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The objective of this study was to describe guidelines for the isolation of bone marrow
mononuclear cells from rabbits, followed by cell purification by negative depletion with
CD45 monoclonal antibody, and further expansion in MesenCult® medium. Ten adult male
New Zealand White rabbits, age average of 1.0+£0.2 years and weighting 3.5+0.24kg, were
used to obtain a standardized method. The mononuclear cells of the bone marrow were
isolated with Ficoll-paque® density gradient centrifugation, and the cell purification and
acquisition was completed by negative depletion with CD45 monoclonal antibody in im-
munomagnetic base. The cell population obtained was expanded in MesenCult® medium.
Through isolation with Ficoll-paque® density gradient was possible to obtain an average
yield of 7.31x10° cells/mL. After purification and acquisiton of potential mesenchymal
stem cells by the immunomagnetic base, there was a yield decrease to 2.28x10° cells/mL;
however the expansion process was increased in cell culture. The results indicated that
cells obtained from the mononuclear fraction of bone marrow and cultivated in vitro were
capable to generate adherent cells 24 hours after culture, with predominance of fibro-
blastoid cells suggestive of mesenchymal stem cells. It can be concluded that mesenchymal
stem cells can be achieved with purified rabbit bone marrow mononuclear cells through
the immunomagnetic method, as the MesenCult® medium provides a suitable environment
for a quick in vitro expansion, and the number of passages exerts negative influence on the
morphological characteristics.

INDEX TERMS: Mesenchymal stem cells, lagomorph, immunomagnetic separation.
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RESUMO.- O objetivo detse artigo é de descrever um pro-
tocolo de isolamento das células mononucleares da medula
ossea de coelhos, seguido de purificacdo celular por de-
plecdo negativa com o anticorpo monoclonal CD45 e poste-
rior expansdo em meio de cultura MesenCult®. Dez coelhos
machos adultos, da ragca Nova Zelandia, com idade média
de 1,0+0,2 anos e peso médio 3,5+0,24kg, foram utiliza-
dos para padronizacdo da metodologia. O isolamento das
células mononuclares da medula 6ssea foi realizado pelo
gradiente de densidade Ficoll-paque® e a purifica¢do e ob-
tencdo das células- pela deplecdo negativa com o anticorpo
monoclonal CD45 em base imunomagnética. A populagio
celular obtida foi expandida posteriormente em meio de
cultura MesenCult®. No isolamento pelo gradiente de icoll-
-Paque® foi obtido um rendimento médio de 7,31x10° célu-
las/mL. Apos purificacdo e obten¢do das possiveis células-
-tronco mesenquimais pela base imunomagnética, houve
um decréscimo do rendimento para 2,28x10° células/mL,
mas o processo de expansao foi incrementado pelo cultivo
celular. Os resultados indicaram que as células obtidas da
fragdo mononuclear da medula éssea, cultivadas in vitro
foram capazes de gerar células aderentes 24 horas apoés
o cultivo, com predominancia de células fibroblastéides
sugestivas de células-tronco mesenquimais. Concluiu-se
que a obtencdo de células-tronco mesenquimais pode ser
alcangada apds purificagdo das células mononucleares da
medula 6ssea de coelhos pelo método imunomagético, o
meio de cultura MesenCult® proporciona um ambiente
adequado para a rapida expansio in vitro e o nimero de
passagens exerce influéncia negativa sobre as caracteristi-
cas morfoldgicas das células.

TERMOS DE INDEXAGAO: Células-tronco mesenquimais, lago-
morpha, separacdo imunomagnética.

INTRODUCAO

As pesquisas cientificas com células-tronco fundamentam-
-se na expectativa destas unidades teciduais revoluciona-
rem as terapéuticas convencionais de enfermidades que
cursam com morte celular. O termo “células-tronco”, do
inglés stem cell corresponde a células precursoras que
possuem a capacidade de diferenciacdo e autorrenovacdo
ilimitadas, podendo originar uma variedade de tecidos.
Portanto, acredita-se que essas células tenham papel rege-
nerativo em lesoes ou injurias (Bydlowski et al. 2009).

