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for cell-based therapy for bone repair
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial osteogénico
de células osteoprogenitoras de sangue de corddo umbilical
humano e provar sua aplicabilidade como candidato promissor para
terapias celulares de reparo 6sseo. Métodos: Culturas primarias
de células aderentes de sangue de corddo umbilical humano foram
expandidas in vitro até a passagem 2 e semeadas para estudo de
osteodiferenciacdo. Andlises morfolégicas (microscopia de luz),
citoquimicas (método de Von Kossa), e funcionais (dosagem de célcio,
atividade de fosfatase alcalina e contelido total de proteina na cultura
celular) foram conduzidas em 7, 14, 21, e 28 dias apds o protocolo
de osteoindugdo. Resultados: A fase proliferativa demonstrou
unidades formadoras de colonia em 7 dias. Apds osteoinducéo,
a morfologia celular cuboidal similar a osteoblastos em 14 dias e
nddulos de mineralizacdo e mudangas bioquimicas (aumento do nivel
de fosfatase alcalina e depoésitos de calcio) em 21 dias confirmaram
o processo de osteodiferenciacdo. Conclusées: A cultura celular
de sangue de cordao umbilical humano é uma técnica segura,
constituindo-se uma fonte alternativa de células osteoprogenitoras
para usos experimentais. Mais testes em animais e ensaios clinicos
devem ser conduzidos para validar seu uso e estabelecer controle
de qualidade de futuras terapias celulares autélogas ou alogénicas
objetivando o reparo 6sseo.

Descritores: Corddao umbilical; Sangue fetal; Cultura celular;

Osteogénese; Terapia tecidual; Regeneracéo dssea

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the osteogenic

potential of human umbilical cord blood-derived osteoprogenitor
cells and to prove its applicability as a promising candidate for
cell-based therapeutics for bone repair. Methods: Primary cultures
of human umbilical blood cord adherent cells were expanded in
vitro until passage 2 and seeded for osteodifferentiation study.
Morphological (light microscopy), cytochemical (Von Kossa's
method), and functional analyses (calcium level, alkaline
phosphatase activity, and total protein content in cell culture)
were carried out 7, 14, 21, and 28 days after the osteoinduction
protocol. Results: The proliferative step showed colony-forming
units in 7 days. After osteoinduction, cuboidal cellular morphology
similar to osteoblasts at 14 days and mineralization nodules and
biochemical changes (increased alkaline phosphatase level and
calcium deposits) at 21 days confirmed the osteodifferentiation
process. Conclusion: Cell culture of human umbilical blood cord is
a reliable technique, constituting itself as an alternative source of
osteoprogenitor cells for experimental needs. More animal tests
and clinical trials must be carried out to validate its use and to
establish quality control of future autologous or allogeneic cell-
based therapy aimed at bone repair.

Keywords: Umbilical cord; Fetal blood; Cell culture; Osteogenesis;
Tissue therapy; Bone regeneration

INTRODUGAO

Devido ao crescente aumento na expectativa de vida
da populacao mundial nas ultimas décadas, as lesoes
traumaticas, degenerativas e cronicas do sistema mus-
culoesquelético representam um problema socioeco-
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ndmico expressivo). A despeito do grande progresso
no desenvolvimento de substitutos dsseos, ainda nao
ha um biomaterial ideal capaz de imitar as proprie-
dades naturais de células osteoformadoras viaveis?.
Dessa forma, a bioengenharia usa células isoladas ou
células associadas a carregadores para substituir fun-
coes especificas, com a inteng¢ao de criar tecidos duros
autélogos ou alogénicos no laboratdrio, juntamente
com possiveis agentes terapéuticos®*. Os avangos téc-
nicos em biologia celular e molecular possibilitaram a
coleta de células precursoras de osteoblastos (células-
tronco mesenquimais — MSC, e células osteoprogeni-
toras - OPC), e sua diferenciagdo em tecido 6sseo, a
partir de uma ampla variedade de tecidos humanos,
como aspirado de medula 6ssea, 0sso esponjoso, gor-
dura, musculo, peridsteo, sindvia, polpa dental, sangue
periférico, derme e cordao umbilical ™+,

