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Hematologia

Comunicacion breve
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Resumen

El objetivo de este estudio fue establecer un protocolo de aislamiento celu-
lar y evaluar el rendimiento y la viabilidad de células mononucleares de la
médula 6sea de conejos. Fueron usados 32 conejos adultos, machos, de la
raza Nueva Zelanda, con peso medio de 3,06+0,24 kg. Se aspir6 un volumen
de 2,0 mL de la médula ésea del himero en cada animal. Las muestras fue-
ron diluidas en solucién salina tamponada de Dulbecco (DPBS) y sometidas
al gradiente de densidad Ficoll-Ipaque (1,077 g/mL) en proporcién 2:1. En
seguida, el material fue centrifugado a 495g por 30 minutos a 15 °C. El ren-
dimiento y la viabilidad fueron determinados por lectura en una cdmara he-
mocitométrica de Neubauer, utilizando el colorante de exclusion vital azul de
tripan. Se obtuvo un rendimiento medio [+DE] de 6,65 [+4,18] x10° célu-
las/mL y una viabilidad media [+DE] de 92,66 [+4,35] %. El protocolo que
utilizé el gradiente de densidad fue efectivo para el aislamiento, rendimiento
y viabilidad de células mononucleares de la médula ésea de conejos para
posterior utilizacién en terapia celular.

Palabras clave: células madre mesenquimales * médula 6sea * aislamiento *
conejos

Summary

The aim of this study was to establish a cellular isolation protocol and eval-
uate the yield and viability of bone marrow mononuclear cells in rabbits.
Thirty-two male adult New Zealand rabbits were used with 3.06 + 0.24 Kg
mean weight. A volume of 2.0 mL bone marrow was aspirated from the
humerus of each animal. Samples were diluted in Dulbecco phosphate
buffered saline (DPBS) and submitted to density gradient using Ficoll-Ipaque
(1.077 g/mL) at a 2:1 rate. Subsequently, the material was centrifuged at
495g during 30 minutes, at 15°C. The yield and cell viability were determined
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in Neubauer haemocytometer chamber, using trypan blue vital staining. A mean yield [+SD]
of 6.65 [+4.18] x10° cells/mL was obtained and the mean viability [+SD] was 92.66 [+4.35]
%. The protocol using density gradient was effective for the isolation, yield and viability of
bone marrow mononuclear cells in rabbits in order to use them in cell therapy.

Key words: mesenchymal stem cells * bone marrow * isolation * rabbits

Introduccidn

La existencia de células madre no hematopoyéticas
en la médula 6sea fue sugerida inicialmente por Cohn-
heim, hace mas de 130 anos. Sin embargo, esa hipotesis
fue comprobada en 1974 con los hallazgos de Friedens-
tein el al. y el descubrimiento de las células madre me-
senquimales (CMM) (1).

Las CMM de la médula 6sea tienen la capacidad de
renovarse y diferenciarse en varios linajes de tejidos,
como conjuntivo, 6seo, cartilaginoso, adiposo, tendi-
noso y muscular (2). Estas células han demonstrado ser
una fuente celular atractiva para la reparacion tisular,
debido a la facilidad de su aislamiento y expansion de
aspirados de médula 6sea en adultos, asi como por su
versatilidad en la diferenciacion pluripotente en tejidos
mesenquimales (3).

Los aspirados de médula 6sea contienen CMM vy cé-
lulas ya diferenciadas en linajes condrogénicos y osteo-
génicos, como también algunas proteinas bioactivas que
estimulan la regeneracion 6sea (4). Las CMM han sido
aisladas de la médula 6sea de varios animales, inclu-
yendo roedores (1) (5) (6), gatos (7), perros (8), cerdos
(9) y también de humanos (10).

Diferentes protocolos de aislamiento y cultivo de
CMM fueron usados con éxito en la terapia de tejidos
6seos y cartilaginosos en conejos (11-14), pero no hay
muchos estudios sobre la descripcion de las diferentes
técnicas de aislamiento celular. Este estudio tuvo el ob-
jetivo de establecer un protocolo de aislamiento, rendi-
miento y viabilidad de células mononucleares de médula
6sea en conejos y comparar éste con otros protocolos
encontrados en la literatura.

