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Colheita de medula 6ssea em caes: modelo para obtencdo da fracéo total de células
mononucleares

Bone marrow harvest in dogs: model for acquisition of the total fraction of mononuclears cells

Débora Cristina Olsson'™ Ney Luis Pippi" Danieli Brolo Martins' Guilherme Kanciukaitis Tognoli'
Eduardo de Bastos Santos Junior' Daniel Curvello Muller' Sonia Terezinha dos Anjos Lopes"
Francieli Marconato"' Priscilla Domingues Mdrchbéacher "' Luciele Varaschini Teixeira'

RESUMO

No presente trabalho foi elaborada uma técnica
para protocolo de colheita de medula 6ssea (MO) (10ml. kg?),
do osso femoral, para isolamento, quantificagdo e viabilidade
da fracdo total de células mononucleares (CM). Para tanto,
40 cdes machos ou fémeas, sem raca definida, com idade
aproximada de dois anos, pesando em torno de 10kg, foram
submetidos a procedimento asséptico em ambiente cirldrgico
para colheita de MO. Para a obtengcdo de uma quantidade
suficiente de CM, durante o procedimento foi utilizada a agulha
tipo Steis anatdomica, que favoreceu a colheita de volume
sangliineo em menor espaco de tempo e ndo danificou a
viabilidade celular. Também foi utilizado o Kit Bone Marrow
collection, que teve a finalidade de filtrar as espiculas dsseas,
mantendo a integridade das CM colhidas durante o periodo
decorrido para o acondiconamento do sangue. Durante o
periodo da colheita de MO, os animais foram submetidos a
collheita de sangue periférico (pré, trans e pés-operatério)
para avaliagfes hematoldgicas e sofreram autotransfusdo
sangliinea para suprir a queda acentuada de hemoglobina
ocorrida nos primeiros momentos da coletaheita. O total de
MO colhida e filtrada foi colocado lentamente sob gradiente
de densidade Histopaque (1.077g ml?'). O material foi
centrifugado a 440 x g por 30 minutos e o anel de células foi
colhido, lavado e centrifugado trés vezes em meio contendo
solugdo salina 0,9%, DMEM e soro sangliineo autélogo estéril.
Foi realizada a contagem do anel celular em camara de
Neubauer e foi verificada sua viabilidade utilizando corante
vital. Neste estudo foi verificado que no volume de MO colhido
foi possivel obter a média de 2,57 x 10°(+ 1,56) CM kg* e a
viabilidade celular foi superior a 90% (96,72 + 2,9%). Conclui-
se que a técnica de colheita de MO com agulha Steis com
lavagem celular no meio contendo soro autélogo e Kit Bone
Marrow e agulha Steis com lavagem celular no meio contendo
soro autélogo permite obter um ndmero ideal e indicado de

CM viaveis. Esse numero pode ser aplicado diretamente em
lesdes teciduais com objetivo de potencializar o processo de
regeneracao.

Palavras-chave: medula 6ssea, transplante celular, células
mononucleares, modelo experimental, cées.

ABSTRACT

In the present research a new protocol to harvest
10ml kg* femoral bone marrow (BM) was developed to allow
isolation, quantification and to test the mononuclear cell (MC)
fraction viability. Forty male or female stray dogs, aging and
weighting around two years old and 10kg respectively, were
submitted to aseptic bone marrow harvest in a surgical
environment. To achieve an ideal cell count of MC, an
anatomical Steis needle was used during the procedure, which
favored the indicated volume harvest in a shorter period of
time without interfering cellular viability. A bone marrow
collection kit was also used to filter bone fragments while
maintaining harvested MC integrity during blood packaging.
Meanwhile BM harvesting was conducted, animals peripheral
blood collection was performed (pre, trans and post-operatory)
to hematological evaluations and autologous blood transfusion
was made to overcome the increased hemoglobin fall that
takes place in the initial harvesting moments. The harvested
and filtered BM was slowly placed over a Histopaque density
gradient (1.077g ml). The material was centrifuged at 440g x
for 30 minutes. The cellular ring was harvested, washed and
three times centrifuged in saline 0.9%, DMEM and autologous
sterile serum. Cellular ring count was conducted in neubauer
chamber and its viability was performed with vital dye. In this
study was possible to notice that with the harvested BM volume
an average of 2.57 x 10° (+ 1.56) MC kg* was obtained and the
cell viability was over 90% (96.72 + 2.9%). It was concluded
that the bone marrow kit and Steis needle with autologous
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serum cellular wash BM harvesting technique allow an ideal
MC number isolation which can be administered in tissue lesions
to enhance the regeneration process.