As células estromais derivadas de sangue de cor-
dao umbilical humano (SCUH) testadas para fins
de medicina regenerativa podem ser expandidas ex
vivo sem perder suas propriedades bioldgicas favo-
raveis, como autorrenovagao, aderéncia a recipien-
tes de plastico, expressao de antigenos de superficie
(CD105+/CD45-)®, alta plasticidade (multidiferen-
ciacao em osteoblastos, condroblastos, adipdcitos,
neuronios, mioblastos, queratindcitos, endotélio, he-
patdcitos, células secretoras de insulina)7?, ativida-
de imunomodulatéria (supressio de rejeicao de alo-
enxerto celular)®!¥ e mantém sua viabilidade apos
armazenagem a longo prazo por criopreservagaotV.
A capacidade osteogénica de células SCUH pode
ser demonstrada in vitro pela diferenciacdo em os-
teoblastos ativos quando hd estimulacdo adequada
em um carregador de monocamada ou tridimensio-
nal com base no fosfato de calcio>!¥ e, in vivo, pelo
0ss0 ectdpico em um sitio subcutineo e reparo
Osseo realcado de defeitos de tamanho critico em
calvarias® e fémur(? de ratos. Todavia, a dificulda-
de em produzir culturas e a grande heterogeneidade
dos resultados (morfologia, taxas de crescimento,
e dados de potencial diferenciacao) de células de
SCUH sao notaveis!119, As evidéncias desse com-
portamento podem ser encontradas em um estudo
com 25 doadores de células de SCUH, em que houve
isolamento bem sucedido em apenas duas amostras,
uma com uma cultura de células que apresentava
proliferacdo e pluripoténcia normais e a outra, com
o desenvolvimento de linhagens aneuploides e oste-
ogénese diminuida in vitro1®.

OBJETIVO

Considerando que estudos prévios apontaram a capa-
cidade controversa de osteodiferenciagdo e a deman-
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da por uma fonte promissora em terapéutica baseada
em células para o reparo 6sseo, o objetivo deste estudo
preliminar in vitro foi realizar uma avaliacao morfologi-
ca, citoquimica e funcional do potencial osteogénico de
SCUH-OPC.

METODOS
Isolamento e expansao celular

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa Humana da Universidade Federal Fluminense
(registro CEP-UFF 56/07, Niterdi, Brasil) e realizado
mediante consentimento prévio dos doadores. Uma
equipe de enfermeiros (Cryopraxis, Rio de Janeiro,
Brasil) colheu o SCU de feto a termo, de cinco gravidas
higidas (20 a 28 anos de idade) no Hospital ProMatre
(Rio de Janeiro, Brasil).

Todas as amostras frescas de SCU, em tubos Fal-
con de 50 mL, passaram por um processo de sepa-
racdo celular com Ficoll-PaquePlus (Histopaque™
- GE Healthcare, Rio de Janeiro, Brasil; densida-
de = 1,077 g/mL) e centrifugacdo (671 x g, 30 min,
em temperatura ambiente). As células monocelula-
res foram coletadas e colocadas novamente em sus-
pensao em meio RPMI com Hepes e albumina 5%,
transferidas em temperatura fria para o laboratério
e processadas até 24 horas apds o nascimento. Hou-
ve centrifugagdo adicional (671 x g, 15 min, em tem-
peratura ambiente) e nova suspensao em a-MEM
com 2 mM de L-glutamina, soro bovino fetal
(Gibco-Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) a 20% e
100 ug/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil), com armazenamento em recipientes
de plastico de 25 cm? (Corning, Sdo Paulo, Brasil)
a 37°C, 5% de pressao CO,, e 95% de atmosfera
umida. A cada 2 dias, o meio de cultura contendo
células ndo aderentes foi cuidadosamente removi-
do e centrifugado; o pellet foi misturado a um meio
completo fresco e a suspensao de células foi devol-
vida ao seu recipiente anterior. Aproximadamente 1
semana ap0s a incubagao, apareceram colOnias ade-
rentes bem definidas e parecidas com fibroblastos.
A subcultura ocorreu em cerca de 80% de confluén-
cia em monocamada aos 28 dias, quando a cultura
celular foi retirada usando 0,25% tripsina-EDTA
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). Apos 14 dias, as
células estavam quase confluentes e uma nova sub-
cultura foi feita até a osteoindugao. O uso do mé-
todo de exclusao com Trypan blue (Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, Brasil) e a camara Neubauer de conta-
gem permitiram a analise de viabilidade das células,
a seguir: NC x D x 104/Q, onde NC = nimero de cé-
lulas viaveis, D = diluicao da amostra, Q = quartos
da camara Neubauer de contagem.



