporcionou uma concentracao final de aproximadamente 1.000 UI de heparina por mL de
amostra de medula dssea e possibilitou uma adequada manipulagdo em laboratorio.

Smith et al. (10) realizaram o isolamento da fracio mononuclear em equinos, sem a
completa descricdo da técnica, seguido do cultivo das células mesenquimais in vitro. Os
trabalhos publicados referentes as células tronco na espécie equina ndo apresentam a
metodologia utilizada na separa¢dao da fragdo mononuclear apds coleta de medula 6ssea. O
protocolo de isolamento destas células nas técnicas ja descritas para outras espécies necessita
de adaptagdes, pois os cavalos apresentam rapida coagulagdo do sangue medular e formam
agregados celulares mesmo na presenga de anticoagulantes.

Apesar do uso constante em pesquisas de células cultivadas, alguns experimentos
utilizam medula 6ssea total para o tratamento de tendinites (11, 12), ou ainda o implante da
propria fragdo mononuclear (4). O uso desta fracdo em tratamentos de lesdes ortopédicas tem
a vantagem de poder ser realizada no momento do diagndstico, com menor tempo de preparo
e custos, e ainda aumenta a concentra¢do de células tronco mesenquimais para o implante
direto, sendo o nimero de CTM na fracdo mononuclear de 0,001% a 0,01% (3). No entanto,
esta ¢ uma mistura heterogénea de tipos celulares (8).
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O teste de viabilidade celular por exclusdo do corante azul tripan (0,2%), cujo
resultado alcangou 86,9% na presente pesquisa, foi inferior aos 96% obtido por Perin et al.
(13) antes do implante em humanos. Contudo, como os demais trabalhos publicados para
espécie eqiiina (10, 11) ndo realizaram tal teste, a comparagdo das porcentagens foi
comprometida, havendo, assim, necessidade da realizagdo de futuras pesquisas com a
avaliacdo da viabilidade da fracdo mononuclear obtidas da medula 6ssea de equinos.

CONCLUSOES

1. O protocolo descrito mostrou-se eficaz para a obten¢do e isolamento da fracdo
mononuclear em equinos, utilizando-se heparina sédica como anticoagulante, seguido de
filtragem e dilui¢do do material proveniente da medula 6ssea.

2. As células isoladas mantiveram uma boa viabilidade celular, tornando este material
adequado para a realizacdo de implante intra-lesional, ou mesmo para cultivo de células
mesenquimais.
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