Key words: bone marrow, cell transplantation, mononuclear
cells, experimental model, dogs.

INTRODUGAO

Um dos aspectos peculiares da hematologia
diz respeito a terapéutica, que inclui ndo apenas
moléculas farmacoldgicas, mas também as proprias
células sangiiineas (GODOY etal., 2006). Para investigar
as complexas fungdes destas células, pesquisadores
vém utilizando a transfusdo sangiiinea no reparo de
lesoes teciduais, na melhoria do transporte de oxigénio
e na reconstituicdo da hemostasia (NOORT &
FALKENBURG, 2000). Geralmente, a terapia mais
simples consiste na transfusdo das células sangiiineas
maduras obtidas do sangue circulante (GODOY et al.,
2006), pois ela exige apenas o fracionamento do sangue
em componentes mononucleares e ¢ extremamente
eficaz na reposicdo de hemacias e plaquetas
(BRUGGER. etal., 2000).

A segunda fase da terapia celular nesta
especialidade ¢ a transfusdo de células progenitoras
(CP) contendo a fracdo total de CM, adquiridas por
meio do transplante de MO (KHALDI et al., 2003). Estas
sdo capazes de reconstituir um sistema doente ou
danificado e recuperar a fungdo tecidual e receberam o
nome de células-tronco (CT) (SANTOS et al., 2004). O
transplante de MO para terapia apresenta algumas
limitagdes para sua utilizagdo, como a obtengdo da
fracdo total de CM em quantidade suficiente, que exige
multiplas aspiragdes da MO em ambiente cirirgico
(GUNSILIUS, 2001). Outro aspecto limitante € o tempo
médio para se obter efeito terapéutico depois de
transplantadas, cerca de duas a quatro semanas, isto
¢é, para a geragdo das novas células sangiliineas
(PRANKE et al., 2006) ou para o fornecimento dos
elementos celulares necessarios durante o processo
regenerativo como a quimiotaxia e o efeito paracrino
em um novo microambiente (LEVENBERG et al. 2003).

O atual estagio de pesquisas com a fragdo
total de CM contendo CT tem apontado multiplas
possibilidades para a reparacgdo tecidual e a qualidade
dos processos regenerativos quando transplantadas
células processadas em um volume maior ou igual 2
x10°(SUTER etal.,2004) a2x10% CM daMO porkg™' do
receptor (NAKAGE et al., 2005). Essa metodologia
coloca a questdo da utilizag@o terapéutica das CT em
bases totalmente novas na medicina veterinaria. Existe
hoje um grande entusiasmo quanto as possibilidades

de empregar CT para tratar numerosas doengas em
diversas espécies de animais, principalmente o co
(SUTER et al. 2004). Estudos realizados nesta espécie
revelaram fenotipica e funcionalmente semelhangas
com a CT de humanos e camundongos, indicando que
0 modelo canino ¢ aplicavel ao estudo de CT para que
os resultados possam ser transpostos a outras espécies
(SUTER etal., 2004; NARDI; MEIRELLES, 2006).