Desenho experimental de osteoinducgao

Ap6s a expansao, as células SCUH-MSC (1,0 x 105 cé-
lulas/mL) na passagem 2 foram semeadas em placas
com 24 pocos (Corning Inc., Califérnia, Estados Uni-
dos) em a-MEM enriquecido com soro bovino fetal a
20%. Apds 96 horas, com 80% de confluéncia méaxima,
as células foram tratadas com uma solugao osteogéni-
ca bem definida® contendo 20 nM de dexametasona
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), 50 ug/mL de acido
ascorbico (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), e 10 mM
de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil)
(DAG)™9. O meio osteogénico foi trocado a cada dois
dias. Essas células foram monitoradas por periodos de
tratamento bem definidos quanto a diferenciacao oste-
oblastica in vitro, em 7, 14, 21, e 28 dias.

Para cada cinco amostras de SCUH, cinco experi-
mentos independentes (analise morfoldgica, deteccao
citoquimica de nddulos de mineralizacdo, dosagem de
calcio, atividade de fosfatase alcalina, e conteudo protei-
co total) foram feitos segundo os periodos de tratamento
correspondentes, usando trés réplicas cada (n = 300).

Analise morfologica

Fotomicrografias foram obtidas usando microscopio
invertido (contraste de fase) Labomed TCM 400 (Fel-
dmann Wild Leitz, Manaus, Brasil) e documentadas
com uma camera digital Canon Powershot A310 3.2 Mp
(Canon, Califérnia, Estados Unidos).

Deteccao citoquimica de nddulos de mineralizacao

Para detectar a capacidade de SCUH de mineralizar a
matriz extracelular na forma de ndédulos mineralizados,
foi usada a coloracdo de von Kossa. Resumidamente, a
camada de células foi fixada por formalina a 10% (10 min)
e rigorosamente lavada com PBS (10 min). A seguir, foi
adicionado nitrato de prata a 5% seguido da exposicao a
luz ultravioleta por 60 min. A camada de células foi nova-
mente lavada com PBS (trés vezes), imersa em tiossulfato
de s6dio a 5% por 3 min, corado com safranina a 0,5%.
A andlise citoquimica foi feita usando microscopio inver-
tido (contraste de fase), Labomed TCM 400 (Feldmann
Wild Leitz, Manaus, Brasil), e as fotomicrografias foram
documentadas com uma camera digital Canon Powershot
A310 3.2 Mp (Canon, Califérnia, Estados Unidos).

Dosagem de calcio

Foi utilizado um kit comercial (Enzipharma, Sao Paulo,
Brasil) para quantificar a presenca de calcio no so-
brenadante (ou calcio livre) ou no precipitado (célcio
aprisionado) da cultura celular. Em cada periodo do
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experimento, o meio de cultura (sobrenadante) ou a
camada de células (precipitado) foi coletado e conge-
lado a -20°C em microtubos (EppendorfTM, Campi-
nas, Brasil). A seguir o precipitado, camada contendo
células e a matriz extracelular, foi digerido em 0,5 M
de HCI durante 18 horas a 4°C e congelado até o mo-
mento da dosagem. As amostras foram lidas no leitor
de microplacas-espectrofotometro (Beckman Coulter,
Calif6rnia, Estados Unidos) no comprimento de onda
de 560 nm usando o célcio como padrao de referéncia.
O branco para a maquina foi dgua destilada (para o
meio) e HC1 0,5 M (para o precipitado).

