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PADRONIZAGAO DA TECNICA DE DETECGAO DE CELULAS CD34 DE MEDULA OSSEA DE RATOS WISTAR
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Introdugdo A célula tronco hematopoiética CD34+ é definida como uma célula com grande capacidade de auto-renovagao e
potencial proliferativo, o que possibilita a sua diferenciacdo em células progenitoras de todas as linhagens sangiiineas e a
reconstituicdo da populagdo hematopoiética a partir de uma unica célula. Estas constituem de 0,05% a 0,1% da medula éssea e
das células hematopoiéticas circulantes. Objetivo Na quantificagdo das células CD34+ por citometria de fluxo existe uma
variabilidade associada a medida de eventos raros (devido a sua baixa freqiiéncia) o que faz necessario a otimizacédo da preciséo
do ensaio, assim como o desenvolvimento de estratégias para a aquisi¢céo e definicdo dos pontos de corte. Animais e métodos
Ratos Wistar foram tratados com 5 ug/kg de peso de G-CSF (leucin - filgrastim 300 mcg, laboratério Bergamo) durante 5 dias por
via subcutanea. As células mononucleares de medula 6ssea de ratos tratados e néo tratados foram isoladas mediante gradiente de
densidade com Ficoll e 1 x 106 células foram submetidas a analise por citometria de fluxo no FACScan (Becton Dickinson) com
anticorpos monoclonais anti rato CD34-PE (Santa Cruz biotechnology) e CD45-FITC (Caltag). Controles dos isotipos foram usados
em paralelo e 200.000 eventos foram adquiridos com o software cell quest. Resultado O numero de células CD34+ obtidas dos
animais tratados com G-CSF apresentaram um aumento de 5 vezes quando comparadas com os nédo tratados, em quanto que as
células CD34+ de baixa complexidade apresentaram um aumento de 6 vezes maior. Conclusdes Mediante o aumento significativo
de células CD34+ nos ratos tratados com G-CSF quando comparados com os nao tratados, foi possivel estabelecer com maior
exactitude e precisdo o ponto de corte na detecgéo de células CD34 por citometria de fluxo.