Apesar das diversas aplicabilidades da
terapia celular com adjuvante nas intervengdes
reconstrutivas na medicina veterinaria, ainda ndo ha
padronizagdo da técnica de colheita e quantificacio
das células da MO para obtengao de CM contendo CT
hematopoéticas e mesenquimais para aplicabilidade
terapéutica na espécie canina. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo desenvolver uma técnica
de colheita de MO utilizando o kit de colheita de MO
Bone Marrow Collection Kit e a agulha tipo Steis para
obten¢do de uma quantidade de CM viavel, que podera
ser utilizada em transplantes para tratamento de lesoes
teciduais em caes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério
de Cirurgia Experimental do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Santa Maria. Foram utilizados
40 caes higidos, sem raca definida, machos e fémeas,
com idades estimadas entre um e dois anos, pesando
em torno de 10kg. Os animais foram mantidos em
biotério climatizado com canis individuais apropriados,
recebendo agua e ragdo comercial ad libitum desde a
fase de adaptagao até o final do experimento.

Trés dias antes da data de colheita de MO,
todos os animais foram submetidos a colheita de
sangue periférico (10ml kg'), da veia jugular, para
autotransfusdo transoperatdria durante o procedimento
de colheita de MO, segundo TOGNOLI et al. (2007),
TOGNOLI (2008) e OLIVEIRA (2008). O sangue colhido
foi armazenado em bolsas de transfusdo sangiiinea
devidamente datadas e identificadas de acordo com o
anumeracao do proprio animal, contendo 14ml de CPDA
(citrato de sodio, fosfato, dextrose e adenina) para cada
100ml de sangue. Depois, as amostras foram
refrigeradas em geladeira comum a uma temperatura de
4°C até sua utilizagao.

O pré-operatorio constou de jejum alimentar
de 12 horas e hidrico de seis horas. Antes da
administragdo da medicacdo anestésica, colheu-se
amostras de sangue periférico: a) 2ml da veia jugular,
para exame de hemograma e analise de hematécrito (Ht),
hemoglobina (Hb) e b) 7ml sem anticoagulante, que foi
colocado em tubo de bioquimica de vidro, com
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capacidade para 15ml, previamente esterilizado em
autoclave, a 121°C por 15 minutos, tampado de forma
hermética e enviado ao laboratorio de analises clinicas
do Hospital Veterinario da UFSM para obtengdo do
soro autdlogo. O sangue foi colocado em banho-maria
a 37°C por 10 minutos para obter melhor retragdo do
coagulo sangiiineo e depois foi centrifugado a 1800rpm
(495 x g) por seis minutos.

Em seguida, efetuou-se a medicagao pré-
anestésica composta por acepromazina (0,05mgkg') e
fentanil (0,002mg kg ) aplicadas por via intramuscular
(IM). A anestesia epidural foi realizada com morfina
(0,1mgkg™), lidocaina 2% (0,25mg kg™') e bupivacaina
0,25% (0,25mg kg'). A indugdo anestésica foi realizada
com propofol (4mg kg') pela via endoflébica e como
manutencdo anestésica utilizou-se anestesia geral
inalatoria com halotano vaporizado em oxigénio a 100%,
administrado em circuito semifechado. Para a profilaxia
antimicrobiana, foi utilizado cefalotina (30mg kg ') por
via intravenosa (IV) e para analgesia transoperatoria
foi administrado parecoxib sodico (2mgkg') (IV). Ap6s
a intervengdo, todos os animais receberam analgesia
com parecoxib sodico (2mg kg™') SID durante trés dias
consecutivos.

Apods todos os procedimentos para
manipulacdo asséptica, os animais anestesiados e
previamente tricotomizados foram colocados em
decubito lateral direito e submetidos a colheita de
sangue da MO. As amostras foram obtidas por pungdo
rotacional e aspiracdo com o auxilio de agulha
anatomica do tipo Steis (15G X 37). O local de pung¢ao
foi a fossa trocantérica femoral direita, sendo que em
90% dos casos foi necessaria apenas uma pungio 6ssea
para colher a quantidade de medula desejada (10ml kg™).
As amostras foram colhidas com auxilio de seringas de
10ml previamente heparinizadas com liquemine
(heparina 10.000UI). Para penetrar no espago medular
dos ossos, foi aplicada uma pressdo manual, moderada
a agulha, girado-a e alternando os movimentos para
direita e esquerda. A MO colhida foi transferida para
uma bolsa de colheita de MO, Bone Marrow Collection
Kit, contendo 0,1ml de liquemine (heparina 10.000UI) e
10ml solug@o salina 0,9% para cada 100ml de MO. Apds
o término da colheita, o total de sangue intramedular
passou pelo pré-filtro de 850 micron, seguido de dois
filtros, um de 500 micra e o segundo de 200 micra,
acoplados em linha, para filtragem das espiculas 0sseas.