Atividade da fosfatase alcalina

Em cada periodo experimental, o meio de cultura
foi coletado (1mL), transferido para um microtubo
(EppendorfTM, Campinas, Brasil) e congelado a -20°C
para posterior determinagao da atividade da fosfatase
alcalina. Resumidamente, aliquotas de 100 uL foram
adicionadas ao meio da reagdo para a determinagao
da atividade enzimaética usando um kit comercial (En-
zipharma, Sao Paulo, Brasil). Depois de 10 minutos de
incubacao a 37°C, foram adicionados 100 uL de 1,0 M
NaOH, interrompendo a reagao. A densidade Optica
foi medida no leitor de microplaca-espectrofotometro
(Beckman Coulter, Califérnia, Estados Unidos) na fre-
quéncia de ondas de 405 nm.

Proteina total

O contetdo de proteina total no sobrenadante da cultura
celular foi determinado em todas as amostras usando o
método de Bradford conforme proposto pelo fabricante
(Bio-Rad kit™ - Bio-Rad, Califérnia, Estados Unidos).
O meio de cultura foi coletado (1 mL), transferido a um
microtubo (EppendorfTM, Campinas, Brasil) e congela-
do a -20°C para determinacao posterior da proteina total.
Resumidamente, aliquotas de 20 uL foram adicionadas ao
meio de reacao (1 mL) para a determinagio da concen-
tracao de proteina soluvel. Apds 5 minutos de incubacao
a temperatura ambiente, a reacdo foi interrompida e a
densidade optica foi medida no leitor de microplacas-es-
pectrofotometro (Beckman Coulter, Califérnia, Estados
Unidos) na frequéncia de ondas de 405 nm.

Analise estatistica

Os resultados bioquimicos foram mostrados em graficos
representando a média + erro padrao da média. Os da-
dos de cada ensaio foram analisados com software InStat
3.10 (GraphPad Inc., Califérnia, Estados Unidos) usando
o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) e o teste
de comparacoes multiplas de Dunn como pods-teste.
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RESULTADOS
Analise morfoldgica

A cultura primaria de SCUH foi inicialmente caracte-
rizada como sendo composta de células arredondadas
e mononucleares (Figura 1A) com adesao lenta a reci-
pientes plasticos, aos 7 dias, durante a expansao in vi-
tro (Figuras 1B e 1C) e que alcancavam confluéncia em
28 dias, adotando um fendtipo mesenquimal semelhan-
te ao de fibroblasto (Figura 1D). A subcultura de célu-
las SCUH diminuiu em metade do tempo da confluén-
cia célular para 14 dias. Apds o processo de semeadura
para o ensaio de osteogénese, 80% de confluéncia foi

’5 m v ™ 'l : . ‘I‘
Figura 1. Etapa proliferativa na cultura primaria de células SCUH. (A) Células
mononucleares arredondadas e nao aderentes, em 1 dia, (B) Unidade formadora
de coldnia aderente (seta preta) em 7 dias, (C) Células semelhantes a fibroblastos
aderentes (seta branca) em 7 dias e (D) Monocamada de células confluentes, 28 dias

Figura 2. Andlise morfolégica do processo de osteodiferenciagao. (A) Células com
formato cubdide (seta branca), 14 dias apds contato com o meio osteoindutor.
(B-D) Coloragao Von Kossa, sem formacéo de nédulos dsseos em 14 dias (B) ou
demonstrando presenga miiltipla de pequenos nédulos de mineralizagéo (setas
pretas) em 21 dias (C-D)
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obtida apenas em 4 dias, confirmando a expansao mais
demorada dessas células imaturas derivadas de SCUH.
Algumas unidades formadoras de colOnias estromais
aderentes (CFU) (Figura 1B) foram evidentes apos 7
dias em expansao e poderiam sugerir ninhos de células
tronco mesenquimais clonogénicas. A alteragao fenoti-
pica de células fibroblastoides ou indiferenciadas (Fi-
guras 1C e 1D) para morfologia poliédrica ou cuboide
semelhantes a osteoblastos (Figura 2A) ocorreu apods
14 dias de osteoindugao.