Materiales y Métodos

Fueron utilizados 32 conejos adultos, machos, de la
raza Nueva Zelanda, con peso medio de 3,06+0,24 kg,
provenientes del Laboratério Vallée de Uberlandia, Bra-
sil, para recoleccion de médula 6sea del humero. Los
conejos fueron alojados en jaulas individuales y recibie-
ron diariamente alimento concentrado comercial y agua
ad libitum.

Antes del procedimiento los conejos permanecieron
en ayuno hidrico y alimentario por 4y 8 horas, respec-
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tivamente. Los animales fueron premedicados con ce-
tamina 30 mg/kg (Agener, Sao Paulo, Brasil) y xilacina
5 mg/kg (Agener, Sao Paulo, Brasil). La manutencion
anestésica fue realizada con halotano (Cristalia, Itapira,
Brasil), usando como diluyente oxigeno al 100% ad-
ministrado por medio de un circuito anestésico semi-
cerrado.

Se depil6 la piel de la region de la articulacion esca-
pulohumeral y se realiz6 la antisepsia con yodo deter-
gente, alcohol y povidona yodada (Rioquimica, Sao José
do Rio Preto, Brasil). Para la recoleccion de la médula
6sea, se introdujo una aguja metalica de Rosenthal en
la region del tubérculo humeral, siendo aspirados 2,0
mL de medula 6sea con una jeringa de 10 mL, en la que
previamente se habia colocado solucién salina al 0,9%
heparinizada (5 U/mL). Las muestras fueron inmedia-
tamente enviadas al Laboratorio de Inmunologia de la
Universidad para aislamiento, recuento y viabilidad de
las células mononucleares.

Los aspirados de médula 6sea se colocadon indivi-
dualmente en tubos estériles de 15 mL (tipo Falcon) y
se diluyeron (v/v) en solucién salina tamponada de
Dulbecco (DPBS, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). Des-
pués se ubicaron lentamente sobre el gradiente de
densidad Ficoll-Ipaque Plus (Amersham, Sao Paulo,
Brasil) para separacion de las células en la densidad
1,077g/mL y proporcién de 2:1 (médula 6sea: gra-
diente) (15). Luego de la centrifugacion a 495 g por
30 min a 15 °C, se removi6 el sobrenadante y el anillo
celular formado sobre la solucién de Ficoll fue cuida-
dosamente colectado mediante una pipeta Pasteur y
se transfiri6 a tubos estériles de 15 mL. El sedimento
celular se lavé con 10 mL de DPBS a 493 g, durante 10
min a 4 °C.

Después de descartar el sobrenadante, la suspension
celular se traté con 1,0 mL de tampon de lisis de eri-
trocitos (cloruro de amonio 0,16 M + Tris 0,17 M, pH
7,6) durante cinco min a temperatura ambiente. Se re-
aliz6 un segundo lavado con la adiciéon de 10 mL de
DPBS y el sedimento celular se resuspendié en 1 mL
de medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), con baja con-
centracién de glucosa y suplementado con 10% de
suero fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil). La adi-
ci6on de medio DMEM fue realizada para facilitar el re-
cuento en camara y mantener la viabilidad celular. La



suspension celular fue mantenida en bano de hielo
hasta el momento del recuento de células y el analisis
de la viabilidad.

Una alicuota de 10 pL de la suspension celular fue adi-
cionada a 10 pL del colorante azul de tripan para re-
cuento de las células en una camara hemocitométrica de
Neubauer. La lectura de las células viables y no viables fue
realizada por microscopia de luz y el calculo del nimero
de células/mL fue determinado por la siguiente formula:
VxFNx FT/#Q, en la cual: V= ntiimero de células viables
contadas; FN = factor de la cdimara de Neubauer (10%);
FT = factor de dilucion del azul de tripan y #Q) = nimero
de cuadrantes de la camara utilizados para el recuento.

La viabilidad se determiné por la técnica de exclu-
sion vital, o sea, exclusion de las células no tenidas por
el azul de tripan, como anteriormente se describié (6)
(16). La viabilidad celular se expres6 como porcentaje
aplicando la ecuacion: Vx 100/NT, en la que: NT = nu-
mero total de células (viables y no viables) contadas en
la camara.