O total de amostra sangiiinea retirada da MO
(10ml kg') de cada animal foi automaticamente
transferido para uma bolsa de infusdo propria de MO,
também acoplada no mesmo kit. Uma aliquota de 1ml
de sangue da MO foi colhida diretamente da bolsa de
infusdo apos a filtragem e encaminhada sob temperatura

ambiente ao laboratorio de analises clinicas do Hospital
Veterinario da UFSM para contagem manual da
porcentagem de células nucleadas totais. O calculo da
contagem absoluta de células nucleadas foi realizado
por meio da multiplicagdo da quantidade total de células
nucleadas (contagem global de leucdcitos) e o volume
do sangue da MO colhido. Este numero foi dividido
pelo peso do paciente, resultando no numero total de
células nucleadas (BITTENCOURT et al., 2006).

Uma aliquota de 1ml da medula retirada
diretamente do osso femoral no momento da colheita
foi separada para confeccao de esfregagos para exame
de mielograma. Foram confeccionadas por esfregago
10 laminas da amostra da MO para analise complementar
da atividade hematopoética e morfologica das células
do sangue da MO. As laminas foram coradas por kit
pandtico rapido, composto de um alcool fixador, um
corante eosinofilico e outro basofilico e foram avaliadas
de acordo relagdo mieldide e eritréide de normo, hipo
ou hipercelular da MO por microscopia de luz.

A MO colhida (10ml kg") foi centrifugada a
1600 rotagdes por minuto (rpm) (for¢a centripeta de
440g) em tubos Falcon de 50ml e isolada em gradiente
de densidade Histopaque 1.077g ml"! (1:1), de acordo
com a técnica de Boyum (BOYUM, 1968), mantendo-a
a uma temperatura entre 18-26°C. O halo contendo as
CM, formado depois da centrifugacdo, foi colhido entre
as interfaces lavadas e centrifugadas (5 minutos; 440 x
g) trés vezes em meio contendo solucdo salina 0,9%,
DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium) e soro
sangliineo aut6logo estéril, com intuito de remover os
agregados celulares, obtendo como produto final o
botdo celular padronizado em 1000ul. Uma pequena
fracdo (50pul) de CM suspensas foi colhida para
contagem manual da porcentagem e quantificagdo de
CM e teste de viabilidade celular por método de exclusao
com corante azul de Tripan 1% (MELO etal., 2003) em
lamina de Neubauer, sendo considerada aceitavel uma
viabilidade acima de 90% e um numero minimo de
2x106kg! de CM cm? (SUTER et al., 2004). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado
e as médias foram comparadas por meio do teste “t de
Student” ao nivel de significancia P<0,05. (SNEDECOR;
COCHRAN, 1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A transfusdo sangiiinea em caes, segundo
CALLAN (2000), ¢ indicada quando os niveis de Ht
encontram-se abaixo de 15%, ja outros autores
mencionam 21% (HARREL etal., 1997). Neste estudo
percebeu-se uma leve diminuigdo do Ht no momento
trans e po6s (P<0,05) da colheita de MO (Tabela 1),
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Tabela 1 - Valores médios do eritrograma obtidos durante os
momentos pré, trans, pos e 24 horas apds a colheita
de medula o6ssea em sangue periférico de cles
(n=40).