Andlise citoquimica

A osteoindugao na cultura de células SCUH até 14 dias
(Figura 2B) nao exibiu sinais positivos de biominera-
lizacdo. Entretanto, multiplos nddulos mineralizados
pequenos e corados de preto foram observados pelo
método de von Kossa ap6s 21 dias de osteoindugio na
cultura de SCUH-OPC (Figuras 2C e 2D), continuando
0 seu aumento em nimero e tamanho aos 28 dias.

Analise funcional

Todos os achados bioquimicos ajudaram a corroborar
o processo de osteodiferenciacdo e nenhuma diferenca
significante foi observada entre os doadores de células
SCUH para cada periodo de tratamento (p > 0,05).
Em comparagio com o meio puro osteoindutivo, o ni-
vel de calcio no sobrenadante da cultura celular decli-
nou em 21 dias (absorbancia: 0,59 = 0,02; p < 0,05) e,
de forma mais significante, em 28 dias (absorbancia:
0,53 +0,05; p < 0,01) (Figura 3A). Por outro lado, o ni-
vel de célcio no precipitado representado pelas células
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Figura 3. Andlise funcional do processo de osteodiferenciagdo de SCUH-OPC com
7,14, 21 e 28 dias. (A) Nivel de célcio em sobrenadante de cultura celular em
comparagao com o meio osteogénico (MO), (B) Nivel de célcio em precipitado de
cultura celular, (C) Atividade de fosfatase alcalina e (D) Contetdo total de proteinas
no sobrenadante de cultura celular



aderentes e sua matriz extracelular aumentou durante
o mesmo periodo de 21 dias (absorbancia: 0,19 = 0,01;
p < 0,05) e obteve o maior valor em 28 dias em compa-
rac@o com todos os periodos experimentais (absorban-
cia: 0,28 = 0,01; p < 0,001) (Figura 3B). A atividade da
fosfatase alcalina teve um crescimento significante du-
rante o periodo de 21 dias (38,31 = 4,44 U/L; p < 0,05)
até 28 dias (42,88 = 2,75 U/L; p < 0,01) (Figura 3C).
O conteudo total de proteina se manteve inalterado
durante os periodos experimentais em todas as amos-
tras de SCUH-OPC (p > 0,05) (Figura 3D), salientan-
do, assim, a expressao particular de fosfatase alcalina
na osteogénese in vitro.

DISCUSSAO

H4a um grande esforco para introduzir a terapia celular
como uma opg¢ao para pacientes com defeitos 6sseos. A
coleta de células de SCU, uma rica fonte de células-tronco
hematopoiéticas com beneficios praticos e éticos, repre-
senta um método nao invasivo alternativo a coleta de MSC
de medula 6ssea®!19, embora também exiba desafios es-
pecificos para a regeneracao Ossea.