As células-tronco mesenquimais sdo facilmente coleta-
das de organismos adultos e suas caracteristicas regenera-
tivas criaram expectativas de uso em terapias celulares. Di-
ferentes métodos de obtenc¢do associados a protocolos de
isolamento e cultivo de células mesenquimais ja foram uti-
lizados com sucesso, mas todos envolvem uma etapa inicial
de separacgdo de células mononucleares por meio de gra-
diente de densidade Ficoll-Paque® (Eurides et al. 2010, Ma-
ciel etal. 2014, Letouzey et al. 2015). Apesar dos resultados
positivos, Maciel et al. (2014) e Letouzey et al. (2015) rela-
taram dificuldades no cultivo e manutencio dessas células
in vitro. Para expansao, é necessario isola-las e purifica-las,
sendo que ao se multiplicarem em cultura, caracterizam-
-se por apresentarem aderéncia ao plastico, ter aspecto de
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fibroblastos e se diferenciar em células distintas (Yu et al.
2004). Apds o isolamento e expansdo podem se diferenciar
em osteoblastos (Kassel, Roskilde & Erikson 1993), muscu-
lo esquelético (Sampaolesi et al. 2005), endotélio (Abe et al.
2004), cardiomiocitos (Lima, Soares & Santos 2009), hepa-
tocitos (Justesen et al. 2002), adipdcitos (Jiang et al. 2002),
tecido tendineo (Kwan, Wan & Longaker 2003) e neurénios
(Mendez-Otero et al. 2009).

Pesquisas envolvendo o isolamento, a expansao celu-
lar e posterior aplicacdo in vivo podem ser uma alternati-
va eficaz para o tratamento de doengas ou lesdes criticas,
cronicas e degenerativas. Assim, o objetivo deste estudo foi
realizar a obtencdo e expansao in vitro das células-tronco
mesenquimais obtidas da fracdo mononuclear da medula
6ssea de coelhos apds separagdo imunomagnética e expan-
sdo em meio MesenCult®, para futura aplicagdo in vivo.

MATERIAL E METODOS

Colheita da medula 6ssea e isolamento das células mononu-
cleares

0 estudo foi desenvolvido na Escola de Veterinaria e Zootecnia
e no Laboratério de Genética Molecular e Citogenética no Institu-
to de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Goias. Teve
aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Fede-
ral de Goids, sob o protocolo n® 134/11.

Dez coelhos machos adultos, da raga Nova Zelandia, com idade
média de 1,0+0,2 anos e peso médio 3,5+0,24kg, foram utilizados
para padroniza¢do da metodologia de colheita, isolamento, puri-
ficagdo e cultivo de células mononucleares negativas para o anti-
corpo monoclonal CD45. Apds o uso do protocolo pré-anestésico
composto por 2,0mg/kg de cloridrato de tramadol e 0,05mg/kg
de acepromazina por via intramuscular, procedeu-se a inducdo
anestésica com associa¢do de 30mg/kg cetamina e 5,0mg/kg xi-
lazina pela mesma via para realizacdo da tricotomia e antissepsia
das regides escapulo-umerais. Em seguida, a colheita medular foi
realizada por meio de uma agulha metéalica de Rosenthal (16 gau-
ge) heparinizada, inserida no tubérculo maior do imero e aspi-
rados 8,0mL de medula dssea integra de cada animal com auxilio
de uma seringa de 10mL, contendo 0,3mL de solugdo estéril de
heparina com 5000 U/mL.