Tempo

pré trans pos 24h
Proteina plasmatica g/dL. 7,89 6,9 7,03 73

Hemacias uL 5,44 5,40 6,16 6,10
Hematrocito* % 324 25,7 34,18 24,25
Hemoblobina* g/dL 11,02 6,76 9,91 14,8
Reticuldcitos* % 2,57 2,0 3,63 1,0

Proteina plasmatica g/dL 7,89 6,9 7,03 8,2

permanecendo diminuido 24 horas ap6s a infusdo de
sangue autologo (33,9% + 11,1), resultado similar aos
estudos de COHEN & BRECHER (1995), TOGNOLI
(2008) e OLIVEIRA (2008), os quais afirmam que os
niveis de Ht em pacientes submetidos a transfusdo
sangiiinea apos coleta de MO decrescem no periodo
pos-operatorio. A porcentagem de hematocrito
diminuida, mesmo ndo sendo significativa, pode levar
auma condi¢ao de hipoxia tecidual (LOPES et al., 2006).

Na avaliagao do hemograma (Tabela 1), foi
constatado um aumento significativo no niimero de
reticuldcitos circulantes (P<0,05) a partir da infusdo de
autotransfusdo, diminuindo 24 horas apds a colheita
de MO. Estes achados vao de encontro as afirmagdes
de FERNANDEZ & GRINDEM (2000), TOGNOLI (2008)
¢ OLIVEIRA (2008), que observaram uma diminui¢ao
gradual dos niveis de reticuldcitos logo apds uma
colheita de MO mesmo quando os niveis de Ht
encontram-se normais ou elevados.

Uma queda na concentragdo de Hb em
doadores de MO ¢ verificada no periodo pos-operatorio
em humanos em cercade 2 a 2,4g dL"' (MIJOVIC, 2006)
e em cdes (TOGNOLI et al., 2007, TOGNOLI 2008).
Entretanto, neste estudo, foi verificado que os animais
apresentaram niveis de Hb diminuidos em média 6,76g
dL! (P<0,05) no momento trans do procedimento
(Tabela 1). MIJOVIC et al. (2006) afirmam que a
transfusdo de sangue é necessaria somente em
pacientes que apresentam os niveis de Hb inferiores a
12,5g dL"! em humanos e OLIVEIRA (2008) relata essa
necessidade quando os niveis de Hb apresentam os
niveis de 10, 2g dL"! durante o trans-operatorio.

PARKKALI etal. (2005) concluiram que ndo
¢ necessaria a colheita autdloga de sangue para
doadores sadios de MO, pois a concentragdo de Hb
ndo decresce em niveis constantes e permanentes.
Desse modo, os autores afirmam que a autotransfusao
pré-operatoria ou transoperatoria € pratica dispendiosa

e desnecessaria em doadores de pequenos volumes
de MO. Todavia, neste estudo, foi verificado que os
niveis de Hb diminuiram em 1,11g dL"' (P<0,05) no
momento imediato pos-transfusdo (Tabela 1) e em 1,06g
dL!' mesmo apds receberem sangue autologo, sendo
que os niveis normais retornaram apds o oitavo dia de
avaliac@o. Essa pratica segue a conclusdo da pesquisa
de TOGNOLI et al.,(2007), os quais observaram que,
em condi¢des experimentais, ¢ necessaria a realizagao
de autotransfusdo sangiiinea no periodo trans-
operatorio em caes submetidos a doagdo de 10ml kg
de MO, fato este justificado pela queda de Hb
apresentada pelos animais durante o ato da colheita e
a elevagdo imediata apos a transfuséo.

Todo o procedimento de colheita da MO foi
realizado em centro cirurgico para prevengdo de
contaminacdo. Antes da aspiragdo, as seringas foram
lavadas com solugdo salina 0,9% associada com
liquemine (heparina 10.000UI), pois essa combinagdo
impede a coagulagdo e evita a formacdo de bolhas
permanentes dentro da bolsa de armazenamento
desenvolvida no momento da colheita. Se utilizados
anticoagulantes com menor unidade, ocorre coagulacao
da MO em um curto periodo de tempo, o que impede o
uso terapéutico (BACIPALUGO et al., 1992).