As culturas de células de SCUH sao notoriamente
heterogéneas em funcgio da qualidade de preparados de
laboratorio, incluindo amostras de tecido fresco, meios de
cultura celulares, presenca de soro animal, citocinas, den-
sidade celular, nimero de passagens mediante cultura e
inducao osteogénica®!19. Condigdes 6timas em culturas
de células SCUH incluem um volume minimo aspirado de
33mlL, tempodacoleta até oisolamento de menosde 15 ho-
ras, e uma alta concentracao inicial de células (1,0 x 10%-108
células)“517, E realizada a cocultura inicial de material
hematopoiético e MSC derivados de SCUH (populagdes
de células osteoprogenitoras e células aderentes aparecem
ap6s 3 a 5 semanas in vitro)*19. A clonogenicidade de
células de SCUH ¢é determinada pela presenca de CFU®
e a frequéncia da variagdo de MSC de 0 a 2,3 clones por
1,0 x 108 c€lulas®. A cultura primaria de SCUH demorou
a atingir a confluéncia, de 34 dias (passagem 1) até 55 dias
(passagem 1-2) subsequentes em fungio da presenca de
células mais imaturas®). Uma vez estabelecida, a cinética
de proliferacao de células SCU nao diferiu de maneira sig-
nificante daquela de medula 6ssea, resultando em 20 du-
plicacdes de populacao dentro de 8 passagens®, até mais
de 50 duplicacoes de populagio apds 15 semanas®, assim
como sua capacidade de multilinhagens®>!9. Diferentes
meios de cultura incluindo a-MEM, DMEM, e MSCGM
(suplemento de crescimento SingleQuot), enriquecido
com soro fetal bovino a 10 a 15% ou lisado de plaquetas
humanas e mistura osteogénica (DAG) em combinagio
com ou sem BMP-2 (10-7M) podem levar a uma grande
quantidade de Cbfal/Runx2, colageno 114 fosfatase
alcalina, matriz extracelular mineralizada*%'%), osteocal-
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cina, osteonectina, osteopontina, vimentina, sialoproteina
Ossea, fator de crescimento fibroblastico-2 e fator de cres-
cimento endotelial vascular, dentre outros marcadores
Osseos em culturas celulares de SCU ao longo de 21 dias
de diferenciacao osteoblastica®. A exposi¢ao precoce a
um meio com suplementos osteogénicos e plasma huma-
no aumentou de maneira marcada o crescimento célular
estromal e a taxa de diferenciacao osteogénica, sugerin-
do que SCU de feto a termo possa agir como uma fonte
adequada de OPC, o que terd um impacto significativo
sobre o desenvolvimento de constructos 6sseos autdlogos
produzidos pela engenharia de tecidos®. Esses protoco-
los corroboram nossa boa experiéncia usando um volume
de amostra adequado (40 a 50 mL de SCUH), meio de
cultura (RPMI para a co-cultura inicial de células hema-
topoiéticas e mesenquimais, € o-MEM com soro bovino
fetal a 20% para proliferacao mesenquimal e proliferagao
de OPC), e DAG no passo de osteoinducao. Além disso,
a similaridade morfoldgica de células SCUH que haviam
passado por criopreservagio por 0,1 a 5 anos com amos-
tras frescas’!V e seu armazenamento de rotina em bancos
biolégicos poderiam salientar o valor clinico imediato de
SCUH®.

Entretanto, o isolamento e a expansao celulares tém
tido mais sucesso usando amostras de medula Ossea
(10:10)®, tecido adiposo (10:10)Y e matriz de cordao
umbilical (MCU) [8:8® ou 10:10®”], em comparacdo com
as taxas variaveis nas amostras de SCU [10%®), 46%“, ou
63%M]. A frequéncia de CFU ¢ a mais baixa em SCU,
mas SCU-MSC pode ser cultivado por tempo mais longo
e demonstra a maior capacidade proliferativa®) por causa
da imaturidade das células de recém-nascidos™, tornando-
se assim um bom substituto para medula 6ssea, que tem um
procedimento altamente invasivo e decresce em nimero
de MSC e potencial de diferenciacao com o aumento da
idade*192D_ Além disso, as células SCU-MSC expandidas
in vitro retém baixa imunogenicidade e um efeito imunomo-
dulatério em linfécitos e células dendriticas maduras, o que
¢ ideal para aplicacdes alogénicas no futuro.