Resultados

En este estudio, el gradiente Ficoll-Ipaque utilizado
en proporcién 2:1y con centrifugacion a 495 g durante
30 min a 15 °C demostr6 eficacia en el aislamiento de
las células mononucleares a partir de un volumen de 2
mL de aspirados de médula 6sea de conejos, como fue
comprobado por la visualizacion del anillo celular (Fig. 1).
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Figura 1. Muestra de aspirado de médula ésea de conejos después
de la separacion por gradiente de densidad Ficoll-Ipaque. Notar el
anillo celular (flecha) situado entre el plasma (A) y el gradiente (B).
Sedimento de eritrocitos y polimorfonucleares (C).
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Tanto el recuento como la determinacién de la via-
bilidad celular fueron facilitados por la utilizacion pre-
via del tampon de lisis de eritrocitos, lo que favorecié la
identificacion de células viables e inviables (citoplasma
coloreado por el azul de tripan) y la evaluacion de las
caracteristicas morfolégicas de las células presentes en
las muestras (Fig. 2).

Figura 2. Identificacion de la viabilidad de células mononucleares de
la médula ésea de conejos. Células viables (flechas oscuras) y célu-
las inviables con citoplasma colorado con azul de tripan (flecha
clara). Microscopia de luz (aumento 100x).

La media y la desviacion estandar [+DE] de las célu-
las cuantificadas en las muestras fueron de 6,65 [+4,18]
x 10° células/mL, variando entre 2,64 x 10°y 23,4 x 10°
células/mL. La viabilidad celular analizada por el mé-
todo de exclusion de células no viables varié entre
80,50% y 99%, habiéndose encontrando una media
[+DE] de 92,66 [+4,35] %. Los resultados individuales
de rendimiento y viabilidad celular se presentan en la
Tabla I, asi como también las medias y sus desviaciones
estandar (Fig. 3).
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Figura 3. Rendimiento y viabilidad de células mononucleares de mé-
dula dsea de conejos (n = 32) aisladas por gradiente de densidad
(1,077 g/mL) a partir de un volumen de 2,0 mL de aspirados de mé-
dula dsea. Las barras representan la media y el desvio estandar.
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Tabla |. Resultados individuales del recuento y viabilidad de las células mononucleares aisladas

de la médula ésea de conejos.

Animal (ch(;’;/’;j ) Viabilidad (%) Animal (XC.;(EO/;//'ZSL ) Viabilidad (%)
1 10,68 87,50 17 3,84 93,20
2 5,10 93,40 18 3,14 89,20
3 2,64 92,96 19 6,80 80,50
4 3,82 81,97 20 7,92 92,00
5 2,69 90,70 21 2,73 90,65
6 11,64 94,00 22 5,40 93,83
7 4,90 89,26 23 4,16 95,40
8 7,39 93,00 24 3,84 92,69
9 3,06 84,53 25 6,00 94,93
10 15,28 95,90 26 5,98 92,56
11 9,22 95,05 27 23,4 89,17
12 4,68 97,09 28 5,90 93,05
13 5,64 95,91 29 6,50 95,30
14 8,00 97,56 30 5,94 99,00
15 6,38 95,22 31 6,64 97,36
16 378 96,92 32 9,92 95,56

Discusion

El uso terapéutico de las CMM de médula 6sea ha
sido frecuentemente citado y puede indicarse en diver-
sas situaciones, incluyendo disturbios cardiovasculares,
tratamiento de fibrosis pulmonar, lesiones de médula
espinal y regeneraciéon de huesos y cartilagos (17). Se
ha sugerido que las células de médula 6sea de conejos
aisladas por el gradiente de densidad Ficoll producen
formacion 6sea superior a la producida por las células
frescas de médula 6sea (18). Por lo tanto, las diferen-
cias en los protocolos de aislamiento celular y en el na-
mero de células inoculadas tienen influencia en la
eficacia de la terapia (19).

En un estudio se recolectaron de 7 a 10 mL de aspi-
rados de médula 6sea de conejos y se utilizaron dife-
rentes métodos para el aislamiento de las células
mononucleares. Cuando se us6 la centrifugacion con
gradiente Ficoll a 400 g, por 35 min, en la proporcién
1:2, el recuento celular medio fue de 8 x 10° célu-
las/mL. Los autores concluyeron que el protocolo de
centrifugacion con el gradiente de densidad permitio
concentrar la poblacién de células mononucleares y fa-
voreci6 la deposicion de calcio “in vitro” en relacion a
otros métodos utilizados y, por consiguiente, podria fa-
vorecer la formacion 6sea “in vivo” (20).