Para iniciar a aspiragdo, a agulha foi
introduzida na pele e posteriormente dentro da fossa
trocantérica do osso femoral. A escolha do osso esta
de acordo com TOGNOLI et al., (2007) pela facilidade
de encontrar grande quantidade de CM e pelo fato de
que com uma Unica introdu¢do da agulha no osso
femoral consegue-se a quantia desejada, aspirando-se
5 a 7ml de cada vez. De acordo BACIPALUGO et al
(1992), a quantidade de MO com maior nimero de CP
encontra-se na crista iliaca e sdo necessarias de quatro
a cinco perfuracdes na pele que sdo realizadas
acompanhando a curvatura das cristas iliaca superior
e inferior em ambos os lados com a agulha. No interior
da crista, sdo realizadas aproximadamente 100
perfuragdes e o pos-operatdrio torna-se mais doloroso
e dispendioso.

Mesmo que a agulha utilizada apresente
diametro aparentemente elevado, sabe-se que, por meio
dos métodos de estabilizagdo de fraturas, o canal
medular pode ser preenchido em 60 a 70% com pinos
de Steinmann, sem que isso acarrete prejuizo vascular
ao cortex 0sseo (EL-WARRACK & SCHOSSLER,
1998). Desse modo, neste estudo foi observado que,
na introdugdo da agulha, nenhum cdo apresentou o
canal medular femoral preenchido com mais de 40%
pela agulha. Clinicamente, de acordo com a tabela
proposta por TUDURY & RAISER (1985), ndo foi
observada manifestacdo de dor e os cdes apresentaram
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grau V de recuperacdo deambular, 24 horas apds o
procedimento. A viabilidade da realizagdo desta técnica
deve ser ressaltada neste estudo, uma vez que os demais
artigos publicados sobre a pungdo de MO em crista
iliaca de cdes relatam a grande dificuldade de introdugéo
de outros tipos de agulhas e também a dificuldade de
se conseguir um volume adequado (FERNANDEZ &
GRINDEM, 2000). A pratica de colheita de MO na crista
iliaca de cées ¢ de dificil manejo devido ao formato
anatomico do osso ¢ a dificuldade de introdugdo da
agulha, aumentando o tempo da permanéncia do animal
anestesiado e o tempo de colheita do sangue (CAR &
BULE, 1986). Na técnica que foi utilizada neste trabalho,
o tempo total de colheita de MO em todos os caes
levou um tempo minimo de 20 minutos e maximo de 30
minutos. De acordo com a técnica de pungdo de MO
para a colheita de CM realizada por SAMOTO (2006),
VAZ (2006) e BARROS et al. (2001), a quantidade de
sangue obtida por esta via foi inferior a 50ml e a
quantidade de CM foi inferior a 2x10°, no entanto, a
viabilidade celular foi superior a 90%.

O equipamento de colheita de MO que foi
utilizado contém um recipiente que armazena a medula
e possui um filtro de 850 micra acoplado a bolsa e dois
outros filtros externos, de 500 e 200 micra,
respectivamente, que tem a finalidade de reter as
espiculas 6sseas (DENNEHEY etal., 2007). Admitindo-
se que um numero minimo de 2,5x10° células
hematopoéticas kg do paciente ou 2,0- 4,0 x 10® células
totais nucleadas ou ainda 2x10®° CM (GUARITA-
SOUZA et al., 2005) ¢ necessario para obter uma
recuperacao eficaz e sustentada da hematopoese, esses
valores sao obtidos quando colhidos entre 10 e 15ml
kg' de sangue da MO do doador MASSUMOTO &
MIZUKAMI, 2000). Neste estudo verificou-se que, no
volume coletadohido de 10ml kg de MO de cada animal
(n=40), conseguiu-se obter a média de 2,57 x 10 (+1,56),
valores de CM e viabilidade celular superiores a 90%
(96,72+2,9%), garantindo a qualidade da suspensdo,
resultados muito proximos a pesquisa de GUARITA-
SOUZA etal. (2005), realizada em animais de laboratorio,
que obtiveram as CM (3x10°) pela técnica de Boyum
(1968), em que a suspensdo de MO foi diluida e
centrifugada a 1400rpm por 40 minutos com alta
viabilidade do botao celular.