Nossos resultados, baseados em boas praticas labo-
ratoriais € um protocolo proficiente, poderiam sugerir a
presenca de CFU durante a etapa de expansao de células
SCUH e acompanhar seu processo bem definido de os-
teodiferenciacio in vitro. Esse comportamento biol6gico
particular poderia ser explicado pela morfologia celular
cuboide que se assemelha a osteoblastos em 14 diasV e
a presenca de matriz Ossea extracelular ao longo de 21
dias, detectada na andlise citoquimica com tipicos noé-
dulos de mineralizagdo, em culturas de osteoblastos:*!)
e na analise funcional com a manuten¢ao do contetido
de proteina total, sugerindo o estabelecimento de cres-
cimento celular em direcao a um processo de diferencia-
¢ao, aumento de expressao da fosfatase alcalina®>!), e al-
teragdes no metabolismo de célcio (decréscimo de nivel
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no sobrenadante e aumento de depdsito em pellets) du-
rante a etapa de osteoindugao'¥. Dessa maneira, como
uma fonte arquetipica de células osteoprogenitoras que
podem ser colhidas, enriquecidas e expandidas in vitro, as
células de SCUH foram descritas como significantes para
a medicina regenerativa"®,

Multiplos estudos pré-clinicos testaram as SCUH em
terapias baseadas em células para o reparo 6sseo, mas
raros estudos clinicos foram realizados™. As células de
SCUH podem se aderir e espalhar com eficiéncia em es-
truturas baseadas em fosfatos de calcio (hidroxiapatita/
fosfato tricalcico)®, colageno poroso®®), colageno/fos-
fato tricalcico!?, ou &cido poli(lactico-acido glicdlico)/
hidroxiapatita®®. Além disso, elas podem continuar até
a diferenciacao osteoblastica®*®, promover osteogénese
ectdpica™, ou aumentar o reparo 6sseo em defeitos de
calvarias de ratos em até 78% em 12 semanas™. A ca-
pacidade de células SCUH de se diferenciarem em oste-
oblastos maduros quando cultivadas dentro de coagulos
plasmaticos humanos sugere sua potencial aplicagio em
cirurgia ortopédica®. Curiosamente, um estudo clinico
recente realizado em pacientes adultos com pseudoar-
trose Ossea traumética, demonstrou que o autotransplan-
te do osso iliaco apresentou diferengas estatisticamente
significantes com um tratamento baseado em células (cé-
lulas alogénicas estromais SCUH conjugadas a plasma
autogeno rico em plaquetas e pd de osso desmineraliza-
do) que exibiu a maior e mais rapida restauragao tibiofe-
moral, diminuindo pela metade o tempo de unido dssea
(6 meses). Dessa forma, o papel especifico da terapia ce-
lular com SCUH na restauracao 6ssea e a bioatividade
relacionada aos seus carregadores auxiliares merece uma
investigacao melhor(”.

Considerando questoes de seguranga, disponibilida-
de, metodologia de transplante, rejeicio e efeitos cola-
terais, argumenta-se que a terapéutica usando células
de SCUH fornece um repositorio confidvel de células
precursoras iniciais, e a presenca confirmada de OPC
neste trabalho encoraja seu uso como potencial fonte
para protocolos de terapia celular para defeitos dsseos.
A elucidacao de aplicacoes nao hematopoiéticas para
SCU facilitara o desenvolvimento de terapia celular pio-
neira relevante®. Ademais, o estudo de SCUH-OPC po-
dera fornecer novos modelos de pesquisa celular para a
compreensao de malformacoes humanas e transtornos
genéticos, além da possibilidade de testar os efeitos de
diferentes drogas terapéuticas®.

CONCLUSAO

Poderiamos concluir que a cultura celular do sangue do
cordao umbilical humano € uma técnica confiavel que se
estabelece como uma fonte alternativa de células osteo-
progenitoras para necessidades experimentais. Mais testes
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em animais tém de ser conduzidos para validar seu uso e
para estabelecer o controle de qualidade de futuras tera-
péuticas baseadas em células aut6logas ou alogénicas que
visam a reparagao ossea.
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