En el protocolo de aislamiento del presente estudio
se obtuvo un rendimiento medio de 6,65 x 10° célu-
las/mL, inferior al encontrado anteriormente (20), tal
vez por haber sido aspirado un volumen inferior. Sin
embargo, debe resaltarse que una cantidad suficiente
de CMM para ser utilizada en terapia celular puede ob-
tenerse a partir de volimenes pequenos de aspirado de
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médula 6sea, minimizando los posibles efectos adversos
en el donante (21).

En un estudio realizado sobre la reparacion de de-
fectos amplios en la superficie articular de conejos, se
encontré una media de 5 x 10° células/mL a partir de
muestras de 2 mL aspiradas de la médula 6sea del
fémur (14). En el presente trabajo, el nimero medio
de células fue superior al relatado por otros autores
(11), que encontraron un rendimiento medio de 3,4 +
1,5 x 10°% células/mL aisladas de médula 6sea de co-
nejos.

Segun otro trabajo (22) fueron aisladas 6 x 10° célu-
las/mL de aspirados de la médula 6sea de ratas, seme-
jante al recuento de células mononucleares encontradas
en el presente estudio. Después de provocar una lesion
osteocondral en la articulacién de la rodilla de los es-
pecimenes, se inocularon 1 x 10° células estromales alé-
genas en el espacio articular. Los resultados macrosco-
picos e histologicos demostraron que el grupo tratado
con CMM de la médula 6sea present6 mejores resulta-
dos al ser comparado con los otros grupos (22). Por este
motivo, se cree que la cantidad de células aisladas de las
muestras en este estudio es suficiente para uso en tras-
plante y puede traer efectos terapéuticos benéficos para
la reparacion tisular.

Han sido relatados resultados superiores a 90% de
viabilidad utilizando el mismo método de exclusion ce-
lular (6) (23). La viabilidad celular media verificada en
este experimento fue semejante, lo que confirma la efi-
cacia del protocolo de aislamiento adoptado. Posible-
mente, la alta viabilidad se debi6 a la resuspension en
medio DMEM, el cual suministra los nutrientes necesa-
rios para la manutencién celular.



Una de las estrategias utilizadas en la terapia celu-
lar se basa en el principio de que debe haber una can-
tidad numerosa de células madre en los aspirados de
médula 6sea para que ese concentrado provoque efec-
tos terapéuticos benéficos, sin que sea necesario hacer
un cultivo celular (4). Por otro lado, la cantidad de
CMM representa una fraccién muy pequena, aproxi-
madamente 0,001-0,01% de la poblacién total de célu-
las mononucleares de la médula (10). Por lo tanto, se
cree que el namero de células mononucleares es pro-
porcional al volumen de médula 6sea colectado. En
este estudio, aunque se colect6 un volumen de 2,0 mL
de médula 6sea, se obtuvo un rendimiento significativo
de células.

Las células aisladas de médula 6sea y las células mio-
blasticas esqueléticas han sido utilizadas en el trata-
miento de cardiomiopatia isquémica en ratas, en las
cuales se comprobé que el tratamiento fue efectivo
cuando la dosis del in6culo varié entre 2,5y 7,5 x 10° cé-
lulas (24). Sin embargo, no se han observado diferen-
cias significativas en el tratamiento con inyeccion
intracoronaria de células mononucleares a la dosis de
6,8 x 107 células, aunque se haya obtenido una viabili-
dad de alrededor de 95% (19).

Se sabe que el microambiente en el que esas células
seran transplantadas emite senales endégenas que di-
reccionan las células madre a que proliferen y se dife-
rencien en linajes fenotipicos especificos. Cuando ese
ambiente no es adecuado para el desarrollo celular, la
terapia puede tornarse ineficiente (4). Ademas del mi-
croambiente y de la cantidad de células a ser trans-
plantadas, se resalta también la importancia de
correlacionar la terapia celular con la enfermedad que
se quiere tratar y con las variaciones individuales de
cada organismo. Otros estudios deben ser realizados
sobre la determinacion de la cantidad de células a ser
transplantadas, buscando el éxito de la terapia celular
en afecciones especificas.

Conclusién

El protocolo en el que se utilizo el gradiente de den-
sidad Ficoll en la proporcién de 2:1, con centrifugacion
2495 g, durante 30 minutos, a 15 °C, fue efectivo para el
aislamiento, viabilidad y rendimiento de células mono-
nucleares de médula 6sea de conejos, para uso posterior
en reparacion tisular.
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