Em capela de fluxo laminar, os aspirados de cada animal foram
divididos em quatro amostras acondicionadas em tubos conicos
estéreis de 15mL. Cada amostra foi diluida em 2,0mL de solugdo
salina tamponada (DPBS®), acrescida de soro fetal bovino (SFB)
a10% e 10mM de EDTA (4cido etilenodiamino tetraacético). Em
seguida, foram depositadas sobre 2,0mL de soluc¢do Ficoll-paque®
(Amersham Biosciences, Sdo Paulo, SP, Brasil) na densidade de
1,077g/mL contida em outros tubos. As quatro solugdes resul-
tantes de cada animal foram centrifugadas a 495xg durante 30
minutos a 15°C.

As amostras foram separadas em quatro por¢des distintas:
plasma, nuvem celular, Ficoll-paque® e células vermelhas. O so-
brenadante composto pelo plasma foi removido com auxilio de
uma pipeta Pasteur das quatro amostras referentes a cada animal
e as nuvens celulares formadas sobre a solugdo de Ficoll-paque®
transferidas para um unico tubo conico estéril de 15mL. O tubo foi
centrifugado a 385 x g durante dez minutos a 4°C por mais duas
vezes com 10mL de DPBS e, uma vez, com 10mL de meio de cul-
tivo (MesenCult® MSC, Basal Medium Human, StemCell™, Vancou-
ver, Canadd) suplementado com 10% de SFB. Em seguida, o meio
foi desprezado permanecendo aderido no fundo do tubo apenas o
aglomerado de células mononucleares.
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Determinacdo do rendimento e da viabilidade das células
mononucleares

O sedimento contendo células mononucleares aderido no
fundo dos tubos foi ressuspendido em 2,0mL de meio Mesen-
Cult® para determinacio do rendimento e da viabilidade celular
pela técnica de exclusdo vital por azul de Tripan. Uma aliquota
de 10pL da suspensdo foi adicionada a 10uL do corante azul de
Tripan 0,4% em um microtubo de 200uL (Eppendorf®, Sdo Pau-
lo, SP) para contagem das células em camara hemocitométrica de
Neubauer. A contagem celular foi realizada sob microscopia de luz
a partir de uma aliquota de 10uL da solugio resultante (células e
corante) e o calculo do nimero de células por mililitro foi deter-
minado pela seguinte formula: V x FN x FT/#Q, onde V = nimero
de células viaveis contadas; FN = fator da cAmara de Neubauer
(10%; FT = fator de dilui¢do do azul de Tripan (2) e #Q = niimero
de quadrantes da cadmara utilizados para a contagem.

Obtencao das células mononucleares negativas para o anti-
corpo monoclonal CD45 em base imunomagnética

Apbs o isolamento das células mononucleares da medula 6s-
sea pelo gradiente de densidade Ficoll-Paque®, as células mono-
nucleares da medula-6ssea negativas para o CD45 contidas nessa
fracao foram obtidas a partir de um ensaio imunomagnético ca-
racterizado pela deplecdo negativa das células hematopoiéticas,
utilizando o anticorpo monoclonal CD45 de camundongo anti-
-coelho, complexo tetramérico e nanoparticulas magnéticas (Easy
Sep, StemCell® Vancouver, Canada). Inicialmente foi adicionado
na amostra de células mononucleares um anticorpo monoclonal
composto por imunoglobulina G (IgG1) de camundongo a 5%,
permanecendo por cinco minutos. Na sequéncia, adicionou-se
20uL do anticorpo CD45 com repouso de 15 minutos e 20uL das
nanoparticulas magnéticas. A amostra foi acondicionada em tubo
de poliestireno e acrescida de tampao fosfato-salino suplementa-
do com 10% de SFB e EDTA até o volume final de 2,5mL. Inserido
na base magnética, o tubo permaneceu por dez minutos e em se-
guida foi vertido em um novo tubo conico de 15mL, onde foram
depositadas apenas as células negativas para CD45 para nova con-
tagem de rendimento. Procedeu-se a comparagio entre o numero
de células viaveis obtidas nos dois momentos distintos, ou seja,
apos isolamento das células mononucleares com utilizacdo de
Ficoll-Paque® e pelo ensaio imunomagnético caracterizado pela
deplecdo negativa das células positivas para o CD45, indicativo de
linhagens hematopoiéticas.