E preciso destacar que, de um total de 40 (n)
animais, 12 (30%) apresentaram valores celulares
inferiores ao minimo desejado (P>0,05), mas com
viabilidade acima de 90% (P=0,05). Apesar de nenhuma
falha da hematopoese observada, a mobilizag¢ao das
CM na MO foi minima e, em condi¢des normais, um
aumento significativo de CM poderia ser resgatado se

no manejo pré-colheita de MO os animais fossem
estimulados por meio da mobilizagdo tanto medular
como periférica, com fatores de crescimento como
Filgrastima (granulokine 0,6m1 min"' kg em uma ou
até trés aplicagdes) ou ainda combinagdes com
citoquinas hematopoéticas (G-CSK ou GM-CSF)
(LUCIDI & TAKAHIRA, 2007). O exame de
imunofenotipagem realizado por citometria de fluxo para
a detecgdo ou a identificagdo de subtipos dessas
células poderia gerar um resultado quantitativo com
maior margem de seguranga e, desse modo, um niimero
substancialmente maior de células poderia ser obtido.

As amostras de medula colhidas na primeira
pungdo para analise morfologica e estrutural de todos
o0s caes tiveram como objetivo avaliar a presenca de
células hematopoéticas maduras, ancoradas na MO
para caracterizar a colheita da medula e também para
diagnostico de doengas hematologicas se houvessem,
assim como estudo do tecido medular. De acordo com
DIELBOLD et al. (2000), o mielograma fornece dados
importantes de modo melhor que a citologia, como, por
exemplo, o grau de atividade da celularidade medular e
o diagndstico de mielofibrose e mieloesclerose. Na
analise microscopica de todas as amostras deste
estudo, coradas com hematoxilina ¢ cosina, foi
confirmada a origem medular das células. Uma vez
confirmada a origem, foi considerada a presenca de
células sangiiineas e ndo se observou alteracdo da
estrutura e da morfologia dessas células nas leituras
das laminas.

O maior desafio da manipulacdo celular ¢ a
manutengao das caracteristicas funcionais das células
colhidas e a manutengdo da vitalidade. Os protocolos
existentes para lavagem, nutri¢do e manutencao celular
possuem uma mistura enriquecida com sais minerais,
aminoacidos e componentes essenciais e proteinas de
soro fetal bovino. Para baratear os custos deste estudo,
utilizou-se, para cada animal, o soro autdlogo estéril,
que contém agua (92%), proteinas (7%) e outras
substancias como hormonios e enzimas (1%) e DMEM
com intuito de fornecer energia as CM durante a
lavagem e a obteng@o do botdo celular. Percebeu-se
que a viabilidade celular manteve-se acima de 90%,
mas € preciso aprofundar os estudos para verificar a
expressao do nucleo celular quanto a mitoses. O
sucesso do transplante de medula utilizando a fra¢do
total de CM da MO depende em parte da quantidade
de células precursoras empregadas por quilo de peso
do receptor. Esse fator ¢ limitante e uma maneira de
tentar contorna-lo ¢ amplificar ainda mais a populacao
de células precursoras resgatadas antes da transfuséo.
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CONCLUSOES

Toda a colheita de MO deve ser realizada
em centro cirurgico de forma asséptica e antisséptica,
pois ¢ um procedimento que afeta a imunidade animal e
acarreta alteragdes hematoldgicas. De acordo com os
resultados obtidos neste estudo, sugere-se que a
transfusdo sanguinea deve ser realizada durante a
colheita de grande volume de MO devido a alteragdes
nos niveis de hemoglobina. A técnica de colheita de
MO com Bone Marrow collection Kit e agulha Steis é
um método rapido e eficaz e proporciona a obtencao
de um botao celular com alta viabilidade. Portanto, os
autores indicam esta técnica como meio de fonte
abundante de CM necessarias para explorar sua
aplicacdo terapéutica sob a forma de implante celular
em um novo microambiente.
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