Expansio celular in vitro das células mononucleares negati-
vas para o anticorpo monoclonal CD45

As células isoladas pelo ensaio imunomagnético, foram se-
meadas em frascos de poliestireno de 25c¢cm? a uma densidade de
5x10° células imersas em meio MesenCult® suplementado com
SFB a 10%, 50pug/mL de gentamicina e 2ug/mL de anfotericina B,
mantidas em estufa a 37°C e atmosfera umedecida contendo 5%
de CO,. Ap6s 72 horas da primeira semeadura, o meio de cultura
presente nos frascos foi removido a fim de eliminar as células nao
aderentes, e selecionar as células mononucleares negativas para
o0 anticorpo monoclonal CD45 por meio da aderéncia ao plastico.
0 meio foi substituido a cada trés dias e o crescimento das células
aderentes, a confluéncia e morfologia das colonias avaliadas dia-
riamente em microscépio invertido.

Passagens ou repiques das culturas

Apés atingirem confluéncia entre 80% e 90% foram realiza-
das as passagens possibilitando transferéncia dessas células para
outros frascos de cultivos. As passagens foram realizadas ap6s o
uso de enzima proteolitica para que as células cultivadas perdes-
sem a adesdo ao plastico. Para isso, o meio de cultura foi removido

e as células lavadas com solucdo de PBS. Apés o descarte da solu-
cdo, foi acrescentado 3,0mL de tripsina/EDTA a 0,25% e 3,0mL
PBS, com o objetivo de recobrir toda a monocamada de células
aderidas. As amostras foram incubadas a 37°C por trés minutos
e, logo apés, visualizadas em microscopio éptico invertido para a
confirmacdo da perda de adesdo ao plastico. A agdo da tripsina foi
paralisada depois da adi¢do de 3,0mL de meio MesenCult® suple-
mentado com SFB a 10%.

Posteriormente, as células contidas nos frascos foram trans-
feridas para novos tubos conicos e centrifugadas a 1.200rpm por
10 minutos a 15°C. As células aderidas no fundo dos tubos foram
ressuspendidas em 2,0mL de meio MesenCult® e retirou-se uma
aliquota de 10uL para determinagdo do rendimento celular pds-
-cultivo e avalia¢do da viabilidade por meio da exclusao vital pela
coloragdo de Tripan. A cada passagem celular era realizada uma
nova contagem total das células e a avaliagdo da viabilidade. Para
visualizacdo das coldnias fibroblastéides em microscopico 6pti-
co, uma aliquota de 200 uL de cada amostra cultivada das células
negativas para CD45 foi fixada em laminulas com formalina 4% e
coradas pela técnica de Giemsa por 30 minutos em temperatura
ambiente.

Conforme o nimero de repiques e os rendimentos encontra-
dos, as células eram subcultivadas em garrafas de até 150cm?® com
densidade de 1x10° células. Os valores das médias e dos desvios
padrao foram utilizados para analisar o rendimento e a viabili-
dade celular das células mononucleares apds o processo de iso-
lamento por gradiente de densidade Ficoll-Paque® e das células
mononucleares da medula-6ssea negativas para o CD45, obtidas
das fragdes mononucleares ap6s purificagdo em base imunomag-
nética. Apesar de nio terem sido realizadas andlises fenotipicas
e de diferenciagdo celular, conforme critérios estabelecidos pelo
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International
Society for Cellular Therapy, sugere-se que essa populacgdo celular
corresponde as células-tronco mesenquimais (CTM’s).

RESULTADOS

A colheita do material medular através do tubérculo maior
do umero foi dependente do protocolo anestésico e nido
apresentou dificuldade para obtencdo de um volume ex-
pressivo com apenas uma pun¢do. A heparinizacdo das
seringas e agulhas facilitou o procedimento da colheita e
a proporcdo de anticoagulante e volume medular ndo com-
prometeu o rendimento e a viabilidade das amostras.

O gradiente Ficoll-Paque® foi eficaz no isolamento das
células mononucleares de coelhos, comprovado pela for-
macdo do anel celular apés o processo de centrifugacdo. A
média e o desvio padrdo [+dp] das células mononucleares
quantificadas apdés isolamento em gradiente de densidade
Ficoll-Paque® foram de 7,31 [+4,03] x 10° células/mL com
variacdo de 1,06 x 10°a 13,70 10° células/mL. A viabilida-
de esteve entre 94,67% e 99,46%, com média de 97,15%
[+1,47]. Apdés serem submetidas a purificagdo em base
imunomagnética para obtengao das células mononucleares
da medula-6ssea negativas para o CD45 ou CTM’s as amos-
tras apresentaram rendimentos inferiores entre 0,22x10°%e
5,0 x10°células/mL com rendimento médio de 2,28 [+1,45]
x10°¢ células/mL e viabilidade média de 97,77% [+1,63],
variando entre 94,67% e 100% de células viaveis. Apesar
da padroniza¢do do volume medular colhido, foram encon-
trados diversos valores de rendimento e viabilidade celular
para cada animal (Fig.1).
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Fig.1. Representacdo grafica (A) do rendimento médio e (B) da

viabilidade celular referentes a 8,0mL do aspirado medular

de dez coelhos, ap6s as células mononucleares (CMN’s) serem

isoladas pelo gradiente Ficoll-Paque® e purificadas em base

imunomagnética para obtengdo das células-tronco mesequi-
mais (CTM’s). As barras representam o desvio padrao.

A técnica de separacdo celular com microesferas mag-
netizadas em associa¢do ao anticorpo monoclonal CD45 de
camundongo anti-coelho, permitiu a selecdo negativa das
células hematopoiéticas, sendo removidas seletivamente
pelo campo magnético. Diante dos resultados obtidos, é
possivel inferir que a separacdo imunomagnética foi eficaz,
uma vez que 30% do total das células mononucleares iso-
ladas pelo método de gradiente Ficoll-Paque® eram com-
postas por CTM’s. O baixo rendimento de 2,28 [+1,45] x10°¢
células/mL apéds a purificacdo da fracdo mononuclear foi
compensado pela expansao in vitro, obtendo uma popula-
¢do celular padronizada com menor nimero de subcultivos
possiveis. A expansao utilizando o meio de cultura Mesen-
Cult® proporcionou amplificacdo em 60% no momento da
segunda passagem quando comparado com o numero de
células semeadas na primeira, intensificando o rendimen-
to celular conforme eram realizados subcultivos até a 102
passagem.

As células obtidas da fragdo mononuclear da medula
Ossea foram capazes de gerar células com diferentes mor-
fologias logo apos o inicio do cultivo, tempo necessario
para que as células aderissem ao plastico e formassem uma
matriz de ancoragem responsavel pela sua sobrevivéncia e
proliferacdo. Entre a populacdo celular encontrada, células
alongadas de aspecto fibroblastéide foram predominantes,
no entanto, células ovais, bem como a formacdo de unida-
des formadoras de coldnias fibroblasticas (CFU-F) também
foram observadas. As células que permaneceram aderidas
ao frasco de cultura constituiram uma populagdo rara da
medula dssea e apresentaram elevada capacidade repli-
cativa, principalmente as caracterizadas pelas colonias de
densidade e formato irregulares.

Apébs a segunda passagem, houve predominancia de
células com caracteristicas fibroblastoides resultando em
uma cultura homogénea em diferentes fases de desenvol-
vimento (Fig.2A-D) e em alguns casos, presenca de gran-
des células arredondadas e multinucleadas. A técnica de
coloracgdo por Giemsa favoreceu a visualizacdo das colonias
fibroblasticas e do aspecto fibroblastéide das células no 3¢
dia ap6s a semeadura (Fig.2E,F).

O meio de cultura empregado foi considerado fun-
damental no processo de expansdo celular e a escolha
do MesenCult® fundamentou-se no fato desse meio ser
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Fig.2. Células-tronco mesenquimais aderentes provenientes da
medula 6ssea de coelhos cultivadas em meio de cultura Me-
senCult®. (A) Células-tronco mesenquimais no dia 0. (B) Uni-
dades formadoras de coldnias fibroblasticas (setas). (C) Inicio
de confluéncia das células fibroblastdides no 32 dia. (D) Cé-
lulas fibroblastéides confluentes no 102 dia de cultivo. (E,F)
Coloragao pela técnica de Giemsa, 40x.

empregado com sucesso para cultura de células-tronco
mesenquimais humanas e utilizado de forma eficaz para
enumeracdo de colonias CFU-E. O meio ainda resultou em
rapida expansdo in vitro e a reducdo significativa das célu-
las hematopoiéticas remanescentes nas passagens iniciais.
Além disso, a suplementagdo com soro fetal bovino a 10%,
a adicdo de antimicrobianos e antifingicos para manuten-
¢do e propagacdo celular foram medidas importantes no
processo, pois em ensaios preliminares notou-se que em
culturas livres de soro ndo ocorria proliferagao celular.

As submissdes das culturas a varias etapas de tripsini-
zacdo para expansao e subdivisdo possibilitaram a perma-
néncia em cultivo por periodos que variaram de dois a trés
meses. No entanto, as CTM’s, apresentaram caracteristicas
morfolégicas de células inviaveis, por meio da observagio
de vacuolos a partir da 102 passagem. Durante a padroniza-
¢do da técnica, um dos pontos criticos no cultivo celular foi
o tempo de atuagdo da tripsina no momento do subcultivo,
uma vez que o aumento do tempo de acdo diminuiu a viabi-
lidade celular da cultura.

DISCUSSAO

Durante o procedimento de colheita do material medular
preconizou-se Unica pun¢do medular, no entanto Gridem et
al. (2002) recomendaram diversas pung¢des na crista iliaca
e no trocanter maior do fémur para se obter um volume
medular satisfatorio, o que ndo foi necessario neste estu-
do. Apesar de alguns autores como Muschler et al. (1997)
e Yanai et al. (2005) em seus trabalhos ndo determinarem
o volume adequado do anticoagulante, admitiram que va-
lores inadequados podem lesar as células medulares. No
presente estudo optou-se por padronizar uma propor¢do
adequada entre o anticoagulante e o volume medular a fim
de evitar alta taxa de mortalidade celular.

Apesar da estandardizacdo do volume medular para
cada amostra, houve grande variabilidade em relacdo ao
rendimento e viabilidade entre os animais. Essa diferenca
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pode ter sido influenciada pela dilui¢do com o sangue peri-
férico. No entanto, fatores intrinsecos e extrinsecos, micro-
ambiente, manipulagio das células e da variacdo individual
de cada espécie também podem ter influenciado, possibili-
dades também apontadas por Oliveira et al. (2011).

Apos expansdo em cultura, Forriol & Esparza (2008)
encontraram percentagens de células-tronco mesenqui-
mais semelhantes as apresentadas nesse experimento, mas
Mazzetti et al. (2010), cultivando células do tecido adipo-
so de coelhos em meio DMEM, conseguiram incrementar o
rendimento em 77% apds a segunda passagem no vigésimo
dia. Resultados expressivos, porém tardios, pois a partir do
décimo dia de cultivo ja era possivel descrever rendimen-
tos equivalentes no presente estudo.

Foi possivel observar células aderentes nas primeiras
24 horas de cultivo, no entanto, Romanov et al. (2003) con-
seguiram células aderentes apenas a partir do quinto dia,
aplicando meio de cultivo diferente. Segundo Mori et al.
(2005) esses tipos celulares sao capazes de formar tecido
in vivo, mesmo apo6s terem sido extensivamente cultivados
in vitro. Assim, condi¢des fundamentais como o meio de
cultura, densidade celular de semeadura, tratamento com
diferentes doses de antimicrobianos e antiftingicos e su-
plementacdo com soro fetal bovino a 10% sdo necessarias
para o desenvolvimento de uma boa cultura. Caso a expan-
sdo se torne inviavel, a posterior aplicagido das células em
estudos in vivo podera ser prejudicada, segundo Kasten et
al. (2008).

Na literatura consultada (Yanai et al. 2005, Mazzetti et
al. 2010) nao houve relato do uso de MesenCult® na expan-
sdo de células obtidas da medula 6ssea de coelhos. Portan-
to, ainda que o meio nao contenha componentes de origem
animal, os resultados apresentados indicam a eficacia na
metodologia, uma vez que o crescimento e o potencial ce-
lular de diferenciagdo foram mantidos. As culturas foram
submetidas a tripsinizac¢do no intuito de aumentar o rendi-
mento celular e possibilitar a permanéncia em cultivo por
longos periodos. Tal conduta promoveu gradativamente a
redugio do potencial de renovagio dessas células, corrobo-
rando com os achados de Kawasaki-Oyama et al. (2008). Ja
Freshney (2006) relatou que as passagens celulares podem
ser realizadas inimeras vezes, sem comprometer o rendi-
mento e a viabilidade do cultivo celular.

O tempo considerado ideal para o tratamento enzimati-
co por tripsina/EDTA a 0,25% foi de trés minutos, resulta-
dos divergentes aos encontrados. Manso et al. (2002) e Sil-
veira et al. (2010) empregaram a tripsina com tempos que
variaram entre dois, cinco e dez minutos e ndo observaram
diferencas em relacdo ao rendimento e viabilidade celular
da cultura entre o primeiro e o segundo subcultivo.

Embora ndo tenham sido utilizados marcadores especi-
ficos para células-tronco mesenquimais e indugio de dife-
renciacao celular para confirmacio da presenca de células-
-tronco, a intensa proliferacdo observada nas amostras foi
um indicativo da presenca dessas células. Esse argumento
encontra respaldo no fato de as células diferenciadas ou
senescentes possuirem um tempo de vida limitado, carac-
terizado pela perda da capacidade de proliferacdo e estag-
nacgdo da cultura, corroborando com Bieback et al. (2004).

A aderéncia das células mononucleares da medula-dssea
negativas para o CD45 isoladas a superficie plastica e sua
morfologia fibroblastica sugeriu a presenga das CTM’s na
cultura, de acordo com o padrdo para identificacdo desse
tipo celular.

Apenas alguns autores (Baksh, Davies & Zandstra 2003,
Miranville et al. 2004, Martin et al. 2010) fizeram referén-
cia ao método imunomagnético de separacdo celular, mas
ndo citaram o seu uso em coelhos, aspecto que valoriza
os dados apresentados. Deste modo, os resultados in vitro
obtidos no presente experimento, estdo de acordo com os
encontrados por Keller et al. (2003) e incrementam o de-
senvolvimento de modelos in vivo, permitindo uma explo-
racdo mais acurada da relagdo entre as propriedades dos
materiais e suas respostas biologicas quando associados as
células negativas para o anticorpo monoclonal CD45 (Sene-
gaglia et al. 2009).

A obtencdo de CTM’S pode ser alcan¢ada apdés purifica-
¢do das células mononucleares da medula éssea de coelhos
pelo método imunomagnético e o meio de cultura Mesen-
Cult® proporciona um ambiente adequado para a rapida
expansao in vitro, no entanto o nimero de passagens exer-
ce influéncia negativa sobre as caracteristicas morfologicas
das células principalmente apds a 102 passagem.
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